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ÖZET 

CEVHER ZEYTİN, İ. İnfantil Osteopetrozisli Hasta Uyarılmış Pluripotent Kök Hücreleri ile 

Osteoklast Defektinin Modellenmesi, Osteoklast ve Hematopoietik Niş İlişkisi, Hacettepe 

Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Kök Hücre Doktora Programı Tezi, Ankara, 2019. 

Malign infantil osteopetrozis otozomal resesif bir hastalıktır ve tek tedavi yöntemi allojenik 

hematopoetik kök hücre tedavisidir. Tez çalışmasının ana hedefi, osteopetrozis hastalığında 

hematopoetik nişin modellenmesidir. Bu kapsamda TCIRG1 mutasyonu taşıyan üç 

osteopetrozis hastasının periferik kan mononükleer hücrelerinden Uyarılmış Pluripotent Kök 

Hücre (uPKH) hatları elde edilmiştir. uPKH hatları ilk olarak Hematopoetik Kök Hücre’lere 

(HKH) daha sonra myeloid progenitor ve osteoklast hücrelerine farklılaştırılmıştır. Uyarılmış 

Pluripotent Kök Hücre’lerden elde edilen Hematopoetik Kök Hücre (uHKH) kaynaklı 

osteoklast hücreleri taramalı elektron mikroskop (SEM), akım sitometri, immünfloresan 

boyama ve osteoklast spesifik moleküler belirteç ifadesi değerlendirilerek karakterize 

edilmiştir. In vitro hematopoetik niş modelleme için, osteopetrotik–HKH ve sağlıklı-ve/veya 

osteopetrotik MKH’leri arasındaki etkileşimi değerlendirmek amacıyla kemik iliği MKH ve 

uHKH’lerin farklı kokültür kombinasyonları yapılmıştır. Kokültür deneylerinden sonra,  

MKH’lerde HKH’lerin kinetiği ile ilişkili genlerin ifadesi analizi edilmiş ve migrasyon deneyleri 

yapılmıştır. Bütün uPKH hatları morfoloji, pluripotensi yüzey belirteçleri, pluripotensi ile 

ilişkili gen ifade profili açısından EKH’lere benzer özellikler göstermiştir. Bütün uPKH hatları 

başarılı bir şekilde HKH’lere, myeloid progenitörlere ve osteoklastlara farklılaştırılmıştır. 

Osteopetrotik uPKH kaynaklı osteoklast hücreleri Kathepsin K ve TRAP ile zayıf boyanmış, 

osteoklast spesifik yüzey belirteç ifadesi gözlemlenmiş, ancak zayıf aktin halka ve kısa 

podozom oluşumu, Kathepsin K, Kalsitonin-R ve NFATC1 ifadesinin ise önemli ölçüde azaldığı 

tespit edilmiştir. Sağlıklı-kontrol uHKH’leri ile kokültür sonrası, Jagged-1, Ang-1, Kit-L, Sdf-1 

ve Opn ifadesi artmıştır. Osteopetrotik MKH’lerde artmış N-kadherin ifadesi gözlemlenmiş, 

ancak sağlıklı uHKH’ler ile kokültür sonrası azalmıştır. Kontrol uHKH’ler ile karşılaştırıldığında 

osteopetrotik uHKH’lerin migrasyon potansiyelinin bozulduğu gözlemlenmiştir. Sonuç olarak, 

osteopetrozisde disfonksiyonel osteoklast hücreleri defektif HKH niş oluşumuna neden 

olmaktadır. Bunun da temel nedenleri MKH kompartmanında görülen değişim ve HKH’lerin 

nişteki yerleşiminin bozulmasıdır.   

Anahtar Kelimeler:  Niş, Hastalık modelleme, Osteopetrozis, uyarılmış Pluripotent Kök Hücre,      
Hematopoetik Kök Hücre, Osteoklast 

(*) Bu çalışma Türkiye Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Kurumu (TÜBİTAK) 117S145 nolu TÜBİTAK 1001 projesi 
kapsamında deseklenmiştir.  
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ABSTRACT 

 

CEVHER ZEYTIN, I. Modelling Osteoclast Defect with Patient Derived Induced Pluripotent 

Stem Cells, Osteoclast and Hematopoietic Niche Intractions in Infantile Osteopetrosis, 

Hacettepe University, Graduate School of Health Sciences, Stem Cell Sciences Doctor of 

Philosophy Thesis, Ankara, 2019. Malignant infantile osteopetrosis is an autosomal recessive 

disorder. The only available treatment is allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. 

The objective of this study was to model hematopoietic niche in ostepetrosis. hiPSC lines 

were generated from peripheral blood mononuclear cells of three patients carrying TCIRG1. 

IPSC lines were differentiated first into HSCs, then into myeloid progenitors and osteoclasts 

using a step-wise protocol. iHSCs-derived osteoclasts were characterized by scanning-

electron-microscope(SEM), flow-cytometry, IF-staining and expression of osteoclast-specific 

molecular markers. Different coculture conditions with bone marrow-derived-hMSCs and 

iHSCs were set up to study the interaction between osteopetrotic-HSCs and healthy- and/or 

osteopetrotics-MSCs as an in vitro hematopoietic niche model. After coculture, expression of 

the genes in MSCs related to HSC kinetics were analyzed and migration assays were done. All 

iPSC lines were showed typical ESC features with regards to morphology, pluripotency 

surface markers and pluripotency-associated gene expression profile. All lines were 

differentiated succesfully into HSCs, myeloid progenitors and osteoclasts. Osteopetrotic-

iPSCs-derived osteoclasts were weak positive for Cathepsin K, and TRAP, were showed weak 

positive actin ring and short podosome formation, and exhibited osteoclast-spesific surface 

markers, but showed significantly reduced expression of Cathepsin K, Calcitonin-R, and 

NFATC1compared to controls. Following coculture with healthy-control iHSCs, the expression 

of Jagged-1,Ang-1,Kit-L,Sdf-1, and Opn increased while overexpression of N-cadherin 

decreased after coculture in osteopetrotic MSCs. The migration potential of osteopetrotic 

iHCSs were found impaired compared to control-iHSCs. In conclusion, our results indicate 

that dysfunctional osteoclasts in osteopetrosis lead to defective HSC niche formation 

resulting from altered MSC compartment, and abnormal HSC homing besides insufficient 

marrow space resulting from defective bone resorbtion.  

Keywords: Niche, Disease modelling, Osteopetrosis, Induced Pluripotent Stem Cell,  
Hematopoetic Stem Cell, Osteoclasts. 

(*) This study was supported by grants from the Scientific and Technological Research Council of Turkish 

Government TÜBİTAK no 117S145.  
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1. GİRİŞ 

Nadir Hastalıklar ve Malign İnfantil Osteopetrosis 

Nadir hastalıklar, ciddi, hayati tehlike oluşturan ve hastalık sebebi ile yaşamsal 

fonksiyonlarını bozan bir hastalık gurubudur (1). Avrupa’da 5/10.000 kişiden, 

Amerika’da ise 5/200.000 kişiden daha az oranda gözlemlenmektedir. Nadir 

hastalıkların %80’inden fazlası genetik orjinli olarak ifade edilmiştir(2).  

Nörofibromatozis, Friedreich ataksisi, pek çok yeni doğanda meydana gelen 

metabolik hastalıklar tek bir gende meydana gelirken, fankoni anemi, müsküler 

distrofi gibi birden fazla gende meydana gelen mutasyonlar ile de hastalık 

gelişebilmektedir. Bu hastalıkların yaklaşık yarısı çocukluk çağında ortaya çıkmakta ve 

gelişimsel anomali gözlemlenen infantların %20’si ölümle sonuçlanmaktadır(3).  

Nadir hastalıklar arasından yer alan osteopetrozis ise klinik formuna bağlı olarak 

1/200.00 ile 1/250.000 arasında insidansı olan, hem otozomal resesif hem de  

otozomal dominant forma sahip, genetik olarak heterojen bir hastalıktır. Otozamal 

resesif formu osteoklast oluşum ve fonksiyonuna göre iki alt gruba ayrılmıştır.   

TCIRG1,  CLCN7,  OSTM1,  SNX10  ve  PLEKHM1 genlerinde meydana gelen mutasyon 

sonucu osteoklast-zengin ARO formu (çok sayıda osteoklast hücreleri oluşabilen 

ancak fonksiyonel olmayan) ve TNFSF11 ve  TNFRSF11A genlerinde meydana gelen 

mutasyon sonucu ise osteoklast-fakir ARO formu (osteoklast hücreleri oluşamayan) 

meydana gelmektedir. Osteoklast zengin formunda endozomal ve lizozomal vezikül 

trafiğinde meydana gelen bozukluk sonucu osteoklast hücreleri fonksiyonel olarak 

görev yapamamaktadır (4). Bunun sonucunda, kemik asidifikasyonu 

gerçekleşmemekte ve burada kemik iliği oluşamamaktadır. Tez kapsamında çalışılan 

malign infantil osteopetrosis (TCIRG1) en sık gözlemlenen, erken çocukluk çağında 

ortaya çıkan, kemik rezorpsiyonu gerçekleşmemesi nedeniyle kemik dansitesinin aşırı  

artması ve kemik iliği boşluğu oluşamaması ile karakterize edilen otozomal resesif 

formudur (4). TCIRG1 geninde, insan gen mutasyon databazında (HGMD) 

tanımlanmış 113 mutasyonu (40 missense/nonsense, 34 splicing, 1 regulatuar, 19 

küçük delesyon, 9 küçük insersiyon, 2 küçük indel ve 8 büyük delesyon) 
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bulunmaktadır. Belirtilen bu mutasyonların her biri osteoklast hücrelerinin 

fonksiyonel olarak görev yapamamasına neden olmaktadır. TCIRG1 geni VATPase 

kompleksinin α3 alt ünitesini kodlamaktadır. VATPase kompleksi asidifikasyon 

bölgesine proton pompalayarak kemik içerisinde kavitasyon oluşturmaktadır (5). 

Yukarıda belirtilen mutasyonlardan herhangi biri meydana geldiğin VATPase 

kompleksi hücre dışına H+ pompalayamamakta ve osteoklast hücreleri fonksyonel 

olarak çalışamamaktadır. Dolayısı ile kemik iliği oluşumu için gerekli yer 

açılamamakta, osteopetrozis meydana gelmektedir.   

 Kemik rezorbsiyonu yapmaları nedeni ile kemik gelişiminde dolayısıyla kemik 

iliği için gerekli alanın oluşumunda rol oynayan osteoklastlar, ayrıca hematopoetik 

kök hücre nişinin oluşmasında ve regülasyonunda da (hematopoetik kök hücrelerin 

idamesi ve mobilizasyonunu) doğrudan rol almaktadırlar(6).  

Hematopoetik kök hücreler kemik iliğinde özel niş bölgelerinde yerleşmiştir ve 

bu bölgede mezenkimal kök hücre, osteoblast, osteoklast hücreleri gibi nişin 

regülasyonunda rol alan destek elemanları bulunmaktadır(7), (6). Osteoblastlar 

kemiğin endosteal yüzeyini kaplamakta, hücre-hücre etkileşimi ile HKH’lerin burada 

tutunmasını, salgıladıkları salgılar ile HKH’lerin idamesini desteklemektedir (8). 

Osteoblastlar osteoklastlar ile hücre-hücre, hücre-matriks ve sinyal moleküllleri ile 

iletişim kurmakta, bu sayede osteoklastların farklılaşması ve matürasyonunu 

sağlamaktadır(9). Ayrıca kemiğin yeniden modellenmesinde görev alan osteoblast ve 

osteoklast arasındaki iletişimde ve/veya hücre içi mekanizmalarında meydana gelen 

bozukluk nedeniyle osteopetrozis ve osteogenezis imperfekta ve Paget’s gibi kemik 

ile ilişkili diğer hastalıklar meydana gelmektedir (10). Sağlıklı osteoklastlar osteoblast 

farklılaşmasını da kontrol etmektedir, ancak defektif osteoklastlar, kemik iliği 

mezenkimal kök hücrelerinin osteoblastlara farklılaşmasını desteklememekte ve 

MKH’lerde matürasyon duraksaması olmaktadır(11). Bu tablo sonucunda malign 

infantil osteopetrozisde defektif osteoklastlarla birlikte destek hücreleri de 

fonksiyonel olarak çalışmadığı için hematopoetik kök hücreler niş bölgesinde 

tutunamayıp, sessiz kalma, kendini yenileme gibi köklülük özelliklerinin devamı ile 
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ilgili işlevlerini gerçekleştirememekte, hematopoezin devamını sağlamak için 

ekstramedüller hematopoez ortaya çıkmaktadır. Sonuç olarak ağır sitopeniler ile 

birlikte organomegali tablosu gelişmektedir. Ayrıca kemikler içerisinde yeterli boşluk 

alanı sağlanamadığından kraniyel sinirlerde basıya bağlı olarak görme, işitme kaybı, 

büyüme geriliği ayrıca enfeksiyona yatkınlık gözlemlenmektedir(4). Tek tedavi 

yöntemi hematopoetik kök hücre nakli iken, HLA-tam uyumlu donör bulunmasındaki 

güçlük, özellikle akraba dışı nakillerde nakil ile ilişkili komplikasyon ve mortalite 

riskinin hala yüksek olması, erken nakil gerekliliği ve sadece bazı osteopetrozis alt 

tiplerinin nakil ile tedavi edilebilmesi hematopoietik kök hücre nakli uygulamasını 

sınırlayan temel faktörlerdir. Dolayısı ile yeni alternatif tedavilerin geliştirilmesine 

ihtiyaç duyulmaktadır. Bunun için ise genotipik ve fenotipik olarak oldukça heterojen 

bir profile sahip olan osteopetrozis hastalığının gelişimine yol açan mekanizmaların 

tam olarak aydınlatılabilmesini sağlayacak, genetik ve moleküler araştırmalar ile 

birlikte hasta örneklerinden elde edilecek hücreler ile yapılacak ayrıntılı fonksiyonel 

çalışmalara da gereksinim vardır.  

Uyarılmış Pluripotet Kök Hücre (uPKH), Nadir Hastalıklar ve Osteopetrozis 

Hastalık ile ilişkili genetik mutasyonlar tanımlanmış olsa bile, genel olarak 

nadir hastalıkların patofizyolojisi ve hastalık mekanizması ile ilgili bilinenler hala 

oldukça sınırlıdır. Hasta sayısının azlığı nedeni ile sınırlı sayıda klinik araştırmanın 

yapılabilmesi, hastalıkların potansiyel biyobelirteçlerinin tam bilinmemesi, bu 

hastalıkların büyük çoğunlunda etkin tedavinin yapılmasına engel olmaktadır(1, 12). 

Hücre düzeyinde yapılacak fonksiyonel analizler ve in vitro ve in vivo hastalık 

modelleme tekniklerin hastalık mekanizmalarının aydınlatılabilmesi için çok 

önemlidir. Yetişkin somatik hücrelerden yeniden programlanma ile pluripotent kök 

hücre elde edilmesi, hasta sayısındaki ve bu araştırmalar için gerekli olan hücre 

kaynaklarındaki yetersizliklerin aşılması adına önemli bir adım olmuştur. Belirli 

transkripsiyon faktörleri ile hücrelerin indüklenmesi ile pluripotant hücre özelliğe 

sahip olabildikleri ilk kez 2006 yılında Yamanaka ve Takahashi tarafından 

gösterilmiştir ve elde edilen bu hücrelere uyarılmış pluripotent kök hücre (uPKH) adı 
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verilmişir (13). Bu sayede farklılaşmış somatik hücreler pluripotensi için önemli olan 

Oct4, Sox2, Klf4 ve c-Myc (Yamanaka faktörleri ) gibi transkripsiyon faktör genlerinin 

aktarımı aracılığı ile hem morfolojik olarak hem de fonksiyonel açıdan embriyonik kök 

hücre benzeri hücrelere yeniden programlanabilmektedir (14, 15). Embriyonik kök 

hücrelere (EKH) olan bu benzerlik, hem transkripsiyonel hem de epigenetik imzaları 

gibi global gen analiz deneyleri ile gösterilmiştir (16, 17). EKH’ler gibi sınırsız 

çoğalabilme özellikleri olan ve her üç germ yaprağına ve dolayısı ile (15, 18, 19), 

istenilen hücre tipine farklılaştırılabilme potansiyelleri olan bu hücreler hastalık 

modellemesi ve yeni tedavilerin (gen tedavisi, genom düzenleme vb.) 

geliştirilip/denenmesi için kullanılabilecek önemli bir hücre kaynağı 

oluşturmaktadırlar(20).  

Osteopetrozisin en ağır formlarından olan otozamal resesif osteopetrozisin 

(ARO) (malign infantil osteopetrozis) TCIRG1 mutasyonunun neden olduğu alt tipi 

yüksek genetik heterojeniteye sahiptir. Literatürde hastalık modelleme için 

geliştirilen osteopetrotik fare modelleri mevcuttur ve bu modellerden elde edilen 

uPKH hatlarında başarılı gen düzeltme deneyleri yapılmıştır. Ancak farklı TCIRG1 

mutasyonlarını taşıyan insan kaynaklı hücrelerden elde edilmiş uPKH hatlarının sayısı 

çok sınırlı olup, bu hatların hastalık modellemesi için kullanıldığı bir çalışmaya 

rastlanılmamıştır. Bu tez kapsamında, malign infantil osteopetrozisin modellenmesi, 

hastalık patogenezisinin daha iyi anlaşılması için farklı TCIRG1 mutasyonları taşıyan 

hasta örneklerinden uPKH hatlarının geliştirilmesi, karakterizasyonu, hematopoetik-

myeloid öncül hücreler ve osteoklastlara farklılaştırılması, ve farklılaşan osteklast 

hücrelerinin fonksiyonel analizlerinin yapılması planlanmıştır. Ayrıca elde edilen uPKH 

kaynaklı hematopoetik kök/öncül hücrelerin kemik iliği mezenkimal kök hücreleri ile 

kokültürü yapılarak, osteopetrotik nişin modellemesi; sağlıklı ve/veya osteopetrotik 

mezenkimal kök hücrelerin sağlıklı ve /veya osteopetrotik uPKH kaynaklı 

hematopoetik hücrelerin migrasyonuna etkisinin ve osteopetrotik MKH’lerdeki 

değişimin değerlendirilmesi hedeflenmiştir.   
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 Tez çalışmasının ana hedefleri,  

1. Nadir görülen kalıtsal bir hastalık olan malign infantil osteopetrozis 

hastalarından (TCIRG1-ARO alt tipi) ve sağlıklı vericiden elde edilen periferik 

kan mononükleer hücrelerinden uPKH’lerin geliştirilmesi ve 

karekterizasyonlarının yapılması 

2. Hasta örneklerinden elde edilecek uPKH’lerin hematopoietik kök/progenitör 

hücrelere ve osteoklastlara farklılaşma potansiyellerinin ve işlevselliklerinin in 

vitro kültür ortamında incelenmesi  

3. Hasta ve sağlıklı verici kaynaklı uPKH’lerin yönlendirilmiş farklılaştırılması ile 

elde edilecek hematopoietik kök/progenitör hücreler ve kemik iliği kaynaklı 

mezenkimal kök hücreler ile yapılacak kokültür deneyleri ile hastalığa özgün 

osteoklast defektinin hematopoietik kök hücre nişi üzerindeki etkilerinin 

araştırılması. 

Belirtilen hedefler doğrultusunda varılması öngörülen son noktalar ise ; 

 Osteoklastların kemik gelişimi/yenilenmesi yanında, hematopoietik niş 

gelişimi ve hematopoietik kök hücre mobilizasyonu üzerindeki yeni 

tanımlanmaya başlanan etkileri; kokültür deneyleri ile osteopetrozisteki 

osteoklast defektinin, hematopoietik kök/öncül hücreler ve hematopoietik 

nişin önemli bir elamanı olan mezenkimal kök hücre gelişim ve fonksiyonlari 

üzerindeki etkilerini araştırarak hastalık patogenezinin aydılatılmasına katkıda 

bulunmak.  

 Hasta kaynaklı uPKH’lerin farklılaştırılması ile elde edilecek osteoklastları 

kullanarak hastalık ile ilişkili osteoklast fonksiyon bozukluklarını araştırmak. 

Özellikle aynı gendeki farklı mutasyonlarda görülen farklı klinik fenotipleri 

açıklayabilecek, patogenezle ilişkili yeni bilgilere ulaşabilmek. Böylece hem 

osteopetrozisin hemde diğer kalıtsal veya edinsel kemik hastalıklarının 

patogenezini aydınlatmaya ve/veya genetik bozukluğu düzeltmeye yönelik 

araştırmalarda kullanılabilecek insan uPKH kaynaklı osteoklast defekt 

modellerinin geliştirilmesine katkıda bulunmak   
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 Nadir görülen, tedavi şansı düşük ve mortalitesi yüksek kalıtsal bir çocukluk 

çağı hastalığı olan infantil osteopetrozis hastalarından (TCIRG1 mutasyonu 

taşıyan); hastalık modellemesi ve hasta/hastalığa spesifik yeni tedaviler 

(genom düzenleme gen tedavileri, küçük moleküller ile hedefe yönelik 

tedaviler, hastalığa spesifik otolog ve/veya allogeneik kök hücre nakil 

stratejileri) geliştirmeye yönelik ileri araştırmalarda kullanılabilecek uyarılmış 

pluripotent kök hücre (uPKH) hatları geliştirmek.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Malign İnfantil Osteopetrozis  

Kemik sürekli kendini yenileyebilen dinamik bir dokudur ve kemik homeostazı 

üç hücre tipi arasındaki fonksiyonel dengeye bağlıdır; osteoklastlar kemik 

rezorbsiyonundan, osteoblastlar kemik matriks oluşumundan, osteositler ise 

osteoklat/osteoblast farklılaşma ve fonksiyonunun regülasyonundan sorumludur 

(21). Mononükleer hücrelerin füzyonu ile oluşan çok çekirdekli osteoklast hücreleri 

kemik minerallerinin ayrıştırılmasından ve organik matriksin degredasyonundan 

sorumludur (21, 22). Kemik sentez ve rezorbsiyonu arasındaki ince ayarda herhangi 

bir bozulma kemik hastalıklarını tetiklemektedir. Osteopetrozis, kemik kütlesideki 

artış ile karakterize edilen, heterojen bir kalıtsal kemik hastalığıdır ve osteoklast 

hücrelerinin farklılaşma veya fonksiyonundaki defektle meydana geldiği bilinmektedir 

(23, 24). Kalıtsal ve şiddetli olan pek çok formu vardır (25) (Tablo 2.1). Otozomal 

dominant tip 2 formu hafif formudur. İnfantil resesif osteopetrozis ise ağır formudur 

ve tedavi edilmediğinde çocukluk çağında öldürücüdür (26, 27). Otozomal resesif 

osteopetrozis (ARO), yeni doğan bebeklerin ilk aylarında teşhis edilen ağır bir 

hastalıktır(23).  

ARO formunda hasta çocuklarda tekrarlayan enfeksiyonlar 

gözlemlenmektedir. Kranial sinir baskısı nedeni ile körlük ve sağırlık meydana 

gelmekte, nörolojik defektler gözlemlenebilmektedir. Tedavi edilmeyen çocuklar 

kanama, zatüre, anemi veya enfeksiyon nedeni ile ölmektedir. Erken hematopoietik 

kök hücre transplantasyonu tek tedavi yöntemidir(23, 26, 28). ARO’da genellikle 

osteoklast sayısı normal veya yüksektir, ancak osteoklastların kemik rezorpsiyonu için 

zorunlu olan asitleştirme aktivitesi bozulmaktadır(29). Tablo 2.1’de de belirtildiği gibi 

osteopetrozisin bu formunu kapsayan pek çok gen bulunmaktadır. ARO’e neden olan 

mutasyonların büyük çoğunluğu TCIRG1 (T-Cell immune regulator 1, Gen ID: 10312) 

genindedir (yaklaşık %50’si) ve bu gende meydana gelen missens mutasyonları, nokta 

mutasyonları, küçük insersiyon ve delesyonlar, büyük genomik delesyonları içeren 
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120’den fazla mutasyon TCIRG1-defektif ARO’in yüksek genetik heterojeniteli 

olduğunu göstermektedir. Bu mutasyonlar da osteoklast hücrelerinde fonksiyon 

bozukluğuna neden olmaktadır (30). Kromozom 11q13.2 ‘de bulunan TCIRG1 geni 

osteoklast membranının “ruffled border” üzerinde ifade edilen VPP1’in A3 alt 

ünitesini kodlamaktadır. A3 izoform osteoklast membranı üzerinde yüksek oranda 

ifade olmaktadır (30). Osteoklastların kemiğe bağlandığı “ruffled border” 

membranında V-ATPase kompleksi bulunmaktadır. 
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Tablo 2.1. Osteopetrozis hastalarında tespit edilen genetik mutasyonlar (25) (31) .   

Osteopetrozis 
formu 

Genetik 
aktarımı 

Gen Mutasyon tipi  Etkilenen osteoklast 
fonksiyonu 

Protein Sıklığı Tedavi 

ARO  
 
 
 
 
Otozomal 
resesif 

TCIRG1 
CLCN7 
OSTM1 
 
PLEKHM1 
 
SNX10 
TNFSII 
 
TNFRSFIIA 
 

Fonksiyon kaybı 
Fonksiyon kaybı 
Fonksiyon kaybı 
 
Fonksiyon kaybı 
 
Fonksiyon kaybı 
Fonksiyon kaybı 
 
Fonksiyon kaybı 

Asit sekresyonu, veziküler 
trafik 
Lizozomal trafik asidifikasyonu 
Lizozomal trafik asidifikasyonu 
 
Endolizozomal trafik/ füzyon 
 
Endolizozomal trafik/ füzyon 
Osteoklast oluşmuyor 
 
Osteoklast oluşmuyor 

V-ATPase α3 alt ünitesi 
Klor kanalı 7 
Ostoeopetrozis ilişkili 
transmembran protein 
M ailesi içeren Plektrsin 
homoloji domaini 
Sorting nekstin 10 
Nükleer faktör KB ligand 
reseptör aktivatörü 
 
Nükleer faktör KB 
reseptör aktivatörü 
 

%50 
%17.5 
%5 
 
%2 
 
%4.5 
 

HKH 
nakli 
HKH 
nakli 
Yok 
 
Sempto
matik 
tedavi 
HKH 
nakli 

IRO Otozomal 
resesif 

CAII Fonksiyon kaybı Asidifikasyon Karbonik anhidraz ıı <1 :106 HKH 
nakli 

ADO II  
Otozomal 
dominant 

CLCN7 
 
PLEKHM1 

Dominant negatif 
 
Dominant negatif 

Lizozomal trafik asidifikasyonu 
 
Endolizozomal trafik/ füzyon 

Klor kanalı 7 %80 
 
%2 

Sempto
matik 
tedavi 
Sempto
matik 
tedavi 
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V-ATPase kompleksi en az 13 farklı alt üniteden oluşmakta, stoplazmada V1 domaini 

ve membrana gömülü V0 domaini bulunmaktadır. V1 domaini ATPase’ın 

hidrolizinden, V0 domaini ise proton translokatörü olarak görev almaktadır. V0 

domaini, mikrotübül ve aktin hücre iskeleti ile etkileşime geçerek ruffled border 

oluşumunda önemli rol almaktadır. V-ATPase kompleksi rezorpsiyon bölgesinde 

proton salgılamasıyla birlikte aynı zamanda asidik mikroçevre oluşturmaktadır. Düşük 

pH ile inorganik matriksin çözünmesini ve organik matriksin degredasyonunu 

sağlamaktadır. Malign infantil osteopetrozise neden olan TCIRG1 genindeki 

mutasyonlar V-ATPase’da fonksiyon bozukluğuna neden olmaktadır ve bu nedenle 

asidik mikroçevre oluşturamamaktadır (31, 32), bunun sonucunda osteoklast 

hücreleri fonksiyonel olarak görev yapamaması ve niş regülasyonunun bozulması 

sonucu malign infantil osteopetrosis hastalığı ortaya çıkmaktadır.  

2.2. Niş  

Kemik iliğindeki hematopoetik kök hücre (HKH) mikroçevresi niş olarak 

adlandırılmaktadır. Niş; progenitör ve HKH’lerin çoğalması, kendini yenileme, 

farklılaşma ve migrasyonunu, aynı zamanda kararlılık ya da hasara cevabı kontrol 

ederek hematopoetik homeostaziyi sağlamaktadır (33). Statik bir yapıya sahip 

olmayan ve kompleks olan niş, normal kan hücresi üretimini sağlamak için yapısal ve 

fonksiyonel pek çok farklı mekanizmayı düzenlemektedir (34, 35). Hematopoetik 

(Lenfoid ve myeloid hücreler) ve hematopoetik olmayan (perivasküler mezenkimal 

kök hücre ve endotelial hücreler) pek çok hücre tipi nişi regüle etmektedir (36). 

Hematopoetik homeostazinin sağlanabilmesi için farklılaşma ve kendini yenileme 

arasındaki dengenin sıkı bir şekilde regüle edilmesi gerekmektedir, kontrolsüz kendini 

yenileme(36) veya yetersiz farklılaşma myeloproliferatif hastalıklara veya lösemiye 

neden olurken, aşırı farklılaşma veya yetersiz kendini yenileme HKH havuzunu 

boşaltmaktadır. Hematopoetik nişi destekleyen Makrofaj, adiposit, osteoklast, 

osteoblast, regulatuar T hücreleri (Treg), CXCL12’den zengin Retiküler (CAR) hücreler, 

Nestin + hücreler, Leptin+ hücreler, MKH’ler, şıvan hücreleri aksesuar hücreleri 
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(Şekil.2.1.) olarak tanımlanmaktadır. Bu hücreler HKH’lerin sürdürülebilirliliğini, sessiz 

kalmasını, kendisini yenilemesini ve farklılaşmasını desteklemektedir(37).  

Monosit ve/veya makrofajlar HKH’lerin nişten tutunması ve idamesini 

sağlamakta, bu hücrelerin kaybında ise HKH’ler periferik kana veya dalağa migrasyon 

yapmaktadır (38). MKH ve osteoblastları kontrol etmektedir. Fagosit deplesyonu ile 

kemik iliği MKH ve Osteoblast hücrelerinin CXCL12, Ang-1 ve SCF ifadesinde azalma 

gözlemlendiği, osteoblastik aktivitenin azaldığı, bunun sonucunda da fonksiyonel 

HKH’lerin mobilize olduğu belirtilmiştir(38, 39).  

 

Şekil 2.1. Kemik iliği niş hücreleri (37).  

Nestin+ MKH’ler tam olarak perivaskülerdir ve tipik olarak iliğin daha merkez 

bölgesinde bulunmaktadır. Sempatik sinir sisteminin adrenerjik sinir uçları ile sıkı ilişki 

içindedir ve HKH’lerin mobilizasyonunun düzenlenmesinden, günlük dolaşıma salınan 

HKH sayısının düzenlenmesinden sorumludur (40). Bu MKH’ler yüksek seviyede 

CXCL12, c-Kit L, Ang-1, IL-7, Vasküler hücre adhezyon molekül 1 (VCAM1), 

Osteopontin (OPN) gibi HKH idame transkripsiyon faktörlerini ifade etmektedir (41). 

Nestin+ MKH’lere benzer şekilde CAR hücreleri de CXCL12 ve c-Kit L ifade ederek 
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HKH’lerin idamesini sağlamaktadır (Şekil 2.1). MKH’lerin oluşturduğu osteoblast 

hücreleri de CXCL12, OPN ve N-cadherin ifadesi ile HKH’lerin nişte tutulmasını ve 

idamesini sağlarken, Ang-1, c-Kit L ve TPO ifadesi ile de HKH’leri sessiz fazda 

tutmaktadır (42-44). Sessiz fazdaki HKH’ler bütün progenitör kan hücreleri arasında 

en yüksek kendini yenileme kapasitesi olan hücrelerdir ve IFN ve G-CSF gibi sitokinlere 

veya hasar sinyallerine cevap olarak tekrar hücre döngüsüne girmektedirler (45) (46, 

47). TPO, c-MPL reseptörü ile etkileşerek HKH’lerinin sessiz durumda kalmasını 

sağlamaktadır (43). HKH’ler kalsiyum iyon reseptörü ifade etmektedir ve kemiğin 

yeniden modellenmesi sürecinde oluşan Ca2+ gradientini takiben HKH’lerin 

engrafmanını sağlamaktadır(48). Nişte bulunan sinüzoidal endotelial hücreler, kemik 

iliği hasarı sonrası HKH’lerin kendini yenilemesi ve rejenerasyonunda rol 

almaktadır(49, 50). MKH’lerin farklılaştığı adiposit hücreler HKH’lerin idamesinde 

advers etkiye sahiptir(51). Son olarak kemik iliğinde endotelial ve vasküler olarak 

adlandırılan iki farklı HKH nişinin olduğu belirtilmiştir (şekil 2.1) (52).  

2.2.1. Vasküler Niş 

Vasküler nişteki HKH’ler çok farklı hücre tipleri ile ilişki ve etkileşim halindedir. 

MKH’ler bu hücreler arasında ana regülatör hücrelerden biridir. Perivasküler alanda 

bulunan farklı alt tipte olan MKH’ler tanımlanmıştır. Kemik iliğinde bulunan 

damarların duvarlarına yerleşen MKH’lerin CD73, CD90 ve CD105 yüzey belirteçleri 

dışında farklı olarak CXCL12 (53), CD146 (52), Nestin ve Leptin Reseptörlerini ifade 

ettikleri gösterilmiştir (Şekil 2.2). CXCL12 salınımı yapan bu MKH popülasyonu 

HKH’lerin idamesini sağlamaktadır. MKH ve nişte bulunan CAR hücrelerinde meydana 

gelen CXCL12 delesyonu da HKH’lerinin mobilizasyonuna ve HKH sayısının azalmasına 

neden olmaktadır. HKH nişi bir değil birden fazla hücrenin kombinasyonu ile regüle 

edilmektedir (54). Sinir sistemi hücresel etkileşimlerin tamamına etki etmektedir. 

Sempatik sinirlerden sirkadiyan nöradrenal salınımı SDF-1α salınımını ve HKH’lerin 

mobilzasyonunu sağlamaktadır(55).  

Vasküler niş motilite, transendotelial migrasyon ve hematopoetik 

farklılaşmayı yani hematopoezi desteklemektedir. Endosteal nişte uzun dönem ve 
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uykuda bulunan (dormant) HKH’ler bulunmakta iken vasküler nişte idamesini 

sağlamak için kendini yenileyen HKH’ler bulunmaktadır. Sonuç olarak vasküler niş 

hematopoezi regüle etmeyi ve HKH’lerin kendini yenilemesini sağlamaktadır (56). 

2.2.2. Endosteal Niş 

Hematopoetik kök hücreler endosteal nişte matürasyon gradienti 

göstermektedir, progentörler daha merkezde iken pirimitiv hücreler daha endosteal 

bölgede yerleşmiştir (57). Osteoblast hücreler doğrudan etki etmezken, salgıladıkları 

faktörler ile HKH’leri etkilemektedir. SCF salgılayarak HKH’lerin kendini yenilemesini 

sağlamaktadır. Ang-1 ile HKH’lerinde Tie-2 reseptörüne bağlanarak, HKH’lerin sessiz 

fazda kalmalarını sağlamaktadır (42). Osteoklast hücreleri de özellikle hipoksi ve 

inflamasyon durumunda HKH’lerin mobilizasyonunu regüle etmektedir. CXCR4 ve 

MMP-9 ile HKH’lerin nişten çıkmasını sağlamaktadır. Aynı zamanda HKH’lerin göç 

(recruitment) ve homeostazisini sağlamaktadır(58). Endosteal bölgedeki pek çok 

hücre grubu arasında bulunan makrofaj hücreleri de HKH’leri regüle etmektedir. G-

CSF (Granülo stimüle edici faktör ), osteoblast ve SDF-1α ifadesini baskılayarak 

HKH’lerin mobilizasyonunu sağlamaktadır (38).  

 

Şekil 2.2. Kemik iliği nişinin üç boyutlu organizasyonu. Şekil vasküler ve endosteal nişin organizasyonu ve perivasküler 

popülasyonun dağılımını göstermektedir. Periarteriolar hücreler büyük kan damarlarının iç zarında bulunmaktadır 
HKH’lerin sessiz fazda kalması için SCF ve CXCL-12 salgılamaktadır. Perisinüzoidal hücreler kılcal damarların etrafına 
yerleşmektedir ve proliferatif HKH’lerin kan dolaşımına geçmesinden sorumludurlar. HKH’ler aynı zamanda 
endosteal nişte, daha düşük oksijen olan arterlerin dış zar etrafında bulunmaktadır ve bu sayede daha az ROS’a 
maruz kalmaktadırlar. Bu dağılım dormant HKH’lerin yerleştiği bölgede ROS gradienti oluşturmaktadır. HKH: 
hematopoetik kök hücre, ROS: Reaktif oksijen türleri, SCF: stem cell factor (54).  
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2.2.3. Hematopoetik Kök Hücre 

Hematopoetik Kök Hücreler (HKH), kendini yenileyebilen (59) ve kemik 

iliğindeki bütün kan hücrelerini oluşturabilen multipotent kök hücrelerdir(60) (Şekil 

2.3). Periferik kan, kemik iliği ve kordon kanından elde edilebilmektedir (61). Kemik 

iliğinde bulunan total çekirdekli hücrelerin %0.01’ini (59), periferik kanın %0,5’ini 

oluşturan nadir popülasyondur (62). İnsan HKH’lerinin karakterizasyonunda altın 

standart in vivo deneylerdir. İmmün yetmez farelerde, intravenöz veya kemik içi 

enjeksiyon sonrası hematopoetik kök ve progenitör hücrelerin başarılı bir şekilde 

engraftman (kandaki çekirdekli hücre sayısı >%0,1) göstermesidir . İn vivo deneylere 

alternatif olarak, in vitro deneylerle de hematopoetik / progenitör hücrelerin çoğalma 

ve farklılaşma potansiyelleri gösterilebilmektedir. CD34+ hücreler erken 

hematopoetik progenitör hücre olarak değerlendirilmektedir(62). Ayrıca koloni 

oluşturma kapasite- deneyleri (CFU) ise en yaygın kullanılan in vitro HKH 

karakterizasyon deneyidir. Metilselülöz içerikli, uygun sitokinlerin bulunduğu yarı-katı 

bir besiyeri ortamında HKH’lerin oluşturduğu koloniler morfolojik ve fenotipik olarak 

değerlendirilmektedir.  
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Şekil 2.3. Hematopoetik kök hücre hiyerarşisi.  

Kemik iliği, kan hücrelerinin üretiminden sorumlu olan hematopoetik kök ve 

progenitör hücrelerinin desteklenmesini ve regülasyonunu mikroçevre 

sağlamaktadır. Niş olarak adlandırılan bu mikroçevre statik değildir, ancak buradaki 

farklı mekanizmalar HKH’lerin fonksiyonunu düzenlemektedir (63). HKH’ler 

migrasyon özelliğine sahiptir ve her gün nişteki HKH’lerin %1 ’i kemik iliğinden 

dolaşıma katılmaktadır. HKH’lerin bu özelliği kemik iliği perivasküler hücrelerin 

CXCL12 salgılamasıyla regüle edilmektedir (63). Hematopoetik kök hücreler nişte hem 

endosteal hem de vasküler bölgede bulunmaktadır. Çeşitli sinyal ve adhezyon 

molekülleri HKH’lerin nişte regülasyonunu sağlamaktadır. HKH’ler, endosteal nişteki 

osteoblastik hücrelerde yüksek oranda ifade edilen N-cadherin ile temas halinde 

kalarak sessiz kalmaktadır. SDF1 olarak bilinen CXCL12 kemokin ligandı HKH 

üzerindeki CXCR4’e bağlanarak HKH havuzunun sürdürülebilirliğini sağlamaktadır. 

Yüksek oranda CXCL12 ifade eden retiküler hücreler (CAR hücreleri) hematopoetik 
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kök hücre nişinin anahtar bileşenidir ve HKH havuzunun sürdürülebilirliğinin 

sağlanması ve kemik iliği boşluğunun oluşması için gerekli hücredir(64). CXCL12’ye 

benzer şekilde perivasküler hücrelerin salgıladığı SCF sitokini de HKH’leri regüle 

etmektedir ve her ikisinin delesyonu yapıldığında kemik iliğinde HKH kaybı olduğu 

gözlemlenmiştir (63). SCF sinyali, reseptörü c-Kit aracılığı ile HKH’lerin 

proliferasyonunu ve sağ kalımlılığını desteklemektedir. SCF ve / veya c-Kit kaybının 

HKH yetmezliğine neden olduğu farelerle yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. 

HKH’lerin aktivasyonu ve nişten salınımının kontrolünde SCF/c-kit sinyalinin doğrudan 

role sahip olduğu gösterilmiştir. Primitiv HKH’lerde ifade olan Notch ligandı 

osteoblast ve kemik iliği stromal hücrelerinde ifade olan Jag1 reseptörü ile birleşerek 

HKH popülasyonunun çoğalmasının sağlamaktadır. Notch sinyalinin aktivasyonu 

hematopoetik kök ve progenitör hücrelerin idamesini ve hematopoetik 

kök/progenitör hücre havuzunun çoğalmasını sağlamaktadır. Osteoblast hücrelerinde 

ifade olan Ang-1 ligandı ile HKH’lerin ifade ettiği Tie2 (tirozin kinaz reseptörü) 

etkileşimi sonucu HKH’ler sessiz fazda kalmaktadır ve Tie2 aracılığı ile osteoblastik 

hücrelere adhezyonu indüklemektedir. Ca2+ duyarlı reseptörler endosteal kemik 

yüzeyinde HKH’lerin tutulmasını kolaylaştırmaktadır. CaR eksikliğinde HKH’lerin kan 

dolaşımına geçtiği, osteoblastik nişte tutunamadığı gösterilmiştir (65).  

2.2.4. Osteoklast Hücreleri 

Osteoklast hücreleri, kemik iliğindeki hematopoetik hücrelerden farklılaşan 

dev (yaklaşık 100µm), çok çekirdekli (≥ 3) hücrelerdir (66, 67). İskelet gelişimi ve 

hematopoezde önemli rol oynamaktadır(68). Oteoklast oluşumu için ilk olarak 

hematopoetik hücreler ve mikroçevre gereklidir. Osteoblast ve osteositlerin 

salgıladığı makrofaj koloni stimüle edici faktör (M-CSF) aracılığı ile HKH’ler myeloid 

hücre soyundaki makrofaj ve osteoklast öncül hücrelere farklılaşmakta ve son olarak 

M-CSF ve RANKL (nükleer faktör ƙB ligandının reseptör aktivatörü) aracılığı ile 

makrofaj ve öncül osteoklast hücrelerin füzyonu gerçekleşmekte, bu sayede matür 

osteoklastlar meydana gelmektedir (67). Osteoblast ve kemik matriksinde gömülü 

olan osteositler tarafından üretilen RANKL, osteoklastların terminal farklılaşması için 
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gereklidir. Terminal farklılaşmayı RANKL ve NFATc1 transkripsiyon faktörlerini 

kullanarak gerçekleştirmektedir(66). Terminal farklılaşma sonrası osteoklast hücreler 

kemik matriksine sıkı bir şekilde tutunmaktadır. Bu bölgede Kathepsin K, Tartrate 

Resistant Asit Fosfataz (TRAP) gibi proteolitik enzim salınımı ve kemiğin organik / 

inorganik bileşenlerini hidrolize eden/çözen asit salınımı ile kemik rezorpsiyonunu 

gerçekleştirmektedir (6, 66). Kemik matriksine tutunmak için osteoklast hücreler 

podozomları oluşturmaktadır. Terminal farklılaşma esnasında bu yapılar, osteoklastik 

kemik rezorpsiyonu için önemli olan aktin halkalarını oluşturmaktadır (69). 

Osteoklastların kemiğe güçlü adhezyonu integrinler (vitronectin receptor αVβ3 (VNR) 

(CD51/61) aracılığı sağlanmaktadır(70).  

Osteoklast hücreleri insan vücudunda kemik rezorpsiyonu yapabilen tek hücre 

tipidir, iskeletin yenilenmesini sağlamakta, kemik içi boşluk oluşturarak hematopoetik 

hücreler için yer açmakta, aynı zamanda HKH mikroçevresini regüle etmektedir. 

Osteoklast hücre yokluğunda osteopetrotik fenotip ortaya çıktığı 

gözlemlenmiştir(71). Kemik rezorpsiyonu esnasında Ca2+ salınımı ve kalsiyumun 

endosteal bölgede birikimi, HKH’lerin kalsiyuma duyarlı reseptör (calcium-sensing 

receptor) ifade etmesini ve kemik iliğinde HKH’lerin tutunmasını sağlamaktadır(48). 

Kemik matriksinin degredasyonu ile Transforme edici Büyüme Faktörü-β (TGF-β), 

insülin büyüme faktörü (IGF) ve Kemik Morfogenetik Proteinleri (BMP) gibi çeşitli 

büyüme faktörleri salınmaktadır. Bu moleküller HKH regülatörü olarak 

bilinmektedir(72). 
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Şekil 2.4. Osteoklast farklılaşma, mezenkimal ve hematopoetik niş hücreleri ile etkileşimi. MKH ve 
HKH’ler osteoklast oluşumunda fonksiyon görmektedir. Osteoklast gelişimi için,  
hematopoetik prekürsör hücrelerin RANK reseptörü osteoblast hücreler üerindeki RANKL 
ile etkileşime geçmesi gerekmektedir. Mezenkimal stromal hücreler adipositlere 
farklılaşırken pre-adiposit hücreler gececi olarak RANKL ifade etmekte ve bu sayede 
osteoklastogenezisi desteklemektedir. Osteoblastların terminal olarak farklılaştığı ve kemik 

matriksine gömülü olan osteositler ise OPG’nin yanında RANKL ifade etmektedir (66, 73).  

 Osteoklast hücrelerinin inhibisyonu ile HKH sayısında azalma meydana 

gelmektedir(74). Osteoklast hücreleri aynı zamanda MKH farklılaşmasını ve HKH 

idamesini regüle etmekte(11), HKH’lerin migrasyonunun düzenlenmesinde de görev 

almakta ve salgıladıkları Kathepsin K enzimi ile CXCL12 bağının bozulmasını bu sayede 

HKH’lerin dolaşıma katılmasını sağlamaktadır(58, 75). 
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Osteopetrotik fare modelinde, TCIRG1 geninde meydana gelen mutasyon ile 

osteoklast aktivitesinin bozulduğu, bununla birlikte kemik iliği kavitesinin küçüldüğü 

ve HKH sayısının azaldığı gösterilmiştir. İmmatür mezenkimal kök hücre sayısının 

artması ile birlikte Angpt1, Jag1, Cxcl12 ve Scf gen ifadelerinde azalma gözlemlendiği 

belirtilmiştir(7).     

2.2.5. Osteoblast Hücreleri 

Osteoklastlar kemiğin yeniden modellenmesinde kritik role sahip, 

hematopoetik kök hücre soyundan gelen, çok çekirdekli hücreler iken; osteoblast 

hücreler mezenkimal orijinli, kemik matriksini sentezleyen, kalsiyum salgılayan, 

osteoklastların büyümesi, matürasyonu ve fonksiyonunu destekleyen mikroçevre 

oluşturan hücrelerdir (65). 

Osteoblastlar HKH nişinde regülatör fonksiyonu olan anahtar bileşendir. 

Kemiğin endosteal yüzeyini kaplar ve burada salgıladıkları salgılar ile HKH’lerin sessiz 

fazda kalmasını, uzun dönem idamesini ve kemik iliğinde tutunmasını sağlamaktadır. 

Notch aktivasyonu ile HKH fonksiyonunu etkilemektedir (8). Yüksek oranda Jagged-1 

ifade ederek HKH’lerin trabeküler kemik bölgesindeki sıklığını artırmaktadır. İğsi 

yapıya sahip, N-cadherin +  osteoblastik hücrelerin sayısının artması ile doğru orantılı 

olarak HKH sayısı artmaktadır. Çok yüksek oranda N-cadherin ifade ettiklerinde ise 

HKH’lerin sessiz fazda kalmasını indüklemektedir (36). Matür osteoblast hücrelerin 

salgıladığı osteopontin ise HKH havuzunun negatif regülatörü olarak işlev 

görmektedir(36). Osteoblast ablasyonu ile kemik iliği hücreselliği kaybolmakta, kemik 

iliğinde hematopoetik kök ve progenitör hücre sayısında azalma ve eksramedüllar 

hematopoezde artma meydana gelmektedir (8, 76).  

Osteoblast ve osteoklast hücreleri, hücre-hücre etkileşimi, sinyal molekülleri 

ve eksraselüler matriks etkileşimi aracılığı ile iletişim kurmaktadır. Osteoblast 

hücreleri OPG/RANKL/RANK, RANKL/LGR4/RANK, Ephrin2/ephB4 ve Fas/FasL gibi 

yolaklar ile osteoklast hücrelerinin oluşumu, farklılaşması veya apoptozunu 

etkilemektedir(9). Bu hücreler arasındaki sinyal molekülleri osteoklast matürasyonu 
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için gereklidir. Yapılan son çalışmalarda osteoklast hücrelerinin de osteoblastların 

aktivitesini etkilediği gösterilmiştir(9). Osteoblast ve stromal hücreler RANKL, M-CSF 

ve osteoprotegrin (OPG- osteoklastogenezis inhibitör faktör) ifade ederken, erken 

osteoklast öncü hücreler M-CSF reseptörü (c-Fms) ve RANK (RANK ligand reseptörü) 

ifade etmektedir. RANKL ve M-CSF osteoklast farklılaşmayı stimüle etmekte, OPG 

eksikliğinde ise osteoklast gelişimi hızlanmakta ve ağır osteoporozis hastalığına neden 

olmaktadır (65). Ayrıca kemiğin yeniden modellenmesinde görev alan osteoblast, 

osteoklast ve osteosit hücreleri arasındaki iletişimde ve/veya hücre içi 

mekanizmalarında meydana gelen bozukluk nedeniyle osteopetrozis ve osteoprozis 

dışında osteogenezis imperfekta ve Paget’s hastalıkları da meydana gelmektedir(10). 

2.2.6. Mezenkimal Kök Hücre 

Mezenkimal Kök Hücreler (MKH) kendini yenileyebilen, koloni oluşturma 

kapasitesine sahip (CFU-F), adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklılaşma 

gösteren, multipotent, mezoderm kökenli, prekürsör hücrelerdir (37, 77). MKH’ler 

plastik adherent hücre olarak tanımlanmaktadır. Fetal gelişim sürecinde ve 

yetişkinlerde adipoz doku, diş dokusu, göbek kordonu, plasenta, amniyon sıvısı, 

tendon, sinovyal ve iskelet kasından elde edilebilmektedir(78). CD44, CD73, CD90, 

CD105 yüzey belirteci ifade ederken, CD45+pan lökosit belirteci, CD34, CD14 ve 

HLADR yüzey belirteçleri ifadesi göstermemektedir(79). Rodentlere deri altından 

transplante edildiğinde hematopoetik mikroçevreyi oluşturduğu (80) ana HKH niş 

bileşenlerini oluşturarak hematopoezi desteklediği (81) belirtilmiştir. Osteojenik 

farklılaşarak pirimitif HKH’lerin düzenlenmesini sağlamakta (80), niş büyüklüğünü 

kontrol etmektedir (82). Ayrıca, MKH’ler adipojenik yönde farklılaşarak hematopoezi 

negatif olarak regüle etmekte, HKH’lerin nişteki sıklığını azaltmaktadır(83). Yani 

MKH’lerin adipojenik ve osteojenik farklılaşması arasındaki denge niş aktivitesini 

regüle etmektedir. Kemik iliği MKH’leri HKH’lerin düzenleyici sinyal kaynağı olarak 

düşünülmektedir ve in vitro ortamda HKH’lerin muhafazasını sağlamaktadır(37).  

Adipojenik-osteojenik progenitör hücreler, HKH’lerin çoğalması için aynı zamanda 

farklılaşmadan idame etmesi için gereklidir(60). Endosteal bölgede bulunan CD146+ 
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MKH’ler kemik ve kemik iliği stromasının yapımını sağlarken, Ang-1 ifadesi ile HKH 

mikroçevresini düzenlemekte, HKH’lerin kemik iliğinde tutunarak idamesini 

sağlamaktadır(84). MKH’lerin ifade ettiği Ang-1 ligandı HKH’lerdeki Tie2 ile 

bağlanarak kemik iliği nişinde HKH’lerin sessiz fazda kalmasını ve uzun dönem 

HKH’lerin idamesini sağlamaktadır (42). Kemik iliği MKH kaynaklı osteojenik hücreler 

SCF ve IL-11 salınımı ile uzun dönem HKH’leri desteklemektedir (85). Nestin+ MKH’ler 

SCF (c-Kit L) ifade ederek uzun dönem HKH’lerin sıklığını düzenlemektedir. Bu genin 

delesyonu ile uzun dönem HKH’lerin azaldığı belirtilmiştir(86). Nestin+ MKH’ler c-Kit 

Ligand ve Ang-1 yanında CXCL12 ve N-cadherin ifade etmektedir. Belirtilen bu 

genlerin her biri HKH’lerin idamesinde görev almaktadır(87). MKH’ler Jagged-1 ifade 

etmektedir ve HKH’lerdeki Notch ligandına bağlanarak hücre-hücre etkileşimi 

sayesinde HKH’lerin uzun dönem kendini yenilemesini sağlamaktadır(88). İfade 

ettikleri Osteopontin (OPN) ile HKH havuzunun büyüklüğünü sınırlayarak kök hücre 

nişinin negatif regülatörü olarak da işlev görmektedir(89) (Şekil 2.5). 

 

Şekil 2.5. Kemik iliği nişindeki sessiz endosteal niş ve aktif perivasküler niş modeli. Endosteal nişteki 
dormant HKH’ler, Osteoblast ve nestin+ MKH’ler ile iletişim kurmaktadır. 
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MKH’ler HKH’lerin hem idamesi hem de sessiz fazda kalması için CXCL12, SCF, 

Ang-1, VCAM-1 ve TPO gibi faktörleri salgılamaktadır. Aynı zamanda HKH’lerin nişte 

tutunması için etkileşime geçmektedir. Perivasküler niş endosteumdan daha uzakta 

ve osteoblast içermemektedir, ancak aktif HKH’lerin kendini yenilemesini sağlayan 

perivasküler CAR hücreleri bu bölgede bulunmaktadır. Kendini yenileme aynı 

zamanda sinüzoidal endotelial hücrelerin ifade ettiği Notch ligandları ile stimüle 

edilmektedir. Nestin+ MKH her iki bölgede de bulunmaktadır ve nişin anahtar 

bileşenidir. Fagositlerin farklı alt tipleri osteoblastların (Osteomaks) idamesini ve 

MKH’lerin (makrofaj) idame ve proliferasyonunu sağlamaktadır, aynı zamanda HKH 

idamesi için gerekli faktörlerin ifadesini indüklemektedirler. Santral sinir sistemi MKH 

proliferasyonunu inhibe etmekte, CXCL12 ifadesinin sirkadiyen salınımını 

indüklemektedir (41).  

MKH’ler aynı zamanda immünmodülasyon, rejeneratif tıp, doku koruma ve 

graftın güçlendirilmesi gibi pek çok teröpatik uygulamalarda kullanımaktadır (90, 91).  

2.3. Uyarılmış Pluripotent Kök Hücreler 

“Uyarılmış Pluripotent Kök Hücre Teknolojisi -uPKH Teknoloji- “ Shinya 

Yamanaka ve arkadaşları tarafından ilk kez Japonya, Kyoto Üniversitesi’nde, 1996 

yılında keşfedilmiştir. Bu teknoloji herhangi bir  yetişkin somatik hücresini  embriyonik 

kök hücre benzeri hücrelere programlamayı sağlamaktadır. Programlanan hücreler 

insan EKH’ler gibi pluripotensi özelliğe sahiptir(18, 92, 93). uPKH teknolojisinde dört 

transkripsiyon faktör, Oct3/4, Sox2, Klf4 ve c-Myc, retroviral vektöre klonlanmış ve 

daha sonra fare fibroblast hücrelerine transdüksiyon yapılmıştır. Transdükte edilen 

hücrelerin morfoloji, global gen ifadesi, epigenetik durumu, teratom oluşumu ve 

farklılaşma potansiyeli açısından insan EKH’lerine benzediği gösterilmiştir(18). 

Yamanaka ve arkadaşları, 2007 yılında aynı prosedür ile insan fibroblast 

hücrelerinden insan uPKH hücrelerini elde etmiştir. Aynı zamanda, 2007 yılında,  

Amerika’da Thomson gurubu tarafından insan uPKH’lerinin programlanması 

yayınlanmıştır (93). uPKH’lerinin EKH’lere göre avantajlarını açıkça belirtmek 

gerekirse, 1. embriyodan pluripotent kök hücre izole etmeye gerek kalmadığı için etik 
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tartışmaları, 2. Doğrudan hastaya spesifik hücrelerden oluşturulabileceği için hücre- 

veya organ- transplantasyonunda alıcıda immün rejeksiyon sorunununu ortadan 

kalkmaktadır. uPKH’ler hastadan biyopsi alarak elde edilen hücrelerden 

oluşturulabilir, daha sonra hastaya spesifik hücrelere dayalı tedavilerin gerçekleşmesi 

için gerekli olan hücre tiplerine farklılaştırılabilir. Bu sayede hücre replasman 

tedavileri arasında tedavi edilemeyenlerin hastalıkların tedavisinde uPKH’ler umut 

oluşturmaktadır(94-96). Maküler dejenerasyon(97-100), iskemik kalp hastalıkları 

(101), diyabet(Viacyte; https://clinicaltrials.gov: NCT03163511), spinal kord hasarı 

(Asterias Biotherapeutics; https://clinicaltrials. gov: NCT02302157) gibi pek çok 

hastalıkta klinik denemeler devam etmektedir. Bu umut verici denemelere rağmen 

dejeneratif hastalıklarda hücre replasman tedavilerinin yaygın kullanımı muhtemelen 

uzun yıllar alacaktır(102).  

Özetle somatik hücrelerin uPKH’lere programlanması i) hastaya özel hücresel 

tedavi geliştirmeyi, ii) hücresel seviyede genetik özelliklere dayalı hastalık 

patogenezisine neden olan yolakların analizini, iii) hücresel fenotip üzerinde bilinen 

genotipin etkisini araştırmayı, iv) insanlarda normal gelişim için bir model 

oluşturmayı, bu sayede hastalık patogenezini anlamaya yardımcı olmayı ve bazı 

durumlarda uygun tedaviyi geliştirmeyi, v) embriyogenezis esnasında hücresel 

süreçte spesifik genetik özelliklerin veya çeşitli teratogenlerin etkisinin analiz etmek 

için etkili bir araç oluşturmayı, vi) in vitro farklılaşmayla potansiyel teratogenlerin 

taranması için güçlü bir araç teşkil etmesi, vii) kanserli somatik hücrelerden uPKH 

geliştirilmesi ile kanser gelişen hastanın genetik alt yapısının öneminin araştırılması, 

viii) epigenetik yeniden programlama için peptid veya kimyasal bileşenler kullanarak 

yapılan genetik manipülasyondan uzaklaşarak alternatif metodları geliştirmeyi 

sağlamaktadır (103). 
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2.4. Tez çalışmasının amacı 

 

1. Nadir görülen kalıtsal bir hastalık olan malign infantil osteopetrozis 

hastalarından (TCIRG1-ARO alt tipi) ve sağlıklı vericiden elde edilen periferik 

kan mononükleer hücrelerinden UPKH’lerin geliştirilmesi ve 

karekterizasyonlarının yapılması 

2. Hasta örneklerinden elde edilecek uPKH’lerin hematopoietik kök/progenitör 

hücrelere ve osteoklastlara farklılaşma potansiyellerinin ve işlevselliklerinin in 

vitro kültür ortamında incelenmesi  

3. Hasta ve sağlıklı verici kaynaklı uPKH’lerin yönlendirilmiş farklılaştırılması ile 

elde edilecek hematopoietik kök/progenitör hücreler ve kemik iliği kaynaklı 

mezenkimal kök hücreler ile yapılacak kokültür deneyleri ile hastalığa özgün 

osteoklast defektinin hematopoietik kök hücre nişi üzerindeki etkilerinin 

araştırılması 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

3.1.    Gereçler  

3.1.1. İnsan Kaynaklı Gereçler 

Periferik Kan ve Kemik İliği 

Hacettepe Üniversitesi İhsan Doğramacı Çocuk Hastanesi Kemik İliği 

Transplantasyon ünitesinde, TCIRG1 mutasyonu taşıyan hastalardan ve sağlıklı 

vericilerden test amaçlı alınan ve tetkikler sonrası kalan periferik kan örneğinden 

mononükleer hücre izolasyonu yapılmıştır ve eritroid öncül hücrelerin 

zenginleştirilmesi için kullanılmıştır.  Bu çalışma kapsamında 3 osteopetrozis hasta ve 

1 sağlıklı donör örneği kullanılmıştır. 

Osteopetrozis hastalarından tanı amacıyla yaklaşık 1-5 ml kemik iliği örmeği 

alınmaktadır. Tetkikler sonrası arta kalan kemik iliği örneğinden mononükleer hücre 

izolasyonu yapılıp mezenkimal kök hücre geliştirilmesi için kullanılmıştır. Periferik kan 

örneği alınan hasta ve donörlerin kendi kemik iliği kaynaklı MKH’leri kullanılmıştır.  

Kullanılan hasta örneklerin cinsiyet, yaş ve genotip açıdan mutasyon 

değerlendirilmesi Tablo 3.1’de belirtilmiştir.  

Tablo 3.1. Tez kapsamında kullanılan malign infantil osteopetrozis hasta bilgileri  

Kod Cinsiyet Yaş Mutasyon 

SK K 13 ay 
g.4062G>A T hücre immün regülatör 1’de mutasyon, 

ATPase H+ taşıyan V0 altünite a3 (TCIR G1), Ekzon 5 

YMG E 13 ay 
g.4389G>A T hücre immün regülatör 1’de mutasyon, 

ATPase H+ taşıyan V0 altünite a3 (TCIR G1), Ekzon 6 

HE K 1 ay 

g.5212delCinsAA, Leu288Asnfs202X “T hücre immün 

regülatör 1’de mutasyon, ATPase H+ taşıyan V0 altünite a3 

(TCIR G1), Ekzon 9 
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Tez kapsamında uPKH eldesi için kullanılan hasta ve donörlere ait 

dondurulmuş periferik kan mononükleer hücreler ve kokültür deneylerinde 

kullanılacak kemik iliği kaynaklı mezenkimal hücreler Hacettepe Üniversitesi ( 

Kademeli Biyobanka Onam Formu, Karar no: 01, Sayı no:16969557-53) Etik Kurul 

izni ve/veya Ankara Üniversitesi (Karar No: 11575, sayfa no: B.30.2.Ank.0-20-70.01)  

Etik Kurul izni ile alınan ve Kök Hücre Araştırma ve Uygulama Merkezine ait sıvı azot 

tankında saklanan örneklerdir. 

3.2.   Hasta ve Sağlıklı Verici Hücrelerinden uPKH Geliştirilmesi 

3.2.1. Periferik Kan Örneğinden Mononükleer Hücrelerin Eldesi ve Eritroid 

  Progenitör Hücrelerin Ekspansiyonu 

3.2.2.  Hasta ve sağlıklı Verici Hücrelerinin Sendai Viral Vektör Aracılığı ile 

Yeniden Programlanması  

Periferik Kan Kaynaklı Mononükleer Hücrelerin İzolasyonu 

Osteopetrozis hastası ve sağlıklı donörden alınan periferik kan örnekleri PBS 

ile 1:1 oranında dilüe edilmiştir. Dilüe edilen örnekler PBS ile aynı oranda oda 

ısısındaki Ficoll (dansite p=1.077 ml) üzerine yayıldıktan sonra oda ısısındaki 

santrifüjde 2000 rpm’de 15 dakika frensiz santrifüj edilmiştir. Santrifüj (Eppendorf, 

kat no #5810R) sonrası ara fazda oluşan bulutumsu “buffy coat” olarak adlandırılan 

kısımda yer alan mononükleer hücreler falkon tüp içerisine toplanıp elde edilen 

hacmin üzerine en az 2 kat oranında PBS eklendikten sonra 1500 rpm’de 5 dk +4°C’de 

santrifüj edilmiştir. PBS ile yıkama işlemi tekrarlandıktan sonra Turk’s boyası ile hücre 

sayımı yapılmıştır. DMEM-LG, %20 FBS ve % 10 DMSO içeren +4°C’deki dondurma 

besiyeri ve etiketlenen kriyotüpler buz üzerine alınır. 5x105 MKH dondurma besiyeri 

ile süspanse hale getirilip kriyoviale pipetlendikten sonra Mr. Frosty’ye alınarak 

kademeli olarak -80°C’de dondurulmuş, 24 saat sonra -196°C’deki azot tankına 

alınarak uzun süre saklanmıştır.   
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Mononükleer Hücrelerin Çözülmesi ve Eritroid Öncül Hücrelerin Çoğaltılması 

Eritroid öncül hücreleri zenginleştirmek için IMDM (Iscove's Modified 

Dulbecco's ) medium içerisine 37°C’de eritilen periferik kan mononükleer hücreleri 

damla damla eklenmiş, 120 x g’de 10 dakika frensiz santrifüj edildikten sonra 

süpernatan aspire edilip pellet IMDM medium ile süspanse edilerek hücre sayımı 

yapılmıştır. Çözülen hücrelerin bir kısmı 1x105 hücre / tüp olacak şekilde akım 

sitometri analizi için ayrılmış, diğer kısmı ise 2x106 hücre 1 kuyucuk/ 12 kuyucuklu 

doku kültür kabına ekim yapılarak eritroid ekspansiyon medium ile beslenmiştir. 

37°C’de kültür edilerek 3 günde bir medium değişimi yapılmıştır. Kültürün 6. gününde 

hücre sayımı yapılmış, 5x105 hücre 1 kuyucuk/ 12 kuyucuklu doku kültür kabına ekim 

yapılarak 10. güne kadar kültüre devam edilmiştir. Kalan hücreler ise 5x105 hücre / 

vial olacak şekilde %90 FBS ve %10 DMSO içeren dondurma besiyeri ile dondurularak 

-196oC’lik sıvı azot tankında saklanmıştır. Kültürün 10. gününde ise CD3, CD34, CD45 

oranına ve eritroid öncül hücrelerin artış oranı CD36, CD71 ve CD235a yüzey 

belirteçleri ile akım sitometri analizi yapılarak teyit edilmiştir. Transdüksiyon için 

gerekli hücreler ayrıldıktan sonra geri kalan hücreler 5x105 hücre / vial olacak şekilde 

dondurulmuştur. 

Mononükleer Hücrelerin ve Eritroid Progenitör Hücrelerin Akım Sitometrik 
Analizi  

Çözülen hasta ve donör kaynaklı mononükleer hücrelerden (0. gün) ve bu 

hücrelerden zenginleştirilen eritroid öncül hücrelerden (10. gün) hücre sayımı 

yapılmış, 1x105 hücre/tüp olacak şekilde hücreler alınıp DPBS ile 120 x g’de 10 dakika 

frensiz santrifüj edildikten sonra pellet FACS tamponu tamponu ( DPBS + %2 FBS + 

%0,1 soyum azid) ile süspanse edilip CD3, CD34, CD36 CD45, CD71 ve CD235a hücre 

yüzeyi antikorları eklenmiş ve 30 dakika /+4 °C inkübe edilmiştir. FACS tamponu ile 

200 X g’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra Beckman Coulter Navios EX Flow 

Cytometry cihazında okutulup Kaluza Analsis 2.1 programı ile analiz edilmiştir.  
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Eritroid Progenitör Hücrelerin SeV ile Transdüksiyonu 

Sendai Viral Vektör Kit’inde (CytoTune-iPS Sendai Reprogramming Kit, 

A1378001, Invitrogen) önerilen MOI değerlerine (5:5:3) göre hücre başına düşen virüs 

partikül sayısı hesaplandıktan sonra 1 x105 hücreye uygun miktarda viral vektör 

karışımı eklenerek transdüksiyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Transdükte edilen 

hücreler 12 kuyucuklu doku kültür kabının 1 kuyucuğuna aktarılarak 120xg’de 90 

dakika 25°C’de santrifüj edilip, 37 °C ve %5 CO2 şartlarındaki inkübatörde kültür 

edilmiştir. Kültürün 3. gününde hücreler 10 cm -matrijel kaplı doku kültür kabına 

aktarılmıştır. 

Hasta ve Sağlıklı Vericilerden uPKH Gelişiminin İzlemi ve Koloni Seçimi  

Transdüksiyon işleminden sonra koloni oluşumu gözlemlenene kadar 3-11. 

günler arasında yeniden programlama medium ile (ReproTeSRTM, Stem Cell 

Technologies, 5919), 12. günden itibaren ise TeSR™- E8TM idame mediumu ile 

hücreler günlük beslenerek morfoloji değişimini takip edilmiş ve 3 günde bir fotoğraf 

çekimi yapılmıştır. 12-15. günler arasında uygun morfolojiye sahip uPKH kolonileri 

mikrodiseksiyon yöntemi ile seçilmiştir. İlk pasajlamalar (P0-P3) programlanmamış ya 

da diferansiye olmuş hücrelerin uzaklaştırılması amacı ile manual olarak yapılmıştır. 

3. pasajdan sonra ise EDTA (Sigma, E8008) ile uPKH kolonileri pasajlanmıştır. Oluşan 

uPKH kolonileri 2-3. pasajdan başlanarak yedekleme amacı ile ve ileri araştırmalarda 

kullanılmak üzere dondurularak sıvı azot tankında saklanmıştır.   

Uyarılmış Pluripotent Kök Hücre Kültürü, Dondurma ve Çözme İşlemi 

uPKH’ler matrijel (Corning) kaplı 6 kuyucuklu doku kültür kabında kültür 

edilmiştir. TeSR™- E8TM besiyeri ile (STEMCELL™ Technologies) 2 ml / kuyucuk olacak 

şekilde günlük besiyeri değişimi yapılmış ve her 3-5 günde bir pasajlanmıştır. 

Pasajlama işleminden önce matrijel, DMEM-F12  (STEMCELL™ Technologies) ile 1:100 

oranında dilüe edildikten sonra 6 kuyucuklu doku kültür kabı kaplanmıştır ve +37°C’de 

30 dakika inkübasyondan sonra kullanılmıştır. Pasajlama işlemi, besiyeri aspire edilip 

hücreler DPBS (1X) ile yıkandıktan sonra 500 µl / kuyucuk olacak şekilde 0,05 mM 
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EDTA eklenmiş ve +37°C’de 3 -5 dakika inkübe edilmiştir. uPKH kolonileri 

kenarlarından kıvrılmaya başlayınca EDTA aspire edilmiş ve taze TeSR™- E8TM besiyeri 

eklenerek koloni parçaları toplanmış ve 1 kuyucuk 6 kuyucuğa aktarılacak şekilde 

ekim yapılmıştır.  

Deneyler süresince uPKH’ler %70 TeSR™- E8TM besiyeri, %20 FBS ve %10 DMSO 

içeren dondurma besiyeri ile dondurulmuş ve daha sonra kullanılmak amacı ile sıvı 

nitrojen tankında saklanmıştır.  

uPKH kolonilerini çözerken ise; -196°C’deki sıvı nitrojen tankından alınan 

uPKH’leri içeren kriyotüp kuru buz üzerinde laboratuvara götürülüp etrafı alkol ile 

temizlendikten sonra +37°C’deki su banyosunda küçük buz parçası kalana kadar 

eritilmiştir. uPKH’ler, TeSR™- E8TM + 2,5 µM Rock inhibitörü içeren besiyerine alınıp 

matrigel kaplı doku kültür kabına ekim yapılmıştır. 

3.3. Uyarılmış Pluripotent Kök Hücrelerinin Karakterizasyonu 

1 Donör ve 3 hastaya ait eritroid öncül hücrelerden geliştirilen uPKH’lerin her 

biri örnekten 3 farklı klon karakterize edilmiştir.  

3.3.1. uPKH’lerin İmmünfloresan ve Alkalen Fosfataz Boyaması 

Matrijel ile kaplı 48 kuyucuklu doku kültür kabına ekilen uPKH kolonileri 

günlük besiyeri değişimi yapılarak kültür edilmiştir. Kültürün dördüncü gününde 

besiyeri uzaklaştırılıp uPKH kolonileri %4 paraformaldehid ile 15 dakika/oda ısısı fikse 

edilmiştir. 1X DPBS ile yıkama yapıldıktan sonra %1 saponin ile 15 dakika/oda ısısı 

permeabilizasyon yapılmıştır. uPKH kolonileri %3 BSA ile 30 dakika /oda ısısı bloke 

edildikten sonra primer antikorlar (OCT4, SSEA4, SOX2, TRA1-60) eklenmiş ve + 4°C’de 

3 saat inkübe edildikten sonra 1X DPBS ile X3 kere yıkama işlemi yapılmıştır. Uygun 

sekonder antikorlar eklendikten sonra 1 saat /oda ısısı inkübe edilip yıkama 

yapılmıştır. Çekirdek DAPI ile 5 dakika /oda ısısı boyanıp yıkama işlemi tekrar 

edildikten sonra Olympus IX73 floresan mikroskop ile görüntüleme yapılmıştır (Tablo 

3.2.) 
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Tablo 3.2. uPKH’lerin immünfloresan boyamasında kullanılan antikor listesi 

Primer Antikor / Firma/ 

Katalog numara 

Dilüsyon 

oranı 

Sekonder Antikor / Firma/ Katalog 

numara 

Dilüsyon oranı 

anti-OCT4 (host: rabbit) /  

Thermofisher / A24867 

1:100 Alexa Fluor™ 555 donkey anti-

rabbit/ Thermofisher / A24869 

1:250 

anti-SSEA4 (host: mouse 

IgG3) / Thermofisher  / 

A24866 

1:100 Alexa Fluor™ 488 goat anti-mouse 

IgG3 / Thermofisher / A24877 

1:250 

Anti-TRA1-60 / Thermofisher 

/ 411000 

1:50 Alexa Fluor™ 488 goat anti-mouse 

IgG (H+L)  / Thermofisher / 

A32723 

1:1000 

Anti-SOX2 (Rat/IgG2ai kappa) 

/ Thermofisher / 14-9811-82 

 Alexa Fluor®555 goat anti-Rat IgG 

(H+L)/ Thermofisher/ A-21434 

1:1000 

 

uPKH’lerin alkalen fosfataz aktivitesi “Blue AP Staining Kit vector labs SK-5300” 

kiti kullanılarak analiz edilmiştir. uPKH kolonileri %4 PFA ile 2 dakika/ oda ısısı fikse 

edildikten sonra Tris-HCI pH 8,2 + % 0,1 Tween20 içerisinde hazırlanan blue alkalen 

substratı ile 30 dakika/oda ısısı inkübe edilmiştir. DPBS + % 0,1 Tween20 ile 5 dakika 

/ oda ısısı inkübe edildikten sonra 1x DPBS ile yıkama yapılmıştır. Boyama yapılan 

koloniler Olympus IX73 mikroskop ile görüntülenmiştir.  

3.3.2. uPKH’lerin Akım Sitometri Analizi  

uPKH kolonileri akutaz (Sigma) ile 5 dakika / 37°C tek hücre haline getirlip 

DPBS (X2 kere) ile 200xg’de 5 dakika yıkandıktan sonra pellet FACS tamponu ile 

süspanse edilip SSEA4, CD235a, CD36 hücre yüzey antikorları ile 30 dakika /+4 °C 

inkübe edilmiştir. BD fiksasyon tampon ile ( cat: 554655) 20 dakika /+4 °C inkübe 

edildikten sonra 1: 10 dilüe edilmiş BD perm/ wash buffer ile 10 dakika /+4 °C 

permeabilizasyon yapılmıştır. OCT3/4 ile 1 saat / oda ısısı karanlıkta  hücre içi boyama 

yapılmıştır. Yıkama tamponu ile hücreler yıkandıktan sonra BD Accuri C6 akım 

sitometri cihazında okutulmuştur ve BD Accuri C6 Plus yazılım programı ile analiz 

edilmiştir. 
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3.3.3. uPKH’lerde Pluripotans İlişkili Genlerin İfadesi 

Pluripotans ilişkili genlerin (NANOG, KLF-4, c-MYC, UTF-1, DNMT3b, CDH-1, 

REX-1, TERT-1, Endojen-OCT4, Endojen-SOX2) mRNA ifade seviyesi kantitatif gerçek 

zamanlı PCR (qRT-PCR) ile analiz edilmiştir. Total RNA izole etmek için Pasaj 5’e 

getirilen uPKH kolonileri akutaz ile tek hücre haline getirilmiş, DPBS ile 200 x g’de 5 

dakika yıkandıktan sonra RNA Protect Cell Reagent (Qiagene) ile -80°C’de 

saklanmıştır. Total RNA izolasyonu Promega, ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System 

(Katalog no : Z6012) kiti ile yapılmıştır. RNA konsantrasyonu nanodrop cihazı (Thermo 

Scientific) ile ölçülmüştür. İzolasyonu yapılan RNA’dan 1 ug kullanılarak Improm II 

(Promega) reverse transcriptase system (katalog no# A3800) kiti ile cDNA sentez 

edilmiştir. Kantitatif gerçek zamanlı PCR GoTaq®qPCR master mix (Promega, A6001) 

kullanılarak Rotorgene 6000 (Corbett Life Science, Australia) florimetrik PCR cihazı ile 

yapılmıştır. CT değerleri Beta-aktine göre normalize edilip delta CT değeri elde 

edilmiştir. uPKH hücrelerinde pluripotensi gen ifadelerindeki kat artışını 

değerlendirmek için, uPKH kolonilerine ait delta CT değerleri, programlanma öncesi 

mononükleer hücrelerden zenginleştirilen donör kaynaklı eritroid öncül hücrelerinin 

delta ct değeri ile normalize edilmiştir. Bu şekilde pluripotans ilişkili gen ifadelerindeki 

kat artışı değerlendirilmiştir. Primer dizileri, reaksiyon şartları Tablo 3.3 ve bir 

reaksiyonda kullanılan karışım içeriği tablo 3.4’teki gibidir.  

Tablo 3.3. RT-PCR termal profili 

       Basamak Sıcaklık  Zaman    

 

45     

Döngü 

1. adım 95°C 2 dakika 

2. adım 
 

95°C 30 saniye 

60°C 30 saniye 

3. adım   72°C’den 
95°C’ye 

0.3°C/saniye 
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Tablo 3.4. Bir reaksiyon için gerekli master karışım bileşenleri  

 Bileşen Miktarı 

2X  karışım 5 µl 

İleri primer 10 µM 

Geri primer 10 µM 

dH2O 2,7 µl 

cDNA miktarı 1,5 µl 

Son hacim 15 µl 

 

Tablo 3.5. Pluripotensi gen ifade analizi için kullanılan primer dizileri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen Adı  Primer Dizisi 

Beta-Actin FP 5'-AAAATCTGGCACCACACCTTC-3’ 

RP 5'-AGCACAGCCTGGATAGCAAC-3’ 

Endo-OCT4 FP 5'-AGTTTGTGCCAGGGTTTTTG-3’ 

RP 5'-ACTTCACCTTCCCTCCAACC-3’ 

Endo-SOX2 FP 5'-GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG-3’ 

RP 5'-TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG-3’ 

NANOG FP 5'-CTCTCCAACATCCTGAACCTC-3’ 

RP 5'-ACACCATTGCTATTCTTCGG-3’ 

c-MYC FP 5'-GGATTCTCTGCTCTCCTCGAC-3’ 

RP 5'-CTTCCTCATCTTCTTGTTCCT-3’ 

KLF-4 FP 5'-AAACCTACACAAAGAGTTCCCAT-3’ 

RP 5'-TTTCCATCCACAGCCGTCCCA-3’ 

REX-1 FP 5'-AACAGGATGAAGCAGATTAACAGA-3’ 

RP 5'-TGTAGGAGCATCTTAGTAACACC-3’ 

DNMT3a FP 5'-CCTCAAACCCAACAACACGCAAC-3’ 

RP 5'-TCTGATCTTCATCCCCTCGGTCT-3’ 

UTF-1 FP 5'-AGTTCCTTAAAGACAAGTTTCGC-3’ 

RP 5'-CAGCAGCCCCATGAGCTTCC-3’ 

CDH-1 FP 5'-ACCTTCCTCCCAATACATCTCC-3’ 

RP 5'-TTGTAGTCACCCACCTCTAAGGC-3’ 
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3.3.4. Uyarılmış Pluripotent Kök Hücrelerin Farklılaşma Potansiyellerinin 

İncelenmesi  

Spontan Embriyonik Cisimcik Oluşturma ve Üç Germ Yaprağına Farklılaşma  

Donör- uPKH hücre hattı (Klon 1# Pasaj 23) , hasta 1-uPKH hücre hattı (Klon 4 

# Pasaj 23 ), hasta 2-uPKH hücre hattı (Klon 6 # Pasaj 23) , hasta 3-uPKH hücre hattı 

(Klon 3 # Pasaj 23 ) embriyonik cisimcik oluşturma deneyinde kullanılmıştır. uPKH 

kolonileri akutaz ile tek hücre haline getirilmiştir. Hücreler eklenmeden önce 

AggreWell-800 (Stemcell Tech.) DMEM-F12 ile yıkandıktan sonra 0.5 mL E8 medium 

ile 200 x g ’de 5 dakika santrifüj edilmiş ve üzerine 1.5 × 106 hücre/1.5 mL olacak 

şekilde tek hücre haline getirilen uPKH’leri mikrokuyucuklara eklenmiştir. Bir gece 

37°C’de inkübe edildikten sonra EC’ler düşük tutunurlu doku kültür kabına aktarılmış 

ve spontan farklılaşma için Stemdiff Apell 2 medium (Stemcell Tech.) ile beslenerek 

ve iki günde bir medium değişimi yapılarak 21 gün boyunca 100 rpm’deki sallayıcıda 

kültür edilmiştir. Kültür sürecinde, farklılaşmanın 7., 14. ve 21. günlerinde embriyonik 

cisimciklerin bir kısmı gerçek zamanlı-PCR için RNA protect cell Reagent (Qiagene) ile 

saklanmış, bir kısmı ise immünositokimyasal boyama için ayrılmıştır. 

Üç Germ Yaprağı Belirteci Analizi İçin Embriyonik Cisimciklerin İmmün 

Floresan, Hematoksilen & Eozin ve İmmünohistokimyasal Boyamaları 

Spontan farklılaşmanın 7., 14. ve 21. günlerinde immünfloresan boyama için 

ayrılan EC’ler %4 lük paraformaldehid ile oda ısısında 30 dakika fikse edildikten sonra 

0,1 %Tween 20-DPBS ile yıkanmış ve 30 dakika %1,5’lik Triton X-100 ile permeabilize 

edilmiştir. EB’ler %4 lük paraformaldehid ile oda ısısında 15 dakika tekrar fikse 

edildikten sonra %3’lük keçi serum ile oda ısısında bloke edilmiştir. EC’ler bir gece 

+4°C’de uygun konsantrasyonda primer antikorlar ile inkübe edildikten sonra ertesi 

gün sekonder boyama yapılıp, boyanan EC’ler konfokal mikroskop ile 

görüntülenmiştir. Boyamalarda endodermal yönde farklılaşmayı göstermek için anti-

Sox17, mezodermal farklılaşma için anti- αSMA, ve ektodermal farklılaşmayı 

göstermek için ise anti- MAP-2 primer antikorları kullanılmıştır (Tablo 3.6).  
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Tablo 3.6. Germ yaprağına spesifik genlere ait primer dizileri 

SOX17 
FP 5’- TTTGAACAGTATCTGCACTTCG-3’ 

RP 5’-TGCAGTAATATACCGCGGAG-3’ 

MAP2 
FP 5’-AGGTGGTAATGTCAAGATTGACAG-3’ 

RP 5’- CAAAGTGGCAAGCTGAGGAG -3’ 

α-SMA 
FP 5’- TGAAGATCAAGATCATTGCCC -3’ 

RP 5’- TTTGCTGATCCACATCTGCT - 3’ 

 

İmmünhistokimya boyama için ise spontan farklılaşmanın 7., 14. ve 21. 

günlerinde ayrılan EC’ler falkon tüpe alınıp %96’lık alkol içerisinde, oda ısısında 30 

dakika çalkalanmıştır. EC’lerin üzerindeki sıvı atılıp pellet %50'si formaldehit+ %50'si 

%96'lık alkol olan karışıma alınıp 1 saat oda ısısnda bekletilmiştir. Histocentre 2 cihazı 

ile dokular parafine gömülüp, bloklar hazırlanmış, parafin bloktan Leica RM2255 

mikrotom ile 3,5 mikronluk kesitler adhezivli cama ((Histoband- 810401) alınmıştır. 

İlk kesitler Shandon Varistan Gemini cihazında hematoksilen eozin ile boyanmıştır. 

Dokuların morfolojisi iyi olan kesitler immünohistokimya için seçilip 60°C’de bir gece 

deparafinize edilmiş, parafini uzaklaştırmak için ksilende (J.T.Baker # 1330-20-

7)  2x10 dakika inkübe edilip rehidrasyon için alkol serilerinden geçirilmiş (%96, %90 

ve %70'lik EtOH (Limko), 2x 5 dakika), 1x sitrat (ya da EDTA ile kullanılan antikora göre 

) ile antijen retriaval yapılıp endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek için %6 H2O2+ 

%80 Metanol (Merck 1.06009.2511) karışımında 20' bekletilmiştir. Yıkama işleminden 

sonra Ab dilüent (Thermo # TA-125-UD)    ile 5 dakika oda ısısında inkübe edilmiş, 

primer antikor ile 1 saat oda ısısında bekletilip PBS ile 3x5 dakika yıkandıktan sonra 

sarı-biyotinli sekonder antikor ile 30 dakika oda ısısında inkübe edilmiş ve PBS ile 3x5 

dakika yıkanmıştır. Strepavidin peroksidaz (ABC kit-kırmızı) 30 dakika bekletilip 

yıkama işleminden sonra DAB (TA-125-HD)  solüsyonu (40 ul DAB +1 ml substrate) ile 

2 dakika inkübe edilmiştir. Zıt boyama için hematoksilen (Merk 6765001) boyama (5 

saniye) yapılıp musluk suyunda 10 dakika yıkanmıştır. Dehidratasyon için %70, %90 

ve % 96 EtOH ile 2 x 2' ve ksilen ile 2 x 10' bekletilmiştir. Preparatlar kuruduktan sonra 

balsam ile kapatılıp olympus ışık mikroskobunda görüntülenmiştir (Antikor bilgileri 

Tablo 3.7).  
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3.7. İmmünhistokimya için kullanılan antikor bilgileri  

  

  

   

 

 

 

RT-PCR ile Üç Germ Yaprağına Ait Gen İfadelerinin Gösterilmesi 

Embriyonik cisimciklerin spontan farklılaştırılma sürecinde, ilgili genlere ait 

primerler dizayn edilmiştir (Tablo 3.8. Primer dizileri). Farklılaşmanın 7.,14. ve 21. 

günlerinde RNA Protect Cell Reagent  (Qiagene) ile saklanan EC’lerden RNA 

izolasyonu ReliaPrep RNA Cell Miniprep protokolü uygulanmıştır. Toplam hücre sayısı 

bilinmediği için 30 ul nükleaz içermeyen su eklenerek RNA’ lar toplama tüpünde 

toplanmıştır. Nanodrop ile nükleik asid konsatrasyon tayini yapıldıktan sonra 

kullanılacak miktar 1000 ng olacak şekilde hesap yapılmıştır. Toplamda 10,5 ul hacim 

olacak şekilde su miktarları ve 1 ul oligo Dt eklenerek cDNA sentezi Improm Reverse 

Transcriptase kit ile yapılmıştır. cDNA'lerden Gotaq Promega enzimi ile PCR 

gerçekleştirilmiştir. Embriyonik cisimciklerin üç germ yaprağına ait MAP-2 

(ektoderm), SOX17 (endoderm), αSMA  (mezoderm) ve pluripotans ilişkili (OCT4 ) gen 

ifadelerini gösterebilmek için gerçek zamanlı-PCR (mic qPCR cycler -Bio Molucular 

System, v2.6.5) kullanılmıştır. Beta aktin referans gen olarak kullanılmıştır. 2^-ddct 

değerleri hesaplanarak ve uPKH kontrol hücrelerine normalize edilerek analiz 

edilmiştir.  

 

 

 

 

Antikor Ön işlem dilüsyon Marka Katolog no 

CDX2 EDTA 1.200 Cell Marque EPR2764Y 

ZEB1 EDTA 1.100 Abcam ab203829 

TUJ1 (TUBB3) sitrat 1.500 Abcam ab14545 

Doublecortin sitrat 1.200 Abcam ab18723 

E-cadherin sitrat 1.500 ECM Biosciences CM1681 
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Tablo 3.8. Üç germ yaprağına ait germ spesifik genler 

 

 

 

 

 

Sendai Viral Vektör Kaybolmasının Gösterilmesi 

1 Donör ve 3 hastaya ait uPKH’lerinin her biri için birer klon pasaj 20’ye 

getirildi. Her 5 pasajda bir hücrelerden RNA izolasyonu yapıldı ve cDNA sentez edildi. 

Sendai virus genomu (SeV), krueppel-like factor 4—transgen (SeV-Klf4), cMyc—

transgen (SeV-cMyc) ve Klf4-Oct3/4- SOX2—transgen (SeV-KOS) primer dizileri Tablo 

3.9’ da verilmiştir. Bütün örnekler için 2 µl cDNA ve Promega GoTaq® DNA Polymeras 

(katalog no: M3001) kullanılarak end-poit PCR yapılmıştır. PCR rekasiyon şartları; 94° 

C’de 2 dakika denatürasyon yapıldıktan sonra, 35 döngü; 95° C’de 30 saniye 

denatürasyon, 55° C’de 30 saniye kaynaşma ve 72° C’de 30 saniye uzama olarak 

uygulanmıştır. PCR ürünleri %2’lik agaroz jel elektroforezde analiz edilmiştir. 

Transdüksiyon yapılmayan eritroid öncül hücreler negatif kontrol olarak 

kullanılmıştır. 

Tablo 3.9. Sendai viral genom ve trasngenlere ait primer dizileri 

SeV 

FP 5'-GGATCACTAGGTGATATCGAGC-3’  
 
181 bp 

Thermo 

Fisher 

CytoTune- 

iPS Sendai 

Reprogram

ming- 

A16517 

RP 5'-ACCAGACAAGAGTTTAAGAGATATGTATC-3’ 

KOS 
FP 5’-ATGCACCGCTACGACGTGAGCGC-3’ 528 bp 
RP 5’-ACCTTGACAATCCTGATGTGG-3’ 

KLF4 
FP 5’-TTCCTGCATGCCAGAGGAGCCC-3’ 

410 bp 
RP 5’-AATGTATCGAAGGTGCTCAA-3’ 

c-Myc 
FP 5’-TAACTGACTAGCAGGCTTGTCG-3’ 

532 bp 
RP 5’-TCCACATACAGTCCTGGATGATGATG-3’ 

 

Germ Spesifik Genler 

SOX17 
 

FP 5’- TTTGAACAGTATCTGCACTTCG-3’ 

RP 5’-TGCAGTAATATACCGCGGAG-3’ 

MAP2 
FP 5’-AGGTGGTAATGTCAAGATTGACAG-3’ 

RP 5’- CAAAGTGGCAAGCTGAGGAG -3’ 

α-SMA 
FP 5’- TGAAGATCAAGATCATTGCCC -3’ 

RP 5’- TTTGCTGATCCACATCTGCT - 3’ 
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uPKH’lerde TCIRG1 Mutasyon Analizi 

Üç farklı osteopetrozis hastasından elde edilen uPKH kolonilerininin tanı 

anındaki TCIRG1 mutasyonlarını taşıdığı göstermek için, pasaj 20’ye getirilen 

uPKH’lerden DNA izolasyonu (Zinexts MagPurix # ZP02001) yapılmıştır. 

Genotiplendirmenin yapılacağı mutasyonların bulunduğu bölgelerin PCR 

amplifikasyonunu gerçekleştirmek için, bölgelere özgü primer çiftleri tasarlanmıştır. 

Çalışılacak polimorfizm bölgelerinin PCR ile amplifikasyonu, tasarlanan primerler 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. PCR reaksiyon koşulları Tablo 3.10’da belirtilmiştir. 

Tablo 3.10. TCIRG1 mutasyon analizi PCR reaksiyon şartları 

İçerik 
Reaksiyon Başına Miktar 
(µl) 

dH20 15 

5x Tampon (Thermo Inc.) 5 

dNTP karışımı, her biri 10mM 0,5 

İleri Primer (5 µM) 1 

Geri Primer (5 µM) 1 

PhireII HS DNA Polimeraz (Thermo 
Inc.) 

0,5 

Kalıp DNA (20-50 ng/µl) 2 

Toplam 25 

 

Reaksiyon sonuçları % 2 lik agaroz jel elektroforezi ile görüntülenmiştir. 

Amplifikasyon miktarları yeterli olan başarılı PCR ürünleri MN- NucleoFast 96 kiti 

kullanılarak saflaştırılmıştır. Saflaştırılan PCR havuzu spektrofotometre (illumina, 

Miseq # Nanodrop-ND1000) yardımı ile ölçülmüştür. DNA konsantrasyonu 0.2 ng / ml 

olarak hesaplanmıştır. Nextera XT (Illumina) kiti ile DNA örnekleri yeni nesil 

sekanslamaya hazır hale getirilmiş ve v2 300cy sekanslama kiti ile yeni nesil Miseq 

cihazı (Illumina) kullanılarak reaksiyon gerçekleştirilmiştir. Miseq Reporter yazılımı 

(Illumina) ve Broad Institute tarafından geliştirilen IGV 2.3 yazılımı kullanılarak, 

örneklerin analizi yapılmıştır.  
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3.4. uPHK’lerin Hematopoietik Kök/ Progenitör Hücrelere Farklılaştırılması 

ve Myleoid Hücrelerin Eldesi ve Çoğaltılması 

3.4.1. uPKH’lerin Hematopoetik Farklılaştırılması 

Hasta ve donör kaynaklı uPKH’ler, ilk olarak primitif çizgi/ mezoderm oluşumu 

için indüklenmiş, ikinci olarak hematopoietik kök/öncül hücrelere farklılaştırılma 

deneyi yapılmıştır. Ancak ilk seçilen protokolden (hipoksik ortam) beklenen sonucun 

alınamaması nedeni ile daha sonra eş zamanlı olarak farklı farklılaşma protokolleri 

denenmiştir. Kullanılan bütün protokoller aşağıda numaralandırılarak belirtilmiştir.   

Protokol 1 : Farklılaşmayı indüklemek için, uPKH kolonileri EDTA ile 37°C’de 3-

5 dakika inkübe edilip 10-20 hücreli küçük agregatlar elde edip düşük tutunurlu 6-

kuyucuklu doku kültür kabına aktarılmış ve 10 ng/ml BMP-4, 2mM glutamin, 4x10-4M 

monotiogliserol ve 50 ug/ml askorbik asit içeren StemPro-34 besiyeri ile hücreler 

hipoksik ortamda ( %5 CO2, % 5 O2, 37°C’de ) 24 saat inkübe edilmiştir. 5 ng/ml hbFGF 

eklenen StemPro-34 medium ile üç gün daha kültür edilip primitif çizgi/ mezoderm 

oluşumu indüklenmiştir (Evre I- mezoderm indüksiyonu). Hücrelerin hematopoietik 

yönde gelişimi için 4. günde itibaren besiyeri değişimi yapılarak dört gün boyunca 10 

ng/ ml insan vasküler endotelyal büyüme faktörü (hVEGF), 1 ng / ml hbFGF, 10 ng / 

ml insan interlökin-6 (hIL-6), 40 ng / ml hIL-3, 5 ng / ml hIL-11, and 100 ng/ ml hSCF 

(human stem cell factor) içeren StemPro-34 besiyeri kullanılmıştır (Evre II- 

hematopoietik spesifikasyon). 8. günden itibaren hücreler normoksik şartlardaki 

inkübatöre alınmıştır. Hematopoietik hücre matürasyonu ve myeloid hücre 

ekspansiyonu için 8. günden itibaren 10 ng/ml hVEGF, 4 U/ml insan eritropoietin 

(hEPO), 50 ng/ml trombopoietin (hTPO), 100 ng/ml hSCF, 10 ng / ml hIL-6, 5 ng / ml 

hIL-11, ve 40 ng / ml hIL-3 içeren StemPro-34 ile kültür edilmiştir (Evre III- myeloid 

hücre ekspansiyonu).   
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Protokol 2: uPKH kolonileri akutaz ile tek hücre haline getirilip embriyonik 

cisimcik oluşturmak için aggrewelle ekim yapılmıştır. 24 saat sonra EC’ler toplanıp 10 

ng/ml BMP-4, 2mM glutamin, 4x10-4 M monotiogliserol ve 50 ug/ml askorbik asit  

içeren StemPro-34 besiyeri ile hücreler hipoksik ortamda ( %5 CO2, % 5 O2, 37°C’de ) 

24 saat inkübe edilmiştir. 5 ng/ml hbFGF eklenen StemPro-34 medium ile üç gün daha 

kültür edilip primitif çizgi/ mezoderm oluşumu indüklenmiştir (Evre I- mezoderm 

indüksiyonu). Hücrelerin hematopoietik yönde gelişimi için 4. günde itibaren besiyeri 

değişimi yapılarak dört gün boyunca 10 ng/ ml insan vasküler endotelyal büyüme 

faktörü (hVEGF), 1 ng / ml hbFGF, 10 ng / ml insan interlökin-6 (hIL-6), 40 ng / ml hIL-

3, 5 ng / ml hIL-11, and 100 ng/ ml hSCF (human stem cell factor) içeren StemPro-34 

besiyeri kullanılmıştır (Evre II- hematopoietik spesifikasyon). 8. günden itibaren 

hücreler normoksik şartlardaki inkübatöre alınmıştır. Hematopoietik hücre 

matürasyonu ve myeloid hücre ekspansiyonu için 8. günden itibaren 10 ng/ml hVEGF, 

4 U/ml insan eritropoietin (hEPO), 50 ng/ml trombopoietin (hTPO), 100 ng/ml hSCF, 

10 ng / ml hIL-6, 5 ng / ml hIL-11, ve 40 ng / ml hIL-3 içeren StemPro-34 ile kültür 

edilmiştir (Evre III- myeloid hücre ekspansiyonu).   

Protokol 3: Aggrewell ile embriyonik cisimcik oluşturulup ilk 24 saat 10 ng/ml 

BMP4 içeren StemSpan SFEM besiyerinde, daha sonra low attachment kültür kabında 

3 gün daha 5 ng/ml bFGF içeren StemSpan SFEM besiyerinde hücreler kültür edilmiş, 

4.gün embriyonik cisimcikler konfluent olan OP9 hücre hattı üzerine (160 EC / 

kuyucuk) aktarılarak 10 ng/ ml hVEGF, 1 ng/ ml bFGF, 10 ng/ ml hIL-6, 40 ng/ ml hIL3, 

5 ng/ ml hIL-11, 100 ng/ ml hSCF içeren StemSpan SFEM besiyerinde 8 gün boyunca 

normoksik şartlarda kültür edilmiştir. 8 ve 12. günlerde CD34, CD45 hematopoetik 

kök hücre yüzdesi ve CD14, CD18, CD11b, CD115 myeloid hücre yüzdesi akım 

sitometri analizi ile değerlendirilmiştir. 
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Protokol 4: Aggrewell ile embriyonik cisimcik oluşturulup ilk 24 saat 10 ng/ml 

BMP4 içeren StemSpan SFEM besiyerinde, daha sonra low attachment kültür kabında 

3 gün daha 5 ng/ml bFGF içeren StemSpan SFEM besiyerinde hücreler kültür edilmiş, 

4. gün embriyonik cisimcikler matrijel kaplı 6 kuyucuklu doku kültür kabına 

aktarılarak (160 EC/kuyucuk) 10 ng/ ml hVEGF, 1 ng/ ml bFGF, 10 ng/ ml hIL-6, 40 ng/ 

ml hIL-3, 5 ng/ ml hIL-11, 100 ng/ ml hSCF içeren StemSpan SFEM besiyerinde 8 gün 

boyunca normoksik şartlarda kültür edilmiştir. 8 ve 12. günlerde CD34, CD45 

hematopoetik kök hücre yüzdesi ve CD14, CD18, CD11b, CD115 myeloid hücre 

yüzdesi akım sitometri analizi ile değerlendirilmiştir. 

Protokol 5: Aggrewell ile embriyonik cisimcik oluşturulup ilk 24 saat 10 ng/ml 

BMP4 içeren StemSpan SFEM besiyerinde, daha sonra low attachment kültür kabında 

3 gün daha 5 ng/ml bFGF içeren StemSpan SFEM besiyerinde hücreler kültür edilmiş, 

4. gün embriyonik cisimcikler düşük tutunurlu (low attachment) 6 kuyucuklu doku 

kültür kabına (160 EC/kuyucuk) aktarılarak 10 ng/ ml hVEGF, 1 ng/ ml bFGF, 10 ng/ 

ml hIL-6, 40 ng/ ml hIL-3, 5 ng/ ml hIL-11, 100 ng/ ml hSCF içeren StemSpan SFEM 

besiyerinde 8 gün boyunca normoksik şartlarda kültür edilmiştir. 8 ve 12. günlerde 

CD34, CD45 hematopoetik kök hücre yüzdesi ve CD14, CD18, CD11b, CD115 myeloid 

hücre yüzdesi akım sitometri analizi ile değerlendirilmiştir. 

Protokol 6: STEMdiffTM hematopoetic Kit (Stem Cell Technologies # 05310) 

kullanılarak hematopoetik farklılaşma deneyi yapılmıştır. Donör ve hasta kaynaklı 

uPKH koloniler EDTA (37°C’ de 3 dakika) ile büyük koloni parçaları oluşacak şekilde 

kaldırılıp, koloni parçaları sayılmıştır. Matrijel kaplı 6 kuyucuklu doku kültür kabına 70 

büyük koloni parçası / kuyucuk ekilip TeSR™- E8TM uPKH idame besiyeri ile 

beslenmiştir. 24 saat sonra kit içerisindeki Supplement A ile besiyeri hazırlanıp (18 ml 

bazal medium + 90 µl supplement A) hücreler bu besiyeri ile beslenmiştir (Farklılaşma 

deneyi 0. gün). 2.günde aynı besiyeri ile yarım medium değişimi yapılmıştır. 

Farklılaşma deneyinin 3.gününde Supplement B ile besiyeri hazırlanıp ( 36 ml HSC 

bazal medium + 180 µl supplement B) tam medium değişimi yapılmıştır. Kültürün 5.,7. 

ve 10. gününde aynı besiyeri ile yarım medium değişimi yapılmıştır. Belirli aralıklar ile 
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hücreler Olympus ışık mikroskobunda görüntülenerek morfolojik değişiklik takip 

edilmiştir.  

10. günde kuyucukların bir kısmı CD34, CD45 hematopoetik hücre ve CD14, 

CD18, CD11b ve CD115 myeloid hücre yüzey belirteçlerinin yüzdesini değerlendirmek 

için akım sitometri analizinde kullanılmıştır, bir kısmı ile myeloid farklılaşmaya devam 

edilmiştir. Kalan diğer kısmı ile de CD34 seleksiyonu yapılmış ve CD34+ uPKH kaynaklı 

hematopoetik kök hücrelerin koloni oluşturma kapasiteleri methocult deneyi ile 

değerlendirilmiş, ayrıca CD34+ hematopoetik kök hücrelerin mezenkimal kök 

hücreler üzerindeki etkisini değerlendirmek için kokültür deneylerinde kullanılmıştır.  

Hematopoetik Farklılaşan Hücrelerin Akım Sitometrik Analizi 

Hematopoetik kök hücre yüzdesindeki artışı göstermek için yüzen hücreler 

pipetle çek-bırak yapılarak toplanıp falkona aktarılmış, kalan tutunan hücreler DPBS 

ile yıkanıp akutaz ile 37°C’de 20 dakika muamele edilip toplanarak falkona 

eklenmiştir. DMEM-F12 ile kalan hücreler de toplanıp 300 x g’de 5 dakika santrifüj 

edildikten sonra pellet FACS tamponu ile çözülmüş ve hücreler CD45, CD43, CD34, 

CD38, CD14, CD18, CD11b ve CD115 yüzey belirteçlerine ait antikorlar ile karanlıkta, 

oda ısısında 15 dakika inkübe edilmiştir. FACS tamponu ile 200 x g’de 5 dakika 

santrifüj edildikten sonra akım sitometri analizi yapılmıştır. CD34+CD45+ hücrelerin 

yüzdesi hematopoetik kök hücre yüzdesi olarak değerlendirilmiştir. 

Manyetik Boncuklar ile CD34+ Hematopoetik Kök Hücrelerin İzolasyonu 

uPKH kaynaklı saf hematopoetik kök hücre elde etmek için Miltenyi protokolü 

kullanılarak MACS yöntemi ile CD34+ hücre (Miltenyi # 130-046-702) seleksiyonu 

yapılmıştır. Hücreler akutaz ile kaldırılıp DPBS ile yıkanmıştır. 150 µl MACS buffer ( 2 

mM EDTA, %0.5 BSA, pH 7.2), 50 µl FcR bloklama solüsyonu ve 50 µl anti-CD34 

manyetik boncukların olduğu solüsyona hücreler eklenip 30 dakika +4°C’de inkübe 

edilmiştir. Bu sayede aspesifik bağlanmalar engellenmiş ve manyetik boncuklar 

hücrelere bağlanmıştır. İnkübasyon sonrasında hücrelere soğuk MACS buffer 

eklenmiş, +4°C’deki santrifüjde 1500 rpm’de 5 dakika olarak 2 defa yıkanmıştır. 
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Süpernatan uzaklaştırıldıktan sonra hücre pelleti soğuk MACS buffer ile çözülmüş ve 

birbirine yapışan hücreleri teker teker ayırmak için hücreler ve 30 µm’lik filtreden 

(SmartStrainer, Miltenyi # 130-098-458) geçirilmiştir. MS kolon (Miltenyi # 130-042-

201), MiniMACS seperatörünün manyetik alanına yerleştirilmiş ve 2 x 1.5 ml soğuk 

MACS buffer ile yıkanmıştır. 500’er µl manyetik boncuk ile işaretli hücre süspansiyonu 

MS kolona yüklenmiştir. Bu aşamada işaretli olmayan CD34- hücreler kolondan 

geçmiştir. Kalan CD34- negatif hücreleri de toplamak için kolon, 3 defa soğuk MACS 

buffer ile yıkanmıştır. Toplanan CD34- hücreler uzaklaştırılmıştır. CD34+ hücrelerin 

tutunduğu MS kolon manyetik alandan alınıp 15 ml’lik steril falkona yerleştirilmiştir.  

3 x 3 ml soğuk MACS buffer eklenip CD34+ hücreler kolondan toplanmıştır. +4°C’de 

1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiş ve tripan mavisi ile hücre sayımı yapılmıştır. 

Ayrıştırılan CD34+ hücrelerin saflık yüzdesini değerlendirmek amacıyla akım sitometri 

için 105 hücre/tüp, koloni oluşturma deneyleri için 5 x 104 hücre ve migrasyon deneyi 

için 105 hücre, kalan hücreler ise niş modelleme deneylerinde mezenkimal kök 

hücreler ile kokültür için ayrılmıştır.   

CD34+ Hücrelerin Koloni Oluşturma Kapasitelerinin Değerlendirilmesi ve 

İmmünfenotiplendirilmesi 

  Seleksiyon yapılan CD34+, 5x104 hücre 300 µl IMDM içerisinde süspanse 

edilmiş ve 3 ml hazır Methocult Classic (Stem Cell Technologies, kat no # H4434) 

içerisine eklenip çalkalayarak tamamen karıştırdıktan sonra küt uçlu iğne ( Stem Cell 

Technologies # 28130) ile 1’er ml 35 mm (X2 adet) (Stem Cell Technologies # 27500) 

steril petri kaplarına ekilmiştir. 14 gün kültür edildikten sonra hücrelerin BFU-E, CFU-

M, CFU-GM ve CFU-GEMM kolonilerini oluşturma kapasiteleri mikroskop altında 

morfolojik olarak ve koloni sayımı yapılarak değerlendirilmiştir.   

Morfolojik değerlendirme yapıldıktan sonra hücreler DPBS ile toplanıp 2 defa 

1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek yıkanmıştır. FACS tamponu ile hücreler 

süspanse edildikten sonra CD14, CD16, CD18, CD33, CD36, CD41 ve CD45 yüzey 

belirteci antikorları ile oda ısısında, karanlıkta, 15 dakika inkübe edilmiştir. Tüplere 
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2’şer ml FACS tamponu eklenerek 1500 rpm’de 5 dakika yıkanmış ve BD Accuri C6 

cihazında okutulmuştur.  

3.4.2. uPKH Kaynaklı Hematopoetik Hücrelerin Myeloid Farklılaştırılması 

Myeloid Farklılaşma 

Myeloid indüksiyon için StemSpanTM SFEM (kat no: 09650), 2mM glutamin, 

4x10-4 M monotiogliserol, 50 ug/ml askorbik asit, 10 ng/ ml hVEGF, 4U/ml EPO, 50 

ng/ml TPO, 100 ng/ml hSCF, 10 ng/ml hIL-6, 5 ng/ml hIL-11 ve 40 ng/ml hIL-3 içeren 

besiyeri hazırlanıp hematopoetik farklılaşmanın 10.gününde, hazırlanan myeloid 

farklılaşma besiyeri ile medium değişimi yapılmış ve hücreler 4 gün boyunca kültür 

edilmiştir. Dördüncü. günde hücreleri morfolojik olarak değerlendirmek için Olympus 

mikroskop ile görüntüleme yapılmıştır. Hücrelerin bir kısmı akım sitometri analizinde 

kullanılırken bir kısmı ile de osteoklast farklılaşma deneyine devam edilmiştir. 

Myeloid Farklılaşan Hücrelerin Akım Sitometrik Analizi 

Myeloid hücre yüzdesindeki artışı göstermek için yüzen hücreler pipetle çek-

bırak yaparak toplanıp falkona aktarılmış, kalan tutunan hücreler DPBS ile yıkanıp 

akutaz ile 37°C’de 20 dakika muamele edilmiştir. 300 x g’de 5 dakika santrifüj 

edildikten sonra pellet FACS tamponu ile çözülmüş ve hücreler CD45, CD43, CD34, 

CD38, CD14, CD18, CD11b ve CD115 yüzey belirteçlerine ait antikorlar ile karanlıkta, 

oda ısısında 15 dakika inkübe edilmiştir. FACS tamponu ile 200 x g’de 5 dakika 

santrifüj edildikten sonra akım sitometri analizi yapılmıştır. 
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3.4.3. uPKH Kaynaklı Hematopoietik Kök Hücrelerin Osteoklast Farklılaşması 

ve Osteoklastların Fonksiyonel Analizi 

uPKH-Hematopoietik Kök Hücre Kaynaklı Myeloid Hücrelerin Osteoklast 

Farklılaşması  

uPKH‘lerden elde edilen hematopoietik kök/progenitör hücreler myeloid 

prekürsörlere farklılaştırıldıktan sonra osteoklast farklılaşma için indüklenmiştir. 

Osteoklast farklılaşma için özel dizayn edilmiş Osteo assay surface 96 well multiple 

well plate’e (Corning # 3988) 1x105 myeloid prekürsör hücre / kuyucuk olacak şekilde, 

10 ng/mL insan M-CSF , 10 ng/mL RANKL (Receptor Activator for Nuclear factor κ B 

Ligand) ve %10 FBS içeren IMDM besiyeri bulunan ortamda hücreler 21 gün boyunca 

kültür edilmiş ve 3 günde bir besiyeri değişimi yapılmıştır. Fonksiyonel analizi için, 

farklılaşmanın 7., 14., ve 21. günlerinde hasta ve donör uPKH kaynaklı hücrelerin gen 

ifadelerini değerlendirmek için hücreler RNA protect cell reagentta saklanmıştır, 21. 

günde farklılaşan hücrelerin elektron mikroskop ile (SEM) görüntülenmesi, 

immünfenotiplendirilmesi ve floresan boyama deneyleri yapılmıştır. 

Osteoklastların Fonksiyonel Analizleri 

Osteoklastların İmmünfenotiplendirilmesi 

Hücreler DPBS ile yıkanıp akutaz ile 37°C’de 3 dakika inkübe edildikten sonra, 

IMDM besiyeri ile toplanıp 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. DPBS ile 1500 

rpm’de 5 dakika yıkandıktan sonra FACS tamponu ile pellet çözülüp hücreler CD14, 

CD16, CD18, CD45 ve CD51/61 yüzey belirteçlerine ait antikorlar ile oda ısısında, 

karanlıkta, 15 dakika inkübe edilmiştir. FACS tamponu ile yıkandıktan sonra BD Accuri 

C6 akım sitometri cihazında okutulmuştur. 
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Tartrate-resistant Asit Fosfataz (TRAP) Aktivite Testi  

Osteoklast farklılaşmanın 21. gününde besiyeri aspire edilip hücreler DPBS ile 

yıkandıktan sonra %4 PFA ile oda ısısında 10 dakika fikse edililip, %1.5 BSA ile oda 

ısısında 1 saat inkübasyon sonrası  TRAP primer antikor (1:20) ile +4°C’de 1 gece 

inkübe edilmiştir. PBST (PBS + %0,1 Tween 20) ile x3 kere yıkandıktan sonra sekonder 

antikor ile oda ısısında 1 saat inkübe edilmiştir. PBST ile x3 kere yıkama yapılıp 

çekirdek DAPI ile boyanmıştır. Yıkama işlemi tekrarlandıktan sonra Olympus IX73 

floresan mikroskopta görüntüleme yapılmıştır (Tablo 3.11).  

Tablo 3.11. Osteoklast spesisik immünfloresan antikorları 

Antikor adı 
Firma katalog 
no 

Dilüsyonu 
Sekonder 
antikor 

Dilüsyonu 

TRAP primer 
antikor 

ThermoFisher         
MA5-12387 

1:20 
AF488 goat anti-
mouse IgG 

1:200 

Kathepsin K 
Abcam                     
ab19027 

2 µg/ml 
Goat anti-rabbit 
IgG H&L 

1:200 

Rodamin (konjuge) 
Termofisher            
R415 

1:40 -  

 

Rodamin Boyama ile Aktif Osteoklastların Gösterilmesi 

Besiyeri aspire edilip hücreler PBST (PBS + %0,1 Tween 20) ile x3 kere 

yıkanmıştır. % 4 PFA ile oda ısısında 10 dakika fiksasyon yapılmıştır. Fikse edilen 

hücreler DPBS ile yıkandıktan sonra %0,1 Triton™ X-100 ile oda ısısında 15 dakika 

permeabilize edilerek yıkama işlemi tekrarlanmıştır. %1 BSA ile oda ısısında 30 dakika 

inkübe edilmiştir. Rhodamine ile (1:40) oda ısısında 30 dakika inkübasyon yapıldıktan 

sonra PBST ile x3 kere yıkanıp DAPI ile çekirdek boyanmış (oda ısısı, 5 dakika), yıkama 

işlemi tekrarlandıktan sonra floresan mikroskopta görüntüleme yapılmıştır (Tablo 

3.11). 
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Kathepsin K (10C6) Monoklonal Antikor ile İmmün Floresan Boyama ve 

Floresan Mikroskop ile Görüntüleme 

Besiyeri aspire edilip PBST ile x3 kere yıkandıktan sonra, hücreler %4 PFA ile 

oda ısısında 10 dakika fikse edilmiş ve soğuk DPBS ile 3 kere yıkanıp % 0.1 Triton X-

100 ile oda ısısında 15 dakika permeabilize edilmiştir. DPBS ile yıkama işlemi 

tekrarlandıktan sonra %1,5 BSA ile oda ısısında 1 saat hücreler bloke edilmiştir. 

2µg/ml anti-Kathepsin K (Abcam ab19027) ile bir gece +4°C de inkübe edilip PBST ile 

yıkama yapılmıştır. Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 488) (ab150077) sekonder 

antikor (1:200) ile oda ısısında karanlıkta 1 saat inkübasyon yapılıp yıkama işlemi 

yapıldıktan sonra DAPI ile çekirdekler oda ısısında 5 dakika boyanmış ve floresan 

mikroskop ile görüntüleme yapılmıştır (Tablo 3.11). 

Osteoklastların Elektron Mikroskop (SEM) ile Görüntülenmesi 

Farklılaşmanın 21. gününde hücreler DPBS ile yıkandıktan sonra %2,5’lik 

glutaraldehit solüsyonu (Sigma Aldrich kat no # G5882) ile oda ısısında 1 saat inkübe 

edilmiş ve dehidrasyon için etanol serilerinden ( sırayla % 25, 50, 75, 96; 5’er dakika) 

geçirilmiştir. Critical-point dryer’da 60 dakika kurutulup, 10 nm altın-paladyum ile 

ince bir tabaka kaplama (Vatan, 682 precision etching coating system) yapıldıktan 

sonra taramalı elektron mikroskobunda (e-SEM; FEI QUANTA 200F ) görüntüleme 

yapılmıştır.  

Gerçek Zamanlı Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyon Analizi (RT qPCR) 

Elde edilen osteoklastların kathepsin K, kalsitonin R, ve NFATc1 salgılarını nicel 

olarak gösterebilmek ve hasta- donör kaynaklı hücrelerin gen ifadelerini 

karşılaştırmak amacıyla, 7., 14. ve 21. günlerde hücreler RNA Protect Cell Reagent  

(Qiagene) ile saklanmış, RNA izolasyonu için ReliaPrep RNA Cell Miniprep (Promega # 

Z6012) protokolü uygulanmıştır. İzolasyonu yapılan RNA’dan 1 ug kullanılarak 

Improm II (Promega) reverse transcriptase system (Catalog number: A3800) kiti ile 

cDNA sentez edilmiştir. Kantitatif gerçek zamanlı PCR GoTaq® qPCR master mix 

(Promega # A6001) kullanılarak mic qPCR cycler (Bio Molucular System, v2.6.5) cihazı 
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ile yapılmıştır. Beta-aktin normalizasyon geni olarak kullanılmıştır. Reaksiyon şartları 

ve primerler Tablo 3.12’ de verilmiştir.  

3.5. Osteopetrotik Hasta ve Sağlıklı Verici uPKH’lerinden Elde Edilen 

Hematopoietik Kök/Progenitör Hücrelerin Hematopoietik Niş 

Hücreleri ile Etkileşimlerinin Değerlendirilmesi 

Hastalardan ve sağlıklı vericilerden geliştirilen uPKH kaynaklı hematopoietik 

kök/progenitör hücrelerin niş hücreleri (kemik iliği-mezenkimal kök hücreleri) ile 

etkileşimlerini değerlendirmek amacı ile sağlıklı ve/veya hasta kemik iliği kaynaklı 

MKH’ler ile sağlıklı ve/veya hasta kaynaklı hematopoetik hücrelerin kokültür 

deneyleri yapılmış ve hasta ile sağlıklı verici hücreler arasında farklılıklar olup olmadığı 

araştırılmıştır.  

Tablo 3.12. Osteoklast spesifik genere ait primer dizileri ve reaksiyon şartları 
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3.5.1.  Dondurulmuş Mezenkimal Kök Hücrelerin Çözülmesi, Ekspansiyonu 

ve Karakterizasyonu 

Mezenkimal Kök Hücrelerin Çözülmesi ve Kültürü 

uPKH elde edilen hasta ve sağlıklı vericilere ait kriyotüpte dondurulmuş kemik 

iliği kaynaklı Mezenkimal Kök Hücre’ler (MKH) -196°C’deki sıvı nitrojen tankından 

alınıp kuru buz üzerinde laboratuvara götürülüp +37°C’deki su banyosunda küçük buz 

parçası kalana kadar eritilmiştir. Yeterli hücre sayısına ulaşmak için 1X 105hücre / 

T75’e ekilerek uygun kültür ortamında (DMEM LG, % 35 MCDB-201  %10 ısı ile inaktive 

edilmiş fetal buzağı serum (FBS), 2 mM L-glutamin) çoğaltılmıştır. Plastiğe adheran 

olan MKH’ler DPBS ile yıkanıp akutaz ile 37°C’de 5 dakika inkübe edildikten sonra 

kültür besiyeri ile toplanmış , 1:1 oranında Tripan mavisi ile boyanıp hücre sayımı 

yapılmış ve yeniden ekim yapılmıştır. MKH’lerin bir kısmı yedeklemek amacı ile 

DMEM-LG, %20 FBS ve %10 DMSO içeren +4°C’deki dondurma besiyeri ile buz 

üzerinde 5x105 hücre kriyotüpe alınmış ve -1°C/dk sabit dondurma hızına sahip özel 

hücre dondurma kapları ile -80°C’de 24 saat kademeli olarak dondurulup sıvı nitrojen 

tankına transfer edilmiştir. Pasaj 3 seviyesine getirilen MKH’ler karakterize edilmiştir. 

Pasaj 3 seviyesinde ayrıca, hasta ve sağlıklı vericilere ait MKH’lerin ifade ettiği, nişteki 

hematopoietik kök hücre devamlılığı ve migrasyonunun düzenlenmesinden sorumlu 

olduğu düşünülen Ang-1, Jag-1,Sdf-1, Kit-L ve N-Cad, Opn reseptör-ligandların gen 

ekspresyon seviyelerine ko-kültür öncesi bakmak için hücreler RNA Protect Cell 

Reagent ile -80°C’de saklanmıştır. 

Mezenkimal Kök Hücrelerin İmmün Fenotiplendirilmesi 

Pasaj 3 seviyesindeki MKH’ler akutaz ile kaldırılıp DPBS ile 1500 rpm’de 5 

dakika santrifüj edildikten sonra pellet FACS tamponu ile (%2 FBS, % 0,1 Sodyum Azid, 

Ca ve Mg içermeyen DPBS) çözülmüş ve anti-insan CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, 

CD34 ve CD45 monoklonal antikorlar ile oda ısısında 15 dakika inkübe edilmiştir. 2 

defa FACS tamponu ile yıkandıktan sonra BD accuri C6 cihazında immün 
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fenotiplendirilmesi değerlendirilmiştir (Tez kapsamında akım sitometri deneylerinde 

kullanılan bütün anikorlara ait liste Tablo 3.13’de belirtilmiştir).   

Mezenkimal Kök Hücrelerin Adipojenik ve Osteojenik Farklılaşması 

Adipojenik farklılaşma için; 6 kuyucuklu doku kültür kabına ekilmiş pasaj 3 

MKH’ler %90 konfluent hale geldiklerinde adipojenik farklılaşma besiyeri ( %10 FBS, 

5 µg/ ml insülin, 60 µM indometazin, 1 µM deksametazon, 500 µM 

izobutilmetilksantin, DMEM-LG ) ile 3 günde bir beslenmiş ve 21 gün kültür edilmiştir. 

21. günde Oil Red O boyası ile adipojenik farklılaşma değerlendirilmiştir. Hücreler %10 

formal ile oda ısısında 10 dakika fikse edildikten sonra 2 mg/ml Oil Red O ile 15 dakika 

boyanmış, distile su ile yıkandıktan sonra ışık mikroskobunda görüntülenmiştir. 

Osteojenik farklılaşma için ise 6 kuyucuklu doku kültür kabındaki %60 konfluent olan 

pasaj 3 MKH’ler osteojenik farklılaşma besiyeri (%10 FBS, 0,2 mM L-askorbik asit, 10 

mM beta-gliserofosfat, 100 nM deksametazon, DMEM-LG ) ile 3 günde bir beslenmiş 

ve 21 gün kültür edilmiştir. 21. günde hücreler %10 formal ile oda ısısında 10 dakika 

fikse edildikten sonra Alizarin Red S boyası (pH 4.2) ile 15 dakika boyanmış ve distile 

su ile yıkandıktan sonra ışık mikroskobunda görüntülenmiştir.  

3.5.2.  uPKH Kaynaklı Hematopoietik Kök/Progenitör Hücrelerin (HKH) Hasta 

ve Sağlıklı Verici Mezenkimal Kök Hücreleri ile Kokültürü 

uPKH’lerin hematopoietik yönde farklılaştırılması ile elde edilen HKH’ler, %10 

FBS, 150 ng/ml FLT3-L (Fms-related tyrosine kinase 3), 150 ng/ml SCF ve 50 ng/ml IL-

3 içeren CelLGenix® SCGM besiyeri (CellGenix # 20802-0500) ile süspanse edilmiştir. 

Konfluent mezenkimal kök hücre içeren 6 kuyucuklu doku kültür kapları içerisine, 

12x104 hücre/ kuyucuk olacak şekilde HKH süspansiyonu eklenerek %5 CO2 ve 37°C’de 

inkübe edilmiştir. Dört gün sonra HKH’ler toplanmış, MKH’ler arasına giren HKH’leri 

de ayırmak için kültür kabındaki MKH’ler akutaz ile kaldırılmış ve MACS yöntemi ile 

CD45+ hücre seleksiyonu yapılmıştır. Kokültür sonrası HKH (CD45+ hücre) 

yüzdelerindeki değişimi değerlendirmek için seleksiyon sonrası da akım sitometri 

analizi yapılmıştır.  
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MACS Yöntemi ile Kokültür Sonrası CD45+ ve CD45- Hücre Seleksiyonu 

Kokültür deneyindeki yüzen hücreler falkonda toplanmıştır. MKH’lerin arasına 

giren hematopoetik hücreleri de almak için hücreler DPBS ile yıkanıp akutaz ile 

37°C’de 5 dakika inkübe edilmiş, % 10 FBS içeren bazal besiyeri ile toplanıp 300x g’de 

10 dakika santrifüj edilmiştir. DPBS ile yıkandıktan sonra hücreler MACS tamponu 

(%0.5 BSA, 2 mM EDTA, PBS pH 7.2) ile süspanse edilip anti-CD45 microbead (Miltenyi 

# 130-045-800) ile +4°C’de 15 dakika inkübe edilmiştir. inkübasyon sonrasında 

hücreler X2 kere soğuk MACS buffer ile +4°C’de, 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edilmiştir. Süpernatan uzaklaştırılıp hücreler 3 ml soğuk MACS buffer ile süspanse 

edilmiş ve 30 µm’lik filtreden (SmartStrainer, Miltenyi # 130-098-458) geçirilmiştir. 

MS kolon (Miltenyi # 130-042-201) MiniMACS seperatörün manyetik alanına 

yerleştirilmiş ve 2 x 1.5 ml soğuk MACS buffer ile yıkanmıştır. 500’er µl manyetik 

boncuk ile işaretli hücre süspansiyonu MS kolona yüklenmiştir. Bu aşamada işaretli 

olmayan CD45- hematopoetik olmayan hücreler (MKH’ler) kolondan geçmiştir. 

Kalan CD45- negatif hücreleri de toplamak için kolon 3 defa soğuk MACS buffer ile 

yıkanmıştır. Toplanan CD45- MKH’lerin hücre sayımı yapılıp kokültür sonrasında gen 

ifadelerindeki değişikliği analiz etmek için RNA protect cell reagent’ta saklanmıştır.  

CD45+ hematopoetik hücrelerin tutunduğu MS kolon manyetik alandan alınıp 15 

ml’lik steril falkona yerleştirilmiştir. 3 x 3 ml soğuk MACS buffer eklenip CD34+ 

hücreler kolondan toplanmıştır. +4°C’de 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiş ve 

tripan mavisi ile hücre sayımı yapılmıştır. 

 

 

 

 

 

 



51 

 
 

Kokültür Sonrası CD45+ Hematopoetik Hücrelerin İmmünfenotiplendirilmesi 

Kokültür öncesi ve kokültür sonrası hematopoetik hücre yüzey 

belirteçlerindeki değişimi, MKH’lerin hematopoetik hücrelerin çoğalması ve 

farklılaşması üzerindeki etkisini değerlendirmek için ayrıştırılan CD45+ hücrelerin akım 

sitometrik analizi yapılmıştır. DPBS ile 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra 

pellet FACS tamponu ile çözülüp anti-insan CD11b, CD14, CD16, CD18, CD29, CD34, 

CD38, CD43, CD45 ve CD115 yüzey belirteçleri ile oda ısısında karanlıkta 15 dakika 

inkübe edilmiş ve FACS tamponu ile 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. BD 

Accuri C6 cihazında okutulmuştur.  
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Tablo 3.13. Akım sitometri analizlerinde kullanılan antikor listesi. EPH: Eritroid progenitör hücre, HKH: Hematopoetik kök 
hücre, MKH: Mezenkimal kök hücre, uPKH: uyarılmış pluripotent kök hücre 

Analizi yapılan 
hücre adı 

Antikor  
Analizi yapılan 
hücre adı 

Antikor  
Analizi 
yapılan hücre adı 

Antikor  

EPH CD36 FITC  MKH CD29  APC  Myeloid hücre CD43 FITC  

EPH CD36 APC  MKH 
CD29-
Alexa-488 

 Myeloid hücre CD33 PE  

EPH CD71A750  MKH 
CD44    PE-
Cy7 

 Myeloid hücre 
CD41 Percp 
cy5.5 

 

EPH CD235a PE  MKH CD73    PE  Myeloid hücre CD14 FITC  

   MKH CD90    FITC  Myeloid hücre CD38 APC  

   MKH 
CD105  
APC 

 Myeloid hücre 
CD115 Percp 
cy5.5 

 

         

uPKH SSEA4  APC  HKH CD34 FITC  Myeloid hücre CD16 PE  

uPKH OCT4    PE  HKH CD34 PC7  Myeloid hücre CD18 FITC  

uPKH SSEA4  APC  HKH 
CD34   
PerCP 
cy5.5 

 Myeloid hücre CD11b PE  

   HKH CD45   FITC  Myeloid hücre CD38  PE  

   HKH CD45 KO     

   HKH CD45 APC     

5
2
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Kokültür Sonrası MKH’lerin Gen İfadelerinin Değerlendirilmesi 

Seleksiyon yapılan MKH’lerin kokültür sonrası gen ifade seviyelerindeki 

değişimi değerlendirmek için hücreler RNA protect cell reagent’ta -80°C’de 

saklanmıştır. Ang-1, Jag-1, Sdf-1, Kit-L ve N-Cad, Opn genleri için primer dizaynı 

yapılmıştır. RNA izolasyonu için ReliaPrep RNA Cell Miniprep (Promega # Z6012) 

protokolü uygulanmıştır. İzolasyonu yapılan RNA’dan 1 ug kullanılarak Improm II 

reverse transcriptase system kiti ile cDNA sentez edilmiştir. Kantitatif gerçek zamanlı 

PCR GoTaq® qPCR master mix kullanılarak mic qPCR cycler cihazı ile yapılmıştır. Beta-

aktin normalizasyon geni olarak kullanılmıştır. Reaksiyon şartları ve primer dizileri 

Tablo 3.14’te verimiştir. 

Tablo 3.14. Mezenkimal kök hücrelere ait genlerin primer dizileri ve reaksiyon şartları 
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3.6. Seleksiyon Yapılan uPKH Kaynaklı CD34+ Hematopoietik Kök/Progenitor 

Hücrelerin Migrasyon Deneyi 

Sağlıklı donör ve osteopetrozis hasta kemik iliği kaynaklı mezenkimal 

hücrelerin, osteopetrotik- ve sağlıklı- uPKH kaynaklı CD34+ hematopoetik hücrelerin 

migrasyonu ve tutunması üzerine etkisini değerlendirmek için migrasyon deneyi 

yapılmıştır. Hasta ve sağlıklı vericilere ait mezenkimal kök hücreler CellTracker™ 

green floresan problar ile, uPKH’lerden elde edilen ve MACS yöntemi ile ayrıştırılan  

hasta ve sağlıklı vericilere ait CD34+ hematopoietik kök/progenitör hücreler ise 

CellTracker ™ red floresan problar ile aşağıda belirtildiği gibi işaretlenmiştir.  

Transwell çemberin alt kısmında işaretli MKH’ler bulunmaktadır. 5 µM por büyüklüğü 

olan transwell’in üst kısmına ise işaretli 5x104 CD34+ HKH ekilmiştir. %10 FBS içeren 

MEM α besiyeri ile 37°C’de 4 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında 

transwell’in üst kısmındaki HKH’ler uzaklaştırılıp çemberin alt kısmına migrasyon 

yapan hematopoietik kök/progenitör hücre popülasyonu floresan mikroskop ile 

görüntülenmiş ve mezenkimal kök hücrelerin HKH migrasyonu üzerindeki etkileri 

araştırılmıştır (11, 104).  

3.6.1. Mezenkimal Kök Hücre’lerin CellTracker™ Green Floresan Problar ile 

İşaretlenmesi 

Kültürdeki MKH’lerin (1x106 hücre) üzerindeki besiyeri uzaklaştırılıp 

CellTracker™ Green CMFDA (ThermoFisher, C2925) çalışma solüsyonu (20 µM) 

eklenmiş ve 37°C’de 45 dakika inkübe edilmiştir. Solüsyon uzaklaştırıldıktan sonra 

serum içeren MKH besiyeri ile 37°C’de 30 dakika inkübasyon yapılıp hücreler DPBS ile 

yıkanmıştır. Hücreler %10 FBS içeren αMEM besiyerinde kültür edilmiştir. 
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3.6.2. uPKH Kaynaklı Hematopoietik Kök Hücre’lerin CellTracker ™ Red 

Floresan Problar ile İşaretlenmesi 

Hücre sayımı yapıldıktan sonra 5x104 uPKH kaynaklı hematopoietik kök hücre 

1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiş ve pellet CellTracker™ Orange CMTMR 

(ThermoFisher, C2927) çalışma solüsyonu (20 µM) ile süspanse edilerek 37°C’de 45 

dakika inkübe edilmiştir. Santrifüj ile solüsyon uzaklaştırıldıktan sonra kültür besiyeri 

eklenip 37°C’de 30 dakika inkübasyon yapılıp PBS ile yıkanmış ve hücreler %10 FBS 

içeren αMEM mediumda süspanse edilmiştir . 

3.7. İstatistik Analizi: Metot spesifik verimlilikler, aritmetik ortalama değerler 

(± SEM) olarak verilmiştir. Kat artışını hesaplayabilmek için gen ifadeleri kontrol 

örneklere göre normalize edilmiştir. P<0,05 olan değerler istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edilmiştir. Veriler GraphPad Prism 8.01. kullanılarak One-way ANOVA yöntemi 

ve T test ile analiz edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1.    Hasta ve Sağlıklı Verici Eritroid Öncül Hücrelerinden uPKH Geliştirilmesi 

4.1.1.Eritroid Öncül Hücrelerin Çoğaltılması ve İmmün Fenotiplendirilmesi 

Sağlıklı donör (n=1) ve hastalara (n=3) ait periferik kan örneğinden elde edilen 

mononükleer hücrelerden eritroid öncül hücrelerin zenginleştirilmesi Şekil 4.1’de 

gösterilmiştir. Dondurulmuş mononükleer hücreler çözülüp kültüre alınmadan önce 

(0. gün) ve kültür sonrası 10. günde hematopoetik ve eitroid öncül hücrelere ait yüzey 

belirteçlerinin ifadesine bakılmıştır. Donöre ait hücreler sıfırıncı günde CD34 (%1,2),  

CD45 (% 97.9), CD3 (%50,1), CD36 (% 2,8), CD71 (%10,4), CD235a (%5,7), kültürün 10. 

gününde ise CD34 (%0,7), CD45 (% 6,1), CD3 (% 0,6), CD36 (% 95,6), CD71 (% 95,5), 

CD235a (% 55,9) , hasta örneklerine ait hücrelerin sıfırıncı gününde CD34 (%1,04 

±0,05), CD45 (%95,6 ± 1,2), CD3 (%47,6 ± 1,7), CD36 (%8,9 ± 1,1), CD71 (%5,2 ± 1,1), 

CD235a (%4,2 ± 1,3), kültürün 10. gününde ise CD34 (% 0,6 ± 0,1), CD45 (% 3,9 ± 0,5), 

CD3 (% 0,8 ± 0,03), CD36 (% 98,7 ± 0,06), CD71 (% 98,05 ± 0,08), CD235a (% 88,8 ± 

1,4) yüzey belirteçlerini belirtilen oranda ifade ettikleri gözlemlenmiştir. Ancak hem 

hasta hem de donör örneklerinde 0. günde CD34, CD45 ve CD3 hematopoetik yüzey 

belirteç yüzdesi yüksek iken, 10 günde azaldığı gözlemlenmiştir. Eritroid progenitör 

hücrelerine ait CD36, CD71 ve CD235a yüzey belirteçlerinde ise 0. gün ile 

karşılaştırıldığında artış gözlemlenmiştir (Şekil 4.2). Donör ve hasta örneklerinin yüzey 

belirteçlerinin 0.gün ve 10.gün için ortalama ve ± SEM değerleri Şekil 4.2’de bar grafiği 

olarak gösterilmiştir.     
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                        Şekil 4.1. Eritroid hücrelerin zenginleştirilmesi. a) Periferik kan mononükleer hücrelerinden eritroid öncül hücrelerin ekspansiyonu ve  
                                              morfolojik izlemi.(0., 3. Ve 6. günler 10X büyütme, 10. gün 20X büyütme).

5
7
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Şekil 4.2.  Eritroid progenitör hücrelerin zenginleştirilmesi.  a) Kültür öncesi (0.gün, üst sıra) ve eritroid öncüllerin zenginleştirilmesi sonrası  (10.gün, 
alt sıra) immünfenotiplendirilmesi (reprezentatif figür hasta 3’e aittir), b) Eritroid progenitör hücre yüzdesindeki artışın ortalama ve ± SEM 
değerleri belirtilmiştir. 
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4. 1.2. Hasta ve Sağlıklı Vericilerden uPKH Gelişiminin İzlemi, Koloni Seçimi 

ve Pasajlama 

Eritroid öncül hücrelere transdüksiyon işleminden sonra 7. günden itibaren 

koloniler görünmeye başlamıştır. Hem donör hem de hastalara ait uPKH kolonilerinin 

10. günde kaldırım taşı benzeri yapıya, yuvarlak şekil, büyük nükleus ve kompakt 

multiselüler koloni özelliğine sahip oldukları gözlemlenmiştir. 12-15.günler arasında 

uygun morfolojiye sahip uPKH kolonileri mikrodiseksiyon yöntemi ile seçilmiştir (Şekil 

4.3).  

 

Şekil 4.3. Sağlıklı donör ve hasta periferik kan mononükleer hücrelerinden zenginleştirilen eritroid 
öncül hücrelerden uPKH gelişim sürecinin morfolojik takibi. Ok ile gösterilen koloniler 
manuel olarak seçilebilecek uygun uPKH kolonileridir. Olympus mikroskop, 10x büyütme.  

İlk pasajlamalar (P0-P3) programlanmamış ya da diferansiye olmuş hücrelerin 

uzaklaştırılması amacı ile manuel olarak yapılmıştır. 3. pasajdan sonra ise EDTA ile 

insan uPKH kolonileri pasajlanarak ileri pasajlara getirilmiştir. Oluşan uPKH kolonileri 

2-3. pasajdan başlanarak yedekleme amacı ile ve ileri araştırmalarda kullanılmak 

üzere dondurularak sıvı azot tankında saklanmıştır. Pasaj 20’ye kadar getirilen 

kolonilerin belirli aralıklarla alınan görüntüleri Şekil 4.4’te verilmiştir. 
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Şekil 4.4.  uPKH kolonilerinin pasajlanması ve kolonilerin expansiyonu. Pasaj 0, pasaj 5, pasaj 10, pasaj 15 ve pasaj 20’deki donör ve hastalara ait                    uPKH 

uPKH kolonilerinin ışık mikroskop görüntüsü.  (4X büyütme) 
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4. 2. Uyarılmış Pluripotent Kök Hücrelerin Karakterizasyonu 

Bir donör (3 klon) ve üç hastaya (her bir örnek için 3’er klon) ait pasaj 5’e 

getirilen toplam 12 koloni karakterize edilmiştir. 

4.2.1. İmmün Floresan ve Alkalen Fosfataz Boyama 

Karakterize edilen bütün uPKH kolonilerinde pluripotensi faktörlerinin 

(OCT4, SSEA4, TRA1-60  ve SOX2) ifadesi protein seviyesinde çalışılmıştır. Belirtilen 

pluripotensi faktörleri açısından bütün kolonilerin pozitif olduğu ve ALP aktivitesi 

gösterdikleri gözlemlenmiştir (Şekil 4.5), koloniler çekirdek boyası olarak DAPI ile 

boyanmıştır. Koloniler arasında belirgin fark gözlemlenmemiştir. 

 

Şekil 4.5. Pasaj 5’teki sağlıklı donör ve hasta kaynaklı uPKH kolonilerinin AP ve immünfloresan 

boyama ile değerlendirilmesi (200µM büyütme).  
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4.2.2. uPKH’lerin Akım Sitometri Analizi  

Akım sitometri analizlerinde, geliştirilen uPKH’lerin %90’ından fazlası OCT4 

(Donör- %92,6 ± 3,6; hasta-%95,2 ± 1,57) ve SSEA4 (Donör- %98,9 ± 0,6; Hasta 

%99,0 ± 1.7, P<0.05) pozitif iken, CD36 (Donör %3.1 ±1.1; Hasta %4,1 ± 1,7) ve 

CD235a (Donör %1.33 ±0.6; Hasta %1,71± 0,6) ( P<0.05) için negatif veya zayıf 

pozitiftir (şekil 4.6).  

 

Ş 



63 

 
 

 

      Şekil 4.6. Sağlıklı donör ve hasta kaynaklı uPKH hücrelerinin akım sitometrik analizi
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4.2.3. uPKH’lerde Pluripotans İlişkili Gen İfadesi 

Pluripotans ilişkili genler; endo-OCT4, endo-SOX2, c-MYC, REX1, NANOG, 

KLF4, TERT, REX1, UTF-1, DNMT3B ve CDH1 gerçek zamanlı -PCR ile mRNA 

seviyesinde çalışılmıştır. Kontrol olarak β-aktin geni kullanılmıştır. Gen ifadelerindeki 

kat artışı negatif kontrole (donör eritroid progenitör hücresi) göre normalize 

edilerek hesaplanmıştır. Pozitif kontrol olarak Kök Hücre Araştırma ve Uygulama 

Merkezi, uPKH bankamızda bulunan, daha önce karakterizasyonu tamamlanmış, 21 

nolu uPKH hattı kullanılmıştır. Pasaj 5’teki bütün uPKH hatlarının endojen 

pluripotans ilişkili genlerini ifade ettiği gösterilmiştir (Şekil 4.7).  
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Şekil 4.7. uPKH’lerde pluripotans-ilişkili gen ifadelerinin qRT-PCR ile analizi 
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4.2.4.  Uyarılmış Pluripotent Kök Hücre’lerin Farklılaşma Potansiyellerinin  

İncelenmesi  

Spontan Embriyonik Cisimcik Oluşturma ve Üç Germ Yaprağına Farklılaşma  

Spontan farklılaşan embriyonik cisimciklerin üçgerm yaprağına farklılaşma 

potansiyelleri değerlendirilmiştir. uPKH’lerin in vitro farklılaşma potansiyellerini 

değerlendirmek için EC-oluşum deneyi kenarları belirgin, kompakt yapıya sahip 

pasaj 24’teki Donor 1, hasta 1, hasta 2, hasta 3 kaynaklı uPKH kolonilerinden 

yapılmış ve aggrewell ile embriyonik cisimcikler elde edilmiştir. Geliştirilen EC’ler 

spontan farklılaşmaya bırakıldığında, ilk günden 21. güne doğru embrogenezin 

erken dönemine benzer şekilde belirgin morfolojik değişikler (boyut artışı, üç 

boyutlu sferoid görünümde belirginleşme, EC içerisinde farklı yoğunlukta alanlar; 

kistik oluşumlar ve/veya prolifere olan iç hücre katmanı) izlenmiştir. Şekil 4.8’de 

EC’lerin morfolojilerindeki değişim gösterilmiştir.  
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Şekil 4.8. Sağlık donör ve osteopetrozis hasta kaynaklı uPKH’lerin in vitro farklılaşma potansiyellerinin EC’lerin spontan farklılaşma deneyi ile ile 
değerlendirilmesi. 0. ve 1. Gün görüntüleri aggrewell içerisindeki EC’lere aittir. 7. günden itibaren embriyonik cisimcikler arasında farklılık 
gözlemlenmeye başlamıştır. (4X büyütme) 
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Üç Germ Yaprağı Belirteç Analizi İçin Embriyonik Cisimciklerin İmmünfloresan 

Boyanması 

Bir donör ve üç hastaya ait klonların üç germ yaprağına (ektoderm, endoderm, 

mezoderm) farklılaşma postansiyeli protein seviyesinde floresan boyama ile 

gösterilmiştir. 21. günde EC’lerin her biri anti-MAP2 (ektoderm), anti- SOX17 

(endoderm), anti-α-SMA (mezoderm) antikorları ile yapılan üçlü boyamada pozitif 

sinyal göstermiştir (Şekil 4.9).  

 

Şekil 4.9.  Spontan farklılaşan EC’lerin 21.günde yapılan immunfloresan boyamalarının konfokal 
mikroskop görüntüleri. α-SMA (mesoderm), SOX17 (endoderm), MAP2 (ektoderm) 
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Spontan Farklılaştırılan Embriyonik Cisimciklerin Hematoksilen & Eozin ve 

İmmünohistokimya Boyamaları 

Parafine gömülü EC’lerden alınan histolojik kesiter hematoksilen & eosin 

boyama ve dokuya spesifik belirteçler ile immünhistokimya boyama yapıldığında, 

osteopetrozis hasta- ve donor– uPKH kaynaklı EC’lerin spontan farklılaşma ile üç germ 

yaprağına ait dokulara farklılaştıkları gösterilmiştir (Şekil 4.10).  

 

Şekil 4.10.Donör ve osteopetrozis kaynaklı uPKH’lerin üçgerm yaprağına farklılaşma potansiyellerinin 
değerlendirilmesi. a) Hematoksilen & Eozin (H&E) boyama, sırayla 7., 14. ve 21.gün (50 µm 
büyütme). 14 ve 21.gün boyamalarında yuvarlak içine alınan bölgeler küçük rozet oluşturan 
nöreektodermal (NE) hücreler, dikdörtgen içerisine alınan bölgelerde ise kavitasyon, kese 
ve kist oluşumları, miyogenezis, endoderm ve mezenşim oluşumu. EC’lerde programlanmış 
hücre ölümü ile öne çıkan karyoreksi mevcut, b) EC kesitlerinin doku spesifik boyalarla 
immünhistokimya boyama sonucunda üç germe ait dokuların olduğu gözlemlenmiştir. Tuj1, 
MAP2, Doublecortin (Nöral Belirteç), CDX2 (Trofoektoderm, intestinal belirteç, endoderm), 
α-SMA, ZEB1, E-cadherin (mezodermal belirteç).   
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RT-PCR ile Üç Germ Yaprağına Ait Gen İfadelerinin Gösterilmesi 

uPKH’lerin üç germ yaprağına farklılaşma potansiyeli, gerçek zamanlı-PCR ile 

mRNA seviyesinde gösterilmiştir. Endojen kontrol geni β-aktin kullanılmıştır. Donör 

kaynaklı uPKH hücresi negatif kontrol olarak kullanılmış ve bu değerlere göre 

normalize edilerek 2∆∆CT değeri hesaplanmıştır. 7. günde ektoderme ait MAP2 

(donörde 6, hastalarda ise 5 kat) ve endoderme ait SOX17 gen ifadesinde (Donörde 

1.5, hastada 3.5 ), 14. günde mezoderme ait α-SMA gen ifadesinde (donörde 1.6, 

hastada 1.2 ), MAP2’de (Donör ve hastada 8.8 ) ve SOX17 ( Donörde 9.7 iken hastada 

17.5), 21.günde α-SMA (Donörde anlamlı fark gözlemlenmemişken, hastada 1.3) , 

SOX17 (Donörde 7.8, hastada 13.5) , MAP-2 (Donörde 8.6, hastada 17.8) kat artışı 

gözlemlenirken, pluripotans ilişkili bir gen olan OCT4 ifadesinde ise belirgin azalma 

olduğu gözlemlenmiştir (şekil 4.11).  
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Şekil 4.11. Embriyonik cisimciklerin RT-PCR ile 3 germ yaprağına ait gen ifade analizi. Donör kaynaklı uPKH’leri kontrol olarak kullanılmıştır. Farklılaşmanın 
7, 14., ve 21. günlerindeki hasta kaynaklı spontan farklılaşan (s.f) 3 örneğin  ortalama ve ± SEM değerleri her gen için ayrı ayrı  hesaplanmıştır.  
OCT4; 7.gün ( 0,025  ± 0,0030), 14.gün (0,30  ± 0,16), 21.gün (0,11  ±  0,022). α-SMA; 7.gün (0,87  ±  0,056), 14. gün (1,3  ±  0,41), 21. gün (1,4  
±  0,16).   MAP2;  7. gün (5,2  ± 2,0), 14.gün (8,9  ±  3,4), 21.gün (18  ± 3,4). SOX17; 7.gün (3,5  ± 0,53), 14. gün (17  ± 8,7), 21.gün ( 13  ±  2,4). 
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Sendai Viral Vektör Kaybolmasının Gösterilmesi 

Ekzojenik genetik materyalin kaybolma süreci konvansiyonel PCR ile 

gösterilmiştir. Viral transgenler için KLF-4, SOX-2, c-MYC ve OCT-3/4 ifadesine 

bakılmıştır. Koloni örneğine bağlı olarak KOS ve Klf4 erken pasajda (Pasaj5) 

kaybolurken, SeV ve c-Myc ekzojenik genler ise erken pasajda kaybolduğu kolonilerin 

olmasıyla birlikte, kolonilerde çoğunlukla geç pasajda (pasaj 15-pasaj 20) kaybolduğu 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.12, 4.13).  
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Şekil 4.12.  uPKH’lerde SeV ve KOS transgen kaybının konvansiyonel PCR ile değerlendirilmesi. Her bir vektörün jel görüntüsü için üst sıradaki kuyucuklara 
pasaj 5, alt sıradaki kuyucuklara sırayla pasaj 10, pasaj 15 ve pasaj 20 örnekleri yüklenmiştir. Bütün jellerde örnek sıralaması aynı şekilde 
yapılmıştır. SeV: Viral vektör ana iskeleti, KOS: KLF4+OCT4+SOX2  
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Şekil 4.13.   uPKH’lerde Klf4 ve c-Myc  transgen kaybının konvansiyonel PCR ile değerlendirilmesi. Her bir vektörün jel görüntüsü için üst sıradaki kuyucuklara 

pasaj 5, alt sıradaki kuyucuklara sırayla pasaj 10, pasaj 15 ve pasaj 20 örnekleri yüklenmiştir. Bütün jellerde örnek sıralaması aynı şekilde 

yapılmıştır.
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Osteopetrotik uPKH’lerde TCIRG1 Mutasyonunun Doğrulanması  

Osteopetrotik- uPKH’lerinden yeni nesil sekanslama ile mutasyon 

doğrulama çalışması yapılmıştır. Hasta örneklerinde tanı anında tespit edilen 

mutasyonlar ile bu hastaların periferik kan mononükleer hücrelerinden 

zenginleştirilen eritroid öncül hücrelerden geliştirilen ve pasaj 20’ye getirilen uPKH 

kolonilerinin mutasyonunun aynı olduğu doğrulanmıştır (Tablo 4.1).   

Tablo 4.1.  Yeni nesil sekanslama ile hasta uPKH’lerinde TCIRG1 mutasyonunun korunduğunun 
doğrulanması.        

 

4.3.  uPHK’lerin Hematopoietik Kök/ Progenitör ve Myeloid Hücrelere 

Farklılaştırılması  

Hematopoetik farklılaşma deneyi 6 farklı protokol denenerek gerçekleştirilmiştir. 

Protokol 1 deney sürecinde ilk 24 saatten sonra, aldığımız referans kaynağa 

göre (105) embriyonik cisimcik oluşması beklenirken 10-20 hücreli agregatlar 

dağılmış ve ölü hücre sayısı %50’nin üzerinde gözlemlenmiştir. 8. günden itibaren 

normoksik ortama alınan hücrelerin %90’ından fazlası ölü olarak gözlemlenmiştir 

(Şekil 4.14a). Deney tekrarlarında da benzer sonuç elde edilmiştir. Eş zamanlı 

olarak uygulanan Protokol 2’de de embriyonik cisimcik oluşturduktan sonra 

hematopoetik farklılaşma denenmiştir. Ancak 24. saatten sonra embriyonik 

cisimciklerin dağıldığı ve hipoksik ortamdan normoksik ortama alınan hücrelerin 

öldüğü gözlemlenmiştir (Şekil 4.14). 
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Şekil 4.14.  Hipoksik ortamda hematopoetik farklılaşma. Reprezentatif figür hasta uPKH  
örneğine aittir. a) Protokol 1, hücre agregatlarından hipoksik ortamda 
hematopoetik farklılaşma, b) protokol 2, embriyonik cisimciklerden hipoksik 
ortamda hematopoetik farklılaşma.(4X büyütme) 

 

Protokol 3’te OP9 hücre hattı ile hem hasta hem de donör kaynaklı uPK 

hücre hatlarından hematopoetik kök hücre eldesi denenmiştir. Aggrewell ile 

embriyonik cisimcik oluşturulup low attachment kültür kabında 4 gün kültür 

edildikten sonra, embriyonik cisimcikler konfluent OP9 hücre hattı üzerine 

aktarılarak 4 gün boyunca normoksik şartlarda kültür edilmiştir (Şekil 4.15). Ancak 

8. günün sonunda akım sitometri analizi ile hematopoetik kök hücre belirteci 

CD34, CD45 yüzdesinin %10’un altında ve CD14, CD18, CD11b ve CD115 myeloid 

hücre yüzdesinin çok düşük oranda olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.16). 4 gün daha 

aynı besiyeri ile hücreler kültür edilmiş ve akım sitometri ile hematopoetik hücre 

belirteçlerinin yüzdelerinin halen daha düşük olduğu, belirgin bir artış olmadığı 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.16). 
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      Şekil 4.15.   Protokol 3, OP9 hücre hattı kokültürü ile uPKH’lerin hematopoetik farklılaşlmasının morfolojik takibi (4x büyütme). 0. gün ve 24. saat aggrewell   
içerisindeki embriyonik cisimcikleri, 1.-3.gün low attachment, 4.-8. gün görüntüleri ise OP9 hücre hattı üzerinde HKH’lere farklılaşan hücreleri 
göstermektedir
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 Şekil 4.16. Protokol 3, uPKH’lerin hematopoetik farklılaştırılmasının akım sitometrik analizi. Reprezentatif figür hasta 1 örneğine aittir. CD45 gate’i  
alınmış ve back gating yapılarak elde edilen bu popülasyon içerisinde hematopoetik ve myeloid hücre yüzdesi değerlendirilmiştir. 
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Protokol 4’te aggrewell ile embriyonik cisimcik oluşturulup ilk 3 gün low 

attachment kültür kabında, 4.gün embriyonik cisimcikler matrijel kaplı 6 kuyucuklu 

doku kültür kabına aktarılmış 12  gün boyunca normoksik şartlarda kültür edilmiştir 

(şekil 4.17). 8 ve 12. günlerde CD34, CD45 hematopoetik kök hücre yüzdesi ve CD14, 

CD18, CD11b, CD115 myeloid hücre yüzdesinde belirgin bir artış olmadığı 

gözlemlenmiştir(Şekil 4.18).  

 

   Şekil 4.17.  Protokol 4, uPKH’lerin hematopoetik farklılaştırılmasının morfolojik    değerlendirilmesi      
(4x büyütme). ). 0. gün ve 24. saat aggrewell  içerisindeki embriyonik cisimcikleri, 1.-
3.gün low attachment, 4.-8. gün görüntüleri ise Matrijel üzerinde HKH’lere farklılaşan 
hücreleri göstermektedir.
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 Şekil 4.18. Protokol 4, uPKH’lerin hematopoetik farklılaştırılmasının akım sitometrik analizi. Reprezentatif figür hasta 1-uPKH  kaynaklı HKH örneğine aittir.  
CD45 gate’ i  alınmış ve back gating yapılarak elde edilen bu popülasyon içerisinde hematopoetik ve myeloid hücre yüzdesi değerlendirilmiştir.

CD34+CD45+ 
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Protokol 5’te aggrewell ile embriyonik cisimcik oluşturulup daha sonra low 

attachment kültür kabına aktarılmış 12 gün boyunca normoksik şartlarda, 100 

rpm’deki sallayıcıda kültür edilmiştir (şekil 4.19). 8 ve 12. günlerde CD34, CD45 

hematopoetik kök hücre yüzdesi ve CD14, CD18, CD11b, CD115 myeloid hücre 

yüzdesinde belirgin bir artış olmadığı gözlemlenmiştir(Şekil 4.20).  

 

Şekil 4.19. Protokol 5, low attachment petri kabında uPKH’lerin hematopoetik farklılaşmasının 

morfolojik takibi (4x büyütme). ). 0. gün ve 24. saat aggrewell içerisindeki embriyonik 

cisimcikleri, 1.-12.gün görüntüleri low attachment kültür kabında HKH’lere farklılaşan 

hücreleri göstermektedir  

Protokol 6: STEMdiffTM hematopoetic Kit kullanılarak donör ve osteopetrozis 

hasta kaynaklı uPKH kolonilerinden hematopoetik farklılaşma deneyi yapılmıştır. Kit 

protokolüne göre 12. günde gözlemlenmesi beklenen morfoloji 10. günde 

gözlemlendiği için (Şekil 4.21), 10. günde akım sitometri analizi ile hematopoetik kök 

hücre belirteci CD34, CD45 yüzdesi ve CD14, CD18, CD11b ve CD115 myeloid hücre 

yüzdesi değerlendirilmiştir. Şekil 4.22’de de görüldüğü gibi CD45 gate’i alınan 

popülasyonda hematopoetik hücre yüzey belirteci yüzdesi (CD34+ CD45+ ) % 90’ın 

üzerinde olduğu gözlemlenmiştir. 
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Şekil 4.20.Protokol 5, uPKH’lerin hematopoetik farklılaştırılmasının akım sitometrik analizi. Reprezentatif figür hasta 1-uPKH kaynaklı HKH örneğine aittir.  

CD45 gate’ i alınmış ve back gating yapılarak elde edilen bu popülasyon içerisinde hematopoetik ve myeloid hücre yüzdesi değerlendirilmiştir.  
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Şekil 4.21. Protokol 6, uPKH’lerin hematopoetik farklılaşmasının morfolojik takibi (4x büyütme). 5.günden itibaren hematopoetik hücre adacıkları 

gözlemlenmeye başlanmıştır.
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Şekil 4.22. Protokol 6, Donör ve osteopetrozis hasta kaynaklı uPKH’lerden hematopoetik farklılaşan hücrelerin akım sitometrik analizi. CD45 gate’ i alınmış ve      

 back gating yapılarak elde edilen bu popülasyon içerisinde hematopoetik ve myeloid hücre yüzdesi değerlendirilmiştir.
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4.3.1. uPKH Kaynaklı CD34+ Hematopoetik Kök Hücrelerin Koloni 

Oluşturma Kapasitelerinin Değerlendirilmesi ve 

İmmünfenotiplendirilmesi 

MACS yöntemi ile, manyetik boncuk aracılığı ile ayrıştırılan CD34+  

hematopoetik hücrelerin koloni oluşturma kapasiteleri methocult deneyi ile 

değerlendirilmiştir. Hem donor- hem de osteopetrotik-uPKH kaynaklı 

hematopoetik hücreler (Saflık ≥ % 94) granülosit /makrofaj (CFU-M, CFU-G ve 

CFU-GM) ve karışık (CFU-GEMM) kolonileri oluşturduğu gözlemlenmiştir. Donör 

uPKH kaynaklı–hematopoetik hücreleri, osteopetrotik uPKH kaynaklı –

HKH’lerden farklı olarak BFU-E kolonilerini oluştururken, donör-HKH’leri ile 

karşılaştırıldığında osteopetrotik-HKH’ler daha yüksek oranda CFU-M kolonilerini 

oluşturmuştur (Şekil 4.23). 

Methocult sonrası oluşan kolonilerin immünfenotiplendirilmesi 

yapılmıştır. Osteopetrotik hasta kaynaklı hücrelerin CD14, CD16, CD18, CD33, 

CD36, CD41 ve CD45 yüzey belirteci yüzdesinin donör- kaynaklı hücrelerden daha 

yüksek olduğu, donör kaynaklı hücrelerin ise daha yüksek CD36 yüzey belirteci 

yüzdesine sahip olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 4.24).   
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Şekil 4.23.   Hematopoetik farklılaşan hücrelerin koloni oluşturma potansiyelinin değerlendirilmesi. Üst sıra donöre ait, sırasıyla CFU-GM, CFU-M, CFU-GEMM  
ve BFU-E kolonilerini gösterirken, hastaya ait alt sıra CFU-GM, CFU-M ve CFU-GEMM kolonilerini göstermektedir (100 µM büyütme). Bar grafikler 
donör ve hasta örneklerine ait koloni sayılarının ortalamalarını göstermektedir.  
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Şekil 4.24.   Donör ve hasta hematopoetik kolonilerinin immünfenotiplendirilmesi. Üst sıra donör, alt sıra hasta örneklerine aittir. Methocult deneyinde oluşan 

kolonilerin hemetopoetik- myeloid yüzey belirteç yüzdelerinin değerlendirilmesi.   
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4.3.2. uPKH Kaynaklı Hematopoetik Hücrelerin Myeloid Farklılaştırılması 

Hematopoietik hücre matürasyonu ve myeloid hücre ekspansiyonu için donör 

ve osteopetrotik uPKH kaynaklı hematopoetik hücreler kültür edilmiştir. Literaturde 

benzer çalişmalarda CD34+CD43+CD45+ hücrelerin myeloid hücreler olduğu 

belirtilmiştir (106). Farklılaşma sonrası elde edilen uPKH-hematopoetik kaynaklı 

hücrelerin myeloid hücre yüzey belirteci ifade ettiği gözlemlenmiştir. Morfolojik 

görüntüleri ve akım sitometri analiz grafikleri Şekil 4.25’de, ortalama ± SEM değerleri 

Tablo 4. 2’de verilmiştir .* CD34 gate’i,, **CD45 gate’i alınmış ve back gating yapılarak 

elde edilen bu popülasyon içerisinde hematopoetik ve myeloid hücre yüzdesi 

değerlendirilmiştir. 

Tablo 4.2. uPKH HKH- kaynaklı myeloid farklılaşan hücrelerin akım sitometrik analizi değerleri 
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Şekil 4.25. Hematopoetik farklılaştırılan hücrelerin myeloid ekspansiyonu. Üst sıra donör ve hastalara ait myeloid farklılaşan hücrelerin morfolojik takibini 
göstermektedir. Akım sitometri analizi grafikleri Hasta 1’e aittir. Üst sıradaki grafikler CD34+ popülasyonu içerisindeki hematopoetik hücre yüzdesini, 
alt sıradaki grafikler ise CD45 popülasyonu içerisindeki myeloid hücre popülasyonunu göstermektedir. 

8
9
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4.4. Sağlık Donör ve Osteopetrotik uPKH Kaynaklı Hematopoetik 

Hücrelerin Osteoklast Farklılaşması 

4.4.1.Osteoklastların Morfolojik Değerlendirilmesi, SEM ile Görüntüleme 

ve İmmünfloresan Boyama  

uPKH ‘lerden elde edilen hematopoietik kök/progenitör hücreler myeloid 

prekürsörlere farklılaştırıldıktan sonra osteoklast hücrelerine indüklenen hücreler 

belirli aralıklarla görüntülenmiştir (Şekil 4.26a). Oluşan hücreler 21. günde taramalı 

elektron mikroskop (SEM)  ile değerlendirildiğinde donör-uPKH kaynaklı osteoklast 

hücrelerinin osteopetrotik -uPKH kaynaklı osteoklast hücrelerine göre daha uzun 

podozoma sahip olduğu gözlemlenmiştir. (şekil 4.26a). Hem donör hem de 

hastalara ait uPKH-hematopoetik kaynaklı myeloid hücrelerin ≥3 çekirdek içeren 

TRAP pozitif osteoklast benzeri hücrelere farklılaştığı tespit edilmiştir. Rodamin 

boyamada hasta osteoklastları donöre kıyasla daha zayıf aktin halkalar oluşumu ve 

daha zayıf Katepsin K boyanması tespit edilmiştir (Şekil 4.26b).   
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 Şekil 4.26. uPKH-hematopoetik kök hücre kaynaklı myeloid hücrelerin osteoklast farklılaşması. 
a)Osteoklast hücrelerinin morfolojik takibi, b) Taramalı elektron mikroskop (SEM) 
görüntüsü (10 µm büyütme) (en sol donör ve hasta kaynaklı örnekler), Kathepsin K, 
Rodamin ve TRAP osteoklast spesifik belirteçlerin immünfloresan görüntüsü.   
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4.4.2. Osteoklastların İmmünfenotiplendirilmesi 

Literatürde CD45-gate’i içerisindeki CD14+CD16+ ve CD18+CD51/61+ 

hücre yüzey belirteçleri, osteoklast öncül hücre belirteci olarak belirtilmiştir (107). 

Farklılaşma deneyinin 21. gününde, uPKH kaynaklı osteoklast hücrelerinde CD45-

gate’li CD14+CD16+ ve CD18+CD51/61+ yüzey belirteci oranının %97 üzerinde 

olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.27).   

 

Şekil 4.27. uPKH kaynaklı osteoklastların immünfenotiplendirilmesi. Üst sıra donöre,alt sıra hasta 

3’e aittir. CD45-gate’i içerisinde CD14+CD16+ ve CD45 gate’i içerisinde 

CD18+CD51/61+hücreler osteoklast öncül hücreleri göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 



93 

 
 

4.4.3.Osteopetrotik ve Sağlıklı Donör uPKH Kaynaklı Osteoklastların Real 

Time Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyon Analizi (RT qPCR)  

Prekürsör osteoklastların matür faza geçerken ifade etmeye başladığı, 

osteoklastogenezis ile ilişkili Kathepsin K, Kalsitonin ve NFATc1 gen ifadelerini nicel 

olarak gösterebilmek amacıyla, dizayn ettiğimiz Katepsin K, Kalsitonin R, ve NFATc1 

ileri-geri primerleri kullanılarak RT-qPCR yapılmıştır. Farklılaşmanın 7. gününde 

osteopetrotik-osteoklast hücrelerinde Kathepsin K, Kalsitonin R, ve NFATc1 gen 

ifadesi gözlemlenmezken, donör osteoklast hücrelerinde osteoklast spesifik olan 

bu genlerin yüksek oranda ifade olduğu gözlemlenmiştir. 21. günde ise donör 

osteoklastları ile karşılaştırıldığında osteopetrotik osteoklastların Katepsin K, 

Kalsitonin R, ve NFATc1 gen ifadelerinin önemli derecede azaldığı tespit edilmiştir 

(Şekil 4.28). Farklılaşmanın 21.günündeki donör- ve osteopetrotik- uPKH kaynaklı 

osteoklast hücrelerinin fenotipik ve genotipik özellikleri Tablo 4.2‘de verilmiştir.   
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Tablo 4.3. Donör- ve osteopetrotik- uPKH kaynaklı osteoklast hücrelerinin farklılaşmanın 21.günündeki fenotipik ve genotipik özellikleri 
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Şekil 4.28.   Donör- ve osteopetrotik hasta- uPKH’lerinden farklılaştırılan osteoklast hücrelerin RT- PCR 
ile gen ifadelerinin değerlendirilmesi. 2∆∆CT değerleri gösterilmektedir. Donör myeloid 
hücreleri kontrol hücre olarak kullanılmış ve GraphPad Prism 8.01 kullanılarak One-way 
ANOVA yöntemi ile istatistiksel analizleri yapılmıştır. **P<0,0015, ***P<0,0007, **** 
P<0,0001. (O.F: osteoklast farklılaşma) 

4.5. Osteopetrotik Hasta ve Sağlıklı Verici uPKH’lerinden Elde Edilen 
Hematopoietik Kök/Progenitör Hücrelerin ve Hematopoietik Niş 
Hücrelerinin Etkileşimlerinin Değerlendirilmesi 

4.5.1.Osteopetrozis Hasta ve Sağlıklı Donor Kemik İliği Kaynaklı MKH’lerin 

Immünfenotiplendirilmesi ve Adipojenik, Osteojenik 

Farklılaşmalarının Değerlendirilmesi 

Periferik kan mononükleer hücrelerinden zenginleştirilen eritroid öncül 

hücrelerden uPKH elde edilen donör ve osteopetrozis hastalarına ait kemik iliği 

kaynaklı MKH’ler karakterize edilmiştir. Kİ-MKH’lerin mezodermal yönde farklılaşma 

potansiyeli adipojenik ve osteojenik farklılaşma ile değerlendirilmiştir. Sağlıklı donör 

Kİ-MKH’leri her iki yönde de farklılaşma gösterirken osteopetrotik hasta Kİ-MKH’leri 

sadece adipojenik farklılaşma göstermiştir (Şekil 4.29). Akım sitometri analizi 

sonucunda çalışılan bütün Kİ-MKH’lerin CD29, CD44, CD73, CD90 ve CD105 yüzey 

belirteçleri pozitif, CD45 ve CD34 belirteçleri için ise negatiftir (Şekil 4.29). 
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Şekil 4.29.  Osteopetrotik ve donor mezenkimal kök hücrelerinin karakterizasyonu. a)MKH’lerin adipojenik ve osteojenik farklılaşması,  

                     b) MKH’lerin  akım  sitometrik analizi. 

9
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4.5.2.  uPKH Kaynaklı Hematopoietik Kök/Progenitör Hücrelerin (HKH) Hasta 

ve Sağlıklı Verici Mezenkimal Kök Hücreler ile Kokültürü 

Mezenkimal kök hücreler hematopoetik nişin en önemli bileşenlerindendir. 

Seleksiyon yapılan uPKH kaynaklı CD34+ hematopoetik kök hücrelerin, sağlıklı donör 

ve osteopetrozis hasta Kİ-MKH’leri ile kokültürü yapıldıktan sonra (Şekil 4.30) 

hematopoetik ve myeloid hücre yüzey belirteçlerindeki değişim akım sitometri analizi 

ile ve MKH’lerin gen ifadelerindeki değişim RT-PCR ile değerlendirilmiştir.  

 

Şekil 4.30.Sağlıklı donör ve osteopetrotik hasta Kİ-MKH’leri ile sağlıklı donör- ve osteopetrotik hasta- 
uPKH kaynaklı HKH’lerin kokültürü. 3 hasta kaynaklı örneklerin her biri için yukarı gösterilen 
4 farklı kokültür kombinasyonu denenmiştir (10X büyütme). 
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Kokültür sonrası CD45pozitif seleksiyon ile elde edilen HKH’lerin 

immünfenotiplendirilmesi    

Akım sitometri analizinde, kokültür sonrası manyetik boncuklar ile seleksiyon 

yapılan CD45+ hematopoetik hücrelerin myeloid yönde farklılaşma gösterdikleri 

tespit edilmiştir (Tablo.4.4).  

Tablo 4.4. Kokültür öncesi ve sonrası hematopoetik hücrelerin akım sitometri analizinin 
değerlendirilmesi. Tabloda, 1 ile belirtilen bölgede CD34 gate’i alınarak elde edilen 
popülasyon içerisindeki hematopoetik hücre yüzdesi, 2 nolu bölgede ise CD45 gate’i 
alınarak elde edilen popülasyon içerisindeki myeloid hücre yüzdesi değerlendirilmiştir. 
Akım sitometri analizi sonucu elde edilen değerlerin ortalaması alınmış ve ± SEM 
değerleri hesaplanmıştır. Back gate yapılarak kapı alınmıştır. Donor HKH * Sağlıklı donor 
MKH ile yapılan kokültür sonrası elde edilen HKH’leri, Donor HKH ** osteopetrotik MKH 
ile yapılan kokültür sonrası elde edilen HKH’ler, Hasta HKH*, Sağlıklı donor MKH ile 
yapılan kokültür sonrası elde edilen HKH’leri, Hasta HKH** osteopetrotik MKH ile yapılan 
kokültür sonrası elde edilen HKH’leri göstermektedir.   
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  Kokültür Sonrası MKH’lerin Gen İfadelerininin RT-PCR ile 

Değerlendirilmesi   

HKH’ler ile osteopetrotik niş arasındaki etkileşimi değerlendirmek amacı ile 

kokültür sonrası elde edilen MKH’lerin (CD29+CD90+ saflık ≥ %95) gen profilindeki 

değişiklik analiz edilmiştir. HKH’lerin kendini yenilemesinde rol alan Jagged-1, nişte 

tutunmasını sağlayan Sdf-1 ve uzun dönem HKH’lerin nişte idamesini sağlayan Kit 

L gen ifadelerinde donor MKH (kokültür öncesi) ile karşılaştırıldığında 

osteopetrotik MKH’lerde (kokültür öncesi) önemli ölçüde azalma gözlemlenmiştir. 

Sağlıklı donör MKH’ler ile karşılaştırıldığında, donör MKH & osteopetrotik HKH 

kokültürü sonrası elde edilen MKH’lerde HKH havuzunun büyüklüğünü sınırlayan 

Opn ifadesi önemli ölçüde artmıştır. En düşük Opn ifadesi, donor Kİ-MKH’lerinde 

(kokültür öncesi) ve Osteopetrotik-MKH & Osteopetrotik-uPKH kaynaklı HKH 

kokültürü sorası ayrıştırılan MKH’lerde tespit edilmiştir. Jagged-1, Sdf-1, Ang-1 ve 

Kit-L ifadeleri, Osteopetrotik-MKH & Donor-uPKH kaynaklı HKH kokültürü sonrası 

ayrıştırılan MKH’lerde önemli ölçüde artmıştır. Bu sonuçlar sağlıklı HKH’lerin, 

osteopetrotik MKH’lerin gen ifadelerinin düzenlenmesinde rol aldığını 

göstermektedir (Şekil 4.31).  
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Şekil 4.31.Kokültür sonrası MKH’lerin gen ifadelerindeki değişimi. Donör MKH (Kokültür öncesi), 
Hasta MKH (Kokültür öncesi). Donor MKH-Donor HKH, Donor MKH-Hasta HKH, Hasta 
MKH-Donor HKH ve Hasta MKH-Hasta HKH ise kokültür sonrası CD45 negatif seleksiyonu 
ile elde edilen MKH’lerdir. Grafikler sağlıklı ve osteopetrotik uPKH kaynaklı HKH’ler ile 
kokültür sonrası osteopetrotik MKH’lerin gen ifadelerinin nasıl değiştiğini 
göstermektedir. GraphPad Prism 8.01 kullanılarak One-way ANOVA yöntemi ile 
istatistiksel analiz yapılmıştır.  *P<0.03, **P<0.005, ***P<0.0004, ****P<0.0001 
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4.6. Sağlıklı ve Osteopetrotik MKH’lerin Sağlıklı ve Osteopetrotik uPKH 

Kaynaklı Hematopoetik Hücrelerin Migrasyonu Üzerine Etkisi 

In vitro migrasyon deneyleri transwell çember kullanılarak yapılmıştır. 

Sağlıklı ve osteopetrotik MKH’lerin, sağlıklı ve osteopetrotik HKH’lerin migrasyonu 

üzerindeki etkisini değerlendirilmek için 4 farklı kombinasyon yapılmıştır ( Donor 

MKH & Donor HKH, Donor MKH & osteopetrotik HKH, Osteopetrotik MKH &Donor 

HKH, osteopetrotik MKH & Osteopetrotik HKH). Belirtilen kombinasyonlar her üç 

hasta örneği için tekrarlanmıştır. Olympus IX73 floresan mikroskop ile 

görüntülenen CellTracker ™ red floresan problar ile işaretli HKH’ler sayılmıştır. 

Her kombinasyonun aynı örneği için transwell’in aynı kuyucuğundaki farklı 

alanlarında görüntüleme yapılmış, 5’er fotoğraftaki HKH sayısının ortalaması 

alınmış, ± SD hesaplanmıştır. Elde edilen sonuçlar Donor MKH& Donor HKH 

kombinasyonunu ile karşılaştırılarak analiz edilmiştir. Donor MKH & Hasta HKH  

kombinasyonunda 1.6 , Hasta MKH & Donor HKH kombinasyonunda 3,8 kat, Hasta 

MKH & Hasta HKH kombinasyonunda ise 10,8 kat azalma gözlenmiştir (şekil 4.32).  
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 Şekil 4.32.  Mezenkimal kök hücrelerin uPKH kaynaklı- hematopoetik kök hücrelerin migrasyonu üzerine etkisi. Donor MKH-Donor 
HKH, Donor MKH-Hasta HKH, Hasta MKH-Donor HKH ve Hasta MKH-Hasta HKH migrasyon deneyinin farklı 
kombinasyonlarıdır. Bu dört deney grubu üç farklı hastaya ait osteopetrotik-uPKH kaynaklı HKH’ler için yapılmıştır. 
Görüntüler sağlıklı ve osteopetrotik MKH’lerin sağlıklı ve osteopetrotik uPKH kaynaklı HKH’lerin migrasyonu üzerine 
etkisini göstermektedir. a) Kokültür kombinasyonlarının immün floresan mikroskop görüntüsü (10X büyütme). b) Bar 
grafik sonuçları, mean ± SD hesaplanarak sunulmuştur. Donor-Donor kombinasyonu için 5, grafikte belirtilen diğer 
kombinasyonların her biri için 5’er fotoğraf görüntülenmiş ve CellTracker ™ red floresan problar ile işaretlenen HKH’ler 
sayılmıştır. Belirtilen kombinasyonlar üç hasta örneği için tekrarlanmıştır. P<0,001

1
0

2
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5. TARTIŞMA 

Malign infantil osteopetrozis osteoklast hücrelerinin farklılaşma veya 

fonksiyonunda meydana gelen bozuklukla karakterize edilen nadir kalıtsal bir 

hastalıktır. Defektif osteoklast hücreleri kemiği rezorbe edememekte, kemik gelişimi 

ve yeniden şekillendirilmesi bozulmakta ve kemik yoğunluğu artmaktadır. 

Fonksiyonel kemik iliği yerleşimi için kemikler içerisinde yeterli alan sağlanamadiği 

için gelişen kemik iliği yetmezliği sonucu; pansitopeni, ekstramedullar hematopoez, 

optik sinirlere bası nedeni ile körlük, hidrosefali ve diğer nörolojik komplikasyonlar 

ortaya çıkmaktadır (23). Kemiğin yapısı, genişliği, periost altında kemik oluşumu ” 

kemik içi kemik oluşumu” gibi radyolojik özellikler klinik tanıya yardım etmektedir. 

Osteoklastlar hematopoetik kök hücre kökenli, myelomonositik öncül hücrelerden 

oluşmaktadır. Bu nedenle allojeneik hematopoetik kök hücre nakli (defektif 

osteoklastarın yerine fonksiyonel donör osteoklast hücreleri geçmektedir) tek küratif 

tedavidir ve tanı sonrası erken dönemde yapilmasi önerilmektedir (108).  

Malign infantil osteopetrozisli hastaların %50’den fazlasında TCIRG1 gen 

mutasyonu saptanmaktır. Osteoklastik VATPase’ın a3 alt ünitesini kodlayan TCIRG1 

geninde meydana gelen homozigot mutasyonlar sonucu (109) osteoklastlarda 

fonksiyon bozukluğu meydana gelmekte, kemik içinde hematopoietik niş için gerekli 

olan boşluk oluşturulamamaktadır. Osteoklastlarda V-ATPase’ın temel fonksiyonu 

kemik rezorpsiyonu sırasında rezorpsiyon çukurunun asidifikasyonunun devam 

etmesi için proton taşımaktır. V-ATPase’ın membrana gömülü V0 domaininde 

bulunan TCIRG1 geni protonların plazma membranına taşınmasını sağlayan iki yarım 

kanal içermektedir. Bu yapı, diğer V0 alt ünitelerinin üzerinde yapısal skafold 

oluşturmasını sağlamakta ve V-ATPse’ın plazma membranını hedefleyebilmesi için 

önemli olduğu düşünülmektedir. Bu alt ünite bu nedenle V-ATPase fonksiyonalitesi 

yani kemik rezorbsiyonu için kritiktir (110).   

Bu tez kapsamında osteopetrozisin en ağır tiplerinden biri olan otozamal 

resesif osteopetrozisin (ARO) yüksek genetik heterojenitesi olan TCIRG1 formundan 

uPKH elde edilmiştir. Geliştirilen uPKH’lerin karakterizasyonları tamamlandıktan 
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sonra hastalılığı modellemek için uPKH’ler önce hematopoetik hücrelere daha sonra 

osteoklastlara farklılaştırılmıştır. Elde edilen osteoklastlardaki hastalık spesifik defekti 

tespit etmek için fonksiyonel analizler yapılmıştır. Elde edilen uPKH kaynaklı 

hematopoietik hücrelerin koloni oluşturma kapasiteleri ve immünfenotiplendirmesi 

yapılmış, in vitro hematopoietik niş modellemesi için kemik iliği MKH ile bu hücrelerin 

kokültürü ve migrasyon deneyleri yapılmıştır.  

uPKH’lerin klinik araştırma ve uygulamalarda kullanılabilmesi için genetik 

modifikasyon için en güvenilir ve efektif gen aktarım metodlarının seçilmesi 

önemlidir. Bu nedenle çalışmamızda osteopetrozis hastalığını (TCIRG1 formu) 

modellemek için genoma entegre olmayan Sendai viral Vektörü (SeV) kullanılmıştır. 

Ayrıca uPKH’ler elde edildikten sonra da ileri pasajlara (Pasaj 15- 20) getirilen donör 

ve osteopetrotik uPKH’lerde SeV genomunun kaybolduğu gösterilmiştir. Donör ve 

osteopetrozis hasta kaynaklı uPKH’lerin karakterizasyonu yapıldığında (morfoloji, 

pluripotans ilişkili gen ifadesi, IF boyama, immünfenotiplendirme, üçgerm yaprağına 

farklılaşma potansiyeli) embriyonik kök hücre benzeri, pluripotant kök hücre oldukları 

doğrulanmıştır. Ancak negatif kontrol olarak kullanılan eritroid öncül hücrelerde, 

pluripotans ile ilişkili olarak bakılan c-MYC ve CDH1 gen ifadelerinin uPKH’lere göre 

daha fazla olduğu tespit edilmiştir. SOX2, NANOG,, KLF4 gen ifadesinin ise pozitif 

kontrol ve elde edilen donör ve osteopetrotik uPKH’ler ve negatif kontrol olan eritroid 

öncüllerde benzer oranda olduğu gözlemlenmiştir Ohgami ve ark, Redmond ve ark, 

ve Bondurant ve ark.’ları tarafından pluripotans ile ilişkili SOX2, CDH1, KLF4, CMYC 

genlerinin eritroid öncül hücrelerde de ifade olduğu belirtilmiştir (111-113) ve elde 

ettiğimiz bulgular da literatür ile (eritroid progenitör hücrelerden uPKH elde edilen) 

uyumludur (114). Oct4, UTF-1, DNMT, TERT, REX1 gen ifadeleri ise negatif kontrol 

hücrelerinde çok daha düşük seviyede ifade olurken pozitif kontrol ve geliştirilen 

uPKH hücrelerinde yüksek oranda ifade edildiği ve bu değerlerin istatistiksel olarak 

anlamlı olduğu gözlemlenmiştir (P<0,05).  
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Somatik hücrelerin uPKH’lerine programlanma süreci başlangıç, matürasyon 

ve stabilizasyon olarak üç basamakta gerçekleşmektedir. Başlangıç aşamasında ALP, 

SSEA1 ve CDH1 genleri ifade olmaktadır, hücrelerin morfolojileri değişmeye 

başlamakta, mezenkimal-epitelial geçiş meydana gelmekte ve hücre boyutu 

küçülmektedir. Matürasyon basamağında OCT4, NANOG ifadesi başlamakta, 

proliferasyon hızı artmaktadır. Stabilizasyon sürecinde ise SOX2, UTF1, DNMT3, Lin28 

ifadesi başlamakta DNA metilasyonu ve histon asetilasyonu başlamaktadır. 

Stabilizasyon sürecinde açılan pluripotensi genlerini ifade eden uPKH’ler ‘bona fide’ 

yani gerçek uPKH olarak tanımlanmaktadır(115). Çalışmamızda da elde ettiğimiz 1 

donör(3 koloni)- ve 3 hasta (3 koloni /hasta) - kaynaklı uPKH’lerin SOX2, UTF1, 

DNMT3, Lin28, OCT4, NANOG CDH1, REX1, KLF4, TERT, c-Myc genlerini ifade ettiği ve 

stabilizasyon aşamasındaki gerçek uPKH oldukları gösterilmiştir. 

uPKH eldesinin süresi ve verimliliği, pluripotans ilişkili genlerinin aktarım 

yöntemine ve başlangıç hücresinin genetik ve epigenetik özelliklerine bağlı olduğu 

belirtilmiştir (116). Daha önce TCIRG1 mutasyonu olan osteopetrozis hasta Kİ- 

MKH’lerinden elde ettiğimiz uPKH’leri (117), TCIRG1 mutasyonu olan osteopetrozis 

periferik kan-mononükleer hücrelerden zenginleştirilen ertroid öncüllerden elde 

ettiğimiz uPKH ile karşılaştırdığımızda aynı yöntem kullanılmasına rağmen eritroid 

öncül hücreler ile 12.-15. gün gibi daha kısa sürede uPKH elde edildiği 

gözlemlenmiştir. Belirtilen başlangıç hücresi programlanma süresini kısaltmakla 

birlikte daha az invaziv olan periferik kan kaynaklı hücre olması klinik açıdan büyük 

önem taşımaktadır.  

Yeniden programlama süreci somatik hücrelerin kimliğini tamamen silmediği 

için farklı orjinli uPKH’ler transkripsiyonel ve epigenetik paternlerinde minör 

farklılıklar gösterdiği (118) , ancak ileri pasajlara getirilerek bu epigenetik farklılığın 

silinebileceği (119) belirtilmiştir. Başlangıç hücre kaynağına bağlı olarak, uPKH’lerin 

farklıllaşma potansiyelleri ve verimliliği değişmektedir(116). Çalışmamızda da uPKH 

eldesi için hematopoetik kök hücre orjinli eritroid öncül hücreler başlangıç hücresi 

olarak kullanılmıştır ve ileri pasajlara (pasaj >20) getirilen koloniler farklılaşma 
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deneylerinde kullanılmıştır. Uyarılmış pluripotent kök hücrelerden hematopoetik kök 

hücre farklılaştırma stratejileri istenilen kan hücrelerinin eldesi olanağını 

sağlamaktadır. Geliştirilen uPKH’lerin transgenleri taşıması da hücrelerin 

hematopoetik farklılaşmasını inhibe ettiği, bu nedenle yeniden programlama için 

genoma entegre olmayan vektörlerin kullanılması gerektiği belirtilmiştir (120), bu 

nedenle çalışmamızda da ileri pasajlara getirilmiş ve trans genlerin kaybolduğu 

gösterilen uPKH’ler kullanılmıştır.   

uPKH’lerin hematopoetik hücrelere farklılaşması üç basamakta 

gerçekleşmektedir. İlk basamakta, BMP4 indüksiyonu ile primitif çizgi benzeri 

hücrelere ve erken merzoderm hücrelerine farklılaştığı, ikinci basamakta VEGF ve 

bFGF ile hemangioblast ve endotelium prekürsör hücrelerine farklılaştığı, üçüncü 

aşamada SCF, FLT3-L, TPO, IL-3 ve IL-6 hematopoetik sitokinleri ile hematopoetik 

hücrelerin matürasyonun ve CD45+ hematopoetik progenitör hücrelerinin 

ekspansiyonunun sağlandığı belirtilmiştir (116). Çalışmamızda, belirtilen belirtilen 

basamaklar sağlanarak uPKH’lerden hematopoetik farklılaşma deneyleri hipoksik ve 

normoksik ortamda yapılmış ancak CD34+ hücre seleksiyonu için yeterli verimlilikte 

hematopoetik hücre elde edilememiştir (protokol 1, 2, 3,4 ve 5). Bu nedenle ticari kit 

kullanılarak hematopoetik hücreler elde edilmiştir. 

O Cypris ve ark. göre uPKH’lerin hematopoetik farklılaşma verimliliğinin düşük 

olmasının DNA metilasyon profili ile ilişkili olduğu, farklılaşma sürecinde epigenetik 

paternini tamamlayamadığı, epigenetik matürasyon tamamlanamadığı için 

hematopoetik hücrelerin matürasyon aşamasına geçemediği belirtilmiştir(121). 

Ayrıca C Liu ve ark. tarafından da iki boyutlu uPKH kültürünün hücrelerin immatür 

olarak kalmasına, hücre hücre etkileşimi olmadığı, transkripsiyonel ve metabolik 

profilde embriyonik kök hücreler ile minör farklılıklarının olduğu bu nedenle uPKH 

hücrelerinin farklılaşma sürecini tamamlayamadığı ve farklılaşma verimliliğinin düşük 

olduğu ifade edilmiştir(122).   
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CD43, klonojenik kan ptogenitörlerinin bütün tiplerinde tespit edilen, myeloid 

kökenli hücreler için kullanılan öncül bir belirteçtir. Kyung-Dal Choi ve ark. göre uPKH 

kaynaklı hematopoetik hücrelerin myeloid farklılaşma sürecinde myelo-monositik 

belirteç olarak CD34+CD43+CD45+ yüzey belirteçlerinin kullanıldığı belirtilmiştir 

(123). Çalışmamızda da uPKH kaynaklı-HKH’lerin myeloid farklılaşma gösterdiği, hem 

uPKH kaynaklı hematopoetik hücrelerle hem de farklılaştırılan donör myeloid 

hücreleri ile karşılaştırıldığında hasta-uPKH kaynaklı myeloid hücrelerde CD11b, CD16 

ve CD18 yüzey belirteçlerinde belirgin oranda kat artışının gözlemlendiği tespit 

edilmiştir. Ancak myeloid farklılaşmayı, kokültür deneyleri karşılaştırdığımızda, 

kokültür sonrası CD34+CD43+CD45+ oranında önemli ölçüde artış olduğu 

gözlemlenmiştir (Mann -Whitney test, P<0,0015). Hasta-uPKH myeloid farklılaşma ile 

Hasta MKH & Hasta HKH kokültürünü karşılaştırdığımızda ise kokültür sonrası 

CD34+CD43+CD45+ oranında anlamlı artış gözlemlenmiştir (Welch’s t test, P<0,003).  

Farklılaştırılan uPKH–hematopoetik hücre kaynaklı myeloid hücreler ile 

osteoklast farklılaşmaya devam edilmiştir. Farklılaştırılan osteoklastlar morfolojik, 

yüzey belirteci, protein ve gen ifade profili açısından değerlendirilmiştir. Teitelbaum 

ve ark. sonuçlarına benzer olarak deneylerimizde de Osteoklastlar morfolojik olarak 

büyük ve ≥ 3 çekirdekli olarak gözlemlenmiştir (67). Ayrıca Petitprez ve ark. belirttiği 

gibi hem donör hem de hasta kaynaklı osteoklastlar akım sitometrik analiz ile 

değerlendirildiğinde CD14+CD16+ ve CD18+CD51/61+ osteoklast öncül yüzey 

belirteçleri oranının %97 üzerinde olduğu göstermiştir.  

NFATc1 osteoklast farklılaşmadan sorumlu olan temel transkripsiyon 

regülatörüdür. NFATc1 ifadesi osteoklast hücrelerinin terminal farklılaşmasını ve 

Kathepsin K, TRAP gibi kemik rezorpsiyonu için gerekli olan osteoklast spesifik gen 

ifadesini sağlarken, NFATc1 eksikliği osteoklast fonksiyon bozukluğuna neden 

olmaktadır (124). Çalışmamızda literatürde yapılan çalışmalara benzer olarak (125) 

osteopetrotik-uPKH kaynaklı osteoklast hücrelerinin Kathepsin K, Calc R ve NFATc1 

ifadesinde önemli oranda azalma gözlemlenmiştir (donör-uPKH kaynaklı osteoklast 

hücreleri ile karşılaştırıldığında). Chen w ve ark. Kathepsin K ve TRAP ifadesinin 
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fonksiyonel osteoklastlar için gerekli olduğunu belirtmiştir, çalışmamızda elde edilen 

sonuçlar osteopetrotik osteoklastların fonksiyonel osteoklastlara farklılaşamadığını 

göstermektedir (125). Kathepsin K, kemik degredasyonunda anahtar rol 

oynamaktadır (126) ve bu gen ifadesinin inhibisyonunda kemik ile ilişkili hastalıklar 

ortaya çıkmaktadır. Elde ettiğimiz sonuçlar uPKH kaynaklı osteopetrotik 

osteoklastların immün floresan boyamasında Kathepsin K zayıf pozitif boyanmıştır ve 

donör-uPKH kaynaklı osteoklast ile karşılaştırıldığında önemli ölçüde azalan gen 

ifadesi göstermiştir. Osteoklastların kemik rezorpsiyonu aktin halka yapısıyla oluşan 

sealing zone’da meydana gelmektedir. “Ruffled border” osteoklastların selaing zone 

bölgesinde meydana gelmektedir. Aktin halka podozomların oluşumuyla 

başlatılmaktadır. Kathepsin K aktivitesi aynı zamanda aktin halka oluşumu için 

gereklidir. “Sealing zone “ oluştuğunda ve aktin halka meydana geldiğinde kemik 

rezorpsiyonu gerçekleşmektedir (127). Aktin halka fonksiyonel osteoklast hücreleri 

için gerekli yapılardan birtanesidir (128), bu çalışmaya benzer olarak osteoklast 

farklılaşma deneylerimizin sonucunda da donör -uPKH kaynaklı osteoklast hücreleri 

yoğun aktin halka oluşumu ve uzun podozom yapıları gösterirken, osteopetrotik-

uPKH kaynaklı osteoklast hücrelerinin zayıf aktin halka ve podozom oluşturduğu 

gözlemlenmiştir. Bu sonuçlar da uPKH kaynaklı TCIRG1 mutasyonu taşıyan 

osteoklastların defektif olduğunu desteklemektedir. 

Hematopoetik hücrelerin niş stromal hücreleri ile etkileşimlerini 

değerlendirmek amacıyla uPKH kaynaklı CD34+ hematopoetik kök hücrelerin 

mezenkimal kök hücreler ile kokültürü yapılarak hematopoetik niş modellemesi 

yapılmıştır. Niş modellemesi için kullanılacak olan donör ve osteopetrozis hasta Kİ-

MKH’lerinin öncelikle immünfenotiplendirilmesi yapılmıştır. Hasta ve donör hücreleri 

arasında fark tespit edilmemiştir. Ancak kültür esnasında osteopetrotik MKH’lerin 

donör hücrelerine göre daha hızlı prolifere olduğu gözlemlenmiştir. Morfolojik olarak 

değerlendirildiğinde ise donör MKH’leri daha uzun ve büyük iğsi bir görünüme 

sahipken osteopetrotik MKH’ler daha küçük iğsi bir görünüme sahiptir. Bu bulguların 

yanında MKH’lerin adipojenik ve osteojenik farklılaşma deneyi yapıldığında donör 

MKH’leri her iki yönde de farklılaşma göstermesine rağmen osteopetrotik MKH’ler 
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sadece adipojenik farklılaşma göstermiştir ve elde edilen bu bulgu literatür ile 

uyumludur (129).   

Mezenkimal kök hücreler nişin anahtar bileşenidir ve hücre-hücre, hücre-

ekstraselüler matriks etkileşimleri aracılığı ile hematopoetik kök hücrelerin kendini 

yenilemesini, idamesini ve farklılaşmasını desteklemektedir (37). MKH ve HKH’ler 

arasındaki fizyolojik etkileşimi araştırmak için niş benzeri bir kokültür ortamı elde 

edilerek in vitro niş modellemesi yapılabilir. Bu modelleme iki niş hücresi arasındaki 

doğrudan ve dolaylı etkileşimlerin gösterilmesine dayanmaktadır (130). Bu tez 

kapsamında, sağlıklı / osteopetrotik HKH’lerin sağlıklı /osteopetrotik MKH’leri gen 

ifadesi düzeyinde nasıl etkilediğini anlamak için MKH ve uPKH kaynaklı HKH’ler 

kokültür edilmiştir. Aynı zamanda sağlıklı ve osteopetrotik MKH’lerin, sağlıklı- ve 

osteopetrotik- uPKH kaynaklı HKH’lerin yüzey belirteçleri ve migrasyon potansiyelleri 

üzerine etkisi çalışılmıştır. HKH ve niş arasındaki etkileşim, HKH’lerin idamesini 

sağlamada kritiktir.   

N-kadherinin overekspresyonu osteogenezisi negatif regüle etmekte ve 

MKH’lerin migrasyon potansiyelini önemli ölçüde desteklemektedir(131). Bu 

çalışmada, sağlıklı donör MKH’leri ile karşılaştırıldığında osteopetrotik MKH’lerin N-

kadherin gen ifadesinin önemli ölçüde arttığı (14,77 kat) ve osteojenik farklılaşma 

göstermedikleri tespit edilmiştir. Osteopetrotik MKH’ler donör uPKH kaynaklı 

hematopoetik hücrelerle kokültür edildiğinde ise N-cadherin değerinin önemli ölçüde 

azaldığı ( N-kadherin ∆∆CT değeri 7,42 ) tespit edilmiştir. Bu sonuçlar hematopoetik 

kök hücre naklinin MKH’lerin kemik iliği nişinde idamesini desteklediğini açıklayan 

mekanizmalardan biri olabilir. Kit-L uzun dönem HKH’lerin sıklığını düzenlemektedir. 

Bu genin delesyonu ile uzun dönem HKH’lerin azaldığı belirtilmiştir(86). Jagged1 ve 

Kit L ifadesi HKH’lerin idamesini, SDF-1 ifadesi ise engrafmanı sağlamaktadır (132). 

Çalışmamızda donör MKH’leri ile karşılaştırıldığında osteopetrotik MKH’lerin Jagged 

1, SDF1, Kit L ifadesinin önemli ölçüde azaldığı gözlemlenmiştir. MKH’ler Jagged-1 

ifade etmektedir ve HKH’lerdeki Notch ligandına bağlanarak hücre-hücre etkileşimi 

sayesinde HKH’lerin uzun dönem kendini yenilemesini sağlamaktadır(88). Jagged 1 
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aynı zamanda MKH’lerin osteojenik farklılaşmasını desteklemektedir  (133). Ancak 

çalışmamızda osteopetrotik MKH’lerin jagged1 ifadesinde önemli oranda azalma 

olduğu tespit edilmiştir. Donör uPKH kaynaklı HKH’ler ile kokültürü sonrasında ise 

Jagged 1, SDF1, Kit L gen ifadelerinde önemli ölçüde artış gözlemlenmiştir. Sağlıklı 

HKH’ler, HKH nakli sonrası defektif niş tamirini desteklemektedir. Donör MKH-

osteopetrotik HKH ve osteopetrotik MKH-osteopetrotik HKH kokültürleri 

karşılaştırıldığında donör MKH ‘lerinin jagged1 (3 kat) ve angiopoietin (1,3 kat) 

ifadelerinin daha fazla olduğu gözlemlenmiştir. Bu sonuçlar da osteopetrozis 

hastalarina allojeneik HKH nakli yapılırken MKH verilmesinin defektif niş onarimina 

katkıda bulunarak nişte HKH idamesini destekleyebileceğini göstermektedir.  

Opn, nişte HKH havuzu büyüklüğünü negatif olarak regüle etmektedir (7, 89) 

ve HKH’lerin endosteal bölgeye migrasyonunu, HKH’lerin sessiz kalmasını ve 

proliferasyonunun inhibisyonunu sağlamaktadır (134). Bu çalışmada, sağlıklı donör ile 

karşılaştırıldığında osteopetrotik MKH’lerin Opn ifadesinde önemli ölçüde azalma 

gözlemlenmiştir. Çok düşük seviyede OPN ifadesi osteopetroziste hematopoietik niş 

gelişimindeki sorunlar ve HKH ‘lerin nişte idamesinin sağlamaması ile ilişkili olabilir. 

Sağlıklı donör uPKH kaynaklı HKH’ler ile kokültür edildikten sonrası OPN ifadesinin 

artması ise allojeneik nakil sonrası bu sorunların düzelmesini sağlayan 

mekanizmalardan biri olabilir.  

Osteoklastlar salgıladıkları enzimler (Kathepsin K ve matriksmetallo 

proteazlar gibi lizozomal proteazlar) ile HKH’lerin endosteal niş bölgesinden vasküler 

niş bölgesine mobilizasyonunu artırmaktadır ve hematopoetik progenitör hücre 

ekspansiyonunu sağlamaktadır. Osteoklastlar nişte aynı zamanda MKH farklılaşmasını 

ve HKH idamesini düzenlemektedir (7, 58). HKH sayısının azalması ve Kİ kavitesinin 

daralmasını takiben ANG, JAGGED1, SDF1, KİT L gen ifadelerinde azalma sonucu 

immatür MKH’lerde orantısal artma ve osteoblast yönünde farklılaşma 

potansiyellerinde azalma meydana gelmektedir (135). Çalışmamızda, hem kokültür 

öncesi ve sonrası gen ifadeleri hem de osteojenik farklılaşma deneylerinin sonuçları, 
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literatür ile uyumlu olarak osteopetrotik MKH’lerin gen ifadelerini ve farklılaşma 

potansiyellerini değiştiğini göstermektedir.  

Niş modelleme deneylerinden elde ettiğimiz sonuçlar, osteopetroziste 

disfonksiyonel osteoklastların MKH kompartmanının değişimine ve defektif HKH niş 

oluşumuna neden olduğu, hematopoez için yer oluşturmamasının yanında anormal 

HKH homing’ine neden olduğunu göstermektedir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

6.1. Sonuçlar 

 Sağlıklı donör ve hasta periferik kan mononükleer hücrelerinin akım sitometri 

analizinde CD34+ hücre oranı benzer çıkmıştır (Donör G-CSF aldığı için) .   

 Sağlıklı donör ve osteopetrozis hasta periferik kan mononükleer 

hücrelerinden eritroid öncül hücreler zenginleştirilmiştir. Kültürde hücrelerin 

proliferasyon hızı hasta örneklerinde daha fazla iken eritroid öncül yüzey 

belirteç yüzdeleri açısından donör ve hasta hücreleri arasında fark 

gözlemlenmemiştir.  

 Donör ve hasta kaynaklı eritroid hücrelerden uPKH elde edilmiş ve 

karakterizasyonları sonucu her iki grup arasında morfolojik, yüzey belirteci 

yüzdesi, pluripotensi gen ifadesi ve üçgerm yaprağına farklılaşma potansiyeli 

açısından bir fark gözlemlenmemiştir. 

 uPKH’lerin pluripotensi ilişkili gen ifade analizi yapıldığında, pozitif kontrol ve 

elde ettiğimiz donör ve hasta kaynaklı uPKH’ler ile birlikte negatif kontrol 

olarak kullandığımız eritroid öncül hücrelerde de c-MYC, CDH1, SOX2, ve KLF4 

ifadesi gözlemlenmiştir.  

 Programlamanın 12-15. günleri arası koloni seçimi yapılmıştır. Eritroid öncül 

hücrelerin pluripotensi ile ilişkili yukarıda belirtilen gen ifadesini göstermeleri, 

bu hücrelerin programlanma süresini kısaltmasını sağlamış olabilir.   

 Sendai viral vektör ile OCT4, SOX2, KLF4 ve c-Myc genlerini aktarırken 1 

polisitronik (KOS; KLF4-OCT4-SOX2), 2 monosistronik  (KLF4 ve c-Myc, ayrı 

ayrı) vektör kullanılmıştır. KLF4 ve KOS erken pasajlarda kaybolmuştur. c-Myc 

ise örneğe bağlı olarak pasaj 5-pasaj 10’da kaybolmuştur. Bu da transgenlerin 

hücrelerden kaybolduğunu ve ilgili pluripotensi genlerini endojen olarak ifade 

ettiklerini göstermektedir. Ancak viral partikülün (viral back bone) geç 

pasajlarda kaybolduğu gözlemlenmiştir. 

 Hematopoetik farklılaşma için 6 farklı metot denenmesine rağmen 

CD34+CD45+ hücre yüzdesi satın alınan ticari kit ile yapılan metotta daha 

yüksek çıkmıştır.  
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 Eritroid öncül hücreler hematopoetik hücre kökenli olduğu için epigenetik 

olarak hematopoetik farklılaşmaya daha yatkın hücrelerdir. Bu nedenle 

hematopoetik farklılaşma kit protokolünde belirtilen süreden daha erken 

hematopoetik farklılaşma gerçekleşmiştir.   

 Osteopetrotik ve sağlıklı donör uPKH kaynaklı HKH’lerin koloni oluşturma 

kapasiteleri değerlendirildiğinde donör örnekleri BFU-E, CFU-M, CFU-GM ve 

CFU-GEMM kolonilerini oluşturuken osteopetrotik örnekler CFU-M, CFU-GM 

ve CFU-GEMM kolonilerini oluşturmuştur. Ayrıca osteopetrotik uPKH kaynaklı 

hematopoetik hücrelerin 3 kat daha fazla CFU-M koloni oluşturduğu 

gözlemlenmiştir. 

 Osteopetrotik MKH’lerin sağlıklı ve / veya osteopetrotik uPKH kaynaklı 

HKH’lerin migrasyon potansiyelini etkilediği gözlemlenmiştir.  

 Sağlıklı ve osteopetrotik uPKH kaynaklı HKH’ler myeloid farklılaşma 

göstermiştir.   

 Sağlıklı ve osteopetrotik uPKH-HKH kaynaklı myeloid hücreler osteoklast 

hücrelere farklılaşmıştır. Ancak yapılan fonksiyonel testlerde hasta ve donör 

kaynaklı uPKH’lerde farklılıklar gözlemlenmiştir. Sağlıklı donör uPKH kaynaklı 

osteoklastlar belirgin aktin halka oluşumu ve Kathepsin K ve TRAP ile yoğun 

boyanırken, SEM görüntülerinde belirgin uzun podozomlar gözlemlenirken, 

Osteopetrotik uPKH kaynaklı osteoklastlarda zayıf aktin halka oluşumu, ve 

zayıf kathepsin K ve TRAP boyanması, SEM görüntülerinde ise kısa podozomlar 

gözlemlenmiştir. Gen ifadelerinde ise donör osteoklastları ile 

karşılaştırıldığında önemli ölçüde düşük seviyede NFATc1, Calc R ve Kathepsin 

K ifadesi gözlemlenmiştir.  

 Sağlıklı donör ve osteopetrotik MKH’leri kültür edildiğinde, osteopetrotik 

MKH’lerin kültürde daha hızlı prolifere olduğu gözlemlenmiştir.  

 Osteopetrotik Kİ-MKH’leri osteojenik farklılaşma göstermemiştir. 

 Donör MKH’leri ile karşılaştırıldığında osteopetrotik MKH’lerin Jagged 1, SDF1, 

Kit L ifadesinin önemli ölçüde azaldığı gözlemlenmiştir. 
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 Osteopetrotik MKH’ler donör uPKH kaynaklı hematopoetik hücrelerle 

kokültür edildiğinde ise N-cadherin değerinin önemli ölçüde azaldığı tespit 

edilmiştir.  

 Sağlıklı donör MKH’leri ile karşılaştırıldığında osteopetrotik MKH’lerin N-

kadherin gen ifadesinin önemli ölçüde arttığı ve osteojenik farklılaşma 

göstermedikleri tespit edilmiştir. Osteopetrotik MKH’ler donör uPKH kaynaklı 

hematopoetik hücrelerle kokültür edildiğinde ise N-cadherin değerinin önemli 

ölçüde azaldığı tespit edilmiştir. 

 Osteopetrotik MKH’lerin jagged1 ifadesinde önemli oranda azalma tespit 

edilmiştir. Donör uPKH kaynaklı HKH’ler ile kokültürü sonrasında ise Jagged 1, 

SDF1, Kit L gen ifadelerinde önemli ölçüde artış gözlemlenmiştir. 

 Donör MKH-osteopetrotik HKH ve osteopetrotik MKH-osteopetrotik HKH 

kokültürleri karşılaştırıldığında donör MKH ‘lerinin jagged1 ve angiopoietin 

ifadelerinin daha fazla olduğu gözlemlenmiştir.  

 Sağlıklı donör ile karşılaştırıldığında osteopetrotik MKH’lerin Opn ifadesinde 

önemli ölçüde azalma gözlemlenmiştir.  
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6.2. Öneriler  

 Düşük verimliliği olan low attachment kültür kabında, matrijel üzerinde ve 

OP9 ile kokültür yapılarak HKH farklılaşma deneylerinde, farklılaşma 

sonrasında ticari olarak satılan hematopoetik hücreleri zenginleştirme 

besiyeri ile HKH yüzdesi artırılabilir. 

 Migrasyon deneylerinde nicel veri elde edebilmek amacıyla migrasyon sonrası 

hematopoetik kök hücre yüzdesi akım sitometri ile değerlendirilebilir.   

 Yüksek verimlilikte osteoklast eldesi ve fonksiyonel analizlerin yapılabilmesi 

için myeloid ve osteoklast farklılaşma protokolleri modifiye edilebilir 

  Osteoklast farklılaşma deneyleri, diş kesitleri üzerinde yapılabilir.  

 Kokültür sonrası MKH’lerde değişim saptanan Jag-1, Ang-1, Sdf-1, Kit L gen 

ifadeleri ile ilişkili olarak HKH’lerde de ilgili yolaklar ile ilgili gen (sırasıyla 

Notch, Tie-2, CXCR4, c-Kit) ifadelerine bakılabilir.  

 Hematopoetik nişte hücreler arası etkileşimleri değerlendirmek için IGF, bFGF, 

TGF-β, SCF, PDGF sitokinlerin düzeylerine bakılabilir.  

 Osteopetrotik MKHlerin osteojenik farklılaşma potansiyelindeki defektini teyit 

edilmek için Runx2, Alp, Osteokalsin, Bsp gen ifadelerine bakılabilir. 

 Gen düzenleme teknolojileri kullanılarak geliştirilecek olan yeni gen tedavileri 

test edilebilir   

 uPKH kullanılarak elde edilen in vitro modelleme sistemi kalıtsal veya edinsel 

kemik metabolizma hastalıklarının patogenezinin aydınlatılmasını sağlayabilir 
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