ANKARA UNIVERSITESI

BIYOTEKNOLOJI ENSTITUSU

TEMEL BIYOTEKNOLOJI

YUKSEK LISANS TEZI

INSAN GOBEK KORDONU STROMASI KAYNAKLI KOK HUCRELERIN
IN VITRO KOSULLARDA GERCEKLESTIRDIGI HUCRESEL DONUSUMUN

EPITEL-MEZENKIM GECIiSI CERCEVESINDE DEGERLENDIRILMESI

Hakan Coskun

Danigman Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Alp Can

Temmuz

2013



ETiK BEYAN

Bu tez c¢alismasimin; akademik kural ve etik ilkelere bagli kalinarak hazirlandigini,
caligmada yararlanilan ve bu ¢alisma tirtinii olmayan biitiin bilgiler i¢in kaynak yayinlara

atifta bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Hakan Coskun

Imzasi



Prof. Dr. Alp Can danismanliginda, Hakan Coskun tarafindan hazirlanan bu ¢alisma
18/07/2013 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Biyoteknoloji Anabilim Dali’nda yiiksek
lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan : Prof. Dr. Petek Korkusuz Imza:
Uye : Prof. Dr. Hilal Ozdag Imza:
Uye : Prof. Dr. Alp Can Imza:

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Aykut Ozkul

Enstiti Mudira



OZET

Yiksek Lisans Tezi

Insan Gébek Kordonu Stromas1 Kaynakli Kok Hiicrelerin
in vitro Kosullarda Gergeklestirdigi Hiicresel Doniigiimiin

Epitel Mezenkim Gegisi Cergevesinde Degerlendirilmesi

Hakan Coskun

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof. Dr. Alp Can

Laboratuvar kosullarinda kiiltiiri yapilan insan gébek kordonu stromasi mezenkimal kok
hiicreleri (iIGKS-MKH) iki farkli fenotip ile karsimiza ¢ikmaktadir. Tip 1 ve Tip 2 olarak
adlandirilan bu hiicreler kiiltiir ortaminda heterojen bir yapida olup, ilk pasajlardaki kiiltiir
ortami Tip 1 hiicrelerce zengin iken ilerleyen pasajlarda yerini Tip 2 hiicrelere
birakmaktadir. Tip 1 hiicreler genis sitoplazmali, son derece yassi ve stres liflerince zengin
bir fenotip sergilerken; Tip 2 hiicreler fibroblastoid olup uzun sitoplazmik uzantilara
sahiptir. Bu bulgular ve deneyimler dogrultusunda gébek kordonu stromasindan izole
edilen hiicreler arasinda in vitro kosullarda bir gegisin oldugunu 6n gérmekteyiz. Bu olay
EMG siireci ile iliskilendirildiginde Tip 1 hiicrelerin ilerleyen pasajlarda yerini Tip 2
hiicrelere biraktigi disiiniilebilir. Bu gecisin epitel mezenkim gegisinden ziyade bir
miyofibroblast fibroblast gegisi olabilecegini diisiindiik ve bu tez ¢alismasi ile bunu

kanitlamay1 planladik.

Epitel mezenkim gegisi (EMQG) bazal membran {izerinde polarize olmus epitel hiicresinin
bir dizi hiicresel degisim sonucunda mezenkim hiicresi karakteri kazanmasidir. Bu gecis,
bigimsel (fenotipik) ve hiicre-hiicre yapisma molekiillerinde meydana gelen bir dizi
degisimle baslar ve bazal membranin tamamen yikilmasiyla sona erer. EMG siireci ile
hiicrenin gd¢ ve invazyon kapasitesi artar. Bu siire¢ icerisinde bir¢ok molekiiler degisim

gerceklesmektedir.



Dogum sonrasinda alinan gdébek kordonu steril ve uygun tagima kosullari igerisinde
laboratuvara getirilerek gerekli mekanik ve enzimatik izolasyon teknikleri kullanilarak
hiicrelerin izolasyonu gergeklestirilmistir. Ardindan 7. pasaja kadar kiiltiirleri yapilan bu

hiicreler ¢aligmanin amacina gore farkli denemelere tabi tutulmustur.

Arastirmada temel olarak immiinhistokimyasal ve immiinsitokimyasal incelemeler ile
belirli hiicre iskeleti ve hiicre yiizey proteinlerinin hiicredeki varligi, dagilimi ve yari
sayisal yontemle miktar1 belirlenmistir. Yapilan in situ ve in vitro ¢aligmalarda hiicrelerin
E-kaderin ifade etmedikleri fakat N-kaderin ifade ettikleri belirlenmistir. Bunun yaninda
hiicrelerin farkli diizeylerde pansitokeratin, sitokerain 18, sitokeratin 19 ile a-SMA (alfa-

diiz kas aktini) ve vimentin ifade ettikleri gbzlenmistir.

Bu calismada in vitro ortamda Tip 1 ve Tip 2 olarak adlandirilan farkli fenotipe sahip iki
hiicre tipi ile yapilacak olan molekiiler diizeydeki deneylerden elde edilen veriler
dogrultusunda miyofibroblast fibroblast gegis siirecini ve bu iki hiicrenin deneysel olarak
birbirine gecisini kontrol eden mekanizmalarin gosterilmesi amaglanmigtir. Bu molekiiler
mekanizmalar temelinde 1GKS-MKH’lerinin molekiiler ve fenotipik &zelliklerinin
belirlenmesi kok hiicre tedavisinde basar1 oranina ve hiicre biyolojisi alanina 6nemli katki

saglayacaktir.

2013, 83 sayfa

Anahtar kelimeler: Epitel mezenkim gegisi, Gobek kordonu, Mezenkimal kok hiicre
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

The Assessment of Cellular Transformation in view of Epithelial-Mesenchymal Transition
of Human Umbilical Cord-Derived Stromal Stem Cells Upon in vitro Culture Conditions

Hakan Coskun

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Alp Can

Human umbilical cord-derived stromal stem cells (HUCSCs) in culture revealed two
distinct cell populations, designated as type-1 and type-2 cells. Type-1 cells dominate in
the early passages, whereas later passages become rich in type 2 cells. Type-1 cells exhibit
flat, wide cytoplasmic phenotype like myofibroblastic cells. In contrast, type 2-cells appear
to have fibroblast-like cell phenotype. We hypothesized that an in vitro transition is
concerned between those cell types, type-1 cells are replaced by type-2 cells in late
passages. It appears that this phenomen is a myofibroblast fibroblast transition rather than

an epithelial-mesenchymal transition. In this thesis, our aim was to prove this hypothesis.

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a biologic process that allows a polarized
epithelial cell, which normally interacts with basement membrane via its basal surface, to
undergo multiple biochemical changes enabling it to assume a mesenchymal cell
phenotype. EMT starts to undergo a series of multiple biochemical changes by which and
greatly an increased production of extra cellular matrix (ECM) components exist. The
completion of EMT is signaled by the degradation of underlying basement membrane and
the formation of a mesenchymal cell, which includes enhanced migratory capacity,

invasiveness.

Briefly, umbilical cords from newborn babies were immersed in sterile transfer solution

and immediately transferred to the laboratory. Stromal cells were isolated using



mechanical and enzymatic cell isolation techniques and then primary cultures were carried

out until 7 passages.

We used to immunohistochemical and immunocytochemical methods. to observe the
changes and semi-quantitative amount in specific cell-surface and cytoskeletal proteins.
When in situ and in vitro surveys was observed that E-cadherin was not expressed but N-
cadherin was expressed by the cells. Furthermore, it was determined that the cells were
expressing pancytokeratin, cytokeratin 18, cytokeratin 19 and vimentin, a-SMA (alpha-

smooth musle actin).

In this study, we aimed to assess the cellular transformation of Type-1 and Type-2 cells in
view of EMT in vitro culture conditions. The ultimate goal was to achieve the molecular
and phenotypic characterization of the HUCSCs, which will importantly contribute to the
stem cell therapies and biology of the cell.

2013, 83 pages

Keywords: Epithelial mesenchymal transition, Mesenchymal stem cell, Umbilical cord
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ONSOZ

Viicut i¢inde karmagik doku ortamlarinda bulunan hiicreler viicut disina ¢ikarildiklarinda
bugiine kadar bilinen kiiltiir yontemlerinden birisi kullanilarak viicut disindaki yapay
ortamda ¢ogaltmaktadir. Hiicre kiiltiirii olarak adlandirilan bu yaklasim bir¢ok hiicrenin
davraniginda ve fenotipinde farkli diizeylerde degisimlere neden olmaktadir. Bu alanda
yiriitilen caligmalarin en 6nde gelen amaclarindan birisi kiiltlir ortaminda canliligini
stirdiiren hiicrelerin in vivo kosullardaki fizyolojik siireglerini taklit etmektir. Ancak
yiiriitiilen sayisiz ¢alismaya ragmen, sinirli sayida hiicresel 6zelligin in vitro ortamdaki
hiicrelerde korunabildigi goriilmektedir. Kok hiicreler séz konusu oldugunda bu durum
daha da fazla 6nem kazanmaktadir. Ciinkii kok hiicreler sinirhi sayiya sahip hiicreler olarak
organizmanin ¢ok Ozgiin mikrogevrelerinde, yani kendilerine 6zgli nis ortamlarinda
varliklarmi siirdiirmektedir. Giiniimiizde kok hiicre ¢aligmalar1 ve tedavilerinde yaygin
kullanildig: iizere hiicreler belli anatomik bdlgelerden ¢ikarilmakta, kiiltiir ortamlarinda
cogaltilmakta ve gerekirse farklilagtirnlmaktadir. Bu baglamda hiicrelerin  6zgiin
karakterlerinin belirlenmesi ve kiiltlir kosullarinda bu 6zelliklerinin korunmasi hedeflenen

calismalarda biiyiikk 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alismada insan gobek kordonu stromasi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin in vitro
kosullar altinda sergiledigi heterojen hiicre fenotipinin hiicresel donlisim modeli
cercevesinde degerlendirerek sergilemis olduklari heterojen goriiniimiin molekiiler ve

fenotipik olarak tanimlanmasi amag¢lanmastir.

Calismamin baslangicindan bitimine kadar, benden yardimini esirgemeyen pek ¢ok kisiye

tesekkiir bor¢luyum.

Lisans ve Yiiksek lisans egitimim boyunca ilminden faydalandigim, insani ve ahlaki
degerleri ile de oOrnek edindigim, birlikte ¢aligmaktan onur duydugum ve ayrica
tecriibelerinden yararlanirken gostermis oldugu hos gorii ve sabirdan dolay1 degerli hocam,

Prof. Dr. Alp Can’a,

Egitimim boyunca iizerimde emegi gecen sayin hocalarima; birlikte calismaktan zevk

aldigim sevgili asistan arkadaglarima,

Bu giinlere gelmemde biiyiik pay sahibi olan aileme ve dostlarima tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Viicut i¢cinde karmasik doku ortamlarinda bulunan hiicreler viicut disina ¢ikarildiklarinda
bugiine kadar bilinen kiiltiir yontemlerinden birisi kullanilarak viicut disindaki yapay
ortamda cogaltilirlar. Hiicre kiiltiirii olarak adlandirilan bu yaklasim birgok hiicrenin
davraniginda ve fenotipinde farkli diizeylerde degisimlere neden olmaktadir. Bu alanda
yiiriitiilen c¢aligmalarin en O6nde gelen amaclarindan birisi kiiltiir ortaminda canliliginm
stirdiiren hiicrelerin in vivo kosullardaki fizyolojik siireglerini taklit etmektir. Ancak
yiriitillen sayisiz ¢alismaya ragmen, simirlt sayida hiicresel 6zelligin in vitro ortamdaki
hiicrelerde korunabildigi goriilmektedir. Kok hiicreler séz konusu oldugunda bu durum
daha da fazla 6nem kazanmaktadir. Ciinkii kok hiicreler sinirli sayiya sahip hiicreler olarak
organizmanin ¢ok Ozgiin mikrogevrelerinde, yani kendilerine 6zgli nis ortamlarinda
varliklarmi siirdiirmektedir. Giiniimiizde kok hiicre ¢aligmalar1 ve tedavilerinde yaygin
kullanildig1 iizere hiicreler belli anatomik bolgelerden cikarilmakta, kiiltiir ortamlarinda
cogaltilmakta ve gerekirse farklilagtirilmaktadir. Bu baglamda hiicrelerin  6zgiin

karakterlerini bir boliimiinii gecici veya kalici olarak yitirmeleri son derece dogaldir.

Insan gobek kordonu stromasi mezenkimal k&k hiicreleri (iGKS-MKH) iizerinde
yiirlitmekte olan analizler bu hiicrelerin de kaynak aldiklar1 dokudan c¢ikarilmalar1 ve
sonrasinda kiiltiire edilmeleri sirasinda benzer degisim silirecinden gectigini gostermistir.
Simdiye kadar yapilan ¢alismalarin sonuglar1 degerlendirildiginde laboratuvar kosullarinda
kiiltiirii yapilan iGKS-MKH iki farkli fenotip gdstermektedir. ilk kez Can ve ark.
tarafindan Tip 1 ve Tip 2 olarak adlandirilan bu hiicreler kiiltlir ortaminda heterojen bir
yapida olup, ilk pasajlardaki kiiltiir ortami Tip 1 hiicrelerce zengin iken ilerleyen pasajlarda
yerini Tip 2 hiicrelere birakmaktadir (1). Tip 1 hiicreler genis sitoplazmali, son derece
yasst ve stres liflerince zengin bir fenotip sergilerken; Tip 2 hiicreler fibroblastoid olup
uzun sitoplazmik uzantilara sahiptir. Iki hiicre tipi de farkli vimentin ve sitokeratin
profiline sahiptir. Alfa-diiz kas aktin (a-SMA) ve desmin filamentlerinin ise dokuda
varliklar tespit edilmis, fakat kiiltiir ortaminda ilerleyen pasajlarda ifadelerinin azaldiklari
belirlenmistir (2). Bununla birlikte Tip 1 ve Tip 2 hiicrelerin kondrojenik, osteojenik ve
adipojenik farklilagmalar1 arasinda bir fark belirlenmemistir. Oysa noronal hiicre hatlarinda

tercihli bir farklilasma saptanmistir. Hiicreler ilk olarak mezenkimal ve ekto/endodermal
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belirte¢ olan vimentin ve pansitokeratin antikorlariyla boyandiginda vimentinin tiim hiicre
tiplerinde ifade oldugu gdzlenirken; pansitokeratinin ifadesinin Tip 1 hiicrelerle sinirh
oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak ilerleyen pasajlarda (P5-P9) pansitokeratin
ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir. Desmin ve a-SMA ifadelerine bakildiginda ise kiiltiirdeki
hiicrelerde desmin tespit edilmezken, erken pasajlarda (P1-P3) a-SMA ifadesi belirlenmis,
ilerleyen pasajlardaki (P5-P9) hiicrelerin a-SMA’dan yoksun oldugu belirlenmistir.
Dokuda yapilan analizlerde ise perivaskiiler, intervaskiiler ve subamniyotik bolgelerdeki
hiicrelerin giiglii bir sekilde vimentin ve desmin ifade ettigi belirlenmistir. Bu bdlgelerde
pansitokeratin ve a-SMA ifadesinde ise perivaskiiler ve subamniyotik alanda gii¢lii bir

ifade gozlenirken; intervaskiiler alanda ifadenin zayif oldugu belirlenmistir (2).

Tiim bu bulgular ve deneyimler degerlendirildiginde gobek kordonu stromasindan izole
edilen hiicreler arasinda in vitro kosullarda bir ge¢isin oldugunu hatirlatmaktadir. Bu olay
kismen yeni bir kavram olan epitel mezenkim gecisi (EMG)’ne benzer bir nitelik tagidigin
diisiinmekteyiz. Bir baska deyisle, Tip 1 hiicrelerin ilerleyen pasajlarda yerini Tip 2

hiicrelere birakmast s6z konusu olabilir.

EMG siirecinde de bir¢ok hiicresel proteinde sentez ve dagilim degisikligi gerceklesir.
Kaderin grubu proteinler ve hiicre iskeleti filamanlar1 bu siiregte belirgin degisik gosterir.
IGKS-MKH’leri iizerinde yaptigimiz c¢alismalarda bu iki molekiil grubu arasinda bir
degisim saptamis bulunmaktayiz. Yeni tanimlanan EMG degisim siireci bu nedenle bizim
karsilasmis oldugumuz hiicresel degisimi agiklamaya yardimci olabilir. Ozellikle, hiicre
yiizey proteinleri olan E-kaderin ifadesinde azalma gergeklesirken; N-kaderin sentezi
artmaktadir. E-kaderin ve N-kaderinin her ikisi de hiicre-hiicre iliskilerinde rol
oynamaktadir. Hiicre iskeleti elemanlarina bakildiginda a-SMA, vimentin ve F-aktin

ifadesi artarken; sitokeratinin ifadesi azalmaktadir.

In vitro kosullar altindaki iGKS-MKH’leri EMG c¢ergevesinde degerlendirildiginde bir
miyofibroblast fibroblast gecisinin s6z konusu olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu ¢alismayi
yaparken EMG siirecinden esinlenebilecek ¢ok sayida bilimsel veri ve bulgu elde ettik.

Arastirmada temel olarak immiinhistokimyasal incelemeler ile hiicre yiizey molekiilleri

2



olan E-kaderin, N-kaderin; hiicre iskeleti proteinleri olan vimenin, a-SMA, pansitokeratin
(Tipl, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18 vel9), sitokeratin 18, sitokeratin 19 ifadeleri gozlendi. Bu tez
calismasinin amaci da bu degisimin s6z konusu olup olmadigini arastirmak ve eger varsa

bunun tanimlamaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Epitel Mezenkim Gegisi

Epitel mezenkim gegisi (EMG) polarize olmus epitel hiicrelerin, bir¢ok biyokimyasal
degisim sonucunda go¢ edebilme yetenegine sahip, yayilmaci ozelik sergileyen ve
apoptoza diren¢li mezenkimal hiicre fenotipini olusturan biyolojik bir siiregtir (3). Bu siireg
icerisinde hiicreler arasi matriks elemanlarinin tiretimi biiyiik bir artis gostermektedir.
EMG siireci, bazal membran yapisinin bozulmasi ve epitel hiicrelerinin go¢ edebilme
yetisine sahip mezenkimal hiicrelerin olugmasi ile tamamlanmaktadir. EMG bir¢ok
molekiiler degisim siireci sonunda gerceklesir. Bunlar; transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu, hiicre ylizey proteinlerin ifadesi, hiicre iskelet proteinlerinin yeniden
diizenlenmesi ve ifadesindeki degisiklikler, hiicreler aras1 matriksi parcalayan enzimlerin
tiretilmesi ve miRNA ifadesindeki degisiklikler olarak siralanabilir (Sekil 2.1.1). Birgok
durumda bu faktorler EMG siireci icerisinde biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir.

Huicrelerin Gegis Sirasinda

Epitel Fenotipi Olusturduklari Ara Form Mezenkim Fenotipi
JOLARNMD (AUTARINY YRR YR iyl i S —
———— ~—
Epilel 3 | ] L | ] ] | e f — g ) “‘ﬁ;..,;..g,e'”’ " Mezenkim
Hiicreleri ) ) ) ] — ) | @ —> @ . Hicreleri
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Sekil 2.1.1 Epitel Mezenkim Gegisi

EMG, polarize olmus epitel hiicrelerinin, bircok biyokimyasal degisimler sonucunda gé¢
etme yetisine sahip, yayilimci 6zelik sergileyen ve mezenkimal hiicre fenotipini olusturan
biyolojik bir siirectir. Bu siire¢ igerisinde hiicreler epitelyal o6zelliklerini kaybederek
mezenkimal Ozellikler kazanirlar. ZO-1, zona occludens; MUC1, musin 1; miR200,
mikroRNA 200; FOXC2, forkhead box C2. (Kalluri and Weinberg 2009’dan degistirilerek
alimustir)



Ilk olarak E. Hay’1n tavuk embriyosunda ilkel ¢izginin olusum modelini kullanarak yaptig:
oncii galismalar “Epitel Mezenkim Doniisiimii” olarak adlandirilmistir (4). Aradan gegen
siire i¢inde, bu silirecin neoplastik doniisiimden farkli olmas1 ve daha dogru yansittig1 igin
“doniisim” terimin yerini “ge¢is” terimi almistir (3). Bunun yaninda, EMG siireci ile
gerceklesen fenotipik esnekligin tersine, mezenkimal hiicrelerin epitel tiirevlerine

doniistimiinii igeren “Mezenkim Epitel Gegisi” siireci ortaya konmustur (5).

2.1.1. Epitel Mezenkim Gegisinin Nedenleri

Yaklasik 150 yil once, hiicrelerin daha fazla hiicre olusturmak ve buna bagl olarak doku
hacmini artirmak i¢in boliindiikleri diisiincesi ortaya konmustur. Her hiicrenin bir diger
hiicreden kaynaklandigi ve bunun temelinde de tek bir hiicrenin (zigot) olmasi bu
diisiincenin merkezini olusturmaktadir. Gelisim boyunca hiicrelerin farklilagma siireci
icerisindeki cesitli fenotipik durumlari ise bir diger karmasik bolimdiir. Son zamanlarda
gelisim siirecindeki epitel hiicrelerinin fenotipik esneklige sahip oldugu ve EMG ile MEG

stiregleri igerisinde ileri ve geriye doniisiim yapabildikleri bilinmektedir (6).

Epitel dokularinin gelisimine bakildiginda, mezenkim hiicreleri doku olusumunu
destekleme roliinii iistlenmisken; epitel hiicreler dokuya 6zgii bir islev sergiler. Burada bazi
Ozellesmis islevleri gerceklestirmek icin terminal bir farklilagsmanin gerekli oldugu ve
gelisim tamamladiktan sonra da hiicrelerin bu durumu korundugu gériilmiistiir. Bu durum
gelisim ve yetigkinlik donemi boyunca, terminal farklilasma gegirmis epitel hiicreleri
igeren hiicre popiilasyonunun EMG siireci ile farklilagsma gecirerek mezenkimal fenotipe
doniismesi olarak agiklanmistir. Bu programlar doku tamiri, patolojik stresler sonucunda
cesitli yangi olusumlari ve ileri seviyedeki karsinoma tipleri ile baglantili olarak aktif hale
gelebilir. Buna gore EMG, embriyodaki hiicre dagilimi, hasarli dokulardaki mezenkimal
hiicre sekillenmeleri, epitel kokenli kanser tiplerinin invazyonu ve metastazindaki

mekanizmalari olusturmaktadir.



2.1.2. Epitel Mezenkim Gegisinin Simiflandirilmasi

EMG siireci igerisinde birbirinden farkli islevsel sonucglari olan {i¢ ayri1 biyolojik olayla
karsilasilir. Bu olaylara ait 6zel sinyaller heniiz yeterince netlik kazanmamis olmasina
ragmen bu programlarin birbirinden farkli oldugu kabul edilmistir. EMG programinin iig
farkli biyolojik alt tipinin siniflandirilmasina yonelik oneriler 2007°de Polanya ve 2008’in
Mart aymnda Cold Spring Harbor Laboratuvarlari’nda yapilan EMG konulu toplantilarda

ele alinmis ve kabul edilmistir (7).

Implantasyon, embriyo olusumu ve organ gelisimi ile baglantili EMG siireci, ortak
mezenkim fenotipine sahip fakli hiicre tipleri olusturmak iizere organize olmuslardir. Tip 1
EMG olarak adlandirilan bu siiregte, ilk olusan epitel hiicrelerin ikincil epiteli olusturmak
tizere MEG siirecine girme potansiyeline sahip mezenkimal hiicrelere (birincil mezenkim)

dontisimii s6z konusudur (Sekil 2.1.2.1).

EMG’ye bagiml yara iyilesmesi, doku yenilenmesi ve organ fibrozisi EMG’nin ikinci
tipini olusur. Tip 2 EMG’de olusan ikincil epitel ya da endotel hiicrelerin fibroblastlara
dontisimii s6z konusudur (Sekil 2.1.2.1). Fibroblast olusumu ve fibrozis, immiinolojik
olgunlagsmay1 ve doku olusumunu isaret eder. Ancak Tip 1 EMG’nin tersine Tip 2 EMG

yara iyilesmesi ve doku yenilenmesi boyunca goriilen inflamasyon ile baglant1 gosterir.

Tip 3 EMG, genetik ve epigenetik degisimler sonucunda tiimor gelisimine neden olabilen
neoplastik hiicrelerde goriiliir. Bu degisimler sadece onkogen ve tlimor baskilayici genleri
etkilemez, bunun yaninda EMG siirecini kontrol eden ve diger iki tip EMG’den fakl
olarak yeni bir olusuma neden olan kontrol mekanizmalarin1 da etkiler. Tip 3 EMG
slirecine girmis karsinoma hiicreleri, invazyon ve metastaz yapabilir ve bu olay kanser ile
sonuclanmaktadir. Epitel kanser hiicreleri, EMG boyunca farklilagma gosterir ve
mezenkim fenotipine doniliserek metastatik bir islev kazanir. Metastaz sonrasinda
yerlestikleri nis ortaminda epitel fenotiplerini geri kazanarak ikincil tiimdr yapisini

sekillendirirler (Sekil 2.1.2.1).



Bu ii¢ tip EMG farkli biyolojik siirecleri temsil ediyorken temelde benzer genetik ve
biyokimyasal degisimlerin ger¢eklestigi goriilmektedir.

Tip 1 (mezenkimal) Tip 2 (fibroblastik) Tip 3 (metastatik)
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Sekil 2.1.2.1 Epitel Mezenkim Gegis Tipleri

Tip 1 EMG’de, ilk olusan epitel hiicrelerin mezenkim hiicrelerine doniisii sz konusudur.
Bu durum, embriyogenezin gastrulasyon ve noral krest olusum evrelerinde gozlenir. Daha
sonra, olusan mezenkimal hiicreler, ikincil epitel hiicreleri olusturmak iizere farklilagirlar
(MEG). Tip 2 EMG’de, olusan ikincil epitel ya da endotel hiicrelerinin fibroblastlara
doniismesi soz konusudur. Tip 3 EMG, metastatik siirecin bir pargasidir. Epitelyal timor
hiicreleri, birincil timor nodilii olarak davranir ve bulundugu ortamdan koparak yeni
dokulara go¢ eder, bunun sonucunda ikincil tiimér nodiiliinii olusturur. (Can A. 2014’ten
degistirilerek alinmistir)



2.1.2.1. Tip 1 EMG: Iimplantasyon, Embriyogenez, Organ Gelisimi

Embriyogenezin erken sathalar1 boyunca embriyonun implantasyonu ve plasenta yapisinin
olusmas1 EMG siireci ile baglantil1 olarak gerceklesir (8). Ozellikle sitotrofoblast énciileri
olan trofoektoderm hiicreleri, endometriyuma yayilmayi kolaylastirmak ve plasentanin
dogru bir sekilde tutunabilmesini saglamak i¢in EMG programini kullanarak bazi

diizenlemelerde bulunmaktadir (9).

Embriyo, li¢ germ tabakasini olusturmak iizere gastriilasyon asamasina girer ve ilk olarak
epiblast tabakasinda ilkel ¢izgi olusur (10). Buradaki epitel hiicreler E-kaderin ifade eder
ve apikal-bazal kutuplasmasi olusturur. ilkel ¢izginin ice dogru gdcmesi ile mezoderm ve
endoderm tabakalarina ayrilacak olan, mezoderm tabakasini olusturur (9). Bu siire¢ EMG
ile gergeklesmektedir (4). Epiblast ile hipoblast arasinda olusan embriyonik mezoderm
aksial, paraksial, orta ve yan mezodermal tabakalarla baglantili olarak go¢ edebilme

yetileri yiiksek olan birincil mezenkimleri olusturur (11).

Biyokimyasal acidan bakildiginda EMG bagimli gastrulasyon Wnt sinyaline bagiml
olarak diizenlenir. Wnt3 hasarli embriyolar EMG bagimli gastriilasyon asamasina
gecemezler (12, 13). Birincil ¢izgi olusumu Wnt8c ifadesi ile baglantilidir ve Wnt8¢’nin
asir1 ifadesi birgok birincil ¢izgi olusumuna yol acar. TGF-p st ailesi proteinleri, 6zellikle
de Nodal ve Vg1, Wnt’nin ¢alismasina aracilik etmektedir ve hasar gordiiklerinde EMG
kaybindan dolayr mezodermal bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir (14-18). Bununla birlikte
Wnt’ler FGF reseptorleri ile birlikte calisarak EMG baglantili gastrulasyon siirecinin
diizenlenmesine yardimci olmaktadir (19-21). Snail, Eomes ve Mesps gibi transkripsiyon
faktorleri EMG bagimli gastriilasyonu yénetmektedir. Ornegin; Snail 1, E-kaderin ifadesini

azaltmaktadir.

Embriyonik gelisim boyunca EMG, noéroektodermi olusturan néral krista hiicrelerinin
gociine dogrudan katilmaktadir (22). Goge heniiz baglamais hiicreler ilk basta Sox, Snaill,
Slug ve FoxD3 (Forkhead box D3) gibi genleri ifade etmektedir ve sonrasinda bu hiicreler

EMG programina girmektedir (23, 24). Bunun sonucunda bu hiicreler noral katlantilardan



ayrilir, hareketli hale gelir ve diger hiicre tiplerini doniismek {izere embriyonun farkl

bolgelerine go¢ eder.

Noral krista icerisindeki EMG de gastriillasyon asamasindakilere benzer sinyaller ile
uyarilir. Bu sinyal yolaklarimi Wnt, FGF (Fibroblast Biiyline Faktorii), BMP (Kemik
Morfogenetik Protein), c-Myb ve msh homeobox 1 genlerinin iiriinleri olusturur. Bunlarin
icerisinde BMP noral krista hiicrelerinin uyarilmasinda en belirgin olanidir. Sadece
BMP’nin engellenmesi ile EMG siirecinin geriye g¢evrilmesi gergeklestirilebilir (25-27).
Bununla birlikte noral krista yapisinda (Bkz. Sekil 2.1.2.1.1) EMG’nin gerceklesebilmesi
icin E-kaderin gibi hiicre-hiicre tutunma molekiillerinin de baskilanmasi1 gerekmektedir

(28).
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Sekil 2.1.2.1.1 Omurgalilarda embriyonik tabakalarin olusumu

Tip 1 EMG (A) Gastriilasyon evresinde embriyonik tabakalarin olusmasi. EMG siireci ile
epitel hiicreleri (sar1), ilkel cizgiden igeriye dogru go¢ eden mezodermal (yesil) ve
endodermal (pembe) hiicrelere donlismektedir. (B) Mezodermal hiicreler (mavi), orta-yan
eksenler boyunca ¢esitli yapilar1 olusturmak iizere yogunlagmaktadirlar. MEG siireci ile
lateral mezoderm tabakasindan notokord yapist olusurken; paraksial mezoderm
tabakasindan somitler olugsmaktadir. (Nieto et al. 2009°dan degistirilerek alinmistir)

2.1.2.2. Tip 2 EMG: Doku yenilenmesi ve organ fibrozisi

Epitel dokuda gerceklesen organ fibrozisi, cesitli inflamatuvar sinyaller sonrasinda
inflamatuvar hiicre ve fibroblastlar ile kollajen, laminin, elastin ve tenaksin gibi hiicreler

arast matriks bilesenleri araciligiyla gergeklesmetedir (Bkz. Sekil 2.1.2.1.2). EMG siireci
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ile iligkili fibrozis 6zellikle bobrek, karaciger, akciger ve bagirsakta goriilmektedir (29-31).
Cesitli organlarda fibrozis gelisimi boyunca goriilen vimentin, a-SMA, desmin gibi hiicre
iskeleti proteinleri ve hiicreler aras1 makriks bileseni olan kollajen 1 EMG siireciyle
olusmus mezenkimal hiicrelerin tanimlanmasinda giivenilir belirtegler olarak kullanilabilir.
Bu siiregte E-kaderin/B-katenin sinyalleri anahtar bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte
TGF-B’nin tersine ¢alisan BMP-7 de EMG siirecinde dnemli bir transkripiyon faktoriidiir.
BMP-7, TGF-B ile uyarilmis EMG’ye kars1 endojen baskilayici olarak islev gosterir (32,
33). Bir diger etkisini ise TGF-B8’nin etkisiyle kaybolan E-kaderin ifadesini tersine

gevirerek gosterir (32).

EMG siirecinde epitel belirteclerin ifadesi devam ederken EMG’nin ara formundaki
hiicreler mezenkimal hiicre belirtecleri sentezlenmeye baslar. Inflamatuvar stres altindaki
epitel hiicreleri EMG siirecinin baglarinda mezenkim 06zelliklerinin yaninda epitel
ozelliklerini de kismen korurlar, bu da “kismi EMG” kavramini olugturmaktadir. Sonugcta
bu hiicreler tamamen mezenkim O6zellik kazanarak epitel tabakasini terk eder ve dokunun

interstiyumunda birikir (34).

Farenin bobreginde meydana getirilen inflamatuvar hasar sonrasinda TGF-, PDGF, EGF
ve FGF-2 gibi EMG siirecini tetikleyen biiytime faktorlerinin salgilandigi gériilmiistiir. Bu
salinim, makrofajlarin ve istirahat halindeki fibroblastlarin aktifleserek hasar bolgesinde
birikmesi ile baglar. Buna ek olarak, bu hiicreler kemokinler ve MMP (Matriks
Metalloproteinaz)’lerin (6zellikle de MMP-2, MMP-3 ve MMP-9) salgilanmasini saglar.
Epitel hiicreler bu sinyal molekiillerinden etkilenir ve Tip 4 kollajen ve lamininin
parcalanmas1 ve bozulmasi sonucunda inflamatuvar hiicreleri ile birlikte hareket ederler.
Laminin yapisi bozulmus olan hiicreler mezenkim fenotipi kazanir ve ilgili biiyiime
faktorleri ve bazi kemoatrakten maddeler ile bulunduklart bdlgeden diger epitel
tabakalarima dogru hareket ederler (35). Epitel hiicrelerinin EMG siireci igerisindeki bu
olusum, doku plazminojen uyaricisinin (tPA) bozulmasi ve MMP-9’un ifadesinin
baskilanmasi ile durdurulur. Bu sirada TGF-B’nin diizenlenmesine bagli olarak E-kaderin
seviyesi diiser ve aktif MMP-9’un seviyesi azalir (36). Tiibiiler epitel hiicrelerde
gerceklesen TGF-B bagimli EMG siirecinde, B-integrin ve integrin bagimli kinazlar (ILK)
arabulucu olarak davranirlar (37). Bu sinyal yolag: icerisinde TGF-8, Smad2/3 bagimli
yolak ve MAPK bagimli yolaklar tizerinden EMG’yi uyarmaktadir (38, 39).
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Kader belirleme ve kemik iligi nakli ¢aligmalarinda farelerdeki bobrek olusumu boyunca
fibroblastlarin % 12°sinin kemik iligi kaynakli % 30’unun ise EMG araglig1 ile bobrek
tiibiiler epiteli kaynakli oldugu gosterilmistir (40). Insan dokularinda gerceklesen
fibrozisde de EMG siireci rol almaktadir (41). 133 hastada yapilan bobrek fibrozisi
calismasinda tiibiiler epitel hiicreleri etiketlemek icin sikokeratin, vimentin, a-SMA
kullanilarak yapilan ¢aligmalarda 6rneklerin énemli bir ¢ogunlugunda EMG siireci tespit

edilmistir (42).

Sabit inflamatuvar
Fibroblast ~ Htcre

- w

Epitel Bazal
Hiicresi Membran

EMG ile Olusmus

E-kaderin Fibroblast

Tip 1 kollajen
TGF-B
MMP-2

MCP-1

Hipoksi

l

Sekil 2.1.2.1.2 Epitel Mezenkim Gegisi ve Fibrozis

Inflamasyona bagli EMG siirecinin uyarilmasi ile fibrozis gerceklesmektedir. Bu siiregte
inflamatuar ve fibroblast hiicreleri tarafindan bir¢ok molekiil sentezlenir. Bu molekiiller
bazal membranin yikilmasin1 ve Epitel hiicrelerin polaritesini kaybederek ya apoptozise
ugrarlar ya da EMG siireci ile fibroblast ozellikleri kazanirlar. (Kalluri and Weinberg
2009’dan degistirilerek alinmistir)

2.1.2.3. Tip 3 EMG: Kanser ve Metastaz

Epitel hiicrelerin asir1 boliinmesi ve damar olusumu birincil epitel kanserlerin baslangici
olarak kabul edilir (43). Sonrasinda membranin alt tarafina dogru yayilmanin
gerceklesmesi metastazin  baglangicidir.  Genetik kontrol ve biyokimyasal siireclerin
kontrolii ile yayilmaci fenotipin olusmasi ve sonrasinda kanser hiicrelerinin metastazi
giinlimiizde en ¢ok arastirilan konusarin basinda gelmektedir. Bu ¢aligsmalarin bir¢ogunda
epitel kanser hiicreleri tarafindan kanser hiicre fenotipinin olusmasinda EMG programinin

kritik bir mekanizma oldugu sdylenmektedir (Bkz. Sekil 2.1.2.1.3) (44).
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Sekil 2.1.2.1.3 Epitel-Mezenkim Gegisi ve kanserin ilerlemesi

Kanserin invaziv hale doniisme evresi epitel hiicrelerin polaritesini kaybetmesi ve bazal
membran yapisinin bozulmasi ile baslamaktadir. Bunun yaninda hiicreler arasi matriks
yapisindaki degisimler ve ilgili sinyal yolaklarinin uyarilmasi ile devam etmektedir.
Sonraki siiregte hareketli hale gelen karsinoma hiicre damar igine gecerek dolasim
sistemine geger ve mikro veya makro metastaz gergeklestirmek {izere damar disina ¢ikarak
kendine bir nig ortam1 yaratir ve orada MEG siireci ile ikincil epitelyal tiimdrii olusturur.
(Kalluri and Weinberg 2009°dan degistirilerek alinmistir)

Fareler iizerinde yapilan ¢alismalar ve hiicre kiltiiri deneyimleri epitel karsinoma
hiicrelerinin EMG programi ile mezenkim fenotipi kazandigin1 ve a-SMA, vimentin ve
desmin gibi mezenkimal belirtecleri ifade ettigini gostermistir (45). Bu hiicreler tipik bir
sekilde birincil timorlerin baslangicinda yayilmaci olarak goriilmektedir, sonrasinda bu
hiicreler invazyon-metastaz yolagina girmektedir. Bu siire¢ hiicrenin damar i¢ine goci,
periferik kanda tasinmasi, damar disina tasinmasi, mikrometastaz olusumu ve en sonunda
kolonizasyon (makroskobik metastazlarin iginde kiigiik kolonilerin olusumu) olarak

Ozetlenebilir (44, 46, 47).

Go¢ edebilen kanser hiicreleri EMG siireci ile bulundugu boélgeden ayrilarak uzak
bolgelerde ikincil kolonileri olusturur. Bu durum histopatoloijik olarak incelendiginde,
birincil timorden olusan ve metastazik karsinoma hiicrelerini temsil eden mezenkim
fenotipler metastaz sonrasinda yerini epitel fenotipe birakir. Metastatik yayilma siirecinde
rol oynadig belirtilen EMG siirecinin yan1 sira metastatik kanser hiicreleri ikincil tiimoriin
olusumu boyunca MEG siireci ile kendi mezenkim fenotipini yansitir (48). Yayilmis
kanser hiicrelerinin MEG siirecine girme egilimi yerel mikrogevreye yansir. EMG
siirecinin uyarilmasi, metastatik evrenin olusumu i¢in karsinoma devamliliginin

merkezinde bulunan 6nemli bir mekanizmadir ve bir sonraki kolonizasyon siireci boyunca
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MEG’yi etkisi altina almaktadir (44, 49, 50). Ancak, bu mekanik modelin bir¢cok
basamagimin agiklanmasi direk olarak deneyimsel onaylar gerektirmektedir. Dahasi, bu
olay ve molekiiler mekanizmanin iliskisi ve epitel olmayan kanser hiicrelerinin metastatik

yayilmasi heniiz yeterince netlik kazanmamastir.

Kanser hiicrelerinin olusumunda EMG siirecine katkida bulunan sinyal molekiillerinin
tamami heniiz agi§a kavusmamistir. Fakat genetik ve epigenetik degisimler sonucunda
timor stromasindan kaynaklanan heterotipik sinyaller ile EMG siireci uyarilarildig
diisiiniilmektedir. Bu siirecte onkogenler aktif rol oynamaktadir (51-53). Protein diizeyinde
bakildiginda ise HGF (Hepatosit Biiyiime Faktorii), EGF (Epitel Biiyiime Faktorii), PDGF
(Platelet Kaynakli Biiylime Faktorii) ve TGF-B (Timor Biiylime Faktorii) gibi biiylime
faktorleri bu siireci kontrol etmektedir. Bunun yaninda Snaill, Slug, zinc finger E-box
binding homeobox 1 (ZEB1),Twist, Goosecoid ve FOXC2 gibi transkripsiyon faktorleri de
EMG siirecini uyarmaktadir (54-57). Aktif hale gelen her bir transkripsiyon faktorii EMG
slirecini baglatmak tizere pleitotropik olarak hareket eder. Bu durum diger transkripsiyon
faktorlerinden bagimsiz olarak gerceklesir. EMG programia bagimli olarak hiicreler
tarafindan ger¢eklesen bu durum ERK, MAPK, PI3K, Akt, Smads, RhoB, B-katenin,
LEF(Limfoid Artirict Baglanma Faktorii), Ras, ve c-Fos gibi bir¢cok hiicre i¢i sinyal
yolagini igermektedir. Bununla birlikte 4 integrinler, a581 integrin ve aVB6 gibi hiicre

yiizey proteinleri de bu siirece katilmaktadir (58).

TGF-B, epitel hiicre cogalmasinin 6nemli bir baskilayicisidir, buna bagli olarak da birincil
timor olusumunu baskilar. Ancak timor olusumu ve metastazin pozitif yonde
diizenlenmesinde de gorev almaktadir (59-61). Bu baglamda, in vitro ¢alismalarda TGF-
B’nin kanser hiicre tiplerini igeren EMG’yi uyardigi gosterilmistir (62). TGF-B ile
uyartlmis EMG siirecinde muhtemel iki sinyal yolagi tespit edilmistir. Birincisi Smad
proteinleridir. Bu proteinler, TGF-B aracilig1 ile ALK-5 reseptorlerini kullanarak EMG
programlarini uyarir (62-65). Smad proteinlerinin engellenmesi uygun transkripsiyon
faktorleri ve sitoplazmik kinazlarin etkileri ve TGF-f’nin otokrin liretimi ile gergeklesir. -
katenin ve LEF araciligl ile sinyal yolaklar1 da Smad ile birlikte g¢alisarak EMG
uyarilmasini saglar (38, 66, 67). TGF-B ile uyarilmis ikinci EMG yolaginin p38 MAPK ve
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RhoA araciligi ile kontrol edilmektedir. Bu siire¢ integrin 1 aracilikli sinyal ve aVp6
tarafindan TGF-B’nin aktivasyonuna ile gergeklesir (68).

EMG’nin 6nemli belirtilerinden biri de siire¢ icersinde E-kaderin ifadesinin azalmasindir
(69, 70). Ornegin; c-Fos onkogeninin normal fare meme epitel hiicrelerindeki uyarilmasi
EMG’yi tetiklemektedir. Bu durum E-kaderin ifadesindeki azalma ile dogrudan
baglantilidir (62). Metastaz sonrasinda epitel hiicre yapisma molekiilleri yeniden organize
olur ve E-kaderinin sitoplazmik kismi ya da tamami ektopik olarak hiicrelerde ifade olur
(66, 71). E-kaderin ifadesine bagh olarak B-katenin’in sitoplazmada biriktirilmesi kanser
hiicrelerinin epitelyal geleceklerinin korunmasi igin 6nemlidir ve mezenkimal fenotipin
kazanilmas1 B-kateninin Tcf/LEF kompleksinin ¢ekirdege tasinmasi ile baglantilidir (67,
72). E-kaderin ifadesinin kaybi ile sonuglanan cekirdekdeki B-katenin birikimi EMG
stirecinin baglamas1 ve yayillmaci fenotipin olugsmasi ile baglantilidir. Buna gore,
yiizeyindeki E-kaderinleri kaybetmis olan hiicreler bir¢ok biiylime faktoriinlin etkisi ile
EMG siirecini uyarilmasi yoniinde daha duyarli hale gelir (38, 44). E-kaderin ve B-
katenin/LEF  aktivitesinin  epigenetik  kontrolii kanser hiicrelerinin  metastasik
potansiyellerinin saptanmasinda Onemlidir. E-kaderin eksikligi gosteren hiicre hatlari
bagisiklik sistemi baskilanmis farelere verildiginde tiimor olusumu ve metastazin arttid

gozlenmistir (73-77).

E-kaderin ifadesi Snail 1 ve Slug transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenmektedir.
Bunun yani sira ¢inko parmak protein tipini iceren temel helix-loop-helix transkripsiyon
faktorleri, motor ndron proteini etkilesim proteini (SIP1)’nin siirekliligi ve E12 (E47-E2A
olarak da bilinen)‘de bu siiregte rol alir (78). Bu transkripsiyon faktorleri TGF-8 ile
uyarilmaktadir ve bir kere ifade oldugunda E-kaderin ifadesini baskilar. Snail 1 de invaziv
fenotipi yonlendirir. E-kaderinin kayb1 Wnt sinyalini tesvik eder ve bu durum g¢ekirdekteki
Snail 1’in yiiksek seviyedeki ifadesi ile baglantilidir. SIP1 de Snail 1 ile birlikte E-kaderin
ifadesini baskilar (19). Metastatik ve metastatik olmayan fare meme kanser hiicre
hatlarindaki gen ifadelerini karsilastirmak i¢in kullanilan gen ifade analizlerinde Twist ve
Goosecoid’in EMG’yi yonlendirmede ve metastazi uyarmada Onemli genler oldugu
gosterilmistir (79, 80). MMP-3 gibi bazi matriks pargaliyici enzimlerin de Raclb ve ROS

aracilig1 ile genomik kararsizligi uyararak EMG siirecini yonlendirmektedir (81).
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EMG programimi diizenleyen bir diger molekiil miRNA’lardir. miR200 ve miR205 E-
kaderin, ZEB1 ve ZEB2 reseptorlerini engeller ve boylece epitel fenotipinin olusumuna
yardim eder (82-86). Meme karsinomasi da miR200 tipi ile vimentin ifadesinin artis1 ve
kanser hiicrelerindeki E-kaderin seviyesinin azalist ile baglantiidir (82-84). miR21
miktarinin artmasi ile birgok kanser ve TGF-B ile uyarilmis EMG siireci baskilanir.
Bununla birlikte CD44¥"*/CD20""™ hiicreler, EMG &zelliklerini sergileyen kotii huylu
meme kanseri dokularindan izole edilip saglikli hiicreler ile kiiltiir edildiklerinde metastatik
potansiyeli artan bir profil sergileyerek EMG siirecini uyardiklari gozlenmistir (87). Bu
durum EMG siirecinin kok hiicre benzeri 6zelligi ile yiiksek derecede invaziv hiicrelerin
olugsmasinda rol oynayabildigi ve kendinin aynisini olusturabilme potansiyeline sahip olan
sonraki fenotip, yayginlasan kanser hiicreleri tarafindan ikincil timér olusumunu

yonlendirebildigi diistiniilmektedir.

2.2.  Insan Gobek Kordonunun Yapisi ve Islevi

Gobek kordonu (GK) hamilelik boyunca anne ile fetiis arasindaki baglantiyr temsil
etmektedir. Dokunun histolojik yapisina baktigimizda en dista dokuyu saran amniyotik
epitel bolgesi, igte ikisi arter biri ven olmak iizere {i¢ damar ve damarlar ile amniyon zar1
arasinda ise Wharton Jeli (WJ) olarak adlandirilan bolge bulunmaktadir. Mukoz bir yapiya
sahip olan WJ, doku igerisindeki temel gorevi sikigsma, basing, biikiilme gibi mekanik

etkilere kars1 damar yapisin1 korunmaktir.

GK, dogum sonrast atilan bir materyal oldugu i¢in 1970-1980’lerde bilim camiasinin
yeterince dikkatini ¢cekmemistir. 1990’larda bilim insanlar1 tarafindan Wharton Jeli stroma
hiicreleri (WJSH) ve hiicreler aras1 matriksin kompozisyonu yeniden gozden gecirilmis ve
bunun sonunda iki temel diislince ortaya atilmistir. Birincisi, gebelik zehirlenmesi
vakalarinin muhtemel nedenlerinin GK ile iliskisinin oldugu ihtimalidir. Buna bagli olarak
gebelik zehirlenmesi ge¢irmis hastalarda, GK’nun erken yaslanmasi ile iliskili bir seri
degisik matriks fenotipi karsilasilmistir (88, 89). ikicisi ise GK stromal hiicrelerinin
mezenkimal fibroblastlar olarak tanimlanmasi olmustur (90-92). Bu hiicreler iizerine
yapilan ileri yapisal ¢alismalar ile bu hiicrelerin diiz kas hiicresi iler benzerlik tasidiklari

i¢cin miyofibroblastlar olarak kabul edilmistir (1).
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Son yillarda farkli kaynaklardan elde edilen kok hiicre caligmalara paralel olarak fetal
hiicre deposu olarak goriilen GK’nu da multipotent kok hiicre kaynagi olarak kullanilmaya
baslanmistir. 2003 yilim1 takiben bu miyofibroblastik hiicrelerin kok hiicre potansiyeli

tizerine yapilan ¢alismalar ivime kazanmustir (1).

2.2.1. iGK Hiicreleri ve Hiicreler Aras1 Matriks Bilesenleri

Insan gobek kordonu (iGK) yaklasik 40 gr agirliginda, 60-65 cm uzunlugunda ve ortalama
1,5 cm ¢apindadir (93, 94). Doku, distan tekli/goklu amniyotik kiibik epitel hiicreler
tarafindan olusturulmus tabaka(lar) ile sarilidir (95, 96). Bu epitel hiicrelerin keratinosit
(97) ozelligi sergilemelerinin yaninda bir miktar kok hiicre 6zellikleri de bulunmaktadir
(98).

Dokunun igyapisina bakildiginda ise sola dogru spiral olusturmus sekilde organize olmus
iki arter ve bir ven bulunmaktadir. Gobek kordonu yapisinda kilcal damar ve lenf diigiimii
bulunmamaktadir (99, 100). Bu damar yapilarini saran baglayict mukdz yapinin igerisinde
fibroblast benzeri hiicreler ile zengin proteoglikan ve hiyaluronik asit yapilari igerisine

gomiilli halde mast hiicreleri bulunmaktadir.

1GK damarlarinda damar duvari bulunmamaktadir. WJ bu yap1 icerisinde damarlara
baglanip cevreleyerek adeta bir damar duvarit gibi gérev yapmaktadir. Bunun yaninda
WJ’nin iGK igerisinde kan akigini diizenlemek iizere bir gorevi oldugu da disiiniilmektedir
(101, 102). iGK histolojisi incelendiginde kendi igerisinde yapi ve fonsiyonlarina gore
altiya ayrilmistir. Distan ice dogru; yiizey epiteli (amniyon zari), cepler, subamniyotik
stroma, intervaskiiler stroma (Wharton Jeli), perivaskiiler stroma ve damarlar seklindedir.
Yapisal, immiinhistokimyasal (2, 103) ve in vitro fonksiyon analizleri (2, 104) yapildiginda
subamniyotik, intervaskiiler ve perivaskiiler bolgelerdeki hiicrelerin say1 ve dogalarinda
onemli farkliliklar oldugu belirtilmistir (Bkz. Sekil 2.1.1.1) Ornegin; intervaskiiler stroma
kaynakli miyofibroblastik hiicrelerin vaskiiler diiz kas hiicresinden ya da 6nceden var olan

fibroblastlardan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 2.1.1.1 Insan gobek kordonu ve bolgeleri

Insanda gobek kordonu iginden seyreden iki umbilikal arter ve bir umbilikal ven oldukga
gevsek bir bag dokusu i¢inde (Wharton jolesi, intervaskiiler stroma) yer alir (A). Disaridan
gobek kordonunu saran tek-iki katli kiibik epitel yapisindaki amniyon zar1 hemen altinda
subamniyotik stroma ile devam eder (B). Kordon stromasinin biiyiikk béliimii intervaskiiler
stromadan olusur ve buradaki hiicreler (C) kordon stromasinin temel hiicrelerini olusturur.
Arter ve venin cevresini saran stroma perivaskiiler stroma olarak adlandirilir ve farkli
ozellikte kok hiicreler barindirir (D). Arter duvarindaki hiicreler ise E mikrografinda
izlenmektedir. Olgiim cubuklari: 200 pm (Can A., 2014 ten alinmastir.)
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2.2.2. Insan Gobek Kordonu Stroma Hiicreleri ve Organizasyonu

IGK stromasi ile yapilan c¢alismalarda, stromal hiicreler ilk once fibroblastlara
benzetilmistir (105). Bu hiicreler glikojen sentezi, yag damlaciklar1 ve kollajen salgilayan
graniilleri ile gelismis endoplasmik retikulum, mitokondri ve golgi bilesenleri ile aktif bir
sekilde protein sentezi ve salinimi gergeklestirmektedir (92, 106). Hiicrelerin etrafi laminin,
tip 4 kollajen (90-92) ve heperan siilfattan (91) olusan eksternal lamina ile kaplhdir.
Hiicreler, diiz kas hiicresinde oldugu gibi membran altinda ve hiicre i¢inde yogun plak
yapilarina sahiptir (103, 106). Mebranoz kaveol (91) ve pinositik vezikiiller plazma
membraninin (92) altinda yer alir ve periferal membran igerisinde 10 nm kalinligindaki
filamentler ile birlikte ¢ok sayida yogun yapilar bulunmaktadir (90, 91). Diiz kas hiicresine
Ozgili olarak goriilen bu yapilar, stromal hiicrelerin fibroblasttan ziyade miyofibroblast
olabilecegini isaret etmektedir. Bu terim ilk kez Manjo ve ark. tarafindan fibroblast ve diiz
kas hiicresi iizerine yaptig1 yapisal ¢alismalar ile ortaya konmustur (107). Aktin, miyozin,
desmin ve o-diiz kas aktin proteinleri miyofibroblasta 6zgii belirteclerdir (108). Insan
gobek kordonu stroma hiicreleri (iGKSH) de miyozin hari¢ diger proteinleri ifade
etmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda bu hiicrelerin fibril sentezinde &zel olarak islev
gordiigii diigiiniilmektedir. Bu goriisii destekleyen kanitlardan biri de bu hiicrelerin
vimentin ifade etmesidir (2, 109). Vimentin diiz kas hiicrelerinde ifade edilmemektedir.
IGKSH’nin vimentin ve desmin ifade etmeleri bu hiicrelerin miyofibroblast oldugu
hipotezini desteklemektedir. Stromal hiicreler tarafindan ifade edilen bir diger hiicre
iskeleti proteini ise normalde endoderm ve ektoderm orijinli epitel hiicrelerde goriilen
sitokeratindir (2, 109). Karahuseyinoglu ve ark. tarafindan yapilan g¢alismalarda
perivaskiiler bolgeden izole edilen hiicrelerin gii¢lii bir sekilde sitokratin ifade ettikleri

gosterilmistir (2).

Vaskiiler diiz kas hiicreleri ile komsu olan miyofibroblastlar, gevsek diiz kas hiicresi ile
olan morfolojik benzerlik gostermektedir. Hamilelik dénemi boyunca hiicrelerin iGK
stromasi igerisindeki morfolojik ve islevsel 6zellikleri de belirtilmistir (90, 91). Ornegin,
hamileligin ilerleyen donemlerinde o-diiz kas aktinin ifadesi artmaktadir. Buna gore
subaminyotik, intervaskiiler ve perivaskiiler bolgelerde hiicre yogunlugu bakimindan

farklilik gostermektedir. Subamniyotik bolgede hiicre yogunlugu oldukca diisiik iken;
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perivaskiiler alanda oldukga yiiksektir (90, 92, 110). iGKSH’lerin iskelet elemanlarinin
karmagikligi doku disindan damarlara dogru yaklasildik¢a artmaktadir (90, 92). Buna
paralel olarak farklilasma durumlar1 ve ¢ogalma kapasitelerinde de bir artis oldugu

belirtilmistir (91).

2.2.3. Insan Gobek Kordonu Hiicreler Aras1 Matriks Bilesenleri

Hamilelik déneminde anne ile fetiis arasindaki tek baglantiyr saglayan GK’nun mekanik
ozellikleri oldukg¢a 6nemlidir. Gobek kordonu igindeki damarlarin dis etkilerden korunmast,
icerisinde baglayici fiberler ve ¢oziinebilir proteinler barindiran hiicreler arasi matriks ile
saglanmaktadir. Hiicreler arast matriks hakkindaki ilk gozlemler 1950-60’larda rapor
edilmistir, daha sonra yapilan ¢alismalarda amorf goriiniisiiniin kollajen yapis ile iliskili
oldugu belirtilmistir (105, 111, 112). Stroma, dalgali kollajen demetleri ile zengin fibriler
bir yapiya sahip olmasina ragmen elastik fibriller bulunmamaktadir (111). Tip 4 kollajen
mindr bir kollajen formu olmasina ragmen GK’nu epitelinde ve kiiltlire edilmis stromal
hiicrelerde baskin olarak ifade edildigi yapilan PCR ve immiinhistokimyasal analizler ile
belirlenmistir (113). Kollajen, stroma ic¢inde glikozaminoglikan ve proteoglikanlar ile
gerceklestirdigi iyonik baglar ile GK yapisina oldukca giiclii bir saglamlik katmaktadir
(114). Kollajen yapisinin i¢inde bulunan cep olarak adlandirilan bosluklarin dokuya bir
tutarlilik kazandirmaktadir (115). Stroma igerisinde tip 1, 3, 4 kollajen olmak tizere dort tip
kollejen bulunur. Tip 4 kollajen GK epitel tabakasinin bazal membraninda ve
subamniyotik bolgede gosterilmistir (91). Tip 1 ve tip 3 kollajen ise hiicreler aras1 matriks
ve damara yakin bolgelerde tespit edilmistir. Stromada bulunan kollajen miktar1 arter

duvarina yakin bolgeden dort kat daha fazladir (114).

GK stromasini ikinci 6nemli bileseni ise glikozaminoglikan (GAG)’lardir. GAG’lar
damarm yakininda bulunan mast hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Stromadaki toplam
GAG yapisinin %70’ini hiyaluranik asit (HA) olusturur (114, 116). Keratin, heperan,
dermatin, kondroitin-4 siilfat ve konfroitin-6 siilfat gibi siilfatlanmis GAG yapilarin miktari
ise oldukga disiiktiir (114). GK, insana ait dokular igerisinde yapisinda en ¢ok HA

barindiran yapilardan bir tanesidir (117). Bunun yaninda GK’nda HA’in normal seviyenin
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tizerinde ifade edilmesi ile patolojik vakalar ile sonuglanmaktadir. HA’in stroma
icerisindeki haraketliligi kollajen ag1 ve proteoglikan(lar) ve/veya mikrofibriller ile
saglanir. Fiziksel gereksinimler sonucunda HA’in hareketliliginin artirilmast GK’nun

yeniden sekil kazanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (118).

2.2.4. insan Gobek Kordonu Stromal Hiicrelerin In vitro Farkhlasma Potansiyelleri

Insan gobek kordonu kaynakli stroma hiicreleri, mezenkimal kok hiicreler (MKH) ve
bircok embriyonik ve yetiskin kok hiicre serileri ile benzer Ozellikler sergilerler.
1GKSH’leri ekstraembriyonik mezoderm tabakasindan koken almaktadir. Bu hiicreler ile
en fazla adipojenik, kondrojenik, osteojenik, kardiyojenik ve miyojenik farklilasma

potansiyelleri lizerine ¢aligsmalar yapilmistir.

Kemik iligi kayakli mezenkimal kok hiicreler ile kiyaslandiginda iGKSH’lerinin
adipojenik farklilagsm kapasitelerinin daha yiiksek oldugu Karahuseyinoglu ve ark. yaptigi
caligsma ile gosterilmistir (2). Adipojenik farklilagsma yoniinde uyarilan hiicrelerin adiposite
0zel genleri, lipoprotein lipaz ve plazminojen aktivatdr inhibitorii-1"1 ifade ettikleri

gozlenmistir (119).

Kondrojenik farklilasma 3-boyutlu kiirecikler seklinde pellet haline getirilmis hiicrelerin
uyarilmasi veya kollojen fibriller, GAG’lar iceren poliglikolik iskele iizerine ekilmis
hiicrelerin 6zel kiiltiir ortamlar1 igerinde kiiltlirii yapilarak gerceklestirilmektedir (2, 120,
121). 1-2 mm gapindaki hiicre kiirecikleri ii¢ hafta i¢erisinde mukopolisakkaridlerce zengin
stromast ile kikirdak Ozelligi gostermeye baslamaktadir (2). Uyarilmig kirecikler
immiinhistokimyasal ve hidroksipropilen yontemi ile analiz edildiginde biiyiik oranda tip 2
kollejen ifade ettikleri bunun yaninda kiireciklerin disina yakin bolgelerinde ve kapsiil

yapilarinda tip 1 kollejen fibrilleri belirlenmistir (2, 120).

iGKSH’lerinin osteojenik farklilsama potansiyelleri ilk olarak 2004 yilinda Wang ve ark.

tarafindan gosterilmistir (121). Uyarilma sonrasinda alkalin fosfataz pozitif kiimeler
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goriilmiis ve osteospesifik matrijel proteini olan osteoponin ifadesi von Kossa boyama
yontemi ile belirlenmistir. Sonrasinda ise Karahuseyinoglu ve ark. tarafindan yapilan
caligmalarda uyarilmadan dort hafta sonra hiicrelerde kasiyumun depolandigi ve ikinci,
ticlincii ve dordiincii haftalarda sialoprotein-2, osteonetin ve osteokalsin ifade ettikleri

gorilmiistiir (2).

IGKSH’lerin kardiyomiyosit ve iskelet kasina farklilasma potansiyelleri diger ¢alismalara
gore daha az ele alinmistir. Sitozin niikleotidinin kimyasal bir analogu olan 5-azasitidin,
miyojenik farklilasmada anahtar kimyasal ajan olarak kullanilmaktadir (121). Bunun
yaninda Kocaefe ve ark. 2010 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmada bu hiicrelerin MyoD
transkripsiyon faktorii ile yeniden programlanmasi sonucunda miyojenik farklilasmay1

sagladiklarini rapor etmislerdir (122).

1990’larin sonuna dogru yapilan MKH ve MKH benzeri hiicrelerin ndronal hiicre hatlarina
farklilastirilmasi ¢aligmalar1 bilim diinyasinda biiylik bir heyecan yaratmistir. Domuz
gobek kordonu stromal hiicreleri ile yapilan ¢alisma bu konudaki ilk bulgular bilim
camiasina sunulmustur (123, 124). Farklilasan hiicrelerin tuj-1 (B-3 tiibiilin), néroflament
(NF), nérona 6zgli enolaz, tirozin hidroksilaz (TH) ve biiylime proteini-43 ifade etmektedir.
Mitchell ve ark. da glial hiicrelere farklilasmakta olan bazi hiicrelerin glial fibriler protien
(GFAP) ve CNPaz ifadesi gosterdigini rapor etmistir (125). Benzer bir sekilde
1GKSH’lerinin de ndronal farklilagma siirecinde NeuN, NF ve GFAP ifade ettigi
belirlenmistir (126).

2.2.5. Insan Gobek Kordonu Stromal Hiicrelerin Tip Alaninda Kullanim

Kok hiicreler tamir edici ve yenileyici tip alaninda kullanilma potansiyeli oldukca yiiksek
olmasindan dolay1 bu alanda yapilan ¢aligmalar son on yilda biiyiik biri ivme kazanmuistir.
Son yillarda bir¢ok klinik ¢alismada da kullanilmaya baglanmistir. iGKSH’leri 6zel kiiltiir
kosullarinda osteoblast, adiposit, kondrosit ve miyoblasta doniisebilme potansiyeline sahip
ve HLA-DR  olmalar1 nedeni ile doku uyumlulugu problemlerini tekrarlayan

uygulamalarda bile yasanmadig1 bir hiicre kaynagi olarak son yillarda oldukg¢a {imit vaat
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eden hiicreler haline gelmistir (Cizelge 2.2.5. 1). Bunun yaninda dogum sonrasinda atilan
bir materyal olmasi sebebi ile olusabilecek etik problemler en az diizeye inmis durumdadir.
Son yillarda gobek kordonu stromasinin allojeneik doku nakilleri i¢in bankaciliginin
yapildigini izlemekteyiz. Ozellikle kemik ve kikirdak onariminda iimit vaat eden hiicreler
olmalar1 6niimiizdeki yillarda insan uygulamalarinin gerceklesecegini gostermektedir. Bu
baglamda Cin basta olmak iizere diinyanin farkli tilkelerinde dondurularak saklanmak
suretiyle insan gobek kordonu bankalar1 kurulmustur. Uzak Dogu ve Avrupa iilkelerinin
bazilarinda kordon stromasi bankaciliginda 6000’in iizerinde 6rnek toplanmis ve 4 adet

klinik ¢alismada® hasta kabullerine baslamustur.

Mezenkimak kok hiicre belirtecleri
CD10, CD13, CD29, CD44, CD49b, CD49c, CD49d, CD49e, CD51, CD54, CD68, CD73,
CD80, CD90, CD105, CD106, CD117, CD146
Immiin diizenleyici hiicre belirtecleri
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-G, CD80, CD58, CD106, CD166, IL-1a, IL-6, HGF, PGEZ2,
TGFB1
Hiicre iskeleti proteinleri
Vimentin, sitokeratin (tip 8, 18, 19), caldesmon, a-diiz kas aktini
Diger belirtegler
Bmi-1, GD2, Nucleostemin, ZFX, connexin-43, GATA-4, GATA-5, GATA-6
Negatif belirtecler
HLA-DR, CD34, CD31, CD45, desmin

Cizelge 2.2.5. 1 Insan gdbek kordonu stromas1t MKH nin tasidig1 belirtegler
(Karahuseyinoglu et al. 2007°den degistirilerek alinmistir.)

! www.clinicaltirals.gov
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3.GEREKCE VE AMAC

Son yillarda insan gobek kordonu stromasi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (IGKS-
MKH) biyolojisi olduk¢a yogun bir sekilde arastirilmaktadir. iGKS-MKH’leri 6zel kiiltiir
kosullarinda osteoblast, adiposit, kondrosit ve miyoblasta doniisebilme potansiyeline
sahiptir. Bunun yaninda allojenik MKH nakillerinde etik endisenin en az oldugu ve HLA-
DR™ olmasi nedeni ile doku uyumlulugu problemlerini tekrarlayan uygulamalarda bile
yasanmadig1 bir hiicre kaynagi olarak son yillarda oldukg¢a {imit vaat eden hiicreler haline
gelmistir. Bunun yaninda dogum sonrasinda atilan bir materyal olmasi sebebi ile

olusabilecek etik problemler azamiye inmis durumdadir.

Karahuseyinoglu ve ark. (2007) tarafindan yapilan insan gobek kordonu kaynakli kdk
hiicre izolasyonu ¢alismalar1 sonucunda kiiltiir ortaminda iki farkli hiicre tipi gorilmiistiir.
Tip 1 ve Tip 2 olarak adlandirdiklar1 hiicre tipleri farkli hiicre iskeleti proteini profiline
sahiptir. Ayrica bu hiicreler kiiltiir kosullarinda heterojen bir goriiniim sergilemektedir.
Erken pasajlarda Tip 1 hiicrelerce zengin kiiltiir ortami ile karsilasilirken ge¢ pasajlarda
Tip 2 hiicrelerden zengin bir kiiltiir ortami goriilmektedir (2). Yapilan literatiir taramasinda
insan gobek kordonu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde gozlemis oldugumuz bu
degisikligi ele alan bir ¢alisma bulunamamistir. Benzeri gozlemler kemik iligi kaynakli
MKH’lerde de saptanmistir. Dolayisiyla bu heterojen goriinlimiin  dokuya 6zgii
olabileceginin yani sira kullanilan izolasyon ve kiiltiir kosullarindan da kaynaklanabilecegi

olasilig1 gliclenmektedir.

Bu deneyimler dogrultusunda gébek kordonu stromasindan izole edilen hiicreler arasinda
in vitro kosullarda bir gegisin oldugunu 6n goriilerek ¢aligma planlanmistir. Bu olayt EMG
stirecindekine benzer bigimde ele aldigimizda Tip 1 hiicrelerin ilerleyen pasajlarda yerini
Tip 2 hiicrelere biraktigint ve bu gegisin epitel mezenkim gecisinden ziyade bir
miyofibroblast fibroblast gecisi olabilecegini diisiindiik. Bu baglamda laboratuvarimizda
insan gobek kordonu stromasi kaynaklt mezenkimal kok hiicreler hakkinda 2006 yilindan

beri siirdiiriilen galismalarin sonuglarina dayanarak in vitro kosullarda gozlemledigimiz
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heterojen hiicre fenotipini hiicresel doniisiim modeli c¢ercevesinde degerlendirerek

molekiiler ve fenotipik olarak tanimlamay1 amagladik.

Bu tez ¢aligmasinin temel amaci in vitro ortamda Tip 1 ve Tip 2 olarak adlandirilan farkli
fenotipe sahip iki hiicre tipi ile yapilacak olan molekiiler diizeydeki deneylerden elde
edilen veriler dogrultusunda miyofibroblast/fibroblast olarak degerlendirilen hiicrelerin
kullandigimiz kiiltiir ortamlar1 tarafindan 6ne ¢ikarilip ¢ikarilmadigini ve ¢ikariliyor ise bu

doniisiim temellerini sinamaktir.

Gecmiste elde edilen deney sonuglart incelendiginde Tip 1 olarak adlandirilan hiicreler
miyofibroblast benzeri bir karakteri sergilerken Tip 2 olarak adlandirilan hiicreler
fibroblast benzeri bir hiicre karakteri sergilemektedir. Bu siireci bir Tip 2 EMG siirecine

benzetmek gerekirse asagidaki gibi bir hipotezi 6ne siirmek miimkiin olmaktadir (Sekil

3.1);

e BMP7
Miyofibroblast ——  Fibroblast

K +— .
(Tip 1) TGFp1  (Tip2)
GTSMA. Vimentin
Vimentin N-kaderin
Sitokeratin
N-kaderin

Sekil 3.1 Hipotez: Miyofibroblast (Tip 1 hiicre) — Fibroblast (Tip 2 hiicre) gegisi

Bu hipoteze goére; miyofibroblast karaktere sahip Tip 1 hiicreler a-SMA, vimentin,
sitokeratin, N-kaderin ifade etmelidir. Diger yanda fibroblastik karaktere sahip Tip 2

hiicreler ise vimentin, N-kaderin ifade etmelidir.
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Bu hipotez bu giine kadar bilim literatiiriinde ilk kez ele alinmaktadir ve dogrulugu
ispatlanirsa in  vitro kosullarda bir miyofibroblast-fibroblast ve/veya fibroblast-
miyofibroblast gecisinin var oldugu gosterilecektir. Hipotezin ispatlanmasinin yani sira
yaygin bir sekilde kok hiicre kaynagi olarak kullanilan insan gobek kordonu stromasi kok
hiicreleri daha dogru bir sekilde tanimlanmig olup, in vitro kosullar altinda gosterdigi

heterojen fenotip anlamlandirilabilecektir.

Daha once bu heterojen profilin ¢esitli aragtirma gruplar tarafindan da gozlendigi halde
heniiz boyle bir bakis agisi ile ele alinmamis olmasi bu galigmanin 6zgiin degerini ortaya
koymaktadir. Bu ¢alisma, iGKS-MKH kullanilarak klinik deneylerin baslatildigi bir
doénemde, bu hiicrelerin in vitro 6zelliklerini ortaya koyacak her tiirlii ¢alisman dogrudan
kok hiicre tedavilerine yansiyabilme potansiyeline sahiptit. Bu bilgiler yalnizca kok hiicre

diinyasina degil hiicre biyolojisi alanina énemli bir katki saglayacaktir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1.

Gerec

Bu tez calismasi icin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu’'ndan 12 Kasim 2012 tarihli 18-578-12 karar numaras: ile etik kurul karari
alimmustir (Bkz. EK1:Etik Kurul Karar1)

4.1.1.

4.1.2.

Insan Gobek Kordonu Orneklerinin Laboratuvara Tasinmasi

Bu asamada kullanilan biitiin cam ve metal malzeme 6nceden steril edilmistir.
Calismaya 18 yas 1lizerinde normal dogum gergeklestiren (komplikasyon
gebeliklerden) toplam 10 anne dahil edilmistir. Gozle goriiniir herhangi bir
anemalisi olmayan 6 adet gobek kordonu ile ¢aligilmistir.

Gobek kordonu, dogum sonrasinda, plasentaya yakin bolgeden 15 cm uzunlugunda
kesilerek kanmin fazlasi el yardimi ile uzaklastirildiktan sonra Ornek, tasima
ortaminin i¢ine alinmistir.

Ornek, 4°C’lik ortamda miimkiin oldugunca hizli bir siire icerisinde laboratuvara

getirilmis ve hiicre kiiltiirii islemlerine baslanmistir.

iGKS-MKH’lerinin izolasyonu

Enzimatik Pargalama Vasati: % 1 penisilin/streptomisin (Sigma) ve 2,5 pg/mL
amfoterisin B (Sigma) iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)/Ham’s Nutrient Mixture F12 (1:1) (Sigma) ortama % 0.1 (g/L) kollajenaz
tip 1 (Sigma) eklenerek enzimatik par¢calama vasati hazirlanmigtir.

0.6 mM kalsiyum kloriir (CaCl) ve 0.5 mM magnezyum Kkloriir i¢ceren (MgClI)
Dulbecco’s fosfat tamponlu tuz (D-PBS) (Sigma).

50 mL ve 15 mL’lik konik polipropilen santrifiij tiipii (Biochrom, Berlin,
Almanya).

Cam petri kab1 (100 mm ¢apinda)
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5.

6.
7.
8.
9.

Otomatik hiicre sayim cihaz1 (Vi-CELL, Automated Cell Viability Analyzer,
Beckman Coulter, Fullerton, CA).

Calkalamali su banyosu (37 °C’ye ayarli) (Memmert, Schwabach).

Sogutmali santrifiij (Hettich, Tuttlingen).

Dograma tablas1 (5-8 mm kalinliginda teflon tabla)

Paslanmaz ¢elik parcalama makasi1 (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA).

10. Cerrahi bigak sap1 ve bigak (no: 20, 21) (Electron Microscopy Sciences).

11. 1x2 disli paslanmaz ¢elik pens (Electron Microscopy Sciences).

12. Serolojik pipet (5 mL, 10 mL, 25 mL) ve pipet tutucu (Biochrom).

4.1.3.

1.

IGKS-MKH’lerinin Primer ve Pasajlama Kiiltiirleri

Kiiltir Ortami: % 10 heat-inactivated FBS (Fotal Bovin Serum) (Sigma), % 1

(9/mL) penisilin/streptomisin (Sigma) ve 2,5 ug/mL amfoterisin B (Sigma) igeren
DMEM/Ham’s Nutrient Mixture F12 (1:1) (Sigma).

2.

Tripsin (% 0,25) (g/L) (Biochrom) ve etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (1 mM)

¢ozeltisi (Invitrogen).

3.

0,6 mM kalsiyum kloriir ve 0,5 mM magnezyum kloriir igeren fosfat tamponlu tuz

(PBS) (Sigma).

4.

5
6.
7

Polistiren steril doku kiiltiir kaplar1 (T25, T75, 24-kuyucuklu) (Corning).
15 ve 50 mL’lik polipropilen steril konik tiip (Biochorom).

Yuvarlak cam lamel (12 mm ¢apinda) (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA).
CO>’li inkiibator (Sanyo)

iIGKS-MKH’lerinin Dondurularak Saklanmasi ve Coziilmesi

Dondurma ortami: % 10 FBS (Sigma) iceren DMEM/Ham’s Nutrient Mixture F12
(1:1) (Sigma).

Dimetil stilfoksit (DMSO) (Sigma).

Polikarbonat dondurma kabi1 (Mr. Frosty®, Nalgene Labware, Rochester, NY).

2 mL’lik polipropilen kapakli dondurma sigesi (Corning)
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4.1.5. iGKS-MKH’lerinin immunsitokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

1. Paraformaldehit (% 4) (% 10’luk stok ¢ozeltiden taze olarak hazirlanmig) (Merck,
San Diego, CA)

2. PBS (Sigma)

3. 25 mg/mL sodyum azid (NaN3) (% 2) igeren PBS ¢ozeltisi (Merck).

4. Hiicre iskeleti proteinlerine kars1 baglanma 6zelligi olan antikorlar;

Monoclonal Anti-Vimentin antibody produced in mouse (Sigma). Azidli
PBS igerisinde 1:100 oraninda seyreltilmis olarak kullanilmistir.
Monoclonal Anti-Cytokeratin, pan (Mixture) antibody produced in mouse
(Tipl, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18 vel9) (Sigma). Azidli PBS igerisinde 1:100
oraninda seyreltilmis olarak kullanilmastir.

Monoclonal Anti-Cytokeratin Peptide 18 antibody produced in Mouse
(Sigma). Azidli PBS igerisinde 1:100 oraninda seyreltilmis olarak
kullanilmistir.

Monoclonal Anti-Cytokeratin Peptide 19 antibody produced in mouse
(Sigma). Azidli PBS igerisinde 1:100 oraninda seyreltilmis olarak
kullanilmastir.

Monoclonal Anti-Actin, a-Smooth Muscle antibody produced in mouse
(Sigma). Azidli PBS icerisinde 1:100 oraninda seyreltilmis olarak

kullanilmastir.

5. Hiicre yiizey proteinlerine karsi baglanma 6zelligi olan antikorlar;

Monoclonal Anti-N-Cadherin antibody produced in mouse (Sigma). Azidli
PBS icerisinde 1:100 oraninda seyreltilmis olarak kullanilmistir.
Monoclonal Anti-E-Cadherin antibody produced in mouse (Invirtogen).

Azidli PBS igerisinde 1:100 oraninda seyreltilmis olarak kullanilmistir.

6. Floresan boya bagl ikincil antikorlar;

FITC-Goat Anti-Mouse 1gG (Jackson Immunoresearch Laboratories, West
Grove, PA). Azidli PBS igerisinde 1:100 oraninda seyreltilmis olarak
kullanilmistir.

Cy-3-Goat Anti-Mouse 1gG (Jackson Immunoresearch Laboratories, West
Grove, PA). Azidli PBS igerisinde 1:100 oraninda seyreltilmis olarak

kullanilmastir.
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I1l.  Cy-5-Goat Anti-Mouse IgG (Zymed). Azidli PBS igerisinde 1:100 oraninda
seyreltilmis olarak kullanilmistir.

IV.  7- Aminoaktinomisin D (7AAD) (Sigma). Azidli PBS igerisinde 10 pg/mL
oraninda seyreltilerek kullanilmistir.

V. Hoechst 33242. Preparat kapama ortami igerisinde 1 mg/mL oraninda

seyreltilerek kullanilmistir.

Materyal Marka Katalog Numarasi
Leibovitz L-15 Sigma L4386
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium )

(DMEM)/Ham’s Nutrient Mixture F12 >lgma DoS4T
Penisilin/Streptomisin Sigma P0O781
Amfoterisin B Sigma A2942
Kollajenaz tip 1 Sigma C0130

Fotal Bovin Serum (FBS) Sigma F9665
Tripsin Biochrom L2123

Fosfat tamponlu tuz (PBS) Sigma P4417
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma D4540
Anti-Vimentin Sigma V6630
Anti-PanCytoketarin Sigma C2562
Anti-Cytokeratin 18 Sigma C1399
Anti-Cytokeratin 19 Sigma C6930
Anti-N-cadherin Sigma C3865
Anti-a-smooth musle actin (a-SMA) Sigma A5228
Anti-E-cadherin Invitrogen 33-4000

FITC- Goat Anti-Mouse IgG Jackson 115-095-166
Cy-3-Goat Anti-Mouse 1gG Jackson 115-165-208

Cy-5-Goat Anti-Mouse 1gG Zymed 81-6516
7-Aminoaktinomisin D (7AAD) Sigma A9400
Hoechst 33242 Sigma H6024

Cizelge 4.1.5. 1 Kullanilan kimyasallarin marka ve katalog numaralari
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

Yontem

Insan Gobek Kordonu Orneklerinin Laboratuvara Tasimmasi

Bu asamada kullanilan biitiin cam ve metal malzemeler 6nceden steril edilmistir.
Calismaya 18 yas flizerinde normal dogum gergeklestiren (komplikasyon
gebeliklerden) toplam 10 anne dahil edilmistir. Gozle goriiliir anomalisi olmayan 6
adet gobek kordonu ile ¢alisilmistir. Yapilan calismalarda anne ve bebeklerin
kisisel 6zellikleri degerlendirilmemistir.

Gobek kordonu, dogum sonrasinda, plasentaya yakin bdlgeden 15 cm uzunlugunda
kesilerek kanmn fazlasi el yardimi ile uzaklastirildiktan sonra Ornek, tasima
ortaminin i¢ine alinmistir.

Ornek, 4°C’lik ortamda miimkiin oldugunca hizli bir siire igerisinde laboratuvara

getirilmis ve hiicre kiiltiirii islemlerine baglanmistir.

iGKS-MKH’lerinin izolasyonu

Asagidaki asamalar sinif IT laminar hava akimli kabin (Holten) igerisinde yapilmistir.

1.

Laboratuvara getirilen kordon pargasi uzun bir pens yardimi ile siseden ¢ikarilmis
ve bir diger pens yarimu ile sikilarak damarlar igerisinde kalan kan miimkiin
oldugunca uzaklastirilmistir.

Sonrasinda kordon pargasi, igerisinde L15 tagima kiiltlir ortam1 bulunan cam petri
kabinin igerisine alinmistir.

Teflon tabla iizerine alman kordon pargasi, bistiiri yardimi ile 5 cm’lik bir parga
kesilmis, kordon pargasinin kalani tekrar L15 tagima kiiltiir ortam1 bulunan cam
petri kabinin icerisine alinmistir.

Kordon pargasina disli pens yardimi ile boyuna bir yarik agilmis ve yine disli pens
yardimi ile kordon matriksi dikkatli bir sekilde agilarak damarlar ortamdan
uzaklastirilmigtir. Ayni islemler dokunun diger pargalarina da uygulanmustir.
Arterler beyaz renkli ve sert bir yapiya sahipken; ven agik sar1 renkli ve oldukca
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10.

4.2.3.

kirilgan bir yapiya sahiptir. Bu yiizden damarlarin uzaklastirilmasi sirasinda doku
matriksi iyice agilmasina dikkat edilmistir. Bunun yaninda igslem sirasinda dokunun
kurumamasi i¢in arada bir doku tasima oramu ile 1slatilmistir.

Damarlar1 uzaklastirilmis kordon pargalart1 50 mL’lik santrifiij tlipleri igerisine
alinarak makas yardimui ile parcalanmis ve 2-3 mm’lik parcalar elde edilmistir.
Doku pargalariin {izerine 20 mL kiiltiir ortam1 eklenmis ve 4°C’de 250g’de 5 dk.
santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilmis ve ikinci kez ayni yikama islemi
gerceklestirilmistir. Yikama isleminden sonra ¢oken parcalar enzimatik ve mekanik
kiiltiir ortamlarinda kullanilmak iizere ikiye ayrilmistir.

Mekanik par¢alanma sonrasinda elde edilen pargalarin yarisi 10 mL kiiltlir ortami
ile seyreltilerek iki adet T75 flaska aktarilmis ve flask yiizeyine homojen dagilimi
saglamistir.

Pelletin diger yarisi, 25 mL enzimatik pargalama ortamu ile seyreltildikten sonra
parcalanmak iizere 37°C’de 3 saat calkalamali su banyosunda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda doku parcaciklarinin parcalanarak viskoz bir yap1 olusturdugu
gorilmiistir.

Tiip icerisine 25 mL igeren kiiltiir ortami konulmus ve pipet yardimi ile
karigtirilmastir.

50 mL’lik siispanse ortam dort adet T75 flaska aktarilmugtir.

iIGKS-MKH’lerin Primer Kiiltiirleri

T75°1ik flaklara 10 mL kiiltiir ortami igeresinde yaklasik 2x10 hiicre ekilmistir.
37°C ve % 5’lik CO; altinda enzimatik olarak izole edilen hiicreler {i¢ giinliik
inkiibasyonun sonunda flask zemininde baslanmistir. Sadece mekanik pargalama
yontemi kullanilan yontemde ise ikinci haftanin sonunda tutunan doku
parcaciklarindan da hiicrelerin disa dogru gog ettigi gézlemlenmistir.

Enzimatik yontemle elde edilen kiiltiir ortaminda flask icerisinde hala kiigiik
parcaciklar halinde bulunan dokularin flaska tutundugu ve yaklasik bir hafta sonra
bu parcaciklardan da hiicrelerin disa dogru gog ettigi gézlemlenmistir.

Primer kiiltiirlin onuncu giinlinde yapismayan hiicre ve diger parcaciklar1 ortamdan
uzaklastirmak i¢in flask, 1sitilmig D-PBS ile yikanmis ve iizerine hiicre ve

eksplantlar1 kaldirmayacak sekilde 10 mL kiiltiir ortam1 konulmustur.
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10.

4.2.4.

Kiiltiir ortami her ti¢ giinde bir degistirilmistir.

% 80-90 tiizerinde bir hiicre yogunluguna gelindiginde, hiicreler 1sitilmig tripsin-
EDTA c¢ozeltisi (her flask i¢in 4 mL) ile 37°C’de 5 dk. muamele edilip kaldirilmis
ve kalkmayan hiicreler el ile mekanik kuvvet uygulanmak sureti ile kaldirilmistir.
Tripsin reaksiyonunu durdurmak iizere ortama 4 mL kiiltiir ortam1 konulmustur.
Siispansiyon, 15 mL’lik konik santrifiij tiiptine alinmis ve 200g’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirilmis ve pellet 15 mL
kiltlir ortamu ile siispanse hale getirilmis ve 5’er mL iki T75 flasklara ekilmis, diger
5 mL’lik hiicre silispansiyonu ise toplam hacim 24 mL olacak sekilde seyreltilmis
ve 24 gozli kaplar icerisinde bulunan poli-L-lizin kapli yuvarlak lameller tizerine
ekilmistir.

Kiiltiir ortam1 her {i¢ giinde bir degistirilmis hiicrelerin davraniglar1 faz-kontrast
mikroskop (Leica Wetzlar) ile izlenmistir.

Tiim bu siireg 7. Pasaja (P7) kadar siirdiirilmdistiir.

iIGKS-MKH’lerinin Dondurulmasi ve Coziilmesi

Tripsin-EDTA ile muamele edilmis hiicreler 200g’de 5 dk. santrifiij edildikten
sonra siipernatant uzaklastirilip hiicre pelleti dondurma ortami ile siispanse hale
getirilmistir. 1,5 mL dondurma ortaminin igerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde bir
sonraki asamaya ge¢ilmistir.

Py ve P; asamasinda olan hiicreler dondurularak saklanmistir. Bunun i¢in 1350 pL
hiicre siispansiyonu 4°C’lik sogutma kabi icerisinde bulunan 2 mL kriyotiibe
aktarilmig ve tizerine 150 pL DMSO damla damla eklenmistir.

4°C’lik sogutma kab1 igerisinde bulunan kritiipler Mr. Frosty® igerisine
yerlestirilerek -80°C’lik derin dondurucuya yerlestirilmistir. Bir gece sonra bu
ortamdan alian kriyotiipler uzun siire saklamak amac ile sivi nitrojen tankina (-
196°C) yerlestirilmistir.

Hiicreleri ¢o6zmek igin sivi nitrojen tankindan alinan kriyotiipler direk 37°C
sicakliktaki su banyona alinmistir. 3 dakika beklendikten sonra dondurma
ortaminin ¢0zildiigl goriilmiis ve sonrasinda hiicre siispansiyonu 150g’de 10 dk.
santriflij edilmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti kiiltiir ortam1

ile siispanse edilip flaska ekilmistir.
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4.2.5.

4.2.6.

iGK’ndan Frozen Kesitlerin Alinmasi

Dogum sonrasinda laboratuvara getirilen dokudan, hiicre izolasyonuna baslamadan
once, 1 cm uzunlugunda doku pargasi kesilmis ve % 4’liikk PFA igerisine alinmstir.
24 saat % 4’lik PFA igerisinde kalan doku 1.2 M siikroz ¢ozeltisine alinmis ve
doku dibe ¢okene kadar 4 °C’de beklenmistir (Bu siire genellikle bir gece siirmekle
beraber dokunun biiyiikliigiine gore degismektedir).

Stikroz igerisinden alinan doku akarsudan gegirildikten sonra kurutma kagidi
yardimi ile kurutulup kriyoprotektan (Thermo Shandon) igerisine gomiilmiis ve -
60 °C’de donmas1 beklenmistir.

Donmus doku Kaliplarindan kriyostat (Shandon) ile 10 pm kalinliginda kesitler

poli-L- lizin kapli lamlar iizerine alinmis ve kesitler -20 °C’de saklanmustir.

iGK Frozen Kesitlerin Immunhistokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Doku kesitlerinin immiinhistokimyasal isaretlenmesi igin lamlar nemli ortam
olusturulmus kaplara alinmis ve iki defa PBS ile yikandiktan sonra iizerlerine 15
pL birincil antikor eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kesitler iki defa PBS ile yikandiktan sonra {izerlerine 15 uL
ikincil antikor eklenmis ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.

Kesitler iki defa PBS ile yikanmustir.

F-aktin molekiillerini isaretlemek i¢in Cy-5 falloidin kullanilmistir. Lam tizerine
Cy-5 falloidin ¢ozeltisinden 15 pL eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
Kesitler iki defa PBS ile yikanmustir.

Cekirdegi isaretlemek tizere 7-AAD ¢ozeltisinden 15 pL eklenerek oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edilmistr.

Kesitler iki defa PBS ile yikanmistir.

Son olarak icerinde Hoechst 33242 bulunduran preparat kapatma ortamindan lam
tizerine 5 pL damlatilarak lamel ile kapatilmistir.

Kapatma sonrasinda lamellerin etrafi oje ile kaplanmis ve gézlem yapilana kadar -

20°C’de depolanmustir.
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10.

4.2.7.

10.

11.
12.

13.

Immiimhistokimyasal boyamalar lazer taramali konfokal mikroskop (Zeis,

LSM510) ile analiz edilmistir.

iGKS-MKH’lerin Immunsitokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hiicrelerin pasajlar boyunca morfolojik goriiniimleri faz-kontrast mikroskobu
(Leica Wetzlar) ile yapilan gézlemler ile belirlenmistir.

Immunsitokimyasal incelemeler i¢in 6nceden 24-kuyucuklu kaplar igeresindeki
poli-L-lizin kapli yuvarlak cam lamellere ekilmis olan 6rnekler kullanilmistir.
Kiiltiir ortamindaki hiicreler yeterli yogunluga ulastiklarinda % 3,5’luk PFA (her
bir kuyucuk i¢in 250-300 uL PFA yeterlidir) ile 20 dk. oda sicakliginda (25°C)
kuyucuk i¢inde fikse edilmistir.

Fiksasyon siiresinin sonunda fiksatif ortamdan uzaklastirilmis ve hiicreler PBS ile
iki kez yikandiktan sonra her bir kuyucuga 1 mL azidli PBS eklenerek 4°C’de
saklanmistir.

Hiicrelerin immiinsitokimyasal isaretlenmesi igin yuvarlak lameller kuyucuklardan
nemli ortam olusturulmus kaplara alinmig ve iki defa PBS ile yikandiktan
tizerlerine 15 pL birincil antikor eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
Yuvarlak lameller iki defa PBS ile yikandiktan sonra tizerlerine 15 pL ikincil
antikor eklenmis ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.

Yuvarlak lameller iki defa PBS ile yikanmustir.

F-aktin molekiillerini isaretlemek i¢in Cy-5 falloidin kullanilmigtir. Lamel tizerine
Cy-5 falloidin ¢ozeltisinden 15 pL eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
Yuvarlak lameller iki defa PBS ile yikanmustir.

Cekirdegi isaretlemek tizere 7-AAD ¢ozeltisinden 15 pL eklenerek oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edilmistir.

Yuvarlak lameller iki defa PBS ile yikanmistir.

Son olarak icerinde Hoechst 33242 bulunduran preparat kapatma ortamindan lam
tizerine 3-4 pL damlatilarak, hiicreler alta gelecek sekilde, yuvarlak lameller
kapatilmistir.

Kapatma sonrasinda lamellerin etrafi oje ile kaplanmis ve gozlem yapilasiya kadar

-20°C’de depolanmustir.
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14. Immiinsitokimyasal boyamalar lazer taramal1 konfokal mikroskop (Zeis, LSM510)
ile analiz edilmistir. Sinyal dagilim1 her mikroskop alani i¢in + ile +++++ arasinda
kalitatif bir deger verilerek degerlendirilmistir (Bkz. Cizelge 5.3.1).
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. IGKS-MKH’in Biiyiime ve Cogalma Siirecinin Degerlendirilmesi

Dogum sonrasinda alinan insan gobek kordonu laboratuvara getirildikten sonra iki esit
pargaya bollinmiistiir. Bu pargalardan bir tanesi makas yardimi ile yaklasik 1mm’lik
parcalara ayrildiktan sonra eksplant kiltlirleri yapilmistir. Diger par¢a ise mekanik
parcalanma sonrasinda enzim uygulanmis ve daha sonrasinda santrifiij yardimi ile ayrilan

hiicrelerin kiiltiirleri yapilmaistir.

Eksplant kiiltiirler degerlendirildiginde; primer kiiltiir ortaminda 15. giiniin sonunda
tutunmus olan doku parcaciklarindan hiicrelerin ayrilmaya basladigi gézlemlenmistir. Bu
hiicreler 25. giinlin sonunda flaskin ylizeyini % 100 oraninda kaplamistir. Sonrasinda
hiicrelerin her 3 giinde bir pasajlar1 yapilmistir. Enzimatik ayristirilmis hiicrelerin serisinde
ise flaskin yiizeyini % 100 oraninda kaplayan hiicrelerin pasajlar1 10 giinde bir yapilmistir.

Hiicre pasajlar1 7. pasaja kadar siirdiirilmistiir.

Enzimatik kiiltiirler degerlendirildiginde; primer kiiltiir ortaminda kiiltiiriin 4. gilinlinde
hiicrelerin flask yiizeyine tutunduklart ve 10. giinde flaskin tamamimi kapladiklar
gozlemlenmistir. Primer kiltlirleri yapilan bu hiicrelerin her 3 giinde bir pasajlar
yapilmustir. Bir diger kiiltiir serisinde ise yine primer kiiltiir sonucunda flaskin yiizeyini %
100 oraninda kaplayan hiicrelerin pasajlart 10 giinde bir yapilmistir, yogunluklarindan

ziyade zaman goz Oniinde tutulmustur. Hiicre pasajlar1 7. pasaja kadar siirdiiriilmiistiir.

5.2.  iGKS-MKH’in In vitro Kosullar Altinda Fenotiplerinin Degerlendirilmesi

Hiicrelerin, mekanik izolasyonu sonrasindaki 15. giiniin sonunda dokudan ayrilmaya
basladiklar1 gbézlenmistir ve 25. giiniin sonunda flaskin tamamini1 kaplamislardir. Dokudan

ayrilan hiicrelerin fibroblastoid yapida uzun sitoplazmik uzantilara sahip olduklar
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gbzlenmistir. Ilerleyen pasajlarda kiiltiir ortamimin yine bu fenotipe sahip hiicrelerden

zengin oldugu gorilmistiir (Sekil 5.2.1).

Sekil 5.2.1 Mekanik olarak izole edilmis iIGK-MKH’leri

Mekanik izolasyon sonrasinda dokudan ayrilmaya baslayan hiicreler fibroblastoid yapida
uzun sitoplazmik uzantilara sahiptir (P0). Sonraki pasajlarda da hiicreler ayni fenotipi
sergilemistir (P1-P7). Biiyiitme 6lgegi 15X

Enzimatik izolasyon sonrasinda ise genis sitoplazmali, son derece yassi ve stres liflerince
zengin bir fenotip sergileyen hiicrelerin kiiltiir ortaminda g¢ogunlugu temsil ettigi
gozlemlenmistir. Bunun yaninda fibroblastoid goriiniimlii, uzun sitoplazmik uzantilara
sahip hiicrelerin de varligi saptanmistir. Buna gore ilk ii¢ pasajda kiiltiir ortam1 genis
sitoplazmal1 hiicrelerce zengin durumda iken 4, 5, 6 ve 7. pasajlarda fibroblastoid hiicre

fenotipinin arttig1 goriilmistiir (Sekil 5.2.2).
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Sekil 5.2.2 Enzimatik olarak izole edilmis iGK-MKH’leri

Enzimatik izolasyon sonrasinda ilk 3 pasajda genis sitoplazmali, yassi ve stres liflerince
zengin bir fenotip sergileyen hiicrelerin kiiltiir ortaminda g¢ogunlugu temsil ettigi
gdzlemlenmistir (P0-P3). llerleyen pasajlarda fibroblastoid hiicre fenotipinin arttig
goriilmistiir (P4-P7). Biiyiitme dlgegi 15X

5.3. iGK Histolojik Kesitlerinin iImmiinhistokimyasal Olarak Degerlendirilmesi

Dogum sonrasinda labotaruvara getirilen gébek kordonundan 1 cm kalinliginda bir kesit
alindiktan sonra %3,5’luk PFA igerisine alinmistir. Fiksasyon asamasindan sonra (bkz.
Yontem) kriyorotektan igerisine gomiilmiis olan dokudan kriyostat yardimi ile 10 pm
kalinliginda kesitler poli-L lizin kapli lamlar {izerine alinmis ve immiinhistokimya boyama
yontemi kullanilarak lazer taramali konfokal mikroskobu ile immiinfliioresan analizleri

yapilmugtir.

Kordon kesitlerine E-kaderin, N-kaderin, pansitokeratin (Tip 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18, 19)
(PanSk), sitokaratin 18 (sk 18), sitokeratin 19 (sk19), a-SMA ve vimentin antikorlar1 ile
isaretlenme yapilmistir. Protein ifadelerinin degerlendirilmesi kordonun {ii¢ farkli bolgesi
(amniyon zar1 ve subamniyotik stroma, intervaskiiler storma ve perivaskiiler storma) ayri

ayri ele alinarak yapilmistir.
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Lazer taramali konfokal mikroskop ile yapilan analizler sonucunda kordonun higbir
bolgesinde E-kaderin ifadesi gozlenmemis; intervaskiiler ve perivaskiiler stromada bulunan

hiicrelerin N- kaderin ifade etikleri tespit edilmistir (Sekil 5.3.1).

Amniyon Zari
ve .
Subamniyotik Stroma Intervaskiiler Stroma Perivaskiler Stroma

Sekil 5.3.1 iGK stromasinda E-kaderin ve N-kaderin ifadesi
iGK stromasinin higbir bélgesinde E-kaderin ifadesi gézlenmemistir. Intervaskiiler ve
perivaskiiler stromada bulunan hiicreler N-kaderin ifade etmektedir. Olgek boyu 50 um.

E-kaderin

N-kaderin

Sitokeratin ifadelerine bakildiginda ise amniyon zarinda bulunan epitel hiicreleri ve
subamniyotik bolgedeki hiicrelerin panSk ve sk 19’u giiclii bir sekilde ifade ederken sk
18’i oldukca zayif ifade ettikleri gozlenmistir. Intervaskiiler stromada panSk ifadesi
gozlenirken sk 18 ve sk 19’un birka¢ hiicre tarafindan ifade edildigi gozlenmistir.
Perivaskiiler stromada ise panSk giiglii bir sekilde ifade edildigi gozlenmistir. Bunun
yaninda sk 18 birkag hiicre tarafindan zayif bir sekilde ifade edilirken; sk 19’un hig ifade
olmadigi gozlenmistir (Sekil 5.3.2) (Cizelge 5.3.1).
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Amniyon Zari
ve ;
Subamniyotik Stroma Intervaskdler Stroma

Pansitokeratin

Sitokeratin 18

Sitokeratin 19

Sekil 5.3.2 iGK stromasinda pansitokeratin, sitokeratin 18 ve sitokeratin 19 ifadesi

Amniyon zarinda bulunan epitel hiicreleri ve subamniyotik bdlgedeki hiicrelerin
pansitokeratin ve sitokeratin 19 ifade etmektedir. Sitokeratin 18 ise zayif ifade ettikleri
gdzlenmistir. Intervaskiiler stormada pansitokeratin ifadesi gozlenirken sitokeratin 18 ve
sitokeratin 19’un birkag hiicre tarafindan ifade edildigi gézlenmistir. Perivaskiiler stromada
pansitokeratinin giigliibir sekilde ifade edildigi; sitokeratin 18 birkag hiicre tarafindan zay1f
bir sekilde ifade edilirken; sitokeratin 19’un hic ifade olmadig1 gozlenmistir. Olgek boyu
50 pum.



AntikorBélge Amniyon Zari SUbggln;ZOtik Inter':?asﬁﬁler Peri;allzlr(lﬁler
Pansitokeratin ++++ +++ ++ F+++
Sitoketarin 18 + + - +
Sitokeratin 19 +++++ +++ - N

Cizelge 5.3.1 iGK stroma bolgelerinde sitokeratin ifade siddetinin degerlendirilmesi

Vimentin ve a-SMA ifadelerine bakildiginda ise; amniyon zarinda vimentin ve a-SMA
ifadesi gozlenmemistir. Subamniyotik stromaya bakildiginda ise vimentin ifadesi
gbozlenmez iken hiicrelerin giiclii bir sekilde a-SMA ifade ettikleri tespit edilmistir.
Intervasliiler ve perivaskiiler stromada ise hem vimentinin hem de o-SMA’in oldukga

giiclii bir sekilde ifade edildigi gozlenmistir (Sekil 5.3.3) (Cizelge 5.3.2).
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Amniyon Zari

Vimentin

alfa-Diiz Kas Aktin

Sekil 5.3.3 iGK stromasinda vimentin ve a-SMA ifadesi

ve
Subamniyotik Stroma

intervaskiiler Stroma

Perivaskiiler Stroma

T"v\l—‘

Amniyon zarinda vimentin ve o-SMA ifadesi gézlenmemistir. Subamniyotik stromada
vimentin ifadesi gozlenmez iken hiicrelerin a-SMA ifade ettikleri tespit edilmistir.
Intervasliiler ve perivaskiiler stromada ise hem vimentinin hem de o-SMA’in oldukga
giiclii bir sekilde ifade edildigi gézlenmistir. Olgek boyu 50 um

Bolge Amniyon Zari Subamniyotik Intervaskiiler Perivaskiiler
Antikor Bolge Alan Alan
Vimentin + - +H++ e+
a-SMA - +++ ++++ +++++

Cizelge 5.3.2

degerlendirilmesi

1GK
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5.4. iGKS-MKH’lerinin iImmiinsitokimyasal Olarak Degerlendirilmesi

Insan gdbek kordonundan izole edilen hiicreler in vitro kosullar altinda 1.pasajdan 7.
pasaja kadar kiiltiirleri yapilmis ve her asamada 24 kuyucuklu kiiltiir kaplar igerisinde
poli-L lizin kapli yuvarlak lameller iizerinde fikse edilerek immiinsitokimyasal boyama
yontemi kullanilarak lazer taramali konfokal mikroskobu ile immiinfliioresan analizleri
yapilmustir. Kiiltlirii yapilan hiicrelere hiicre yiizeyi molekiilleri olan N-kaderin, E-kaderin
ile hiicre iskeleti proteinleri olan a-diiz kas aktini (a-SMA), vimentin, panSk (Tip 1, 4, 5, 6,
8, 10, 13, 18, 19), sk 18 ve sk 19 antikorlar1 ile isaretlenme yapilmistir.

Hiicre kiiltiir kosullar1 temel de izolasyon tipi (enzimatik, mekanik) ve pasaj stireleri (72
saat giin ve 10 giin) olmak iizere iki baglik altinda toplanmistir. Her bir inceleme bu
basliklar altinda ayri ayri analiz edilmistir. Yapilan analizler sonucunda kaderin ailesi
molekiillerinin ifadesinde kisa siireli pasajlar ile uzun siireli pasajlar arasinda ifade
farklilig1 gozlenmistir. Hiicre izolasyon yontemleri ele alindiginda enzimatik ve mekanik
kiiltiirler arasinda kaderin molekiilleri arasinda herhangi bir fark gézlenmez iken ve hiicre

ici iskelet eleman1 proteinlerinin ifadesinde farkliliklar gézlenmistir.

Yapilan analizler sonucunda kiiltiirleri yapilan iGK-MKH’lerinde E-kaderin ifadesi
belirlenmemistir (Sekil 5.4.1 ve Sekil 5.4.3). Bunun yaninda kisa siireli kiiltiirlerde N-
kaderinin biitiin pasajlarda sitoplazma igerinde noktasal sekilde ifade edildigi gériilmiistiir
(Sekil 5.4.2 ve Sekil 5.4.4). Kaderin hiicre igindeki sentez dinamigi gdz Oniine alinarak
yapilan degerlendirmeler sonucunda hiicrelerin pasajlanma siireleri 10 giine ¢ikartildiginda
kisa siireli kiiltirlerde oldugu gibi uzun sireli kiiltiirlerde de E-kaderin ifadesine
rastlanmamustir (Sekil 5.4.5). Fakat iGK-MKH’lerinin yiizeylerinde N-kaderin ifadesi tipik
bir sekilde ¢izgisel olarak tespit edilmistir (Sekil 5.4.6) (Cizelge 5.4.1).
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Sekil 5.4.1 Enzimatik olarak izole edilen iGK-MKH’lerinde kisa siireli kiiltlir sonrasinda
E-kaderin ifadesi

Hiicrelerin E-kaderin ifade etmedikleri tespit edilmistir. Olgek boyu 50pum.
P5 = P6 P7

Sekil 5.4.2 Enzimatik olarak izole edilen iGK-MKH’lerinde kisa siireli kiiltiir sonrasinda
N-kaderin ifadesi

Hiicrelerin sitoplazma iginde noktasal bir sekilde N-kaderin ifade ettikleri tespit edilmistir.
Olgek boyu 50um.
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Sekil 5.4.3 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH’lerinde kisa siireli kiiltiir sonrasinda E-
kaderin ifadesi

Hiicrelerin E-kaderin ifade etmedikleri tespit edilmistir. Olgek boyu 50pm
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Sekil 5.4.4 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH’lerinde kisa siireli kiiltiir sonrasinda N-
kaderin ifadesi

Hiicrelerin sitoplazma iginde noktasal bir sekilde N-kaderin ifade ettikleri tespit edilmistir.
Olgek boyu 50pm
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Sekil 5.4.5 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH’lerinde uzun siireli kiiltiir sonrasinda E-
kaderin ifadesi

Hiicrelerin E-kaderin ifade etmedikleri tespit edilmistir. Olgek boyu 50pm
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Sekil 5.4.6 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH’lerinde uzun siireli kiiltiir sonrasinda
N-kaderin ifadesi

Hiicrelerin yiizeylerinde ¢izgisel bir sekilde N-kaderin ifade ettikleri tespit edilmistir.
Olgek boyu 50pm

Pansitokeratin ifadelerine bakildiginda enzimatik kiiltlirin biitiin pasajlarinda Tip 1 biiyiik
sitoplazmal1 hiicrelerde fazla miktarda ifade olurken Tip 2 hiicrelerde diisiik seviyelerde
ifade oldugu gézlemlenmistir. Bunun yaninda ilk 3 pasajdan sonra ifadenin azaldig: fakat 7.
pasajda goriilen biiyiikk sitoplazmali hiicrelerde yiiksek seviyede pansitokaretin ifade
edildigi tespit edilmistir (Sekil 5.4.7) (Cizelge 5.4.1). Mekanik olarak izole edilen
hiicrelerde pansitokeratin ifadesine bakildiginda ise P1’de kiiltiir ortaminda bulunun
eksplant doku parcaciklarinda heterojen bir goriiniimde ifade tespit edilirken etrafindan
flaska dogru yayilmis olan hiicrelerde ifade edilmedigi goriilmistiir. Yine P1°de farkli bir
alan incelendiginde hiicrelerin belli bir kismmin az da olsa pansitokeratin ifade ettikleri
goriilmiistiir. ilerleyen pasajlarda (P2, P35, P6) pansitokeratin ifadesinin arttig1 tespit
edilmistir. Fakat genel ifade profiline bakildiginda belli hiicrelerin pansitokeratin ifade
etmedikleri tespit edilmistir. Bu hiicreler morfolojik olarak degerlendirildiklerinde Tip 1 ve

Tip 2 olarak net bir ayrim yapilamamistir (Sekil 5.4.8) (Cizelge 5.4.1).
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Sekil 5.4.7 Enzimatik olarak izole edilen iGK-MKH’lerinde pansitokeratin ifadesi

Biiyiik sitoplazmaya sahip hiicrelerde fazla miktarda ifade edilirken kiigiik sitoplazmali
hiicrelerde az miktarda ifade edilmistir. Ilk pasajlarda genel ifade seviyesi yiiksekiken 5. ve
6. Pasajda azalmis ve 7. pasajda tekrar artmistir. Olgek boyu 50 pm
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Sekil 5.4.8 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH’lerinde pansitokeratin ifadesi

P1°de kiiltiir ortaminda bulunun eksplant” doku pargaciklarinda heterojen bir gériiniimde
pansitokeratin ifadesi tespit edilirken etrafindan flaska dogru yayilmis olan hiicrelerde
ifade edilmemektedir. Yine P1’de farkli bir alan incelendiginde hiicrelerin belli bir
kisminin az da olsa pansitokeratin ifade etmektedir. Ilerleyen pasajlarda (P2, P5, P6)
pansitokeratin ifadesi artmaktadir. Olgek boyu 50um

Enzimatik kiiltiirlerde SK 18 de pansitokeratin ifadesinde oldugu gibi biiyiik sitoplazmaya
sahip hiicrelerde daha fazla miktarda ifade edildigi gozlenmistir. ilk iki pasajda ifade
edilen SK 18’in 4. pasajda azaldig1 sonraki 3 pasajda ise ifadenin arttigi gozlenmistir (Sekil
5.4.9) (Cizelge 5.4.1). Mekanik olarak izole edilen hiicrelerde SK 18 ifadesine bakildiginda
ise P1°de kiiltiir ortaminda bulunun eksplant doku parcaciklarinda heterojen bir goriiniimde
ifade tespit edilirken etrafindan flaska dogru yayilmis olan hiicrelerde ifade edilmedigi
goriilmiistiir. Yine P1°de farkli bir alan incelendiginde hiicrelerin belli bir kisminin az da
olsa SK 18 ifade ettikleri goriilmiistiir. ilerleyen pasajlarda (P2, P5, P6) SK 18 ifadesinin
arttig1 tespit edilmistir. Fakat genel ifade profiline bakildiginda bazi hiicrelerin az miktarda,
bazi hiicrelerin ise fazla miktarda SK 18 ifade ettikleri tespit edilmistir. Bu hiicreler
morfolojik olarak degerlendirildiklerinde Tip 1 ve Tip 2 olarak net bir ayrim
yapilamamistir (Sekil 5.4.10) (Cizelge 5.4.1).
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Sekil 5.4.9 Enzimatik olarak izole edilen iGK-MKH’lerinde sitokeratin 18 ifadesi

Biiyiik sitoplazmaya sahip hiicrelerde fazla miktarda ifade edilirken kiigiik sitoplazmali
hiicrelerde az miktarda ifade edilmistir. Ilk iki pasajda ifade edilen sitokeratin 18’in 4.
pasajda azaldig1 sonraki 3. pasajda ise ifadenin artti§1 gdzlenmistir. Olgek boyu 50 um
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Sekil 5.4.10 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH’lerinde sitokeratin18 ifadesi

P1°de kiiltiir ortaminda bulunun eksplant* doku pargaciklarinda heterojen bir goriiniimde
sitokeratin 18 ifadesi tespit edilirken etrafindan flaska dogru yayilmis olan hiicrelerde ifade
edilmemektedir. Yine P1°de farkli bir alan incelendiginde hiicrelerin belli bir kisminin az
da olsa sitokeratin 18 ifade etmektedir. Ilerleyen pasajlarda (P2, P5, P6) sitokeratin 18
ifadesi artmigtir. Genel ifade profiline bakildiginda ise bazi hiicreler az miktarda bazi
hiicreler ise fazla miktarda sitokeratin 18 ifade ettmektedir. Olgek boyu 50um

SK 19 ifadesine bakildiginda ise enzimatik kiiltiirlerde ilk 6 pasajda biitiin hiicrelerde az da
olsa ifade edildigi; 7. pasajda ise ifadenin arttigi gozlenmistir (Sekil 5.4. 11) (Cizelge
5.4.1). Mekanik olarak izole edilen hiicrelerde SK 19 ifadesine bakildiginda P1°de kiiltiir
ortaminda bulunun eksplant doku parcaciklarinda heterojen bir goriiniimde ifade tespit
edilirken etrafindan flaska dogru yayilmis olan hiicrelerde ifade edilmedigi goriilmiistiir.
Yine P1°de farkli bir alan incelendiginde hiicrelerin belli bir kisminin az da olsa SK 19
ifade ettikleri goriilmiistiir. ilerleyen pasajlarda (P2, P5, P6) SK 19 ifadesinin azaldig
tespit edilmistir. Bunun yaninda bazi hiicrelerin ise hi¢ SK 19 ifade etmedikleri
goriilmiistiir. Bu hiicreler morfolojik olarak degerlendirildiklerinde Tip 1 ve Tip 2 olarak

net bir ayrim yapilamamistir (Sekil 5.4. 12) (Cizelge 5.4.1).
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Sekil 5.4. 11 iGK-MKH’lerinde sitokeratin 19 ifadesi

Biitiin hiicrelerde az da olsa ifade edildigi; 7. pasajda ise ifadenin arttif1 gézlenmistir.
Olgek boyu 50 um
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Sekil 5.4. 12 Mekanik olarak izole edilen iGK-MKH’lerinde sitokeratin19 ifadesi

P1°de kiiltiir ortaminda bulunun eksplant®* doku pargaciklarinda heterojen bir goriinlimde
sitokeratin 19 ifadesi tespit edilirken etrafindan flaska dogru yayilmis olan hiicrelerde ifade
edilmemektedir. Yine P1’de farkli bir alan incelendiginde hiicrelerin belli bir kismi
sitokeratin 19 ifade etmektedir. Ilerleyen pasajlarda (P2, P5, P6) sitokeratin 19 ifadesi
azalmigtir. Bunun yaninda baz hiicreler sitokeratin 19 ifade etmemektedir. Olgek boyu 50
pum

Enzimatik izolasyon sonrasinda o-SMA ifadesine bakildiginda ise ilk 3 pasajda hiicre
icerisinde ¢izgisel halde ifade edildigi gozlenirken ilerleyen pasajlarda hiicrelerin bir
kisminda noktasal, bir kisminda ise ¢izgisel halde ifade sekli gbzlenmistir. 1. pasajda ifade
seviyesi diisiik iken ilerleyen pasajlarda artmig ve 7. pasajda ifade azalmistir (Sekil 5.4. 13)
(Cizelge 5.4.1). Mekanik izolasyon sonrasi kiiltiirlere bakildiginda ise 1. pasajdaki eksplant
doku pargaciklarinda homojen bir sekilde ifade edildigi, ilerleyen pasajlarda da homojen
ifade tipinin devam ettigi goriilmiistiir. 5. ve 6. Pasajda bazi hiicrelerin diger hiicrelerden
farkli olarak a-SMA’ni daha giiglii ifade ettikleri gozlenmistir (Sekil 5.4.14) (Cizelge
5.4.1).
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Sekil 5.4. 13 Enzimatik olarak izole edilmis iGK-MKH’lerinde a-SMA ifadesi

Ik 3 pasajda hiicre igerisinde cizgisel halde ifade edildigi gdzlenirken ilerleyen pasajlarda
hiicrelerin bir kisminda noktasal bir kisminda ise ¢izgisel halde ifade sekli gozlenmistir. 1.
Pasajda ifade seviyesi diisiik iken ilerleyen pasajlarda artmis ve 7. pasajda ifade azalmistir.
Olgek boyu 50 um

56



Sekil 5.4.14 Mekanik olarak izole edilmis iGK-MKH’lerinde a-SMA ifadesi

a-SMA, pasaj 1°deki eksplant doku pargaciklarinda  homojen bir sekilde ifade
edilmektedir.ilerleyen pasajlarda da homojen ifade tipinin devam etmektedir. 5. ve 6.
pasajda bazi hiicreler diger hiicrelerden farkli olarak daha giiglii bir sekilde a-SMA ifade
etmektedir. Olgek boyu 50 pm

Bunun yaninda bir diger hiicre iskelet proteini olan vimentin, enzimatik olarak izole
edilmis olan hiicre kiiltiirlerinin ilk 4 pasajinda biitiin hiicrelerde sitoplazma iginde
homojen bir goriinlimde ifade edilirken ilerleyen pasajlarda ifade seviyesi diigmiis ve
hiicrelerin tek bir bolgesinde yogunlagmig halde ifade edildigi gozlenmistir (Sekil 5.4.15)
(Cizelge 5.4.1). Mekanik izolasyon sonrasinda ise 1.pasajdaki eksplant doku pargaciginda
homojen bir sekilde vimentin ifadesi gozlenmistir. Yine 1. pasajda farkli bir alan
incelendiginde dokudan ayrilan hiicrelerin ¢ogunlugunun vimentin ifade ettikleri,
bazilarinin ise ifade etmedikleri gozlenmistir. 2. pasajda vimentin ifadesi ¢ekirdek etrafina
dagilmis bir sekilde hiicre sitoplazmasinin kiiciik bir kisminda ifade edildigi goriilmiistiir. 5.
ve 6. pasajda ise alanda bulunan biitiin hiicrelerin tipik bir sekilde vimentin ifade ettikleri

belirlenmistir (Sekil 5.4.16) (Cizelge 5.4.1).
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Sekil 5.4.15 Enzimatik olarak izole edilmis iGK-MKH’lerinde vimentin ifadesi

Ik 4 pasajda biitiin hiicrelerde sitoplazma i¢inde homojen bir gériiniimde ifade edilirken
ilerleyen pasajlarda ifade seviyesi diismiis ve hiicrelerin tek bir bdlgesinde yogunlagmis
halde ifade edildigi gdzlenmistir. Olgek boyu 50 pm
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Sekil 5.4.16 Mekanik olarak izole edilmis iGK-MKH’lerinde vimentin ifadesi

Eksplant doku pargacigi (P17) homojen bir sekilde vimentin ifadesi etmektedir. 1. pasajda
farkli bir alanda dokudan ayrilan hiicrelerin biiyiikk bir ¢ogunlugu vimentin ifade
etmektedir.Bunun yaninda bazi hiicreler vimentin ifade etmemektedir. 2. pasajda vimentin
ifadesi ¢ekirdek etrafina dagilmis bir sekilde hiicre sitoplazmasinin kii¢lik bir kisminda
ifade edilmektedir. 5. ve 6. pasajda ise alanda bulunan biitiin hiicreler tipik bir sekilde
vimentin ifade etmektedirler. Olgek boyu 50 pm
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Pasaj . . . . . .
. 1. Pasa 2. Pasa 4, Pasa 5. Pasa 6. Pasa 7. Pasa
Antikor J J J J J J
E-kaderin - - - - - -
N-kad?rlp ++ + +4++ +4+++ +4+++ +4+++
(Kisa kiiltiir)
N'kad?“? +4++ +4++ +4+++ +4++ +4+++ +4+++
(Uzun kiiltiir)
a—SMA +++ +++4+ +4++ +4+++ +4+++ +4++
(Enzimatik)
a—SMA FH++ FH++ Gozlem e+ e+ Gozlem
(M ekani k) yapilmamistir yapilmamistir
V'”f‘e”“.” ++++ +4++ +4++ +++ +4+ +4+
(Enzimatik)
Vimentin FH++ FH++ Gozlem Fttt | Gozlem
(Mekanlk) yapilmamistir yapilmamistir
PanSIt_o ker_atln +++ +4++ +4++ ++ ++ +4+
(Enzimatik)
Pansﬂoke_ratln t et Gézlem et it Gozlem
(MEkan | k) yapilmamistir yapilmamistir
Sltoke_ratlr} 18 +++ +++ ++ +4+++ +4++ 4+
(Enzimatik)
Sitokeratin 18 Gézlem Gozlem
(M ekani k) i + yapilmamistir tt Tt yapilmamistir
Sltoke_ratlr} 19 ++ ++ ++ ++ ++ +4+++
(Enzimatik)
Sitokerati_n 19 it t Gézlem + + Gozlem
(M ekani k) yapilmamustir yapilmamistir

Cizelge 5.4.1 iGK MKH’lerinde molekiillerin ifade siddetinin degerlendirilmesi
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6. TARTISMA VE SONUC

Gliniimiizde bir¢ok dokudan hiicre izolasyonu yapilmaktadir. Viicut i¢inde karmagsik doku
ortamlarinda bulunan bu hiicreler viicut disina ¢ikarildiklarinda bugiine kadar bilinen
kiltiir yontemlerinden birisi kullanilarak viicut disindaki yapay ortamda c¢ogaltmaktadir.
Hiicre kiiltiirli olarak adlandirilan bu yaklasim bir¢ok hiicrenin davraniginda ve fenotipinde
farkli diizeylerde degisimlere neden olmaktadir. Bu alanda yiiriitiilen ¢aligmalarin en 6nde
gelen amaglarindan birisi kiiltiir ortaminda canliligini siirdiiren hiicrelerin in  vivo
kosullardaki fizyolojik siireclerini taklit etmektir. Ancak yliriitiilen sayisiz calismaya
ragmen, smirli sayida hiicresel ozelligin in vitro ortamdaki hiicrelerde korunabildigi
goriilmektedir. Kok hiicreler sé6z konusu oldugunda bu durum daha da fazla Onem
kazanmaktadir. Clinkli kok hiicreler sinirli sayiya sahip hiicreler olarak organizmanin gok
0zgliin mikrocevrelerinde, yani kendilerine 0zgii nis ortamlarinda varliklarim
stirdiirmektedir. Glintimiizde kok hiicre ¢aligmalar1 ve tedavilerinde yaygin kullanildigi
lizere hiicreler belli anatomik bolgelerden ¢ikarilmakta, kiiltiir ortamlarinda g¢ogaltilmakta
ve gerekirse farklilastirilmaktadir. Bu baglamda hiicrelerin 6zgilin  karakterlerinin
belirlenmesi ve kiiltiir kosullarinda bu 6zelliklerinin korunmasi1 hedeflenen ¢alismalarda
bliylilk 6nem arz etmektedir. Bu durumda bu hiicrelerin hem arastirmacilar hem de
klinisyenler tarafindan yaygin olarak kolay bir sekilde kullanilabilmeleri amaciyla atilmasi
gereken adimlarin basinda bu hiicrelerin kiiltiir kosullarinda sergiledikleri 6zelliklerin iyi

anlasilmasi gerekmektedir.

Literatiire yaptig1 énemli katkilariyla arastirma grubumuz IGKS-MKH’lerinin izolasyon
yontemi, tanimlanmas1 ve farklilagsma ozelliklerinin yan1 sira, bu hiicrelerin elde edildigi
kaynagin islenecegi merkeze ulasincaya kadar korunmasinin saglanmasi i¢in gerekli
kosullar ile izole edilen hiicrelerin dondurulmasi ardindan etkin bir sekilde kok hiicre
ozelliklerini sergilemesine iliskin pek ¢ok veriye sahip bulunmaktadir (1, 2, 122, 127-130).
Bunun yaninda kordon stromasindan elde edilen bu hiicrelerin kiiltiir kosullar1 altinda
sergilemis olduklar1 heterojen goriiniimiin morfolojik ve molekiiler diizeyde tanimlanmasi

ve yorumlanmasi ilk defa grubumuz tarafindan gergeklestirilmistir (2).
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Bu tez calismasinda ise bu durum literatiire ¢ok yeni kazandirilmis olan Epitel-Mezenkim
Gecisi olarak tanimlanan hiicresel doniisiim siireci ¢ercevesinde degerlendirilerek
hiicrelerin molekiiler ve fenotipik olarak tanimlanmasi amaglanmistir. iGKS-MKH’lerinin
sergilemis oldugu bu durumu EMG c¢ergevesinde degerlendiren bir g¢alisma heniiz

yayimlanmamastir.

6.1. iGKS-MKH’lerinin Izolasyon, Biiyiime ve Cogalma Siirecinin Fenotipik
Olarak Degerlendirilmesi

Yetiskin kok hiicreler ile ilgili yapilan ¢alismalarda hiicrelerin izolasyon teknikleri ve
sonrasindaki biiylime ve ¢ogalma silireci Onemli mesele olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Kullanilan izolasyon teknigi hiicre fizyolojisini etkilemektedir. Bunun yani sira kiiltiir
ortaminda kullanilan biiyiime faktorleri ve serum orani da hiicrelerin in vitro kosullar

altinda farklilagsmadan biiylime ve ¢ogalmalari etkinligini belirlemektedir.

IGKS dokusundan elde edilen mezenkimal kék hiicre miktarinin kordon kani ve kemik
iligi mezenkimal kok hiicreleri ile kiyaslandiginda daha fazla oldugu ve iIGKS hiicrelerinin
cogalma kapasitelerinin 7. pasaj sonunda 300 kata ulasarak bu hiicrelerin ¢ogalma
kapasitelerinin yiiksek oldugu gosterilmistir (2). Bu arastirma kapsaminda iGKS-MKH’leri
iki farkli teknik ile izole edilmistir. Izolasyon sonrasinda elde edilen hiicrelerin ayni

kosullar1 altinda kiiltiirleri yapilmastir.

Mekanik olarak izolasyon yonteminde Kkiiltiir kabina tutunan dokulardan 15. giiniin
sonunda adeta bir hali gibi kiiltiir kabmin yiizeyini kaplarcasina hiicrelerin ayrilmaya
bagladiklar1 goriilmiistiir. Dokudan ayrilan hiicrelerin Karahuseyinoglu ve ark.’nin Tip 2
olarak tanimladiklar1 (2007) fusiform yapida olduklar1 gozlenmistir (Bkz. Sekil 5.2.1 P0).
20. giiniin sonunda hiicrelerin flaskin tamamini kapladigi gdzlenmis, ileri pasajlar
yapilmis ve kiiltiir 7. pasaja kadar siirdiiriilmiistiir. ilerleyen pasajlarda hiicrelerin iki katina
cikma siireleri 72 saat olarak belirlenmis ve 3 gilinde bir pasajlart yapilmistir. Hiicre
morfolojileri incelendiginde ise ilerleyen pasajlarda da hiicrelerin Tip 2 hiicreye benzeyen

uzun, ince fibroblastoid yapilarini koruduklar1 gozlenmistir (Bkz. Sekil 5.2.1 P1-P7).
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Enzimatik izolasyon yonteminde ise hiicrelerin kiiltiiriin 4. giiniinde flask ylizeyine
tutunduklar1 izlenmistir. Hiicre morfolojilerine bakildiginda ise Karahuseyinoglu ve
ark.’nin Tip 1 olarak tanimladiklar1 (2007) genis sitoplazmali, son derece yassi ve stres
liflerince zengin bir fenotip sergileyen hiicrelerin ¢ogunlukta oldugu, bunun yaninda
fibroblastoid olup uzun sitoplazma uzantilara sahip Tip 2 hiicre fenotipinin de var oldugu
gozlenmistir (Bkz. Sekil 5.2.2 P0). 10. giiniin sonunda hiicrelerin flaskin tamamini
kapladigr gozlenmis, lst kiiltliri yapilmis ve kiiltiir 7. pasaja kadar siirdiirilmiistiir.
Ilerleyen pasajlarda hiicrelerin iki katina ¢ikma siireleri 3 giin olarak belirlenmis ve 3.
giinde bir pasajlar1 yapilmistir. ilk ii¢ pasajda Tip 1 hiicre fenotipinin ¢ogunlugu temsil
ettigi gozlenirken, 4. pasajdan sonra Tip 2 hiicre fenotipine sahip hiicrelerin kiiltiir

ortaminda daha fazla oldugu gértilmiistiir (Bkz. Sekil 5.2.2 P1-P7).

Tiim bu sonuglara gore hiicrelerin dokudan izole edilirken kullanilan teknigin ne kadar
onemli oldugunu gérmiis bulunmaktayiz. Bu sonuglara gore enzimatik izolasyon esnasinda
kullanilan kollajenaz tip 1 enzimi yalnizca hiicreler aras1 makriksi parcalamakla kalmayip
matriks igerisine gomiilii halde bulunan hiicreleri de etkilemektedir. Bu etki kiiltiir
kosullarina fenotipik olarak yansimaktadir. Tip 1 hiicre ve Tip 2 hiicre fenotipinin kdk
hiicre ozellikleri g6z Oniine alinarak yapilan caligmalarda diger hiicrelere farklilasma
potansiyelleri arasinda bir fark bulunmamaktadir. Buna ragmen mekanik izolasyon
tekniginin hiicre o6zelliklerinin kismen korunmas: ile iliskili olarak kok hiicre
caligmalarinda daha etkili olabilecegini diisiinliyoruz. Fakat enzimatik ve eksplant
kiiltiirlerin stireleri goz oniine alindiginda enzimatik olarak izole edilen hiicreler ayn1 anda
yaslanirlarken, eksplant kiiltiirlerde hiicreler arasinda bir yaslanma farki olabilecegi g6z
onlinde bulundurulmalidir. Bu farkin kdk hiicre 0Ozellikleri {izerine etkileri
degerlendirildiginde izolasyon tekniginin 6neminin daha da 6ne ¢ikacagini diisiinmekteyiz.
Bununla birlikte eksplant kiiltiir teknigi ile in vitro kosullar altinda karsilasilan

heterojenitenin de azamiye inmesi kayda deger bir gelisme olacagina inanmaktayiz.
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6.2. IGKS ve iGKS-MKH’lerin Molekiiler Olarak Degerlendirilmesi

Epitel-Mezenkim Gegisi ger¢evesinde bakildiginda in vivo ve in vitro ortamdaki farkliliklar
hiicre yiizeyinde bulunan molekiiller ile hiicre i¢inde bulunan ara filamanlarin farkl
sekillerde ifade olmasi ile degerlendirilmektedir (7, 131). Hiicre yiizey molekiillerine
bakildiginda kaderin ailesinin bu siirecte basrol oynadigini gérmekteyiz. Kaderinler, tip 1
transmembran proteini olup hiicreler arasinda baglant1 yapilart olusturarak hiicre-hiicre
tutunmasindan onemli bir role sahiptir. Klasik kaderin ailesi olarak tanimlanan E-kaderin,
N-kaderin, VE-kaderin ve P-kaderin Ca®* bagimli olup, Ca** varliginda islev
kazanmaktadir. ~ E-kaderin, epitel hiicrelerinde bulunurken; N-kaderin ndron ve
mezenkimal hiicrelerde ifade edilmektedir. Bunun yaninda VE-kaderin endotel
hiicrelerinde islev goriirken; P-kaderin 6zellikle salgi kanalin1 olusturan epitel hiicrelerde
bulunmaktadir (132-134). EMG siirecinde bu kaderin ailesi grubundan E-kaderin ve N-
kaderin 6nemli bir rol istlenmislerdir. S6yle ki; epitel hiicreler tarafindan E-kaderin ifade
edilirken siirecin baslamasi ile E-kaderin ifadesi azalmakta ve mezenkimal 6zelliklerin

olusumuna paralel olarak N-kaderin ifadesi artmaktadir (3, 7, 67, 76, 81, 131, 133).

Bu bilgiler dogrultusunda E-kaderin ve N-kaderin ifadelerinin kiiltiir kosullarinda
karsilastigimiz heterojen hiicre fenotipi ile bagdasip bagdagsmadigini test etmek istedik.
Literatlire bakildiginda gobek kordonu stromasinda bulunan hiicrelerin miyofibroblast
karaktere sahip oldugu sdylenmektedir. Yine yapilan calismalarda in situ ve in vitro
kosulllar altinda bu hiicrelerin tipik miyofibroblast biyobelirteclerini ifade ettigi
belirtilmistir. Bizim de deneyimlerimiz bu yonde olmustur. Fakat yapilan literatiir taramasi
sonucunda iIGKS-MKH’lerinde kaderin ailesine heniiz bakilmadig: tespit edilmistir. Bu
bilgiler dogrultusunda kiiltlir kosullarindaki Tip1 hiicre — Tip 2 hiicre heterojenitesinin bir
miyofibroblast-fibroblast gegisi olabilecegini diisiinmemize sevk etmistir. Bu hipoteze gore
hiicreler N-kaderin ifade etmelidir, fakat E-kaderin ifade etmemelidir.

Bu baglamda insan gobek kordonunda hem in situ hem de in vitro olarak E-kaderin ve N-
kaderin ifadesi degerlendirilmistir. /n situ calismalarda gébek kordonu kesitlerinin
amniyon zar1 ve subamniyotik stroma, intervaskiiler stroma ve perivaskiiler stroma olmak

lizere ii¢ bolge ayr1 ayri olarak analiz edilmistir. Yapilan degerlendirme sonucunda higbir
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bolgede E-kaderin ifadesine rastlanmamistir. Bunun yaninda intervaskiiler ve perivaskiiler
stromadaki hiicrelerin N-kaderin ifade ettikleri gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 5.3.1). Bunun
yaninda in vitro sonuglar izolasyon tipi ve kiiltiir siiresi olmak iizere iki farkli parametre
altinda degerlendirilmistir. Buna gore enzimatik ve mekanik olarak izole edilen kiiltiirler
ayr1 ayrt degerlendirildiginde hiicrelerin E-kaderin ifade etmedikleri goriilmiistiir
(Bkz.Sekil 5.4.1 ve Sekil 5.4.3). Fakat N-kaderin ifade ettikleri tespit edilmistir (Bkz. Sekil
5.4.2 , Sekil 5.4.4 ve Sekil 5.4.6). N-kaderin ifadesinde enzimatik ile eksplant kiiltiirler
arasinda herhangi bir fark gézlenmemistir. ilk yaptigimiz kaderin analizlerinde E-kaderin
ifadesi gozlenmez iken, N-kaderin ifadesinin sitoplazma igerisinde noktasal bir sekilde
ifade oldugunu tespit edilmistir. Oysaki N-kaderin, yap1 ve gorevi geregi hiicre yiizeyinde
ifade olmalidir. Bu durum karsisinda kaderin dinamigi ile hiicrelerin kiiltiir siireleri
kiyaslandiginda ii¢ giinliik bir siirenin N-kaderin hiicre ylizeyinde ifade olabilmesi i¢in
yeterli olmadig1 kanaatine varilmis ve kiiltiir siiresini 10 giine uzatilmigtir. Kiiltiir siiresi
uzatildiginda hiicrelerin tipik bir sekilde yilizeylerinde c¢izgisel formda N-kaderin ifade
ettiklerini tespit edilmistir (Bkz. Sekil 5.4.6). Yine uzun siireli kiiltiirlerde de E-kaderin
ifadesine rastlanmamustir (Bkz. Sekil 5.4.5). Yapilan in situ ve in vitro analizler sonucunda
IGKS-MKH’lerinin E-kaderin ifade etmedigi, Tip 1 hiicre ve Tip 2 hiicre ayirdimi
olmaksizin biitiin hiicrelerin N-kaderin ifade ettigi literatiirde ilk kez gdsterilmistir. Bunun
yaninda hipotezimizde belirttigimiz doniisiim dahilinde her iki hiicre tipinin de N-kaderin

ifade etmelidir savi dogruluk kazanmuistir.

Hiicre i¢i ara filamanlara bakildiginda ise sitokeratin ve o-SMA ile hiicrenin yapisal

proteini olan vimentin degerlendirilmistir.

Sitokeratinler 55-69 kDa molekiil agirligindaki hiicre igi ara filaman proteinlerdir ve ekto-
/endodermal kokenli epitel hiicrelerinde gozlenirler. Temelde asidik tipler ve bazik tipler
olmak iizere iki ana gruba ayrilirlar. Bazik sitokeratinler, sitokeratin 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 ve
9 tiplerini icerirken, asidik sitokeratinler, sitokeratin 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
ve 20 tiplerini temsil etmektedir. Bu sitokeratin tiplerinin ifade profili genellikler doku
veya organa ozel olarak gergeklesir (135-137). Ornegin sitokeratin 7 iiriner sistemdeki
duktal epitel hiicrelerinde ifade olurken SK 20 genellikle gastrointestinal sistem
organlarinda goriilmektedir. SK 18 tek tabakali Epitel tabakalarinda ifade olurken SK 19
epitelyal meme kanseri kaynakli metastaz tiplerinde biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir.
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Sitokeratin ifadesi EMG siirecinde de dnemli bir belirte¢ olarak rol almaktadir. Buna gore
sitokeratin ifade eden epitel hiicresi EMG siireci ile sitokeratin ifadesini azaltmaktadir.
Bunun yaninda sitokeratin 8, 17, 19 gibi baz1 sitokeratin izoformlar1 miyofibroblastik
hiicrelerde de ifade edilmektedir (138). IGKS-MKH’lerinde de benzer sekilde sitokeratinin
ifadesiyle hiicrelerin yapisinin karakterizasyonu saglanabilmektedir (139). Pansitokeratinin
(Tip 1,4,5,6,8, 10, 13, 18 ve 19) gdbek kordonu dokusunun damar duvarmin etrafindaki
hiicrelerde, yani perivaskiiler alanda ifadelendigi ve kiltiir ortaminda Tip 1 olarak
adlandirilan hiicrelerde varhigi ortaya konmustur (2, 91). Tim bu bilgiler dogrultusunda
olusturdugumuz hipotezde, miyofibroblast-fibroblast gecis siirecinde, miyofibroblastik
karaktere sahip olan Tip 1 hiicrelerde sitokeratin ifadesinin ilerleyen pasajlarda azalmasi ve
fibroblastik karaktere sahip Tip 2 hiicrelerde sitokeratin ifadesinin olmamas1 veya diisiik
seviyede olmasi beklenmektedir. Bu baglamda insan gébek kordonunda in situ ve in vitro
olarak pansitokeratin ( Tip 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18 ve 19), sitokeratin 18 ve sitokeratin 19

ifadeleri degerlendirilmistir.

Gobek kordonu kesitlerinin amniyon zar1 ve subamniyotik stroma, intervaskiiler stroma ve
perivaskiiler stroma olmak iizere {i¢ bdlge ayr1 ayri olarak analiz edilmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda amniyon zarinda bulunan epitel hiicreleri ve subamniyotik
bolgedeki hiicrelerin pansitokeratin ve sitokeratin 19’u giiclii bir sekilde ifade ederken
sitokeratin 18’i zayif ifade ettikleri gdzlenmistir. Intervaskiiler stormada ise pansitokeratin
ifadesi gozlenirken sitokeratin 18 ve sitokeratin 19’un birka¢ hiicre tarafindan ifade
edildigi gozlenmistir. Perivaskiiler stromada pansitokeratinin giliclii bir sekilde ifade
edildigi gdzlenmistir. Bunun yaninda sitokeratin 18 birka¢ hiicre tarafindan zayif bir

sekilde ifade edilirken; sitokeratin 19’un hig ifade olmadig1 gézlenmistir (Bkz. Sekil 5.3.2).

In vitro sonuglara bakildiginda ise enzimatik olarak izole edilen hiicrelerde pansitokeratin
ifadesinin biitiin pasajlarda Tip 1 hiicrelerde fazla miktarda ifade olurken Tip 2 hiicrelerde
diisiik seviyelerde ifade oldugu gozlemlenmistir. Bunun yaninda ilk 3 pasajdan sonra
ifadenin azaldig1 fakat 7. Pasajda goriilen biiytlik sitoplazmali hiicrelerde yiiksek seviyede
pansitokaretin ifade edildigi tespit edilmistir (Bkz. Sekil 5.4.7). Mekanik olarak izole
edilen hiicrelerde PanSK ifadesine bakildiginda ise P1’de bulunan eksplant doku
parcaciklarinin heterojen bir goériinimde oldugu tespit edilirken flaska yayilmis olan
hiicrelerde ifade edilmedigi goriilmiistiir. Yine P1’de farkli bir alan incelendiginde
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hiicrelerin belli bir kismmnin az da olsa pansitokeratin ifade ettigi goriilmiistiir. ilerleyen
pasajlarda (P5, P6) PanSK ifadesinin arttig1 tespit edilmistir. Fakat genel ifade profiline
bakildiginda belli hiicrelerin PanSK ifade etmedigi tespit edilmistir. Bu hiicreler morfolojik
olarak degerlendirildiklerinde Tip 1 ve Tip 2 olarak net bir ayrim yapilamamistir (Bkz.
Sekil 5.4.8)

SK 18’in ifade profiline bakildiginda enzimatik kiiltiirlerdeki PanSK ifadesinde oldugu
gibi Tip 1 hiicrelerde daha fazla miktarda ifade edildigi gdzlenmistir. Ilk iki pasajda ifade
edilen SK 18’in 4. pasajda azaldig1 sonraki pasajlarda ise ifadenin arttig1 gézlenmistir (Bkz.
Sekil 5.4.9). Mekanik olarak izole edilen hiicrelerde ise P1’de eksplant doku
parcaciklarinda heterojen ifade tespit edilirken flaska yayilmis olan hiicrelerde ifade
edilmedigi goriilmiistiir. Yine P1’de farkli bir alan incelendiginde hiicrelerin belli bir
kismimin az da olsa SK 18 ifade ettigi goriilmiistiir. Ilerleyen pasajlarda (P5, P6) SK 18
ifadesinin arttig1 tespit edilmistir. Fakat genel ifade profiline bakildiginda bazi hiicrelerin
az, bazi hiicrelerin ise fazla miktarda SK 18 ifade ettikleri tespit edilmistir. Bu hiicreler
morfolojik olarak degerlendirildiklerinde Tip 1 ve Tip 2 olarak net bir ayrim

yapilamamistir (Bkz. Sekil 5.4.10).

Sk 19’un enzimatik kiiltiirleriN ilk 6 pasajdaK1i biitiin hiicrelerde az da olsa ifade edildigi;
7. pasajda ise ifadenin arttig1 gézlenmistir (Bkz. Sekil 5.4. 11). Mekanik olarak izole edilen
hiicrelerde ise P1’de kiiltiir ortaminda bulunun eksplant doku pargaciklarinda heterojen bir
goriinlimde ifade tespit edilirken etrafindan flaska dogru yayilmis olan hiicrelerde ifade
edilmedigi goriilmiistiir. Yine P1’de farkli bir alan incelendiginde hiicrelerin belli bir
kisminin az da olsa SK 19 ifade ettiGI goriilmiistiir. ilerleyen pasajlarda (P5, P6) SK 19
ifadesinin azaldigi tespit edilmistir. Bunun yaninda bazi hiicrelerin ise hi¢ SK 19 ifade
etmedikleri goriilmiistiir. Bu hiicreler morfolojik olarak degerlendirildiklerinde Tip 1 ve

Tip 2 olarak net bir ayrim yapilamamistir (Bkz. Sekil 5.4. 12)

In situ ve in vitro sonuglar birlikte degerlendirildiginde hiicrelerin doku icerisinde iken
ifade ettikleri sitokeratin profili ile kiiltiir kosullar1 altinda sergiledikleri sitokeratin profili
farklilik gostermektedir. PanSK ifadeleri kiyaslandiginda bir biri ile tutarli sonuglar

sergilerken, doku igerisinde SK 18 neredeyse hi¢ goriilmez iken kiiltiir kosullar1 altinda
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hiicreler tarafindan ifade edilmesi oldukca ilgingtir. Bununla yaninda doku igerisinde
Ozellikle amniyon zarinda giiclii bir sekilde ifade edilen SK 19’un kiiltiir ortaminda
hiicreler tarafindan ifade edilmemesi normal karsilanirken 7. pasajda ifadenin artmasi bir
diger sasirtici sonugtur. Bununla birlikte 6. pasajda goriilen bir mitoz 6rneginde SK 19
ifadesinin arttig1 gozlenmistir (Bkz. Sekil 5.4. 11 P6). Elde edilen sonuglara bakildiginda
sitokeratin ifade profilinde farkliliklar oldugu asikardir, fakat sadece pansitokeratin
ifadesine bakilarak hiicreler arasinda bir ayrim yapabilmek s6z konusu degildir. Sonuglara
bakildiginda Tip 1 olarak tanimlanabilecek hiicrelerde de yer yer sitokeratin ifadesinin
olmadigimmi1 gérmekteyiz. Bununla birlikte ilerleyen pasajlarda Tip 2 morfolojisine sahip
hiicrelerde de sitokeratin ifadesi mevcuttur. Buna gore hiicreler bulunduklari ortama gore
sitokeratin ifade profilini degistirmektedir. Hipotez ile verileri kiyasladigimizda ise her iki
hiicre tipinde de sitokeratin ifadesinin goriilmesi hipotezi desteklememektedir. Fakat
pansitokeratin kokteylinin igerisindeki sitokeratin tiplerinin ayr1 ayr1 degerlendirilmesinin

karsimiza daha net bir resim ¢izecegini diistinmekteyiz.

Alfa-diiz kas aktini miyofibroblastlara 6zgii bir proteindir. IGKS dokusunda ve kiiltiire
edilen hiicrelerinde erken pasajlarda kuvvetli pozitif bulunmus pasajlar ilerledik¢e
ifadesinin azaldig1 gosterilmistir (2, 104, 125). Bu veriler dogrultusunda miyofibroblastik
hiicrelerin ilerleyen pasajlarda yerini fibroblastik hiicrelere biraktigini  diislinerek
miyofibroblas-fibroblast hipotezimizde ilk pasajlarda goriilen a-SMA ifadesinin ilerleyen
azalmasi gerektigini 6ngoérdiikk. Bu baglamda insan gobek kordonunda in situ ve in vitro

olarak a-SMA ifadesini analiz ettik.

In situ sonuglara bakildiginda a-SMA nin amniyon zarinda ifade olmadigi, subamniyotik,
intervaskiiler ve perivaskiiler stromada bolgedeki hiicre sayisina paralel olarak oldukga

giiclii bir sekilde ifade edildigi gézlenmistir (Bkz. Sekil 5.3.3).

In vivo sonuglara bakildiginda ise enzimatik kiiltiirlerde ilk 3 pasajda biitiin hiicrelerde
sitozlazma igerisinde c¢izgisel sekilde ifade edildigi gozlenirken ilerleyen pasajlarda
hiicrelerin bir kisminda noktasal bir kisminda ise ¢izgisel halde ifade sekli gézlenmistir. 1.
pasajda ifade seviyesi diisiik iken ilerleyen pasajlarda artmis ve 7. pasajda ifade azalmistir

(Bkz. Sekil 5.4. 13). Mekanik izolasyon sonrasi kiiltiirlere bakildiginda ise pasaj 1’deki
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eksplant doku pargaciklarinda homojen bir sekilde ifade edildigi, ilerleyen pasajlarda da
homojen ifade tipinin devam ettigi goriilmistiir. 5. ve 6. pasajda bazi hiicrelerin diger
hiicrelerden farkli olarak a-SMA’ni daha giiclii ifade ettikleri gozlenmistir (Bkz. Sekil
5.4.14). Diger hiicrelerde ise a-SMA ifadesi diismektedir. Bu da hipotezi desteklemektedir.

In situ ve in vitro sonuglar degerlendirildiginde o-SMA’nin tipik bir miyofibroblast
belirteci oldugunu goz oniine aldigimizda goébek kordonu stromasinin miyofibroblastlarca
zengin oldugunu soyleyebiliriz. Kiiltlir kosullarina alindiklarinda da biitiin hiicrelerin o-
SMA ifade etmeleri bu hiicrelerin hala miyofibroblast o6zelliklerini koruduklarini ve

spontan farklilagsmadiklarin1 gostermektedir.

Hiicre ici yapisal proteini olan vimentin 50 kDa’luk bir protein olup mezodermal kdkenli
hiicrelerde bulunmaktadir (2). IGKS dokusunda vimentinin hem perivaskiiler hem de
intervaskiiler alanda kuvvetle ifade edildigi ve dokudaki hiicrelerin izolasyonu sonucunda
kiilltir ortamina alinan hiicrelerin, her iki fenotipteki hiicrede de ifadelendigi
Karahuseyinoglu ve ark. (2) tarafindan gésterilmistir. Vimentin ifadesinin kiiltiir ortaminda
da siirdiiriilityor olmasi hiicre tarafindan mezenkimal 6zelliklerinin korundugunu gosteren
onemli bir kanit olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu baglamda insan gébek kordonunda in

situ ve in vitro olarak vimentin ifadesini analiz ederek sonuglarimizi tekrar etmek istedik.

In situ sonuglara bakildiginda amniyon zarinda ve subamniyotik stromada vimentin ifadesi
gbzlenmemistir. Intervasliiler ve perivaskiiler stromada ise vimentinin gii¢lii bir sekilde

ifade edildigi gézlenmistir (Bkz. Sekil 5.3.3).

In vitro sonuglara bakildiginda ise vimentin ilk 4 pasajda biitiin hiicrelerde sitoplazma
icinde homojen bir goriiniimde ifade edilirken ilerleyen pasajlarda ifade seviyesi diismiis
ve hiicrelerin tek bir bolgesinde yogunlasmis halde ifade edildigi gézlemlmistir (Bkz. Sekil
5.4.15). Mekanik izolasyonsonrasinda ise 1.pasajdaki eksplant doku pargaciginda homojen
bir sekilde vimentin ifadesi gozlenmistir. Yine 1. pasajda farkli bir alan incelendiginde
dokudan ayrilan hiicrelerin biiyiik cogunlugunun vimentin ifade ettigi, bazilarinin ise ifade

etmedikleri gézlenmistir. 2. pasajda vimentin ifadesi ¢ekirdek etrafina dagilmis bir sekilde
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hiicre sitoplazmasinin kiigiik bir kisminda ifade edildigi goriilmiistiir. 5. ve 6. pasajda ise
alanda bulunan biitiin hiicrelerin tipik bir sekilde vimentin ifade ettikleri belirlenmistir

(Bkz. Sekil 5.4.16)

Buna gore dogal nis ortaminda vimentin ifade eden hiicrelerin kiiltiir kosullarinda vimentin
ifadelerinde miktar olarak bir dalgalanma s6z konusudur. Enzimatik ve mekanik kiiltiirler
arasindaki ifade farkliligmin ise tamamen izolasyon teknigine bagli oldugunu
diistinmekteyiz. Bunun yaninda ilerleyen pasajlarda da hiicrelerin vimentin ifadelerini
stirdiiriiyor olamalar1 bu hiicrelerin dogal nis ortamindaki miyo/fibroblastoid 6zelliklerini

koruduklarini gostermektedir.

6.3. Sonug

Yapilan degerlendirmeler sonucunda iGKS-MKH’lerinin in vitro kosullar altinda heterojen
bir fenotip sergiledigi agik bir sekilde goriilmistir. Bunun yaninda kullanilan hiicre
izolasyon tekniginin heterojen hiicre fenotipin kazanilmasi tizerine olan etkileri net bir
sekilde belirlenmistir. Buna gore daha dnceden rapor edilmis olan Tipl ve Tip 2 hiicre
fenotipinin kazanilmasinda kullanilan enzimatik hiicre izolasyon tekniginin neden oldugu
diistiniilmektedir. Zira mekanik izolasyon sonrasindaki eksplant kiiltiir ortaminda Tip 1 ve
Tip 2 hiicrelerin bulundugu bir heterojen yap: ile karsilagilmamistir. Bunun yaninda
yapilan ileri analiz yontemlerinde ilerleyen pasajlarda hiicrelerin heretojen fenotiplerini
hala koruduklar1 gézlenmistir. Yapilan gozlemlerde miktar olarak bir oran saptanamamustir.
Yapilan analizlerde hiicre sitoplazmalariin boyutlar1 arasinda bariz bir hererojenitenin var
oldugu goriilmiustiir; fakat Tip 1 ve Tip 2 olarak iki ayr1 hiicre fenotipini net bir sekilde

ortaya koymak miimkiin goriinmemektedir.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda gerek dokuda gerekse kiiltiir ortamindaki hiicrelerde
E-kaderin ifadesinin olmayisi, buna karsin hem doku igerisindeki hiicrelerde hem de kiiltiir
ortamindaki hiicrelerin yliksek miktarda N-kaderin ifade ettikleri gozlenmistir. Bunun
yaninda biitin hiicre tiplerinin farkli tip ve seviyelerde sitokeratin ifade etmeleri bu

durumun tipik bir EMG siireci olmadigini gostermektedir. Bunun yaninda hiicrelerin biitiin
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pasajlarda a-SMA ve vimentin ifade etmeleri hiicrelerin her ikisinin de mezenkimal
karaktere sahip oldugunu gostermektedir. Fakat miyofibroblast ve/veya fibroblast olarak
tanimlanamamustir. Bunun yaninda hiicrelerin giiglii bir sekilde a-SMA ifade etmeleri
miyofibroblastik 6zelliklerini ortaya ¢ikarir iken yine ayni seviyede vimentin ifade etmeleri
fibroblastik 6zelliklerini 6n plana ¢ikarmaktadir. Bu baglamda kiiltiir ortaminda goriilen
farkliligin  bir miyofibroblast-fibroblast gegisi olmadigini 6ne siirebiliriz. Ancak bu
durumun bu giine kadar tanimlanmamis, iGKS-MKH’lere 6zgii bir biyolojik siirecin s6z

konusu olabilecegini diisiinmekteyiz.
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