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1. GIRIS ve AMAC

Mezenkimal kok hicreler bashca kemik iliginde bulunup; kemik, kas, kikirdak,
tendon, yag, sinir ve kemik iligi stromal hiicrelerine farklilasma yetenegine sahip olan
pluripotent progenitor hiicrelerdir. Bu hiicreler bir gok dokuda bulunmakia birlikte,
nisbeten bol miktarlarda bulunmasi ve kolay izole edilebilmesi nedeniyle ana kaynag1
kemik iligidir. Kemik iliginden izole edilen ve kiiltiir ortamina ekilen mezenkimal kok
hiicreler, hizli plastik adezyon yetenegi ile yiksek ¢ogalma ve farklilasma kapasitelerine
sahiptirler.  Kultir ortamlarinda morfolojik olarak incelendikierinde fusiform sekilli,
fibroblast benzeri gorinim arz ederler. Immunofenotipik ozellikleri itibariyle CD34,
CD45, HLA DR ve CD14 gibi tipik hematopoietik belirtegleri gostermezler, buna kargin
CD105 (SH2), CD73 (SH3) gibi non-hematopoietik hiicre yiizey belirteclerini eksprese
ederler. Mezenkimal kok hiicrelerin bir ok mezenkimal dokuya farklilagabilecegi in vivo
ve In vitro galigmalarda gosterilmistir.

Mezenkimal kok hucrelerin, bagta hematopoietik kok hiicre nakilleri, doku
mithendisligi ve gen tedavileri olmak iizere bir ¢ok alanda klinik kullamm potansiyeli
olmasi bu hiicrelere olan ilgiyi giderek artirmaktadir. Doku mithendisligi ve doku
rejenerasyonu alanlarinda bu huicrelerin farkhilagma potansiyellerinden yararlaniimaktadir.
Mezenkimal kok hiicre Gretimi, ¢ogaltimi ve farklilagmasinda kiiltiir medyumuna fetal
bovine serum konmaktadir. Fetal bovine serum kullanim klinik uygulamlarda prion
bulag1 ve allerjik reaksiyonlar gibi sorunlarla karstlagiimasina neden olabilmektedir. Bu tiir
sorunlarin iistesinden gelinebilmesi amaciyla fetal bovine serum yerine kultiir medyumuna
otolog serum ilavesi alternatif bir yaklasim olabilir.

Bu caligmada kemik iligi kaynakli mononiikleer hiicrelerden mezenkimal kok
hiicre elde edilmesinde kullanilan metodun optimizasyonu ve otolog serum kullaniminin
proliferasyon ve farkhlagma iizerine olan etkilerinin arastirilmasr amaclanmistir. Otolog
serum ve fetal bovine serurmun mezenkimal kok hiicre proliferasyonu iizerine olan etkileri
plastik kaplarda hiicrelerin ¢ogalma hizlarimin morfolojik olarak analizi ve MTT testi ile,
farklilasma Gizerine olan etkileri ise yag hiicrelerine farklilagma oranlan ile test edilecek ve

karsilagtirilacaktir.



Otolog serumun, fetal bovine serum kadar veya daha etkin bir mezenkimal kok
hucre proliferasyonu ve farklilagmas: saglayabileceginin gosterilmesi konu ile ilgili daha
kapsamlt ¢ahigmalar igin uyarici olacak ve klinik pratikte daha giivenilir uygulamalara

olanak saglayabilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1.Mezenkimal Kok Hiicreler

Bu hicreler ilk olarak 1976 yilinda Fridenstein tarafindan tammlanmglardir.
Fridenstein, fetal buzag:i serumu igeren kemik iligi materyalinin ortama yayilmas:
sonucunda, adezyon yetenegi olan, morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen, kemik
huicreleri ve yag hiicrelerine farkhlagma yetenegine sahip hticre kolonilerinin varligim
bildirmigtir (1). Takip eden yillarda yaptlan in vivo calismalarda mezenkimal kok
hiicrelerin her ii¢ germ yapragindan koken alan hiicre ve/veya dokulara farklilasabilen non-
hematopoietik pluripotent kok hiicreler olduklari anlagiimistir (2-6). Gunumiize kadar bu
hiicreleri temsilen bir ¢ok isimlendirme yapilmistir. Onceleri “Koloni Olusturma Birim
Fibroblast” (Colony Forming Unit Fibroblast; CFU-F) ya da “Kemik Iligi Stromal
Fibroblast” adlandirmalan kullamimig; daha sonralant kemik iligi stomal hicreleri,
mezenkimal kék hiicre ve mezenkimal progenitor onciil hiicreler olarak
isimlendirilmiglerdir. Son olarak Minesota Universitesi’nden Catherine Verfaillie bu
hiicrelerin bir alt grubunu “Multipotent Adult Progenitor Hiicreler” (MAPC) olarak
tanimlamistir. Catherine Verfaillie mezenkimal kok hiicrelerin homojen olmadigni,
kemik ilifinden CD45 ve CD119 negatif seleksiyonla izole edilen mezenkimal kék
hiicrelerin  bir alt grup hiicreye sahip oldupunu  gostererek bu hiicrelere MAPC ading
vermigtir. Ayni ekip MAPC’in  endotel, endoderm ve ektoderm hiicrelerine de
farklilagabildigini; in vitro kiltar kosullarinda embriyonal kok hiicre dzellikleri tagidigini,
hatta  blastosist icine enjekte edilen multipotent erigkin progenitor hiicrelerin biitiin
organlarin gelisimine katkida bulundugunu rapor etmistir (7,8). Mezenkimal kok hicreler
%10 fetal bovine serumlu besiyerlerinde izl plastik adezyon yetenegi, yiiksek
proliferasyon ve diferensiasyon kapasitelerine sahiptirler. Mezenkimal kok hiicrelerin basta
hematopoietik kok hiicre nakilleri, doku mithendisligi ve gen tedavileri olmak tizere bir
¢ok alanda klinik kullamm potansiveli olmast bu hiicrelere olan ilgiyi giderek
artirmaktadir.



2.2.Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklan

Mezenkimal kok hiicre igin ana kaynak kemik iligi olmakla beraber bir cok
dokudan izole edilebilecegi bilinmektedir. Bu dokularin baghcalar periost, kas dokusu,
fetal kemik iligi, karaciger, kord kam, yag dokusu ve periferal kandir (9). Nakahara ve
arkadaglan tavuk tibiasindan enzimatik ayrigtirma yontemi ile izole ettikleri hiicreleri
kiiltiir ortamina koydukiarinda adezyon yetenedi olan fibroblast benzeri hiicrelerin
varligim tespit etmisler ve bu hiicrelerin uygun in vitro kosullarda  osteojenik  ve
kondrojenik  hiicrelere  farkhlagtiklarim gostermislerdir (10). Bir baska aragtirmada
Campagnoli ilk trimesterde fetal kandan, fetal karacigerden ve fetal kemik iliginden
mezenkimal kok hiicreleri izole etmis ve uygun besiyeri ortaminda adipojenik, osteojenik
ve kondrojenik hiicrelere déniigebildiklerini kantlamistir (11). Periferik kanda mezenkimal
kok hiicrelerin bulunup bulunmadifi hakkinda kesin bir kam mevcut degildir. Bazi
aragtirmacilar periferik kanda bu hiicrelerin bulundugunu ancak son derece diisiik
oranlarda oldugunu tespit etmistir (12). Zvaifler, periferik kandan elde edilen mononiikleer
hiicreleri plastik flasklarda DMEM ve %20 fetal bovine serum ile enkiibe ederek adere
olan hicrelerin; fibroblast benzeri ve stromal morfolojide, immunofenotipik olarak CD34,
CD3, CD14 negatif, osteojenetik farklilasma yetenegi olan mezenkimal kok hiicre
karakterinde olduklanmi gostermistir (12). Sitokinlerle mobilizasyon sonucu mezenkimal
kok hiicrelerin periferik kana gecip gecmedigi tartismalidir. Fernandez ve arkadaglar
yaptiklart bir ¢aligmada biiylime faktorii ile mobilizasyon sonras: elde edilen periferik kan
progenitor hiicrelerin; kiltiir ortaminda adezyon yetenegi olan, morfolojik ve
immunofenotipik  olarak mezenkimal kok hiicre ozellikleri  tagiyan  hicreler
igerdigini rapor ederken, bagka bir galismada ise periferik kandan izole edilerek kiiltiire
edilen mononukleer hiicrelerin zayif adezyon yetenegi olan ve immunofenotipik olarak
CD45, CD14 pozitif hematopoietik kokenli hiicreler olduklar ve mezenkimal kok hiicre
karakteri tasimadiklan gésterilmigtir (13,14). Periferik kanda oldugu gibi kordon kaninda
da bu hicrelerin varhg: ile iligkili farkh calisma sonuglari mevecuttur. Bazi caligmalar
kordon kamnin mezenkimal kék hiicre igin iyi bir kaynak oldugunu iddia ederken bagka
cahgmalar kordon kaninda yeterli sayrda mezenkimal kok hiicre olmadigim ileri

surmektedir (15-17). Erigkinlerde mezenkimal kok hiicre icin en iyl kaynak kemik iligidir.



Kemik iligi aspiratinda her 1x10° mononiikleer hiicreye karg1 ortalama 2-5 mezenkimal
kok hiicre meveuttur (18). Baz: yayinlarda da kemik iligi aspiratinda 10*-10° mononiikleer
hiicreye kars1 bir mezenkimal kék hiicre oldugu belirtilmektedir (8, 9). Kemik iligi aspirati
nisbeten bol miktarda mezenkimal kék hiicre igermesi ve kolay elde edilebilmesi
nedeniyle giiniimiizde baslica  kaynak olarak kullamilmaktadir. Eide edilen hiicreler
izolasyon ve in vitro gofaltim esnasinda proliferasyon ve farklilagma yeteneklerini

koruyabilmektedir.

2.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Morfolojik Ozellikleri ve Cogalma

Potansiyeli

Mezenkimal kok hicre morfolojileri, ik veya faz kontrast mikroskopi ile
incelendiginde ig seklinde ve fibroblast benzeri hiicre topluluklari olduklar gézlenmistir.
Morfolojik ozellikleri fibroblastlara benzemekle birlikte en 6nemli farklan niikleus
yerlesiminin fibroblastlarda asimetrik olmasina karsin bu hiicrelerde simetrik olmalaridir.
Fetal bovine serum igeren kiltiir ortamlarinda bu hiicreler olduk¢a degisken cogalma
potansiyellerine sahiptirler ve ortalama ikiye katlanma zamanlari 33 saattir (19).Yapilan
hiicre dongisii ¢aligmalarinda mezenkimal kék hiicrelerin %10° huk bir kismmin cogalimda
etkin bir sekilde yer aldig, geriye kalan biiyiik gogunlugunun ise hiicre dongiisiiniin Go/G,
fazinda bekledigi tespit edilmigti. Go/Gy fazinda bekleyen hiicrelerin yiksek oranda
olmasi mezenkimal kok hiicrelerin yiksek oranda bir farklilasma potansiyeline sahip
olduklarina isaret etmektedir (8). Mezenkimal 6nciil hiicreler alt kultirleme sonrasinda
genis fakat son derece degisken bir gofalim potansiyeli sergilerler. Baz hiicre
topluluklar: 15° ten fazla ikiye katlanma potansiyeline sahip iken, digerleri yaklagik 4 defa
ikiye katlanma boliinmesini takiben gogalmay: kesmektedirler (20,21). Bu durum kemik
iligi toplanmasinda kullamlan yontem, toplanan numunelerdeki hiicre sayismnin azhig ve
vericinin yagt gibi bazi unsurlardan kaynaklanabilir. Mezenkimal kok hiicrelerin telomer
boyu kisa olmasina ragmen yiiksek telomeraz aktivitesine sahiptirler (22). Bu nedenle in-
vitro ortamlardaki yitksek gogalim kapasitelerine ragmen normal karyotiplerini ve

telomeraz etkinliklerini kaybetmezler.



2.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immunofenotipik Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicrelerin immunofenotipik ozellikleri ile ilgili caligmalar
genellikle primer hiicreden ziyade kiiltirde cogaltilmig hiicrelerde aragtirtimistir. Primer
mezenkimal kok hicrelerin immunofenopik ézellikleri hakkinda simrlt sayida caligma
vardir. Fetal akciger gibi baz1 dokularda bu hiicrelerin yogunlugu dnemli oranda yiiksektir
ve primer hiicrenin antijenik yapisini incelemeye olanak saglar. Kiltiirde cogaltilmig
hiicrelerde CD34 negatif oldugu halde, fetal akciger dokusundan izole edilen primer
hiicrelerde CD34 pozitif kok hiicre oranmin CD34 negatif kok hiicre oramindan daha fazla
oldugu saptanmustir (23). Ayrica insan fetal karaciger hiicrelerinden izole edilen kok
hiicrelerde yapilan akim sitometrik analizlerde CD50 pozitif, CD34 pozitif hicreler
hematopoietik; CD50 negatif CD34 pozitif hiicreler mezenkimal kok hiicreler olarak
tammlanmigtir (24). Bu bulgular aslinda primer mezenkimal kok hiicrenin CD34 eksprese
ettigini ancak kiltir ortamunda in vitro kosullarda bu ozelligini kaybettidini
disiindiirmektedir. Kiiltiirde gogaltilmug mezenkimal kak hiicrelerin antijenik dzelliklerine
bakildifinda kendilerine has bir belirteg eksprese etmedikleri; endotel, epitel ve kas
hicrelere benzer immunofenotipik 6zellikler tagidiklan goriilmektedir (2,4,25). Kiiltiirde
¢ogalt:lmig mezenkimal kok hiicreler CD34, CD14, CD45 gibi hematopoietik markerler
eksprese etmezler. Mezenkimal kék hiicre igin tipik olarak kabul edilen belirtegler SH2
(CD105), SH3 (CD73) ve SH4 (CD73) diir. Fibroblast yiizey markeri olan STRO-1
mezenkimal kok hucreler tarafindan da eksprese edilmektedir (26). Ayrica mezenkimal
kok hiicreler CD71 (transferin reseptor) ve CD90 (thy-1) eksprese ederler (Tablo 1).
Mezenkimal kok hiicreler ve hematopoietik kok hiicreler bir ¢ok adezyon molekiiliinii
ortak olarak bulundururlar. Bunlarin baslicalann fibronektin, laminin ve kollojene
baglanmadan sorumlu olan integrin ailesi ve L-Selektindir (27) (Tablo 2).

Mezenkimal kok hiicrelerin bir ¢ok sitokin, kemokin ve ekstraseliller matriks
proteinlerini sentezleme yetenegi vardir. Sekrete ettikleri baglica sitokinler Interleukin-6
(IL-6), IL-7, IL-8, 1L-11, IL-12, IL-14, IL-15, Macrophage-colony stimulating factor (M-
CSF), Flt-3 ligand ve stem cell faktor’diir (SCF). Aynica kiiltiir ortamlarina IL-1 alfa ilave
edildiginde granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF) sekrete etme yetenegi kazanurlar (Tablo 3).



Tablo 1. Mezenkimal kok hiicrelerin immunofenotipik 6zelikleri

Antijen CD numaras: Ekspresyon
Hematopoietik kok hiicre belirteci CD34 Negatif
Leukocyte common antigen CD45 Negatif
LPS reseptor CD14 Negatif
T lenfosit belirteci CD3 Negatif
B lenfosit belirteci CD19 Negatif
HLA DR Negatif
Lewis X CD15 Negatif
T6 CDla Negatif
Endoglin (SH2) CD105 Pozitif
5’ terminal niikleotidaz (SH3) CD73 Pozitif
SH4 CD73 Pozitif
Thy-1 CD90 Pozitif
Biiyiime faktdrii ve sitokin reseptorleri

Interleukin-1 reseptor CD121 Pozitif
Interleukin-2 reseptor CD25 Negatif
Interleukin-3 reseptor CD123 Pozitif
Interleukin-4 reseptor CDi124 Pozitif
Interleukin-6 reseptor CD126 Pozitif
Interleukin-7 reseptor CD127 Pozitif
Interferon y reseptor CDwl119 Pozitif
Tumor nekroz faktor alfa reseptor CD120 Pozitif
Fibroblast growth faktor reseptor Pozitif
Platelet kaynakli growth faktor reseptér CD140a Pozitif

Transferrin reseptérii CD71 Pozitif




Tablo 2. Mezenkimal kok hiicrelerin tagidiklan adezyon molekiilleri

Adezyon molekiilii CD numarasi Ekspresyon
ALCAM CD166 Pozitif
ICAM-1 CD54 Pozitif
ICAM-2 CD102 Pozitif
E-Selektin CD62E Negatif
P-Selektin CD62P Negatif
L-Selektin CD62L Pozitif
VCAM CD106 Pozitif
Hyaluronate Reseptor CD44 Pozitif
NCAM CD356 Pozitif
LFA-3 CD58 Pozitif
1FA-l1a CDlla Negatif
LFA-1 B CDi8 Negatif
Cadherin 5 CD144 Negatif
PECAM-1 CD31 Negatif
VLA-a 1 CDA49%9a Pozitif
VLA-a 2 CD4% Pozitif
VLA-o 3 CD49c Pozitif
VLA-¢ 4 CD49d Negatif
VLA-B CD29 Pozitif
Beta 4 integrin CD104 Pozitif

ALCAM
ICAM
VCAM
VLA

LFA :
PECAM :
NCAM

Activated leukocyte cell adhesion molecule

Intercellular adhesion molecule
Vascular cell adhesion molecule
Very late antigen

Lymphocyte function-associated antigen-1
Platelet endothelial cell adhesion molecule

Neural cell adhesion molecule



Tablo 3. Mezenkimal kok hiicrelerin  salgiladiklan sitokinler ve biiyiime faktorieri

1. In vitro indiiksiyon olmaksizin salgiladiklan sitokinler ve biiyiime faktorleri

Interleukin-6

Interleukin-7

Interleukin-8

Interleukin-11

Interleukin-12

Interleukin-14

Interleukin-15

Leukemia inhibitory faktér (LIF)
Macrophage-colony stimulating faktor
Flt-3 ligand

Stem cell faktor

2. I1-1 ile indiiklendiginde salgilanan sitokinler ve biiyiime faktirleri

Interleukin-1
Granulocyte-colony stimulating faktor

Granulocyte-macrophage colony-stimulating faktor

3.Mezenkimal kék hiicrelerin eksprese etmedikleri sitokinler

Interleukin-2
Interleukin-3
Interleukin-4
Interleukin-10

Interleukin-13
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2.5.Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklilasma Potansiyeli

Mezenkimal kok hiicrelerin bir ¢ok mezenkimal dokuya farklilagabilecegi in vivo
ve in vitro ¢ahgmalarda gosterilmistir. Ik in vivo diferensiasyon 1983 yilinda Sale
tarafindan tammlanmistir. Sale, allojeneik kemik iligi kaynakl: hematopoietik kok hiicre
nakli yapilan bir kopekte beklenmeyen bir fenomen olarak solanum yetmezligi tablosu
geligtigini tespit etmis ve yapilan biopsilerde akcigerlerde yaygn ossifikasyon saptamistic
(28). Takip eden yillarda hayvan modellerinde mezenkimal kok hiicrenin kemik dokusu,
kas dokusu, kikirdak dokusu, tendon, sinir hiicresi ve hematopoietik stromal mikrogevreye
diferensiye olabilecegi gosterilmistir (29-33) (Tablo 4). Mezenkimal kok hiicrelerin in vivo
transfizyonu ya da transplantasyonu sonucu yapilan analizlerde uygulandif1 lezyonlu
dokulardaki (kalp, beyin, karaciger gibi) olumlu etkilerinin yalniz hiicre replasmam veya
farklilagmasma bagli olmadigi bunun yaninda muhtemelen fiizyon etkisinin daha 6n
planda oldugu ileri sirilmektedir. Cesitli santral sinir sistemi hastaliklarinda beyin
dokusuna inplante edilen kemik iligi kaynakh non-neural kok hiicrelerin, néral hiicrelere
farkhlasmamalarina kargin bazi terapotik molekiiller iireterek yararl etkiler gosterebildigi
izlenmigtir. Bu molekiiller muhtemelen koruyucu, rejeneratif anti-apoptotik, anjiojenik,
antiinflamatuvar ve natritiretik 6zelliklere sahiptirler. Béylece hasarh dokulardaki reserv
hiicrelerin  yagamsal fonksiyonlarim diizenleyebilir, bu hicrelerin émriing uzatabilir,
anjiojenik faktorlerle doku kanlanmasim artirabilir, antiinflamatuar sitokinlerle skar
formasyonunu inhibe edebilir ve natriiiretik faktérlerle serebral ddemi azaltabilirler. Fare
deneylerinde karaciger fonksiyonlar: defektif farelere mezenkimal kak hiicre infizyonu
yapilmasi sonrasinda karaciger fonksiyonlarinda diizelme olmasina ragmen farelerin
ancak iicte birinde hepatositlere farklilastiklan saptanmistir. Bu bulgular, mezenkimal kok
hiicre inflizyonlarimn transdiferénsiasyondan ziyade flizyon veya rezerv hiicreleri
koruma/kurtarma etkilerinin én planda oldugunu telkin etmektedir (34).

Mezenkimal kok hiicrelerin in vitro farklilagma potansiyeli ile ilgili ¢ok sayida
¢aligma mevcuttur. Ilk olarak Caplan ve arkadaslari bu hiicrelerin in vitro kosullarda
uygun uyaricilaria osteositlere, myoblastlara, kondrositlere ve hematopoietik stromaya
farklilagtigimi gostermistir (35,36). Yag hiicrelerine farkhlagma i¢in deksametazon ve

insilin, kondrositlere farkhlagma igin Transforming growth faktor beta 3 (TGF-B 3) ve
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askorbik asit, kas hiicrelerine farklilagma igin 5-Azasitidin, sinir hiicrelerine farklhilagma
i¢in retinoik asit, pankres beta hiicrelerine farklilagma i5in retinoik asit, tenositlere
farklilagma icin BMP-12, osteoblastlara farkhlagma igin deksametazon, beta-gliserofosfat
ve askorbik asit kullamlmgtir (Tablo 5).

Tablo 4. Mezenkimal kik hiicrelerin in vivo farkhlasma potansiyeli

Hiicre tiirii Terminal fenetip belirtecleri

Tip 1 alveolar epitel hiicresi T1 alfa ve aquaporin-5 (29)

Astrositler Glial fibriler asidik protein (30)

Iskelet kas1 hiicreleri Dystrophin (31)

Kalp kas: huicreleri Kardiyag troponin-I ve TO-Protein-3 (7)
Hepatosit B-gal’ CK18", CD45 ve B -gal* albumin® (32)
Ince barsak epitel hiicreleri B-gal” pan-CK' CD45" (33)

2.6.Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanim Alanlar

Mezenkimal kok hiicrelerin bir gok alanda klinik kullanim potansiyeli mevcuttur.
Kemik dokularimin tamiri, osteoporoz, kikirdak dokusu tamiri, 1skemik kalpte kardiyak
rejenerasyonun  saglanmasi, kemik iligi transplantasyonlarinda graft versus host
hastaliinin 6nlenmesi ve engrafimammn artirilmasi ve konjenital genetik hastahiklar bu
alanlarin baghcalanidir. Allojeneik ve otolog hematopoietik kék hiicre nakillerinde bu
hucrelerin inflizyonunun nétrofil ve trombosit engrafimanim hzlandirdigr (Notrofil >
500/ul 8 giin, Trombosit >20.000/ul 8,5 giin) gosterilmistir (18). Bu veriler bagka
¢ahigmalarla da desteklenmistir. Mezenkimal kok hiicrelerin bu etkilerinin; hematopoietik
kok hiicrenin homing, proliferasyon ve differensiasyonunu hizlandiran bazi sitokinleri
sentez ve sekrete etmesine bagli oldugu diisiiniilmektedir. Bu sitokinlerin baslicalari GM-
CSF, G-CSF, SCF ve IL-6° dir. Allojeneik hematopoietik kok hiicre nakillerinde
mezenkimal kok hiicre infiizyonu, yalmz engraftimam hizlandirmakla kalmayip aym

zamanda akut ve kronik graft versus host hastalig: insidanstni da azaltmaktadir,
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Hiicre tiiri

Farkhlasmay: saglayan ajanlar

Adiposit

Kondrosit

Osteoblast

Tenosit

Deksametazon + Izobutilmetilksantin (37 )
Deksametazon 1x 107 M + Insiilin 1x10° M 3 hafta (38)
TGF-B3 + Askorbik asit (39)

TGF-B1 1 ng/ml + askorbik asit 2x10™* M 1 hafia (38)
Deksametazon 100nM+ B-Gliserofosfat 10nM +
Askorbik asit 0.05mM (40}

BMP-12 (41)

Hematopoietik Stroma  Hidrokortizon 1 mM + at serumu %12.5 (42)

Iskelet kas hiicresi 5-Azasitidin 3mM 3-4giin (43)

Myoblast Amfoterisin B 1.5mikro/ml (20)

Astrosit | Fibronektin + bFGF 100ng/ml™ 7 giin  (31)

Sinir hiicresi Retinoik asit (9)

Glia Hiicreler Retinoik asit (9)

Pankreas Beta Hiicreleri Retinoik asit (9)

Endotel Hiicreleri VEGF 10ng/ml + Fibronektin +10~° M deksametazon +
10~ M askorbik asid 2-fosfat 14 giin (44)

Epiteloid Hiicreler FGF4 5-50 ng/ml + HGF 5-50 ng/ml (45)

+ Hepatosit

TGF-B3 : Transforming growth factor Beta3

TGF-B1 : Transforming growth factor Betal

BMP-12 : Bone morphogenetic protein-12

bFGF . Basic Fibroblast Growth Factor

VEGF . Vascular endothelial growth factor

HGF . Hepatocyte Growth Factor
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Bu etkilerinin muhtemelen diigiik MHC klas IT ekspresyonuna bagl zayif antijenik cevap
olusturma  yeteneginden kaynaklanabilecegi  diistniilmektedir, Mikst lenfosit
reaksiyonunda ortama vericinin mezenkimal kok hitcrelerinin ilave edilmesi ile birlikte
alloreaktif T-lenfosit cevabin baskilandigy, allojeneik hematopoietik kék hiicre nakillerinde
es zamanli olarak 1-5x10%kg miktarinda infiize edilen mezenkimal kok hiicrelerin pozitif
etkilerinin oldugu ve veto hiicrelerine benzer 6zellik gosterdigi  saptanmugtir (46). Insan
kaynakly mezenkimal kok hitcreler ok sayida lizozomal enzim eksprese edebildiklerinden
dolay1 bir ¢ok enzim eksikligi ile seyreden depo hastaliginda potansiyel kullanim alam
mevcuttur. In vitro ortamda ekspanse edilen mezenkimal kok hiicreler mitkemmel bir
tagiyict olarak gen tedavilerinde umut vaad etmektedir. Hayvan deneylerinde kopek ve fare
kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin  insan kaynaklt bityime hormonu ve IL-3 gibi
genlerle transdise edilmesinden sonra tekrar hayvanlara infiize edilmesi ile birlikte birkag
ay iginde bu hormon ve sitokinlerin plazmada eksprese edilmeye baglandigi izlenmistir.
Iskemik kalp hastaliklari, kardiyomyopatiler, Parkinson hastalifi, stroke, amyotrofik
lateral skieroz (ALS), Alzheimer, son dénem karaciger yetersiziikleri ve diabet mellitus
mezenkimal kok hiicrelerin tedavi etkinliginin arastmldig hastaliklardir (47-55). Bu
alanda en geni§ caligmalar, myokard rejenerasyomnu ile ilgilidir ve yayinlanms 18 klinik
¢aligma kok hicrelerin  hasarli myokard fonksiyonlarinin diizeltilmesinde onemli rol
oynayabilecegini gostermektedir (47-50). Insanlarda diger onemli bir arastirma alani
noron rejenerasyonu olup ALS’H hastalarda otolog mezenkimal kék hiicre inflizyonunun
glivenilir ve iyi tolere edilebilen bir islem oldugu bildirilirken, Metakromik lokodistrofi ve
Hurler sendromlu hastalarda mezenkimal kok hiicre infiizyonunun hastalarin sinir ileti
hizinda artiglara, mental ve fiziksel durumlaninda aniami diizelmelere yol agtifi
bildirilmigtir (51, 52).

Mezenkimal kok hiicre ile ilgili aragtirmalar hematopoietik kok hiicre nakillerinde
engrafimanin hizlandirilmasi ve artwilmasi, graft versus host hastaligimin  6nlenmesi
ve/veya iyilestirilmesi, metabolik hastaliklarm gen tedavileri ile iyilestirilmesi ve basta

myokard rejenerasyonu olmak iizere doku rejenerasyonu konularinda yogunlasmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Gerekli Malzemeler:

Demirbag malzemeler:

Akimsitometri (Epics XL Beckman Coulter), sogutmali santrifitj (Rotina 35 R),
klas II hicre kiltiir kabini (Holten Laminair), invert mikroskop (Olympus), CO0,
inkiibat6rii (Binder), pipet (Rainin ), ELISA okuyucu (Anthos reader 2001).

Sarf malzemeleri:

Hucre kultir kab: (Cellstar greiner bio-one), pipet ucu, T 25 plastik flask, 24
kuyucuklu hicre kiiltiir kabi (Orange scientific), 96 kuyucuklu hiicre kiiltir kab1 (Orange
scientific), ficollii tiip (Vacutainer CPT), fetal bovine serum (Heat inaktif Gibco), MTT
solusyonu (Sigma kat. no:m.5655), RPMI 1640 medium (Stem cell kat. n0:36750), CD45-
FITC (Beckman Coulter), CD34-PE (Beckman Coulter), CD14-PE (Beckman Coulter),
CD11C-FITC (Beckman Coulter), HLA-DR-FITC (Beckman Coulter), CDA49-FITC
(Beckman Coulter), CD29-FITC (Beckman Coulter), CDI166-PE (Beckman Coulter),
CD3-PE (Beckman Coulter), CDI9-FITC (Beckman Coulter), CD44-PE (Beckman
Coulter), CD105-FITC (Beckman Coulter).

3.2 Metot:

Bu caligmada, kemik iligi kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu,
proliferasyonu ve yag hiicrelerine farklilasmasi ve bu asamlarda otolog serum ile fetal
bovine serumun etkilerinin karsilastinimast amaglandi. Ug saghikli goniliii allojeneik
kemik iligi transplantasyonu donér adayindan lokal etik kurul onay1 ve yazili onay belgesi
alindiktan sonra rutin olarak yapilan kemik iligi muayenesi esnasinda 20’ser ¢c¢ heparinize
kemik iligi aspirat: alinarak asagida tarif edildigi sekilde mononiikleer hicreler izole
edildi. Donorlerin iigii de erkek ve yaglan 27, 38, 24 idi. Islemler sirasinda vericilerde

herhangi bir komplikasyon ortaya ¢ikmadi.
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3.2.1 Kemik iligi kaynakh mononiikleer hiicre izolasyonu:

Gonalli dondrlerden posterior iliak kemikten aspirasyonla alinan ve heparinize
edilen (50 @/ml heparin) kemik ili3i triinii steril serum fizyolojik ile 1:2 orannda diliie
edildi. Dilie edilen kemik iligi aspirat1 15 mPlik konik tiiplerde 1:3%i kadar Ficoll
uzerine yayildi. Ficoll ve kemik iliini iceren tipler oda isisinda 400G’ de 30 dakika
sireyle santrifij edildi. Santrifiij sonras: en dstte plazma, ortada mononiiklear hucreler,
altta ficoll ve en altta eritrosit ve graniilositler kumelesti. Diger kisimlar atilarak
mononiikleer hiicreler  toplandi. Toplanan hiicreler 5 kati volimde serum free kiiltiir
medyumu ile en az iki kez santrifiij edilerek, kiltire edilen hiicreler i¢cin toksik
olabileceginden dolay: ficolliin uzaklagtirilmasi saglandi. Bu islemlerden sonra hazirlanan
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreden zengin mononiikleer hiicre siispansiyonu
g¢aliyma igin hazir hale getirildi. Otolog serum igin kemik iligt alinan donorlerden 50°ser
cc periferal kan alinarak santrifiij edildikten sonra serumu ayrildt ve 2 cc’lik plastik
tiplerde -20 °C’de donduruldu. Dondurulan otolog serum gerektigi zaman 37 °C’de
inkiibatorde goziilerek kullanildi. Asagida belirtilen ¢alisma planina uygun olarak her bir

asama ii¢ farkl kemik iligi aspirati ile iiger kez tekrarland..
3.2.2. Mezenkimal kék hiicre cogaltrmmda kiiltiir sartlar:

Primer kiiltiir: izole edilen kemik iligi kaynakl: mononiikieer hiicrelerden iki ayri
plastik 25 cm? flaska 1x10"ser hiicre konarak primer kiiltiir islemlerine basland:. Birinci
flaska kiltiir medyumu olarak RPMI-1640 + %10 otolog serum, ikinci flaska ise RPMI-
1640 + %10 fetal bovine serum ilave edildi. Boylece mezenkimal kék hiicrelerin (MKH)
proliferasyonu iizerine otolog serum ve fetal bovine serumun etkilerinin kargilagtinimasi
amaglandi. Kiiltiiriin tigiincii giiniinden itibaren flaskta adere olan hiicrelerin beslenmesine
haftada ikiser kez olmak tizere devam edildi. Hiicreler kiiltiir kabinin tabaninin tamamini
kapladiktan sonra primer kiltir tamamlanarak proliferasyon oranlari degerlendirildi.
Tripsinizasyondan sonra elde edilen hiicrelerin immiinofenotipik analizleri yapild: ve

birinci pasaj kiiltiir islemlerine gegildi.
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Birmci pasaj kiiltiir: Primer kiiltir isleminden sonra tripsinizasyonla hiicrelerin
plastik flasklardan aynistirilmasindan sonra birinci pasaj kiiltir islemlerine baglands. Birinci
pasaj kultir i¢in aym boyutta iki plastik flaska otolog serum ve fetal bovine serumla
beslenmek iizere 1x10° mezenkimal kok hiicre kondu ve hiicreler yine haftada ikiger
kez beslenerek flask tabanim kaplayincaya kadar gogalmalart beklendi. Hiicreler flask

tabamnin tamamim kapladiktan sonra birinci pasaj sonlandirildi.
3.2.3.Tripsinizasyon metodu:

Tripsinizasyon islemi asagida maddeler halinde stralandig tizere gergeklestirildi.

1. Plastik kaplardaki (flask) adere olmayan hiicreler ve besiyeri atilarak adere olan
hiicre tabakasi Phosphate Buffered Saline (PBS) ile iki kez yikand:.

2. Her 25 cm’ flask alam iin 5 m! %0.25 konsantrasyonda tripsin ilave edilerek
37 C’de 10 dakika inkiibe edildi.

3. On dakikahk sire sonunda adere olan hiicrelerin ¢ogu aynhr, fakat hala
kalabilecek adere hiicre olasih@na karsi flasklar pipetle nazikge kanstirildi. Daha sonra
tripsini inaktive etmek icin ortama fetal bovine serum/otolog serum ilave edildi.

4. Elde edilen mezenkimal kok hiicre siispansiyonu 800 g’de 10 dakika streyle
santrifiyj edilerek ve kiiltir medyumu ile iki kez yikanarak analizler ve/veya bir sonraki

pasaj kultur iglemi igin hazir hale getirildi.
3.2.4. Deney plam

Caligma 4 basamakli bir siireg sonucu gergeklestirilmigtir. Bunlar:

L.Baslangic adezyon siirelerinin mezenkimal kik hiicre coaltimma etkisi:

Mezenkimal kok hiicre ¢ogaltiminda baslangic asamasindan itibaren birinci
besiyeri defisimine kadar gegen siirenin optimizasyonu icin 4, 24 ve 72 saatlik
enkiibasyon  siirelerinin yeterliligi arastirildi. Fetal bovine serum ve otolog serum
gruplarinda, izole edilen kemik iligi kaynakli mononiiklear hiicreler iicer guruba bolinerek

4, 24 ve 72 saatlik enkiibasyon siireleri uygulandi. Primer kiltiir sonunda tripsinizasyon
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sonrast elde edilen hicreler otoanalizor ile sayilarak baslangic besiyeri degigim

sirelerinin mezenkimal kok huicre ¢ogaltimna etkileri analiz edildi (Sema 1).

o 4. saat besiyeri degigimi 3 giinde bir besiveri degisimi
MNH enkiibasyonu —» 24. saat besiyeri degisimi 10. giinde tripsinizasyon
T 72. saat besiyeri degigimi Hiicre sayim ve istatistik analiz

Sema 1. Calismanin birinci agamasinda MKH cogaltiminda
baslangic besiyeri degisim siirelerinin etkilerinin analiz plam

2.Mezenkimal kok hiicre proliferasyonu ve immiinofenotipik zelliklerinin
analizi:

Cahgmamn ikinci agamasinda mezenkimal koék hiicre proliferasyonuna otolog ve
fetal bovine serumun etkileri morfolojik olarak degerlendirildi, Ayrica kultir pasajlari
esnasinda gofaltilan mezenkimal kok hiicrelerde ortaya ¢tkan antijenik degisimler akim
sitometri ile analiz edildi.

Mezenkimal kok hiicre proliferasyonuna otolog ve fetal bovine serumun
etkilerinin invert mikroskopta morfolojik analiz: Otolog serum ve fetal bovine serum
ile beslenen hiicre gruplaninda primer kiiltiir ve birinci pasaj kiltiir sonunda flask tabanmni
kaplayan‘ hiicre oranlari birbirinden bagimsiz u¢ kigi tarafindan invert mikroskopla
belirlenerek ( % olarak) ortalamalan alind1 ve degerler kargilastinldi (Sema 2).

Mezenkimal kok hiicre ¢ogaltinm esnasinda ortaya c¢tkan antijenik
degisimlerin amnalizi: Kiltire edilmeden énce, primer kiiltiir ve birinci pasaj sonrasi
hucrelerin immunfenotipik o6zelliklerinin tammi igin CD45, CD34, CD14, CDllc,
HLADR, CD49, CD29, CD3, CD19, CD44, CD105 (SH2), CDI166 antijen ekspresyonlari
akim sitometri ile analiz edildi. Boylece invitro ortamda kiltiir sirecinde mezenkimal kik
hiicrelerde gelisen antijenik degisim incelendi ve bu degisim iizerine otolog serumun ve

fetal bovine serumun etkileri karsilagtinld.
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Kemik iligi kaynakh MNH’lerin baslangi¢ immiinofenotipik analizi
Primer kiiltiir igin enkiibasyon

Otolog serumlu besiyeri  Fetal bovine serumlu besiyeri

\/

Hiicrelerin flask tabanim kaplama oranlarimn analizi
Tripsinizasyon ve immiinofenotipik analiz

l

Birinci pasaj kiiltiir kiiltiir i¢in enkitbasyon

Otolog serumlu besiyeri ~ Fetal bovine serumlu besiyeri

~

Hiicrelerin flask tabamim kaplama oranlarmin analizi
Tripsinizasyon ve immiinofenotipik analiz

Sema 2. MKH proliferasyonu ve immunofenotipik dzelikleri tizerine otolog serum ve
fetal bovine serumun etkilerinin kargilagtiriimas: igin ¢izilen caligma plan:

3. Mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonu iizerine otolog serum ve fetal

bovine serumun etkilerinin MTT testi ile karsilastinimasi.

Bu agamada otolog serum ve fetal bovine serumun mezenkimal kok hicre
proliferasyonuna  etkilerinin kargilastirilmas: icin MTT testi yapildi. Bu amagla primer
kiltirden sonra tripsinizasyonla elde edilen mezenkimal kok hiicreler 96 kuyucuklu
plastik plaklara her bir kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde ekildi. On kuyucuklu iki
grup olusturularak bir gurup RPMI+%10 fetal bovine serum, diger grup RPMI+%10
otolog serum ile 10 gin siireyle enkiibe edildi. Inkiibasyon sonucu hiicre yogunltuklar

MTT testi ile analiz edilerek veriler kargilagtinild: (Sema 3).
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Primer pasajdan elde edilen mezenkimal kok hiicreler

96 kuyucuklu plaklarda
%10 Otolog serum 10 giin inkiibasyon %10 Fetal bovine serum

MTT testi ile hiicre saydarmm analizi

Sema 3. Otolog serum ve fetal bovine serum gruplarinda
prolifere olan hiicre miktarlarimin kargilagtiriimas: (MTT testi) .

MTT testinin gerceklestirilmesi:

MTT testinin nasil gerceklestirildigi asagida maddeler halinde siralanmistur:

1. Her bir kuyucuga 1x10* hiicre digecek sekilde mikropipet aracihi@: ile hiicreler
dagitildi.

2. Hucrelerin tizerine fetal bovine serum ve otolog serumlu kiiltiir medyumu toplam
voliim 300 mikrolitre olacak sekilde ilave edildi.

3. Plaklar 37 °C’ de %5 CO0;’ Ii ortamda 10 giin siireyle inkiibe edilerek mezenkimal
kok hiicrelerin proliferasyonu sagland:.

4. Inkibasyon periyodu sonunda kuyucuklara 10°ar mikrolitre daha énceden
hazirlanmig olan MTT soliisyonundan eklendi ve 37 °C’ de %5 CO,’ li 4 saat daha
inkiitbasyona devam edilerek formazan kristallerinin olusumu saglandi .

5. Formazan kristalleri olustuktan sonra kuyucuklara 200pl DMSO0A4, etanol (1:1)
kangimi ilave edilerek kiltiir kabi kangtine: iizerine yerlestirildi.

6. Plak karistiricrda 10-20 dakika ajite edilerek kristallerin timiiniin ¢Ozuniip
¢oziinmedigi kontrol edildikten sonra optik okuyucuya yerlestirilerek okutuldu.

7. Test edilen hiicrelerin (Otolog serum ve fetal bovine serum gruplarinda)

proliferasyonu optik dansiteleri temel alinarak kargilagtirilds.

4. Mezenkimal kék hiicrelerin yag hiicrelerine farkhiagsmas:

Birinci pasaj kultir isleminden sonra elde edilen yiksek oranda saflagtinimig
mezenkimal kok hiicrelerin  diferensiasyon amagli enkitbasyonu plantandi. Farklilasma
asamalarinda 24 kuyucuklu plastik plaklar kullamidt. Her bir kuyucuga 5x10* mezenkimal
kok hiicre konularak  hitcrelerin plak tabantni kaplayincaya kadar prolifere olmas

beklendikten sonra yag hiicrelerine diferansiye edildi.
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Yag hiicrelerine diferensiasyon igin agagidaki prosediirler uygulands:

I-Mezenkimal kok hiicrelerin yag hiicrelerine farkhilasmasi: Bu amagcla
deksametazon ve insiilin kombinasyonu kullamldi (8,9,38). Otolog ve fetal bovine serumiu
besiyerierine 1x10°M konsantrasyonda deksametazon ve 5 pg/ml insilin ilave edilerek 3
hafta streyle inkiibe edildi. Ug haftalik sire igerisinde haftada iki kez besiyeri degisimi ile
birlikte diferensiye edici ajanlar ortama yeniden ilave edildi. Ug hafialik siire sonunda yag
hiicrelerine diferansiyasyon sudan black ve oil red boyalar1 kullanilarak yag hicrelerinin
boyanmasi ile gosterildi (Sema 4).

2-Diferensiasyon analizi: Her bir plakta farklilasan hiicre oranlari birbirinden
bagimsiz Ug kisi tarafindan sayilarak ortalamalan alindi. Besiyerine otolog serum ve fetal
bovine serum konulan gruplarda sonuglar karsilagtmlarak yag hiicrelerine farklilagma

tizerine olan etkileri degerlendirildi.

Primer pasajdan elde edilen mezenkimal kik hiicreler

24 kuyucuklu plaklarda
%10 Otolog scrum Differensiye edici ajanlarla | %10 Fetal bovine serum
21 giin inkiibasyon
Sudan Black ve Oil Red boyalari ile yag hiicrelerinin gisterilmesi
Flask basma farkhlasan yag hiicrelerinin sayiimas: ve karsilastialmasi

Sema 4. Yag hucrelerine farklilasma metodu

3.3 Istatistiksel Analiz
Elde edilen veriler, ortalama+standart sapma olarak sunuldu. Gruplar arasi

kargilagtirmalar i¢in Mann Whitney-U testi kullamild: ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli  kabul edildi.
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4. BULGULAR

Kemik iliginden, mezenkimal kok hiicre iretimi icin izole edilen ve plastik
flasklara konan mononikleer hiicreler %10 fetal bovine serum ve %10 otolog serum
igeren RPMI 1640 kiiltiir medyumu ilave edilerek fotografland: ve primer kiiltiir islemine
bagland1 (Resim 1). Ilk asamada baslangic adezyon siirelerinin mezenkimal kok hiicre
gogaltimina etkilerine bakildiginda, otolog serum grubunda primer kiiltiir sonras1 4, 24 ve
72 saatlik adezyon sirelerini takiben elde edilen hiicre sayilan sirastyla 766+57, 1133457
ve 1700£100 olarak tesbit edildi. Yetmisiki saatlik adezyon siiresi uygulanan hiicrelerden
¢ogaltilan mezenkimal kok hiicre sayisinin, 4 ve 24 saate gore anlamli oranda vitksek
oldugu saptandi (p<0.05). Fetal bovine serum grubunda da bulgular benzerdi. Dort, 24 ve
72 saatlik baslangig inkibasyon siirelerini takiben primer kiiltiir sonunda elde edilen
mezenkimal kok hicre sayilari 233+£57, 400+100, 733+115 olarak sayild:. Yetmigiki
saatlik grupta mezenkimal kok hiicre sayilant diger gruplara oranla anlaml oranda yiksek
bulundu (p<0.05) (Grafik 1). Bulgnlar, mezenkimal kok hiicre ¢ogaltimmda baglangig
inkiibasyonu igin optimal siirenin 72 saat oldugunu géstermektedir.

Kultiir sirecinin 4. giininde hem otolog serum hem de fetal bovine serum
kullanilan hiicre gruplarinda  plastik flasklara adere olan fibroblast benzeri hiicrelerin
varlig: gozlendi. Yedinci giinde flasklarda adere olan fibroblast benzeri hiicrelerin koloni
olusturdugu saptandi (Resim 2). Onuncu giinde otolog serum igeren medyumla inkiibe
edilen hicreler flask tabaninin tamamini kapladig halde (Resim 3), fetal bovine serum ile
inkilbe edilen hiicrelerin  flask tabanmin %50°sini kaplayacak miktarda prolifere oldugu
gozlendi. Hucreler tripsinize edilerek birinci pasaj kiiltiir iglemlerine baglandi. On giin
stireyle devam eden birinci pasaj kiltiir islemleri sonucunda elde edilen buigular primer
kltiir sonuglarina benzerdi. Birinci pasaj sonunda otolog serumla inkiibe edilen hiicreler
flask tabaninin tamamini kapladig1 halde (Resim 4), fetal bovine serum ile inkiibe edilen
hiicrelerin flask tabaninin  yanya yakinini kaplayacak kadar prolifere oldugu saptand:
(Grafik 2). Bulgular, kemik iligi kaynakli mononiikleer hiicrelerden, mezenkimal kok
hiicre iiretimi igin otolog serumun fetal bovine serumdan daha etkili bir proliferasyon

sagladigim gostermektedir.
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Resim1. Mezenkimal kok hiicre tiretiminde kemik iligi kaynakli mononiikleer hiicrelerin
kiilttir ortaminda mikroskopik goriniimii (1.giin) ( X 40)

Resim 2. Primer kiiltiiriin 7. giintinde fibroblast benzeri hiicrelerin olugturmug oldugu
koloniler (X20)
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Resim 3. Primer kiiltiiriin 10. giiniinde plastik flask tabamna adere olan fibroblast benzeri
hiicreler (X40)

Resim 4. Birinci pasaj kultiirin 10. giininde Trichrom mason boyast ile boyanan
mezenkimal kok hiicre toplulugu (X40)
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Hiicrelerin immiinofenotipik ozelliklerine bakildiginda kemik iliginden izole
edilen mononiikleer hiicrelerin yitksek oranda CD45, CD3 ve daha distik oranlarda
CD19, HLA-DR, CD34 gibi hematopoietik yizey belirtegleri eksprese ettikleri
gorilmektedir. Mezenkimal kok hiicre belirleyicilerinden biri olan CD105 ekspresyonu-
nun ise % 28 gibi diigiik bir oranda oldugu saptanmustir. Kiltiir isleminin ilerleyen
siireclerinde otolog ve fetal bovine serum gruplarinda hematopoietik hiicre gostergelerinin
giderek negatiflestigi, mezenkimal kok hiicre gostergelerinin ise pozitiflestigi dikkati
gekmektedir. Baglangi¢ degerleri ile kiyaslandiginda CD45, CD3, CD19, HLA DR gibi
lokosit yiizey antijen ekspresyonlarmin primer kiiltiir ve birinci pasaj iglemleri sonunda
pasaj sayisi ile orantilt olarak azaldig;; CD29, CD166 ve CD105 gibi mezenkimal kok
hucre yiizey antijenlerinin ise pozitiflik oraminin  arttig: saptandi (Tablo 6). Diger dikkat
gekici bir bulgu ise, besiyerine fetal bovine serum ilave edilen gruplarda otolog serum
ilave edilen gruplara gére CD45, CD14 ve HLA DR ekspresyonlartnin hem primer kirltiir
hem de birinci pasaj sonunda daha yiiksek oranlarda olmas: idi. Ancak iki grup arasindaki
farklihklarin sadece birinci pasaj sonunda istatistiksel olarak anlamli olacak boyutta
belirginlestigi saptand: (Tablo 6). Ayrica fetal bovine serum ile inkiibe edilen hiicrelerde
CD105, CD166 ve CD29 gibi mezenkimal kok hiicre belirteg ekspresyonlart daha digik
oranlarda pozitif bulundu. Ancak gruplar arasindaki farklihk istatistiksel olarak anlami:
degildi.

Otolog serum ve fetal bovine serumun mezenkimal kok hiicre proliferasyonu
uzerine olan etkilerini kargilastirmak amactyla MTT testi yapild:. Otolog serum grubunda
hiicrelerin optik dansitest 257+29.7 iken, fetal bovine serum grubunda 140£19.7 olarak
tesbit edildi (Tablo 7). Gruplar arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlaml: bulundu
(p<0.001). Bulgular morfolojik degerlendirmede oldugu gibi MTT testinde de otolog
serumun fetal bovine seruma gore daha iyi bir mezenkimal kok hiicre proliferasyonu

sagladigint gostermektedir.
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Grafik 1. Otolog serum (OS) ve fetal bovine serum (FBS) gruplarinda baslangi¢ adezyon
sirelerinin - primer kiltiir sonrasi elde edilen mezenkimal kok hiicre sayisina etkileri

120

100 -

80 -

60 F

40 -

Hiicre yoduniugu (%)

20

(1 JE I

Primer killtar Birinci Pasaj

*¥p<0.001: Otolog serum - Fetal bovine serum

Grafik 2. Otolog serum (OS) ve fetal bovine serumlu (FBS) kiiltir medyumlan ile
beslenen mezenkimal kok hiicrelerin plastik flaskiardaki proliferasyon oranlan
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Tablo 6. Kiiltur baslangici, primer kiiltiir ve birinci pasaj sonunda ¢ogaltilan mezenkimal
kok hicrelerin  immiinofenotipik 6zellikleri

Yuzey belirteci 0. giin OS Pr. Kulttir  FBS Pr. Kiiltir ~ OS 1. Pasaj  FBS 1.Pasaj
CD45 87.349.5 11.9+4.2 * 19.2+5.2 * 17£1.6%*  9.143.5*
HLA-DR 40.1£128  28.5+13.2 47.3+14 1.7422*% 109476 *
CD3 60.4+3.8 0.6£0.2 * 1.3£0.8 * 03+02*  .8+0.4*
CD19 15.6+3.1 2.4+ 2% 1.8+1.2 % 1.0+0.9% 1.420.2%
CDI11 32+3.6 41.3+13 45.8+8.1 8.7+2.1% 15.2+1.2*
CD34 21.3£2 11.7£6.5* 15.2+3.4 * 52438%*  9.2168%*
CD49 60.1:219  17.843.6 * 17.7+4. 5% 15.5¢11.4*  19.4+1.9*
CD14 1.3+0.8 14.1+1.8* 18.6+5.6* 1.4+0.8*° 5243 6%
CD29 493+102  94.1x52 % 84.6+4.7* 99.3+0.4* 92344 5*
CD166 5794264  81.7+9.6 82.2+1.2 98.0+1.3 %  90.9+5 4%
CD44 86.9+13.1  98+15 97.3+2.9 99.5+0.3 93.9+0.3
CD105 28.3+11.5  88.5+98* 84.6+6.4* 95.6:4 0%  89.4+4 5%

* : p<0.05: Otolog serum (OS) ve fetal bovine serum (FBS)- Baglangi¢ degerleri (0.giin)

a,b,c : p<0.05: OS birinci pasaj — FBS birinci pasaj

Tablo 7. Otolog serum ve fetal bovine serum ile inkibe editen hiicre gruplarinda prolifere
olan hiicre miktarlar: ( MTT testi ).

Otolog Serum

Fetal Bovine Serum

Optik Dansite {(nm)

2574297

140+19.7

<0.05
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Grafik 3. Otolog serum ile inkiibe edilen hiicre gruplarinda kiiltiir siiresi boyunca
hiicrelerin CD45, CD3, CD29 ve CD105 antijen yiizey ekspresyonlari
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Grafik 4. Fetal bovine serum ile inkiibe edilen hiicre gruplaninda kltiir siiresi boyunca
hiicrelerin CD45, CD3, CD29 ve CD105 antijen yiizey ekspresyonlari
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Mezenkimal kok hiicrelerin yag hiicrelerine farklilasmasi igin deksametazon ve
insiilin kombinasyonu kullanld:. Farklilasan hiicre sayilari, besiyerine otolog serum ve
fetal bovine serum konulan gruplarda ayr1 ayrt degerlendirilerek farklilagma iizerine olan
etkileri karglastirldi. Ug haftalik siire sonunda plakalarda yaprlan morfolojik
degerlendirmede yag hiicrelerine farklilagsan hiicrelerin saysisinin otolog serum ve fetal
bovine serum gruplarnda benzer oranlarda oldufu saptandi. Sudan Black ile boyanan
plaklarda otolog serum grubunda yag hiicrelerine farklilagan mezenkimal kok hiicre sayis1
25+10 iken, bu oran fetal bovine serum grubunda 20+8 olarak saptand1 (Resim 5,6; Grafik
4). Oil Red ile boyanan plaklarda ise otolog serum grubunda yag hiicrelerine farklilasan
mezenkimal kok hiicre sayis1 28+9 iken fetal bovine serum grubunda 235 idi (Resim 7,8;
Grafik 4). Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

100

BOS
BFBS

80

60

40

Farkhlagan hiicre sayisi
{hiicre/plak)

20

Oil Red Sudan Black

Grafik 5. Otolog serum (OS) ve fetal bovine serum (FBS) ile inkiibe edilen mezenkimal
kok hucrelerin yag hiicrelerine farklilagma oranlan (p>0.05)
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Resim 5. Otolog serum igeren besiyerinde, yag hiicrelerine farklhilagan mezenkimal kok
hiicreler (Sudan Black boyast x 20)

Resim 6. Fetal bovine serum igeren besiyerinde, yag huicrelerine farkillasan mezenkimal
kok hiicreler (Sudan Black boyast x 20)
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Resim 7.0tolog serum igeren besiyerinde, yaj hiicrelerine farklilagan mezenkimal kok
hiicreler (Oil Red boyas1 x 20)

Resim 8. Fetal bovine serum igeren besiyerinde, yag hiicrelerine farklilagan mezenkimal
kok hicreler (Oil Red boyas: x 20)



31

4. TARTISMA

Mezenkimal kok hiicreler birgok dokuda bulunmaktadir. Ancak kolay izole
edilebilmesi ve nisbeten bol miktarda bulunmasi nedeniyle deneysel alismalar ve klinik
uygulamalarda bizim g¢aliymamizda oldufu gibi kemik ili§i kaynakli kok hiicreler
kullamilmaktadir. Kemik iligi aspirasyon materyalinde her 1x10° mononiiklear hiicreye
kars1 2-5 tane mezenkimal kok hiicre mevcuttur (18). Bu miktar planlanan caligma veya
uygulama igin yeterli sayida mezenkimal kok hiicre elde edilmesine olanak saglar.
Literatiirde yayinlanan ¢aligmalara bakildiginda izole edilen mezenkimal kék hiicrelerin
plastik flasklarda gogaltilmasi amaciyla %10 fetal bovin serum igeren Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) kullamldigt goriilmektedir (17,42,47,48). Yayinlanan
pek ok ¢alismada mezenkimal kok hiicre ¢ogaltiminda baslangi adezyon siireleri 72 saat
olarak oOnerilmektedir. Bu gahsmadan elde edilen bulgular da benzerdir. Primer kiiltiir
siiresi sonunda baglangi¢ enkiibasyon siireleri 4 ve 24 saat olan hiicre gruplarinda 72
saatlik enkitbasyon siiresi uygulanan hiicre gruplarma gére gok daha disiik sayilarda
mezenkimal kok hiicre elde edilebilmis olmast optimal siirenin 72 olmas, ilk besiyeri
degistirme siiresinin 72 saatten daha kisa olmamas: gerektigini gostermektedir. Son
yillarda mezenkimal kok hiicre ile ilgili cahiymalann deneysel arastirmalan asan boyutlara
ulagmasi ve klinik uygulamalarda daha yaygin kullamm alam bulmasi  kiltiir
medyumlarina  fetal bovine serum ilave edilmesinin potansiyel baz yan etki veya
tehlikelere yol agabilecegini dusiindiirmektedir. Ornegin Creutzfeldt-Jakob hastahg veya
varyant formu, prion diye bilinen proteinimsi partikillerin neden oldugu bir hastahktir.
Avrupa’da yakin gegmiste rastlanan Deli Dana hastaliginin etkeninin de aym partikiiller
olmasi, fetal bovine serum kullamminda giivenilirlik sorununu beraberinde getirmistir.
Ayrica fetal bovine serum insan organizmasi igin yabanci bir antijentk yapidir ve alerjik
reaksiyonlara neden olma ihtimali mevcuttur. Bahsedilen riskler g6z Omiine alindiginda
fetal bovine serumun insan uygulamalar: igin risk tagtyabilecegi veya daha giivenilir kiltiir
medyumlarma ihtiya¢ duyulabilecegi diisiiniilebilir, Otolog serum, fetal bovine seruma bir
alternatif olabilir. Caligmamizda fetal bovine serum ve otolog serumun mezenkimal kok

hucre proliferasyonu uzerine olan etkilerini aragtirdik. Elde edilen verilere baktigimizda
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besiyerine % 10 otolog serum ilave edilen hiicre gruplaninda izlenen mezenkimal kok
hucre proliferasyonunun, % 10 fetal bovine serum ilave edilen gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli oranda izl oldugunu saptadik. Morfolojik olarak degerlendirildiginde,
primer kiiltiir ve birinci pasaj kiiltiiriin 10. giiniinde otolog serum grubunda hiicreler flask
tabaninin tamamini kapladigt halde fetal bovine serum grubunda flask tabamimn yainmzca
yarisini kaplarms oldugu izlendi. MTT testi ile bakildiginda da aym sonuglar elde edildi.
On giinlitk inkitbasyon periyodu sonunda otolog serum grubunda canli hiicre oranlar: fetal
bovine serum grubuna gore yaklasik iki kat daha fazla saptandi. Cesitli caligmalarda fetal
bovine serum kullanilan mezenkimal kok hitcre kiiltiirlerinde primer kiiltiir ve birinci pasaj
kultur surelerinin 12-16 giin arasinda degistigi goriilmektedir (56). Bizim caliymamizda ise
aym sireler otolog serum grubunda 10 giin olarak saptandi. ilk asamada elde edilen
bulgular aynt oranlardaki otolog serumun, fetal bovine seruma gore daha izl bir
mezenkimal kok hicre proliferasyonu sagladigimi gostermekteydi. Mezenkimal kok
huicrelerin in vitro ortamda koloni olusturabilmesi ve prolifere olabilmesi icin serumla
birlikte en az dért biiyiime faktoriine ihtiyaglan vardir. Bu bityiime faktérlerinin baglicalari
platelet derived growth faktér (PDGF), basic fibroblast growth faktor (bFGF),
transforming growth faktor-Beta (TGF-B) ve epidermal growth faktordiir (EGF) (57-59).
Otolog serumun, fetal bovine seruma gore daha hzh bir mezenkimal kok hicre
proliferasyonuna neden olmasi insan serumunun TGE-B digindaki diger biiyiime faktorleri
olan PDGF, bFGF ve EGF igerigi acisindan daha zengin olmasina bagh olabilir.
Literatiirde mezenkimal kok hiicre proliferasyonu iizerine otolog serumun etkilerini
aragtiran veya otolog serum ile fetal bovine serumun etkilerini karsilastiran bir caligma
yoktur. Bulgularmiz otolog serumun fetal bovin serumdan daha iyi bir mezenkimal kék
hiicre proliferasyonu sagladifini géstermekte olup, konuyla ilgili  gergeklestirilen ilk
calismalardan biridir.

Kemik ili§i kaynakl, kiltir ortaminda gogaltilig mezenkimal kok hiicrelerin
immiinofenotipik 6zellikleri hakkinda pek ¢ok veri mevcuttur. Kiiitiirde ¢ogaltilan
mezenkimal kok hiicreler CD34, CD14, CD45 gibi hematopoietik belirtecler eksprese
etmezler. Mezenkimal kok hiicre igin tipik olarak kabul edilen belirtecler SH2 (CD105),
SH3 (CD73) ve SH4 (CD73) dir. Fibroblast yiizey markeri olan STRO-1 mezenkimal
kok hucreler tarafindan da eksprese edilmektedir (24). Pittenger ve Azizi yaptiklari
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calismalarda mezenkimal kok hiicrelerin antijenik ozelliklerini  ayrintihh  olarak
tammlamslardir. Bu makalelerde  mezenkimal kok hiicrelerin  CD105 (SH2), CD73
(SH3), CD166 (ALCAM), CD54 (ICAM-1), CD62L (L-Selektin), CD44 (Hyaluronat
reseptdr), CD106 (VCAM), CD29 (VLA-B), CD58 (LFA-3) eksprese ettiklerini; CD45
(LCA), CD3 (CD3 kompleks), CD19, HLA DR, CD1l1a (LFA-la), CD34, CD14 (LPS
reseptdr), CD49d (VLA- o 4), CD31 (PECAM-1), CD62E (E-Selektin), CD62P (P-
Selektin) eksprese etmediklerini saptamigtir (4,58). Otolog serum  ve fetal bovine serum
gruplarinda yiizey antijenik yapilanm analiz ettigimiz mezenkimal kok hiicrelerin CD29,
CD44, CD166 ve CD105 pozitif; CD45, HLA DR, CD3, CD19, CD11a, CD34, CD49d ve
CD14 negatif oldugu saptandi. Elde ettigimiz bulgular literatiir verileri ile uyumlu idi.
Otolog ve fetal bovine serum gruplarinda gogaltilan mezenkimal kok hiicrelerin antijenik
ozelliklerini karsilastirdigimizda mezenkimal kok hiicreler igin en tipik markerlerden biri
olarak tarif edilen CD105 ekspresyonunun hem primer kiltir hem de birinci pasaj
sonunda otolog serum grubunda daba yitksek oranda eksprese edildigini gormekteyiz. Iki
grup arasindaki farkhihk muhtemelen deney sayisinin az olmasi (iig deney) nedeniyle
istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasamamustir. Fetal bovine serum grubunda ise otolog
serum grubuna goére hem primer kiiltiir hem de birinci pasaj sonunda CD34, CD14, CD45
ve HLA-DR gibi hematopoietik kokenli hiicre belirteglerinin daha yiksek oranlarda
eksprese edildigi saptandi. Ozellikle birinci pasaj sonunda ¢ogaltilan hiicrelerde CD14,
CD45 ve HLA-DR ekspresyonlar: fetal bovine serumla beslenen hiicrelerde istatistiksel
olarak anlaml oranda yiksekti. Otolog serum ve fetal bovine serum gruplarinda CD105
pozitif hiicrelerin oram benzer iken; CD34, CD14, CD45 ve HLA-DR ekspresyonlarinin
fetal bovine serum grubunda yiiksek olmas: fetal bovine serumla geligen mezenkimal kok
hicrelerin homojenliginin otolog seruma gore daha disik oldugunu, hematopoietik
hicrelerin daha yitksek oranlarda varligim devam ettirdigini gostermekteydi. Bu bulgu,
fetal bovine serumun bityiime faktér ve sitokin igeriginin farkliligindan kaynaklanabilecegi
gibi, yabanci antijenik proteinler igermesi nedeniyle daha fazla hematopoietik hiicre
proliferasyonuna neden olusuna bagli olabilir. Bir bagka varsayim ise fetal bovine serum
icindeki yabanc: antijenik uyaraniarin mezenkimal kok hicrelerden hematopoietik hiicre
farkhlagmasim indiikleyebilecegi olasih@idir. Otolog serum grubunda istatistiksel olarak
anlamli olmasa da CD105 ekspresyonunun fazla; CD34, CD14, CD45 ve HLA-DR
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ekspresyonlarimn diigiik oranlarda saptanmasi mezenkimal kok hiicre ¢oZaltiminda otolog
serumun fetal bovine serumdan daha uygun oldugunu diisiindiirmektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerin in vitro kogullarda uygun uyaranlarla osteositlere,
miyoblastlara, kondrositlere ve hematopoietik stromaya diferansive oldugunu
gosterilmigtir. Yag hiicrelerine farkhilasma igin deksametazon ve insiilin, kondrositlere
farkhlagsma igin Transforming growth faktor beta 3 (TGF-B 3) ve askorbik asit, kas
hiicrelerine farklilagsma i¢in S-Azasitidin, sinir hiicrelerine farklilasma igin retinoik asit,
pankres beta hiicrelerine farklilagma igin retinoik asit, tenositlere farkhilagma i¢in BMP-12,
ve osteoblastlara farklilasma igin deksametazon, beta-gliserofosfat ve askorbik asit
kullamilmagtir. Farkhilagma yolaginin hiicresel ve molekiiler siregleri ok iyi anlagilamamus
olmakla beraber, osteo-kondrojenik farklilasma i¢in Cbfa-1 ve adipojenik farkhlagma igin
peroxisome proliferator activated reseptor v (PPRy) ekspresyonlarinin gerekli oldugu
bilinmektedir (60,61). Mezenkimal kok hiicre farklilagmasinda  rol oynayan onemli
faktorlerden biri de TGF-B’dir. TGF-B, mezenkimal kok hiicrelerin  kemik ve kikirdaga
farklitagmasii stimiile ederken yag hiicrelerine farkhlasmasimi inhibe etmektedir (62).
TGF-B’nin bu etkisini adiposit transkripsiyon faktor enhancer-binding protein (C/EBP) ile
iligkili bir protein olan smad3 aracihgtyla gergeklestirdigi bilinmektedir. Smad proteinleri
intraseliller sinyal ileti reseptorlerinin aktivasyonunu saglarlar. Smad3 proteinin
inhibisyonu C/EBP’nin transaktivasyon kapasitesini baskilayarak  yag hiicrelerine
farkhlasmanin duraklamasina neden olur (62). Ayrica TGF-B, PPRy ekspresyomunu
baskilayarakta ya3 hiicrelerine farklilagmay: engelleyebilir. Cinki C/EBP, PPRy
ekspresyonunu aktive eder. Muhtemelen TGF-p’nin PPRy sunumu iizerindeki baskilayici
etkisi C/EBP aktivitesini inhibe edici etkisine bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir (63,64).

Tibbi literatiirde  mezenkimal kok hiicrelerin yag hicrelerine farklilasmas:
lizerine otolog serum ve fetal bovine serumun etkilerini karsilagtiran bir galisma heniiz
yayinlanmarmgtir. Elde ettigimiz veriler otolog serum grubunda yag hiicrelerine farklilasan
hiicre oranlarinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Ancak gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Fetal bovine serum grubunda yag hiicrelerine
farkhilagan mezenkimal kok hiicre oranimin daha digiik olmast yiksek TGF-B igerigine

bagli olabilir. Bu calisma, istatistiksel olarak anlemli fark olmamakla beraber yag
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hiicrelerine diferansiyasyonda ayni oranlardaki otolog serumun en az fetal bovine serum
kadar, hatta daha iyi bir diferansiyasyon sagladigina isaret etmektedir.

Sonug olarak, kemik iligi kaynakh mezenkimal kok hiicre iiretiminde 72 saatlik
baglangi¢ adezyon siiresinin ve fetal bovine serum yerine otolog serum kullamiminm daha
hizlt bir proliferasyona yol agabilecegi saptanmug olup yag hiicrelerine diferansiyasyon
buigulari da bunu destekler niteliktedir. Otolog serum ve fetal bovine serumun,
mezenkimal kok huicrelerin diger serilere (kas, kikirdak, kemik gibi) farklilagmast iizerine
olan etkilerinin kargilagtiriimas: ve sitokin-biyiime faktori: iceriklerinin arastinlmas icgin

daha kapsamh ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Sonuclar:

1- Mezenkimal kok hiicre gogaltiminda baglangic asamasmdan birinci besiyeri
degisimine kadar gecen siire en az 72 saat olmalidir.

2- Otolog serum, fetal bovine seruma gore daha hizli bir mezenkimal kok hiicre
proliferasyonu saglamaktadir.

3-Primer kultir ve birinci pasaj kiiltir sonunda elde edilen bulgular  otolog
serumun daha piir mezenkimal kok hiicre iiretim ve ¢ogaltimina olanak sagladigini igaret
etmektedir.

© 4-Birinci pasaj kiltirden sonra mezenkimal kok hiicrelerin yag hiicrelerine

farklilasmasinda otolog serumun en az fetal bovine serum kadar etkin oldugu saptanmustir.

Oneriler:

1-Otolog serumla beslenen mezenkimal kok hiicreler, birinci pasaj sonunda fetal
bovine serumla beslenerek hematopoietik (monosit-makrofaj) hiicrelere diferansiye olup
olmadiklan test edilmelidir.

2-Diferansiyasyon analizinde en az bir seri daha ¢aligtimalidir.

3-Baglangi¢ adezyon siireleri 4, 24 ve 72 saat olan hiicrelerden ¢ogaltilan
mezenkimal kok hiicre gruplarinda diferansiyasyon kapasiteleri agisindan fark olup
olmadig1 analiz adilmelidir

4-Otolog serum ve fetal bovine serumun mezenkimal kék hiicre proliferasyonu ve
farklilagmasi {izerine olan farkl etkilerinin nedenleri aragtirilmalidir. Bu amagla otolog
serum ve fetal bovine serumun sitokin ve biiyiime faktorii igerikleri analiz edilmelidir.

5-Mezenkimal kok hicre uretimi igin serum-free medyumla galismalar
yapilmahdir. Otolog serum ve fetal bovine serumla gogaltilan mezenkimal kok hiicrelerin

bir pasaj sonrast sitokin sekresyonlar: serum-free ortamlarda kargilagtimlmalidir.



OzZET

Mezenkimal kok hicreler baglica kemik iliginde lokalize olup; kemik, kas,
kikirdak, tendon, yag, sinir ve kemik ilii stromal hiicrelerine farkhlagma yetenegine
sahip pluripotent progenitor hiicrelerdir. Kiiltiir ortamlarinda fusiform fibroblast benzeri
goriniim arz ederler. CD34, CD45 ve CD14 gibi tipik hematopoietik belirtecler
gostermezler, buna kargin  CDI105 (SH2), CD73 (SH3) gibi non-hematopoetik hiicre
yuzey belirtegleri eksprese ederler. Basta hematopoietik kok hilcre nakilleri, doku
muhendislifi ve gen tedavileri olmak iizere bir ¢ok alanda klinik kullamm potansiyeli
olmas: bu hucrelere olan ilgiyi giderek artirmaktadir. Klinik kullanim amagh izole
edilen kemik iligi kaynakh hiicrelerin proliferasyonu ve farkhilasmas: igin  kiiltir
ortamma ilave edilecek fetal bovine serum, prion bulag ve alerjik reaksiyonlara yol
agma potansiyeli tayimaktadir. Fetal bovine serum verine kiltir medyumuna otolog
serum ilavesi alternatif bir yaklagim olarak diisiinilebilir. Bu ¢alismada baglangig
besiyeri degistirme zamamnin mezenkimal kok hiicre cogaltimmna etkileri ve fetal
bovine serum ile otolog serumun mezenkimal ksk hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi
uzerine etkilerini kargilagtirmayr planladik. Birinci asamada kemik iligi kaynaklh
mononiikleer hiicreler izole edilerek primer kiiltiir ve birinci pasaj kiiltir islemleri ile
mezenkimal kok hiicre gogaltimi saglandi. Primer kiltiirde baglangig enkiibasyon
surelerinin mezenkimal kék hiicre iiretimi izerine etkileri aragtinild:. Birinci pasaj
kiiltiirden sonra mezenkimal kok hiicreler deksametazon-insiilin ile yag hiicrelerine
diferansiye edildi. Primer kiltir esnasinda baslangig besiyeri degistirme siireleri
agisindan en uygun zamamin 72 saat oldugu saptandi. Dért ve 24 saatlik inkiibasyonla
yeterli sayida mezenkimal kok hilcrenin ¢ogaltilamadign gorildi. Primer kiiltir ve
birinci pasaj kiltlir  sonunda invert mikroskopla yapilan morfolojik degerlendirmede
mezenkimal kék hiicre proliferasyonunda otolog serumun fetal bovine serumdan daha
etkin oldugu gorildii. Otolog serum grubunda hiicrelerin tamam flask tabanini
kapladig halde bu oran fetal bovine serum grubunda %50 idi. Aradaki fark istatistiksel
olarak anlamh bulundu. Bu sonug MTT testi ile de dogrulandi. On giinliik inkiibasyon
sonucu otolog serum grubunda hiicrelerin optik dansitesi 257+29.7nm iken fetal bovine
serum grubunda 140+19.7 nm olarak tesbit edildi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamh bulundu. Primer kultiir ve birinci pasaj kiltir sonunda elde edilen
mezenkimal kok hicrelerin immiinofenotipik analizine bakildiginda, otolog serum
grubunda mezenkimal kok hiicre gostergesi olan CD105 daha yiiksek oranda pozitif
iken, fetal bovine serum grubunda CD45, CD14 ve HLA-DR gibi mezenkimal kok
hiicre tarafindan eksprese edilmeyen hematopoietik hiicre gostergeleri daha ytiksekti.
Bulgular otolog serumun daha pir mezenkimal kok hiicre g¢ogaltimina olanak
sagladifim gostermektedir. Son asamada mezenkimal kok hiicrelerin yag hiicrelerine
farklilasmas: tizerine otolog serum ve fetal bovine serumun benzer etki gosterdigi
saptand:. Bulgular mezenkimal kok hiicre proliferasyonu ve bu hiicrelerin yag
hiicrelerine farklilasmasinda otolog serum kullamminin fetal bovine serumdan daha
Gstiin olabilecegini gdstermektedir.

37



SUMMARY

Mesenchymal stem cells, primarily localized in the bone marrow, are the
pluripotent cells which have the ability to differentiate to bone, muscle, adipose, nerve
and bone marrow stromal cells. They look like fusiform fibroblasts in culture media.
They do not express hematopoietic markers such as CD34, CD45 or CD14. On the other
hand, non-hemopoietic markers as CD105 (SH2) and CD73 (SH3) are expressed on
their surface. Researches on mesenchymal stem cells are increasing since they may be
used in hematopoietic stem cell transplantation, tissue engineering and gene therapy.
The ability of mesenchymal stem cells to differentiate to various tissues is an important
speciality, which is used in tissue enginering. Fetal bovine serum, that is added to the
culture media for the proliferation and differentiation of the bone marrow derived
mesenchymal stem cells, may cause problems such as prion contamination and allergic
reactions. Instead of fetal bovine serum, autologous serum may be used to prevent such
complications. In this study we compared the effects of fetal bovine serum and
autologous serum on the proliferation and differentiation of the mesenchymal stem
cells. Bone marrow derived mononuclear cells were isolated with ficol density gradient
method and after the primary culture and the first passage culture the mesenchymal
stem cells were differentiated to adipocytes with dexametasone and insulin
combination. Additionally, on the stage of primary culture the effect of adhesion
duration on the production of mesenchymal stem cells was investigated. The most
suitable time fort the adhesion duration was found to be 72 hours during the primary
culture. We observed that 4 and 24 hours of incubation periods were not sufficient to
produce sufficient mesenchymal stem cells. On the tenth day of the primary culture and
first passage evaluation of the mesenchymal stem cells proliferation under the inverted
microscope revealed that autologous serum was more effective than the fetal bovine
serum in the proliferation of the mesenchymal stem cells. In the autologous serum
group the bases of the flascs were completely covered with mesenchymal stem cells,
while in the fetal bovine serum group this ratio was 50%. The difference in between
two groups was statistically significant and this result was supported by MTT test. On
the 10th day of the incubation, optical density of the autologous serum and fetal bovine
serum incubated cells were found to be 257+29.7 nm and 140+19.7 nm, respectively.
The difference was statistically significant. Immunophenotypical analysis of the cells
produced at the end of primary culture and primary passage revealed that in CD105
expression was higher on the cells incubated with autologous serum, while CD45,
CD14 and HLA-DR expression was higher on the cells incubated with fetal bovine
serum. These results indicate that autologous serum is more convenient in comparison
to fetal bovine serum for production and proliferation of the mesenchymal stem cells.
Autologous serum is as effective as fetal bovine serum in the differentiation of the
mesenchymal stem cells to adipocytes. This study showed that autologous serum is
favorable when compared to the fetal bovine serum in the production and proliferation
of the mesenchymal stem cells and differentiation of mesenchymal stem cells to
adipose tissue.
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