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Giris

Kulak Burun Bogaz Hastaliklari arasinda cerrahi tedavi gerektirenlerde, 6zellikle
rekonstruktif cerrahide mukoza ve kikirdak doku tamiri dnemlidir. Bu durumda tamirde
kullanilacak olan uygun dokunun temini en kritik asamalarin basinda gelmektedir.
Ameliyatta kullanilacak olan materyalin insanin kendi hicrelerinden olusturulmus, yani
otojen kaynakli olmasi viucutta gelisebilecek olan enflamatuar reaksiyonlari en aza
indirmekte ve ameliyatin basari sansini artirmaktadir. Ozellikle revizyon cerrahi
gerektiren ameliyatlarda, hastanin kendi kikirdaginin kullaniimasi bazi durumlarda
imkansiz, gogunlukla yetersiz ve mumkun oldugu durumlarda da hastada ek morbidite

ve mortalite yaratabilmektedir.

Kok hucreler, son yillarda Uzerinde en ¢ok durulan ve her yil onlarca
calismanin yapildigi bir konu haline gelmistir. Hizla ilerleme kaydeden kok hucre
alanindaki calismalar organ yetmezlikleri, metabolik hastaliklar, sinir sistemi
hastaliklari, romatizmal, kalp, kemik hastaliklari ve kanser basta olmak Uzere bircok
hastaligin tedavisinde umut verici sonuglar ortaya gikarmistir.

Bu tezin amaglari arasinda, cerrahide kikirdak gereksinimi olan olgularda kok
hdacre kullaniminin potansiyelini arastirmak, rejeneratif tip olarak isimlendirilen bu
alanda sigcan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hucrelerden kikirdak htcreleri
uretmeye calismak, Uretilen bu hicrelerin kalip olusturacak uygun bir biyomateryal
ile yasanabilirligini saglamak, kikirdak hucrelerin dokuda bu kalibin seklini almasini
ve fonksiyonelligini histolojik ve immunohistokimyasal yollarla objektif olarak
gbstermeye calismak bulunmaktadir.



GENEL BILGILER

1.1 KOK HUCRE TARIHGESI

Tarih boyunca insanoglu transplantasyon duasuncesi Uzerine yogunlasmis
olup sfenksler ve deniz kizlari mitolojide birer zenotransplantasyon ornegi olarak
yerini almistir. Mitolojide, atesi Olimpos Dagindaki tanrilardan calarak insanliga
hediye eden ve bunun Uzerine Zeus tarafindan cezalandirilan Prometheus'un
hikayesi de buna bir Ornektir.Hikayede, Zeus tarafindan Kafkas(Kaf) daginda bir
kayaya baglanan ve karacigerinin her gun bir kartal tarafindan yenilmesi seklinde bir
cezaya carptirilan Prometheus'un karacigeri her gun kendini yenilemistir. Bu,
karaciger hucresinin rejenerasyon yetenegi dolayisi ile kok hucre kavramini ortaya
koyan ilk hikayedir. Yuzyillar sonra bu transplantasyon dugsuncesi tibbi bir
profesyonelin eline gecerek klasik edebiyatin 6rnegini olusturacak sekilde Mary

Shelley'in Frankenstein romanina konu olmustur.

Bugunin kok hucre tedavisi Uzerine dinyada belki de ilk ¢alismalari yapan,
insan Omrunud uzatmanin yolunun dogum sonrasi atllan plasentalarda, kordon
hdcrelerinde oldugunu sdyleyen arastirmaci Prof.Dr.Sureyya Tahsin Aygun'dur.
1950-1960'l1 yillarda kendisi hayvanlarda fetal greftler ve kordon kani greftleri ile
cesitli hastaliklarin tedavisinde arastirmalar yapmigtir.

ilk olarak 1967 yilinda tanimlanan embriyonal karsinoma hiicrelerinin kiltir
ortaminda ¢og@altiimasi da bu alanda ileri atilmig 6nemli bir adimdir. O zamandan beri
insan ve fare teratokarsinomlarindan ¢ok sayida hucre serisi tanimlanmistir. Bu
hicrelerin diferansiyasyonu; embriyoid cisimcikler olarak adlandirilan embriyo
benzeri olusumlarin meydana gelmesi ile sonuglanan hicre agregasyonu ile gelisir.
S0z konusu embriyoid cisimcikler ilk olarak embriyonal karsinomlu farelerin asit
sivilarinda go6zlenmistir. Bu hucrelerin in vitro diferansiyasyon paternlerinin,
embriyogenezin cgesitli yonlerini agikladigi ve u¢ germ tabakasinin tumuna temsil
edici hucrelerin olusumu ile sonuglandigi gorulmektedir. Ayni zamanda in vitro

fertilizasyon kliniklerinden alinan fazla embriyolar kullanilarak insan embriyonik kok



hdcrelerinin Uretilmesine yonelik ¢alismalar da baglamistir.Bu ¢alismalar baglangicta
basarisiz olmus ancak preimplantasyon blastosistlerinden izole edilen hicrelerde
diferansiyasyonu incelemek igin yapilan bir girisimde tavsan embriyo hucreleri kultar
ortamina getirilebilmigtir. 1998'de James Thomson ve ark. ilk olarak insan embriyonik
kok hucrelerini kulture edebilmiglerdir. Ayni zaman diliminde insan primordial germ
hlcrelerinden embriyonik germ hucreleri elde edilmigtir. Bu kOk hucrelerin gelecekte
hastalik tedavisi icin kullanilabilecek olmasi buylk bir umut yaratirken, henuz
¢6zimlenmemis etik sorunlar ciddi bir sorun yaratmistir. Bu hucrelere kargi
gOsterilen etik reaksiyonlar sonucu, erigskin kok hucreleri ile ilgili caligmalar da
yogunlasmigtir ve sonucunda erigkin ve embriyonik kok hucrelerle ilgili cok sayida
yayin ortaya c¢ikmistir. Bunlarin hepsi kok hucre esasli tedavi konusunda yeni

gelismeler elde etme amaci tagsimaktadir.

Kok huicre esaslh tedavi konusunda yasanan geligsmelere tarihsel olarak

bakacak olursak;

1951 - Lorenz ve ark. ilk defa kemik iligi transplantasyonu ihtimalini ortaya

attilar?.

1959 - Invitro fertilizasyon (IVF) yontemi ile ilk hayvan (tavgan) uretildi.

1961 - Till ve McCulloch hematopoetik kdk hlcrelerin siganlardaki radyasyona bagli
gelisen hematopoetik yetmezligi diizeltebilecegini ortaya attilar?.

1968 - Edwards ve Bavister ilk insan ovumunu in vitro olarak fertilize ettiler3.

1978 - ik IVF bebek ingiltere'de dogdu.

1981 - Evans ve Kaufman fare embriyonik kék hiicrelerini elde ettiler?.

1996 - Rhesus maymunlarinin embriyonik kok hiicreleri elde edildi®.

1998 - Thomson ve arkadaslari ilk insan embriyonik kok hiicresini elde ettiler®.

2000 - insan embriyonik kdk hiicresinin pluripotent oldugu anlagildi’.



1.2 KOK HUCRE NEDIR?

Kok hucreler, bolunebilme ve kendini yenileyebilme yetenegi olan,
Ozellesmemis, hasar goren bir dokuya nakledildiginde dokuyu iglevsel olarak
cogaltabilen, in vivo ortamda doku hasarinin olmadigi durumlarda bile hucrelerin
farklilagmalarini saglayabilen hicrelerdir®910, Belirli biyolojik sinyaller altinda
diferansiye olarak tamamen farkli terminal diferansiye hucre tiplerine donusebilme
potansiyeline sahiptirler.

Kok hicreler, organizmanin tim yasamiboyunca kendini yenileme 6zelliklerine
sahiptirler. Bu ozelliklerinden dolayi in vitrokulltirlerde kolaylikla cogalabilmektedirler.
Belirli biyolojik sinyaller altindafenotiplerinden tamamen farkli bir hicre tipine
donusebilirler.

Farklilagmamis kok hucrelerin, diger hicrelerden farkli olarak baslangictaki
hdcrenin karakteristik Ozelliklerini tasiyan en az bir benzer hucre olusturabilme
yetenegi (selfrenewal, kendini yenileme); tek bir hiicreden birden fazla hticre serisine
farkhlasabilme yetenegi (multi-lineagedifferentiation, ¢oklu seri farklilagsma) ve bir
dokunun iglevsel olarak yeniden yapilandirimasi  6zellikleri  vardiril,
Laboratuvarortaminda kok hucreler uzun zaman sureglerinde ¢ogalabilirler. Okarma
ve arkadaslar tarafindan, embriyonik kdk hiicre serilerinin 300-400 dongu boyunca
cogalabildikleri  gosterilmistir®.  Businirsiz  bolinme  yetenekleri  telomeraz
enzimaktivitesi sonucu olugmaktadir. Bu enzimdogrusal kromozomlarin ucunda
bulunan, tekrarlanan “TTAGGG” DNA dizileri olantelomerlerin kisalmasini
Onlemektedir. Telomerler ne kadar uzun olursa, hicrelerin bélinmekapasitesi de o
kadar fazla olur. Bir hicrede telomeraz ne kadar aktifse telomer uzunlugu da okadar
korunabiliyor demektir. Kok hicrelerde de ¢ok aktif telomeraz enzim aktivitesi ve
bunabagli uzun telomer zinciri vardir. Bu nedenle, kok hucreler ¢ok uzun sinirsiz
bolinmeyetenekleri ile kendilerini kopyalarlar.

Ozetlemek gerekirse bir kok hiicreyi tanimlayabilmek igin 5 tane gerekli 6lgit

vardirt?;
1. Kok htcreler uzun sure bdlinebilme ve kendini yenileyebilme (self-renewal)
Ozelligine sahiptir. Hulcrelerin uzun bdlunebilmesini belirleyen faktorlerden birisi,
kromozomlarin ucunda yer alan telomer denen ve binlerce kez tekrarlanan kisa DNA
tekrar dizileridir. (TTAGGG).



2. Kok hiicreler 6zellesmemiglerdir. Ornegin bir kdk hiicre, kalp kasinda oldugu gibi
kani vlicuda pompalamak i¢in komsu hucrelerle birlikte calismaz. Eritrositlerde
oldugu gibi oksijeni dokulara tasiyamaz. Ancak 6zellesmis hlcrelere donusmek icin
kaynak olusgturabilir.

3. Kok hucreler, 6zellesmemis hucrelere kaynaklik edebilirler. Bu olaya farklilagma
(diferansiasyon) denir. Kok hucreler birden fazla hicre tipine farklilasabilirler. En iyi

ornegi zigottur.

4. KOk hucreler, hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel olarak
tekrar cogaltabilirler.

5.K6k hucreler, in-vivokosullarda doku hasarinin olmadigi durumlarda bile
farkhlasabilirler.

1.3 KOK HUCRELERDE TEMEL KAVRAMLAR

1.3.1 Plastisite (Farklilagsma)

Bir hucrenin koken aldigi dokunun disindaki dokulara farklilagsma ozelligini
tanimlamaktadir. Bunun ornekleri arasinda; endotele, kas hucrelerine, kalp kasina ve
hepatositlere donusebilen kemik iligi kokenli hucreler ve hematopoetik kok hucreler
bulunmaktadir’®. Bir hiicre, farkllasma asamasina girdiginde genellikle gogalmayi
birakir. Bu 6zellik fetal ve embriyonik kok hucreler icin devamli gorulebilmekteyken,
eriskin kok hucrelerde sinirlanmigtir.

1.3.2 Stemness (Kokluluk)

Kok hucreleri diger hucrelerden ayiran hucresel ve molekiler o6zellikleri
tanimlamak igin kullanilir. Kok hicrelerin molekuler imzasi olarak bilinen bu 6zellikler,
O0zgun gen ifadeleri veya translasyon sonrasi bir dizi degisimler olup, bunlar

sayesinde kok hicreler farklilagsmaksizin 6zglin yapilarini ve islevlerini korurlar!4,



1.4 KOK HUCRELERIN SINIFLANDIRILMASI

Kok hdcreleri siniflandirmak igin kullanilan terminolojiler karmagsik olabilir.
Temel olarak 2 gesit siniflama kullanilabilir. Birinci siniffama kok hacrelerin farkl
hiicre tiplerine dénlsebilme potansiyellerine dayanan siniflandirmadir’s.ikinci
siniflandirma ise kok hicrenin koken aldigr dokuya dayanan siniflandirma olup, en
sik kullanilanidir.

1.4.1 Kok Hucrelerin Farklilagsma Potansiyeline Gore Siniflandirilmasi:

Kok Hiicre Farklilasma Potansiyeli

Totipotent

Multlpotent . . Multipotent

Hemapoetik kok hiicre Mezenkimal kdk hiicre

o /TN

kan hicreleri

Diger kok hucreler? ? ? ? Unipotent

Kas Sinir Kemik Diger

Sekil 1. Kok hicrelerin farklilasma potansiyelit®

Totipotent Kok Hicreler

Ovumun dollenmesinden sonraki yaklasik 4. gune kadar olusan hucre
kitlesidir. Zigot en 6nemli ve ilk totipotent hticre olarak kabul edilir. Totipotent hiicreler
farklilagsma kapasitesine bakildiginda, vicuttaki tim hicre ve dokulara farklilagabilen
hicre tipidir. Bu hicreler embriyonik ve embriyonik olamayan dokulara
farkhlasabilirler. Bu hucrelerin her birinden ayri birey elde edilebilir. Totipotent
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hicrelere 4 hicreden 8 hlcreye kadar ki tim blastomerler 6rnek olarak
verilebilir®. Tam bir bireyi olusturabilecek kapasiteye sahip olan bu hicreler, sinirsiz
farklilagsma yetenegine sahiptir. Bu hucreler embriyo, embriyo sonrasi tim doku ve
organlar ile embriyo disi membranlarin ve organlarin kaynagini olugturan kok hucre

turleri olarak tanimlanmaktadir?’.

Dollenmis yumurta tek bir hucre olmakla birlikte, vicuttaki tim sistemleri
meydana getirecek butun hucreler bu tek hicreden gogalirlar. Bu dollenmis yumurta
hiicresine totipotent hiicre denir. Dollenmeden birkag saat sonra bu totipotent hiicre
iki esit pargaya bolundr. Bu iki totipotent hilcreden birisi alinip uterusa implante
edilirse, canli gelisimi devam eder.iki totipotent hiicre bilinmeyen sebeplerle
birbirinden ayrilip, her ikisi tek basina gelisebilmektedir'®1®. Genetik olarak ayni olan

tek yumurta ikizleri de bu sekilde olusmaktadir.

Pluripotent Kok Hucreler

Embriyonik gelisimde U¢ germ tabakasindan kdken alan ve yaklagik 200 gesit
hicreye donusebilen hucrelerdir. Pluripotent hicreler, organizmada birgok dokunun
olusmasina kaynaklik etmesine ragmen, yeni bir birey olusturamazlar. Bu

Ozellikleriyle totipotent hicrelerden ayrilirlart’.

Dollenmenin 5. gununden itibaren ve birka¢ hicre bolinmesinden sonra
totipotent hucreler farklilagsmaya baglayarak blastosist denilen i¢i bos bir
kUreyedonugurler. Blastosistte iki tip hlicre vardir; biri dig tabaka(ektoderm), digeri ise
ic tabakadir (endoderm). Blastosistin dis tabakasindan yavrununbeslenmesi ve
solunumunu saglayacak plasenta ve koruyucu koryon kesesi gelisir. Blastosistin
ictabakasindan g0z, kalp, beyin, kaslar, kemikler gibi doku ve organlar geligir. Ancak
bunun icin endoderm ve ektodermin bir arada c¢alismasi gerekir. Tek basina
endodermden higbir canli gelisemez. Blastosistin i¢ tabakasindaki hicre kimesi
pluripotenttir. Pluripotent hucreler totipotentolmadigindan plasenta olusamaz ve

dolayisi ile de canli gelisimi olmaz.



Pluripotent Kok Hiicreler

@ (_ Tobpotent

invivo dollenmi
yumurFu :

8 hicreli embriyo

Kiltiire ed||m|:. (Prmpomnt Blostokist
ayrismamis
kok hiuweler \

Kan Hiicreleri

Sinir Hicreleri
Kalp Kosi Hicreleri

Sekil 2. Pluripotent K6k Hiicre

Multipotent Kok Hicreler

Pluripotent hicrelerden daha sinirli sayida hucre tipine donugebilen ve tek bir
yondefarklilasmak Uzere programlanmis olan hicrelerdirl’. Farklilasma yetenekleri
kisithdir. Kendi grubundaki hucre ve doku gruplarina farklilagabilirler. Bu tlr hiicrelere

en lyi bilinen 6rnek, hematopoetik kdk hicrelerdir.

Unipotent Kok Htcreler

Sadece bir hucre grubuna farklilagabilen hucrelerdir. Kas dokusundaki uydu

hiicreler buna drnektir.



Tablo 1. Kok hiicrelerin farklilagsma potansiyelleri'®

Isim Huicre Tipi (Yerlesim) Farklilagsma | Farklilagma Yoni
Etkinligi

Embriyonel Kok Morula agamasindaki Totipotent Embriyon ve embriyon disi

Hucre hicreler tabakalar

Embriyonel Kok Blastosis agamasindaki i¢ Pluripotent Embriyon govdesi (tim

Hucre hicre kitlesi hicreleri somatik ve germ hicreleri)

Embriyonel Kok Gastrula agamasindaki Pluripotent Endoderm, mezoderm ve

Hicre epiblast hiicreleri ektoderm hicreleri

Embriyonel Kok Ektoderm, mezoderm ve Pluripotent Tum somatik hicreler

Hucre endoderm hicreleri

Erigkin Kok Ozgiin doku hiicreleri Multipotent Hucrenin bulundugu

Hucre dokuya gore bir veya daha

fazla turde hucre
Eriskin KOk Bir dokudaki yerlegik hicreler | Unipotent Bir hucre tipi
Hucre

1.4.2 Kok Hucrelerin Koken Aldigi Dokuya Gore Siniflandiriimasi:

Embriyonik
Olmayan
Kok

Hicreler

Sekil 3. KOk hucre kaynaklari




Kok hiicreleri koken aldiklari dokuya gore asagidaki gibi siniflandirabiliriz?°.

- Embriyonik kok hicreler
- Embriyonik olmayan kok hucreler
1. Erigkin kok hucreleri
a) Hematopoetik kok htcreler
|. Kemikiligi kok hucreleri
Il. Periferik kan kok hicreleri
[ll. Kordon kani kok hucreleri
b) Mezenkimal (stromal) kok hicreler
c) Organlarda yerlesik diger erigkin kdk hticreler
2. Fetus kok htcreleri
3. Kadavra kok hucreleri

4. Partenot hiicreleri (partenogenezis)

Embriyonik K6k Htcreler:

Embriyonik kok hucreler vucuttaki her hicre ve doku tipine farklilagabilme
kapasiteleri ile doku muhendisligi ve rejeneratif tip alaninda bluyUk bir potansiyele
sahiptirler?l, Fare embriyonik kok htcreleri ilk defa yaklagik 20 yilénce tanimlanmis
olup blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilmistir?22324.25.26.27 Uygun kiiltir ortami
saglandiginda bu hucreler farklilagsmadan ¢ogaldiklari gibi, ortamin degistiriimesi ile

bu hiicrelerin farklilagsmasi da saglanabilir?®-27.
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Blastosist
_ Hiicre Kitlesi (ICM)
(Embriyoblast)

Trofoblast

Blastosol

Sekil 4. Embriyonik kdk hucreler, embriyonun 4-5 gunlik erken dénem formu olan
blastosistinyaklasik olarak 64—200 arasi hucreden olusan i¢ hucre kitlesinden elde

edilirler?s,

Embriyonik kok hicrelerin cesitli hacrelere farklilagabilme 0zelliklerinden
yararlanilarak doku hasarinda daha hizli iyilesmenin saglanmasi veya sinir hucresi
gibi hasarlandiktan sonra yerine konmasi mumkun olmayan hucrelere
farkhlastirilarak yara tamirlerinde kullaniimasi son vyillardaki en dnemli arastirma

konularindandir.

Embriyonun ilk hucresel farklilagsmasi morulayi olusturan hucrelerin blastokist
hicrelerine farkhlasmasidir. Morulanin  dis tarafinda bulunan hucreler sivi
transportunu saglayan ve blastoselin olusmasinda rol oynayan trofoblast epitel
hdcrelerine farklilanir. i¢gte bulunan morula hicreleri ise blastokistin i¢ hucre kitlesini
olusturur. i¢ hiucre kitlesini olusturan hicreler pluripotent kdk hucreler olup embriyoyu
olusturacak olan tim dokularin esas kaynagidir.

11



Blastokist

- — H\"“:.
Ektoderm
Embriyoblast Endoderm
Mezoderm
-santral ve -kalp -bagirsak
periferal -kas -karaciger
sinir sistemi -endotel -pankreas
-deri -kan -solunum
-adrenal bez, -kemik sistemi, vb.
vhb. -kKikirdak, vb.

Sekil 5. Embriyonik kok hticrelerin blastokistten eldesi ve pluripotensi?’

Embriyonik kok hicre serilerinin zaman igerisinde mutasyonlardanetkilenip
etkilenmeyeceqi, olabilecek tumor olugsumlari, nakledilen hdcrelerin
reddininengellenmesine  yonelik  deneyimlerin  gelistiriimesi, = kok  hucre

calismalarindaki sorunlar olarak g6zikmektedir.

Embriyonik Olmayan K6k Hucreler

1.Erigkin kok htcreleri
2.Fetls kok hucreleri
3. Kadavra kok hicreleri

4.Partenot hicreleri (partenogenezis)
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1. Erigkin Kok Hucreleri

Erigskin kdk hicreleri, bir doku veya organdaki farklilagsmig hicreler arasinda
bulunan farklilagsmamig hucreler olup, kendini yenileyip koken aldigi organin spesifik
huicresine donisebilen hicrelerdir®?. Erigkin kék hicreleri vicutta bircok doku ve
organda bulunurlar ve bulunduklari bolgedeki hicrelerin hasar gérmesi durumunda
cogalarak hasarli kismin onarilmasini saglarlar. Yakin zamanda deney hayvanlari ile
gerceklestirilen calismalarda, bulunduklari ortama gore daha farkli hicrelere de
donusebildikleri gosteriimis olsa da, donusebildikleri hicre tipleri  sinirlidir.
Organizmada ancak belirli birka¢ hucre turinedodnusebilen erigkin kok hucreleri,
laboratuvar kosullarinda gerekli ortam ve sinyallersaglandiginda birgok farkli hucre

turine donusebilmektedirler.

Eriskin kok hucreleri agsagidaki gibi siniflandirilmaktadir.

a. Hematopoietik Kok Hticreler
l. Kemik iligi Kok Hucreleri
Il. Periferik Kan Kok hicreleri
l1l. Gobek Kordon Kani Kok Hucreleri
b. Mezenkimal (stromal) K6k Hicreler
c. Organlarda yerlesik diger eriskin kok hicreler

a. Hematopoietik Kok Hicreler:

Uzerinde en ¢ok caligilan ve tedavide yaygin olarakkullanilan erigkin kok
hticre tipidir3®. Hematopoietik kok hiicrelerin kemik iliginde surekli olarak kendilerini
yenileyebilme ve kanda bulunan hucre tiplerine farkhlasabilme yetenekleri, bunlari
temel erigkin kok hicresi sinifina sokmaktadir®31:323334 Kemik iligi stromal hiicreleri
mezenkimal kok htcreleri ve multipotent erigkin progenitér hiicreleri icerir®.Kemik
iligi stromal hicreleri denilen ikinci grup huicreler dnceleri hematopoezi indiklemek
amach kullanilirken, daha sonra yapilan c¢alismalarda bu hucrelerin osteositlere,
kondrositlere, tendinositlere, yag dokusu hucrelerine ve diz kas hucrelerine
donusebildikleri gosterilmigtir34:36,

13



Hematopoietik kok hicreler, erigskin insanlardan izole edilebilen az sayidaki
kok hucrelerdendir. Esas itibariyle, kemik iliginde yerlesik olan hematopoietik kok
hicreler normalde fotusun karacigerinde, dalaginda, gébek kordonunda, plasentada
ve eriskin periferik kaninda bulunurlar®3334 ve hiicre ylizey antijen belirtecleri CD34+

ve CD38' dir22,3l,32,33,35_

. Kemik iligi K6k Hiicreleri:

Hematopoietik kdk htcrelerinin bilinen en iyi kaynagi kemik iligidir. Kemik iligi,
heterojen yapida hematopoietik hicre grubundan olusur. Bu hiicre gruplarinin bir
kismini progenitor kok hucreler olusturur. Kan hucrelerinin gogunun periferik kanda
yasam sureleri kisadir ve devamli olarak yenilenmeleri gerekmektedir. Ortalama
olarak gunde bir milyar yeni hematopoietik hucreye ihtiya¢ vardir. Bu Uretimin

devamlihdr hematopoietik kok hicreler ile saglanmaktadir.

NK Hicrelen @
Nitrofil
Ha : T Lentfositlen
W Lenfoid Dncul e& ,? " Bazofi
= Hiicreler - (,
@ w Eozinofil
B Lenfositlen .~ -~
Hematopoetik “-’_ff"._;-' =%
Kok Hiicreler @ @ > Q_‘ — @
i i 1 honosit .-' Makmfa
r 'Sg:'ﬂ’.‘.eml Miyeloid Unciil & a j
icreler s ] o~ -
Hicreler . _ o £ A 3
‘sé{ {é 3 Trombosit
s “ Kimmizi Kan
s Hiicreleri
: Kemik (vey$ Kdardak) Hematopoetik
. mik (wey3 Kilardal Destek St )
'“ ucmﬁ Stromal Kk Osteoblast . =« ey Adipostt
- Vo - g
Hiicreler L I Seni Hicresi ;
{0 (2 JEPSN b @ /
gy ¢ Pre-osteoblast o — @ =
Vs " > » iskelet Kasi Kok Hijcresi 7 Hematopostik
of '] ‘\‘ Kok Hiicre
9 N'WSi} @ * Hepatosit Kok Hicresi ?

Sekil 6. Kemik iligi kaynakli kdk hiicreler ve farklilagabildikleri hiicreler’
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II. Periferik Kan K6k Hicreleri:

Hematopoietik sistemin yeniden kurulmasina iligskin, kemik iligi kok hucrelerine
alternatif olarak son 10-20 wyildir periferik kan kok hucreleri kullaniimaya
baslanmistir3®. 1980 yilinda hastaya kemoterapi verilerek periferik kanda kok
hicrelerin mobilize edilebildigi ve bu kdk hucrelerin, yeniden hemotopoiezi olugturma
yetenegine sahip olduklari saptanmigtir. Daha sonra G-CSF ve GM-CSF gibi
hematopoietik buyime faktorlerinin kullanilmaya baglanmasiyla daha fazla sayida
periferik kandan kok hticre toplanabilmigstir®?.

Periferik kan kok hucrelerinin kullaniminin avantajlari; dusuk tumor hicresi
kontaminasyon riski, genel anestezi riskinin olmamasi, girisimsel bir iglem
gerektirmemesi, poliklinik sartlarinda uygulanabilmesi, yineleyen
ototransplantasyonlarin mumkuin olmasi, hastanede yatig suresinin az olmasi, daha

ucuz ve konforlu olmasidir.

Ozellikle, hiicre ayristirma tekniklerinde olusan gelismeler ve hematopoietik
blytume faktorlerinin mobilizasyon tekniklerine girmesiyle periferik kandan elde edilen
kok hucrelerin oranini arttirmak ve yeterli sayida kok hucre toplamak mumkun
olmustur. Dolayisiyla, klinik nakilde kullanilan insan hematopoietik hucrelerin birincil
kaynaklari arasina periferik kan kok hicreleri de girmigtir.

lll. Gobek Kordonu Kani Kok Hiicreleri:

Gobek kordon kani onemli bir kok hicre kaynagidir ve kok hicre kaynagi
olarak diinyada 1988 yilindan beri kullaniimaktadir3®3°, Bu hicreler, umblikal venden
veya dogumdan hemen sonra ayrilmig plasentadan toplanir, degisik hucre tiplerine

farklilagabilir ve gogalabilir.

Gobek kordon kani kok hucre kaynagi olarak kemik iligine gore daha guglu bir
alternatiftir®®>. Gobek kordon kani kok hicrelerinin kullanimi; invaziv olmayan
yontemlerle elde edilmeleri, kultirde daha uzun sure yasamalari, graft versus host
hastaligi insidansinin azligi ve diger allojenik hematopoietik kok hucre kaynaklari
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(kemik iligi, periferik kan) ile karsilastirildiginda bir veya iki HLA uyumsuzlugunu daha
iyi tolere edebilir olmasindan dolayr avantajidir®. Sagladigi bu Gstinlikler
dogrultusunda gobek kordon kani toplanmasi, bankaciligi ve bu hicrelerin tedavide
kullanimi butin dunyada yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Bunun yani sira
spesifik donorden sadece tek bagisin kullanilabilir olmasi, kordon kani Unitesinde
sinirl sayida hematopoietik kOk hucre bulunmasi, hematolojik ve immun yanit
olusumunun gecikmesi ve buna bagli olarak enfeksiyon, kanama ve erken mortalite
riskinin artmasi gébek kordon kani kok hicrelerinin kullaniminin dezavantajlaridir®,
Az sayida kok hucre icermesi nedeniyle yetigkinlerde c¢ocuklardaki kadar yaygin

kullanimi yoktur.

b. Mezenkimal (Stromal) K6k Hucreler:

Mezenkimal kok hucreler erigkin kok hicre alt tiplerinden biridir ve heniz
diferansiyeolmamis multipotent hucrelerdir. Kemik iligi stromasindan vediger stromal
dokulardan kdkenalirlar. Bunun yani sira tum dokularda destek hucreleri olan stromal
hacrelerinde kokenini teskil etmektedirler. Mezenkimal kok hucreler kemik iligi
haricinde yag dokusunda, periostta, sinovyal membranda, kasta, dermiste, dis
kokunde, perisitlerde, trabekuler kemikte, infrapatellar yag yastiginda, eklem
kikirdaginda, dolagsim sisteminde, amnion sivisinda ve umbilikal kordon kaninda da
bulunmaktadirlar. Mezenkimal kok hucreler tarafindan salgilanan anjiogenik,
antiapopitotik ve mitojenik faktorler hasara ugramis dokularin rejenerasyonunu ve
¢ogu dokuda gosterilmis olan endojen kok hucrelerin proliferasyon ve farklilagmasini

arttirir.

Mezenkimal kok hucreler ilk kez Fridenstein tarafindan tanimlanmigtir.
Fridenstein ve arkadaglari 1976'da, fotal buzagi serumu kullanilarak yapilan kemik
iligi kulturlerinde adezyon vyetenegi goOsteren, morfolojik olarak fibroblastlara
benzeyen hucre kolonilerinin bulundugunu ve bunlarin kemik ve yag hucrelerine
farklilagsma yetenegine sahip oldugunu gostermislerdir®®. Sonraki yillarda yapilan
calismalarda bu hucrelerin hematopoietik dzellikte olmayan multipotent kok hicreler
oldugu, her U¢ germ yapragindan koken alan hucrelere farkllasma yetenegi
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bulundugu ortaya konmustur®l. Tae ve arkadaslari 2006'da bu hiicrelerin yiiksek
verimlilikte izole edilebildiklerini ve cogalabildiklerini bildirmistir*2. Mezenkimal kok
hicrelerin kolay elde edilebilmesi, duguk immunojenitesi ve daha az etik sorun

olusturmasi galismalarda 6nem kazanmasini saglamistir.

Mezenkimal kok hicreler uygun kosullarda, osteojenik, kondrojenik, adipojenik
yondefarklilasabilmektedirler*®. Ayni zamanda fibroblast, iskelet kasi hiicreleri gibi
mezodermal hucreler ile mezodermal kokenli olmayan endotel, néroektoderm gibi

cok cesitli htcrelere farklilagtiklar gosterilmistir.

kB
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Sekil 7. Mezenkimal kok hiicrelerin degisim potansiyeli**

Otolog transplantasyonda ilk olarak kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hacreler kullanilmigtir. Pittenger ve arkadagslari 1999'da mezenkimal kok hucrelerin
kemik iligindeki toplam cekirdekli hicrelerin ¢ok kuguk bir kisminiolusturduklarini

bildirmislerdir*®. invaziv bir islem olan kemik iligi aspirasyonunda elde edilen 105
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hiicreden sadece 1-10 tanesinin mezenkimal kok hiicre oldugu saptanmistir®®. Ayrica
bu hucrelerin yagla beraber diferansiyasyon kapasitelerinin azalmasina paralel olarak
terapotik etkileri de azalmaktadir®’”. Bu nedenlerle arastirmacilar mezenkimal kok
hicre elde etmek amaciyla dahakolay ve pratik elde edilebilir kaynaklara

yonelmiglerdir.

Kolay elde edilebilmesi, vicutta bol miktarda bulunmasi nedeni ile mezenkimal
kék hiicre kaynagi olarak yag dokusu Uzerinde yogunlasilmistir. ilk kez 2001 yilinda
Zuk ve arkadaslari insan lipoaspiratindan elde ettikleri stromal vaskuler fraksiyonda
kOk hucreleri gostermis ve bu hulcrelere adipoz kokenli erigkin kok hucre adi
verilmiglerdir. Fibroblastlara benzer sekilde olan bu huicrelerin  adipojenik,
kondrojenik, osteojenik ve myojenik diferansiyasyon kapasiteleri oldugu
gosterilmistir®4°, Ayrica yag dokusu kemik iligine gore mezenkimal kok hiicre
kaynagi olarak daha zengindir. Bir gram yad dokusunda yaklasik 5x103 adet
mezenkimal kok hicre  mevcuttur. Bu sayr 1 gram kemik iliginde yer alan

mezenkimal kok hiicre sayisinin yaklagik 500 katidir48-°0:52,

Rejeneratif tipta mezenkimal kok hucre kullaniminin artmasi Uzerine 2003

yilinda Gimble ve ark. uygun hicre kaynagi icin 5 adet kriter yayinlamistir:

1. Kaynakta hucre bol miktarda bulunmalidir.
2. Minimal invaziv teknik uygulanarakmezenkimal kok hiicre elde edilmelidir.

3. Cikarilan dokudan elde edilen hucreler tanimlanmig yontemlerle birgok farkli hiicre

tipine diferansiye olma 6zelligi icermelidir.
4. Otolog ve allojenik transplantasyonlari guvenli ve efektif olmalidir.

5. Gunumuzdeki kabul edilmis standart yontemlerle elde edilebilmelidir.

Bu kriterlere gore glinimiizde yag dokusu en uygun kaynak olarak goriinmektedir®,
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Mezenkimal Kok Hucreler ve Klinik Caligmalar

Noron, kalp kasi, kondrosit gibi farklilagsmis hucreler yaslanma, travma
vedejeneratif hastaliklar sonucunda hasara ugradiklarinda yenilenemezler. Degisik
hacre turlerine farklilasabilme potansiyeli olan mezenkimalkdok hucrelerin,
cogalmalarinin kontrol edilebilmeleri halinde, in vitro laboratuvarortamlarinda gerekli
olan hucre tiplerine donusturilmeleri mumkundur. Yeni ilaglarin gelistiriimesinde,
etkinlik ve sitotoksisitelerinin degerlendiriimesinde, hasarli hicre onarimi veya 6lumu

durumunda kok hucrelerin kullanilabilece@i 6ngorulmektedir.

iskemik inmenin deneysel modellerinde mezenkimal kok hiicreler, bagari ile

denenmis ve iskemininolusturdugu hasarin azaltiimasinda etkinligi gosterilmistir354,

Hematopoetik kok hiacre transplantasyonunda gelisen graft versus
hosthastaliginin 6nlenmesi ve tedavisinde, mezenkimal kok hucrelerin katkilari son
yillarda vyapilangalismalarda gosterilmistir. Avrupada vyaklasik 50 hastanin
tedavisinde kullaniimis ve %70’ lere varan basari orani gorilmistir®. Multipl
Skleroz, Amyotrofik Lateral Skleroz gibi hastaliklarda denenmis vesemptomlarin
gelisiminde yavaslama oldugu izlenmistir®. Hasarli miyokard dokusuna
kardiyomiyosit saglayacak kok hucre aktariimasi, glinumuzdekalp nakli disinda

tedavi segcenegdi olmayan hastalar icin umut verici gérilmektedir®>7,

insan embriyonik kdk hiicreleri ve insan mezenkimal kék hiicrelerindenkikirdak
dokusu uretilmigtir. Kikirdak ve kemik onarimi gerekecek hasarlarda, travma ve
yasllik sonucu ortaya ¢ikan osteroartritte tedavide mezenkimal kok hucreler

kullanilmasi uygun gorulmektedir.

Mezenkimal Kok Hucrelerin Klinik Kullanim Agisindan Avantajlari

1. Elde edilmesinin kolayhgt,

2. Hematopoetik kok hucreler ile yakin iligkisi ve hematopoezde
onemlifonksiyonlarinin olmasi,

3. Yuksek farklilasma potansiyelleri ( mezodermal dokularin diginda diger germ
tabakalarina da farklilagabilirler),
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4. Stromal kaynakli oldugu icin tum doku hucrelerine destek olarak, fonksiyon ve
gelisimlerinde katkida bulunmalari,

5. Hasarli dokuya ulagmada migrasyon yeteneklerini kullanmalarri,

6. Gen tedavisine uygun olmalari (transfer kolayhgi, hizli cogalma ve dayanikhlik),

7. Enzim defekti olan hastaliklarda enzim ureten hicre olmalari,

8. iImmiinsupresif ve immiinojenitesinin diisiik olmasi nedeniyle dokuuygunlugunun
aranmamasi,

9. Kemokinler, buyume faktorleri ve sitokinlerin salinimi ile hiicre ve dokuda

destek hucre olarak onarimda yer almalari.

Mezenkimal Kok Hucrelerin Klinik Kullanim Agisindan Dezavantajlari

1. Sayilarinin ¢ok az olmasi nedeniyle in vitro kogullarda, kulttrlerde haftalarca siren
cogaltilmasi gereqi,

2. Hucrelerin kultur ortaminda pasajlanmalari sonucu maruz kaldiklari gesitli
uyaranlar ve faktorlerin etkisiyle fenotipik, immuinolojik ve diger biyolojik 6zelliklerinde
farkhliklara yol agmasi,

3. Mikroorganizma kontaminasyonu,

4. Sitogenetik patoloji geligimi,

5. Kulturde hicre yaslanmasi,

6. Telomer kisalmasi,

7. Hucrelerin immunosupresif 6zelliklerinin enfeksiyon riskini arttirmada etkili olmasi.

c. Organlarda Yerlesik Diger Erigskin Kok Huicreler:

Dokularda farklilasmamis hucre konumunda olan hicreler organlarda yerlesik
eriskin kok hiicreler olarak nitelendirilebilir'4. Ornegin:
Deri — Keratinosit kok hucreleri, kil folikul kok hucreleri, yag beze kok hucreleri
Testis ve ovaryum — Spermatogonyal kok hticreler, ovaryum kok hicreleri
Dis — Dis pulpasi kdk hucreleri, periyodontal ligament kok hucreleri
Karaciger — Oval hicreler
Pankreas — Pankreas mezenkimal kok hicresi
Sinir sistemi — Noral kok hucreler
Kas — Uydu (satellit) hticr
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2. Fetis Kok Hicreleri

Fotal kok hucreler, spontan olarak sonlanmig ya da ebeveynlerin izni ile ilgili
hekimlerce yasal ve sistemli olarak sonlandiriimis olan gebeliklerin sonucu
fotuslardan elde edilir®.Bu tip kok hicreler oldukga sinirli sayidadir ve noral kok
hlcrelere, hematopoietik kok hucrelerine ve pankreas adacik oncul htcrelerine
farkhlasabilirler.

3. Kadavra Kok Hucreleri

Kadavradan elde edilen kok hucreler; fibroblast, kemik iligi kok hucreleri,
korneal epitelyal kok hucreler, noéral kok hudcrelerdir. Yine hiucrenin 6zelligine gore

kilttre edilerek farkli hiicreler elde edilebilir®.

4. Partenot Hucreleri (Partenogenezis)

insan olmayan primatlarda yumurta hicresinin hicdéllenmeden bélinmesi
saglanmigtir. Partenot denilen ve sonugta elde edilen hucreler atalarinin kopyasidir.
Primat partenotlarinin embriyonik kok hucrelerden daha kolay bir sekilde gelistikleri
belirtilmistirg.
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1.5 KIKIRDAK DOKU

Kikirdak doku, destek dokunun 6Ozel bir gesididir. Kikirdak dokusundadiger
destek dokularda gorilen kan ve lenf damarlari ile sinirler bulunmaz. Kikirdak
kondrosit denilen hucrelerden ve bu hicrelerin sentezleyip salgiladiklarihtcre disi
matristen (ekstraselller matris) olusur. Kondrositler bu matrisiginde lakuna adi verilen
bosluklarda tek tek ya da tek bir kondrositin mitozboélinmesiyle 8 hucreye varabilen
gruplar halinde bulunurlar (Resim).Hucreler proteoglikan, glikozaminoglikan ve
kollajen sentezi yaparak ekstarselliler matriksin devamliligini saglarlar. Resimde
hacrelerin sitoplazmalarinda gozlenen acikalanlar, yag damlaciklari ve glikojen

depolaridir.

Sekil 7. Kikirdak doku histolojik kesit gortintist (a). Hicreler lakinler icerisindeyer
almaktadir. Perikondriyum resmin ustinde ve altinda pembe ile boyanmiskisimda

gOsterilmistir (hemotoksilen-eozin boyamasi). Kondrosit elektronmikroskop goruntisi

(b).

Kikirdagin avaskuler yapisi hicrelerin beslenmesini zorlastirir. Oksijen ve
besinalimi icin gereken vaskuller destegi kikirdagin etrafindaki bag dokusu
olanperikondriyumsaglar. Besin maddeleri, perikondriyumdaki kilcaldamarlardan
kikirdak matrisine gecer ve difizyonla hicrelere ulasir. Kikirdakmatrisinin yapisindaki
proteoglikanlara gevsek olarak baglanan su molekulleri,matrikse kolloidal bir 6zellik

kazandirarak diflizyonu kolaylagtirirs8>°,
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Kikirdak matriksi, esnek ve oldukga kivamli bir yapiya sahip ylksek oranda
hidratebir jeldir. Kikirdak matriksinin % 60-80’i sudan olugmaktadir. Kollajen,
hiyaluronik asit, proteoglikanlar ve az miktarda degisik glikoproteinler
kikirdakmatrisinin buttn tiplerinde bulunan esas makromolekullerdir. Kikirdak dokuda
baskin olan kollajen, kollajen tip Il'dir. Kollajen igeriginin %90-95’ini olusturur.
Kollajen tip Il tensil gu¢ saglar. Bu tensil gugten yapisindaki glisin, prolin,
hidroksiprolin ve hidrojen baglari sorumludur.

Kikirdak matrisinin esas glikozaminoglikanlari isekondroitin sulfat ve keratan
sulfattir. Glikozaminoglikan zincirleri, proteoglikangekirdek proteinlerinden uzanir.
Cekirdek proteinin bir ucunda bulunan polipeptidhalkasina hiyaluronik asit molekdulleri
baglanir. Proteoglikan molekdulleri isebaglayici bir protein araciliiyla hiyaluronik asite

baglanir®g,

b ot

Festmralin siifal Thescioioni
Eaollajen

Mm‘ Harstan silsd rncirisn

Haglamh protenn

Sekil 8. Kikirdak matrisinin molekuler yapilanmasi

Kikirdak dokusuna esnekligini, matriks yapisindaki kollajen ve elastik lifler ile
uzanan negatif yukli glikozaminoglikan zincirlerine sikica baglanan su molekdulleri
kazandirir. Bu esneklik sayesinde mekanik zorlanmalar kargisinda kikirdak dokusu
seklini korur. Kikirdagin sert yapisini ise kollajen lifler ile proteoglikanmatriksin

glikozaminoglikan yan zincirleri arasindaki elektrostatik baglar olusturmaktadir®>°,
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Kikirdak dokusunun bilesimindeki degigsiklikler, U¢ tip kikirdagin ortaya
cikmasinda etkilidir.

Hiyalin Kikirdak:

Vucutta en yaygin bulunan kikirdak alt tipidir. Burunda, larenkste, kostalarin

sternumabaglandigi ventral ylzde, trakeal ve brongial halkalarda, epifiziyal plakta ve
hareketli eklemytzeylerinde bulunur.
Hiyalin kikirdak matriks vyapisi; kollajen tip |II, proteoglikan, glikoprotein
veekstrasellller sividan olugur. Matriksin kuru agirhdinin % 40 ‘1 kollajendir. Hiyalin
kikirdak matriksi temel olarak kollajen tip Il icerir. Fakat tip 9, 10,11 vediger kuguk
kollajenler de az miktarda bulunur. Temel histolojik yapisi resimde gosterilmistir.

_ Hiyalin Kikirdak

Sekil 9. Hiyalin kikirdak dokusu

Elastik kikirdak:

Hiyalin kikirdaga benzer yapidadir fakat matriks igerigi bakimindan farkhliklar
gostermektedir. Matriks ve perikondriyum yapilar elastik lifler icermektedir. Vicutta;
aurikula, dstaki tupu, epiglot, larenksin bir kisminda bulunmaktadir. Temel histolojik
yapisi resimde gosterilmigtir.
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Elastik Kikirdak

Sekil 10. Elastik kikirdak dokusu (Aurikula)

Fibroz Kikirdak:

Fibroz kikirdak yapi olarak perikondriyum icermez ve ekstraselliler matriks
yapisinda bol miktarda kollojen tip 1'e sahiptir. Fibréz kikirdak intervertebral
disklerde, simphisis pubiste ve tendonlarin kemige baglanma noktalarinda
bulunmaktadir. Temel histolojik yapisi sekil 11'de gosterilmistir.

Sekil 11. Fibréz kikirdak dokusu
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1.6 BIYOMATERYAL

Canli dokuya yerlestirilmis her turli dogal ve yapay materyal biyomateryal
olarak isimlendirilebilir. Ancak daha kapsamli bir tanimlama yapmak gerekirse;
vicudun tamamini veya bir sistemini tedavi etmek, doku, organ veya vicudun bir
fonksiyonunu yerine koymak amaciyla kullanilan ila¢ harici dogal veya yapay
herhangi bir veya birden fazla maddenin birlesiminden olugsan materyallere
biyomateryal denir®®. Williams'in yaptigi bir baska tanimlamada ise; islevini kaybetmis
bir doku veya organi tedavi etmek i¢in dogal veya sentetik toksik olmayan materyalin
vucut igine yerlestiriimesi sonrasinda, dokuyla arasinda en az seviyede uyumsuzluk
olusturan, doku veya organin islevinin yeniden kazandirimasina yardimci

materyallere biyomateryaldenir662,

Biyouyumluluk, bir biyomateryalin endnemli 6zelligidir. Biyouyumlu bir
biyomateryal, kendisini ¢evreleyen dokularin normal degisimlerine engel olmaz ve

dokudaenfeksiyon gibi istenmeyen reaksiyonlarmeydana getirmez3,

Biyomateryaller; metaller ve alasimlar, polimerler, biyoseramikler ve
kompozitler olarak siniflandirilabilir. Biyoaktif cam biyomateryallerin biyoseramik alt
grubundadir. Por0z yapidaki bu biyomateryal, ylizey alaninin genisliginden dolayi iyi
bir biyolojik fiksasyon saglar®.

Sekil 12. Por6z yapida biyoaktif cam®4
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Biyoaktif cam dokuya yerlestirildigi zaman biyofiziksel ve biyokimyasal
tepkimeler gergeklestirerek doku ile materyal arasinda mekanik olarak guclu bir

baglanti gercgeklestirir®®.

Biyoaktif camlarin baslica dezavantajlari ise iki yonlU cam agindan
kaynaklanan mekanik zayifliklari ve kirilganliklaridir®,

Biyoaktif camin igerigi cesitli elementlerle zenginlestirilebilir. Seryum (CE) da
bu amagla kullanilabilen elementlerdendir. Schubert ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada seryumun noroprotektif etkinligi oldugu ve reaktif oksijen radikallerine kargi
antioksidan etkisi oldugu gosterilmistirs’. Zhang ve arkadaslarinin yaptigi bir baska
calismada da seryumun hucrelerin proliferasyonuna ve diferansiyasyonuna olumlu

katki yaptigi gosterilmistir®®.
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GEREC VE YONTEM

Calisma igin Celal Bayar Universitesi Tip Fakdltesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'ndan 19.02.2014 tarih ve 77.637.435-05 sayil etik kurulu onayi alindi.

2.1 Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre Eldesi ve Kaltara

Calismada 6 adet 300-350 gr agirliginda erkek Wistar albino turu siganlar
kullanildi. Siganlara intraperitoneal 80 mg/kg ketamin (Eczacbasi/Turkiye) ve 10
mg/kg Xylazine (Eczacbagi/Turkiye) ile anestezi uygulandi.Steril kogullar altinda
abdomen orta hatta insizyon yapildiktan sonra intraperitoneal ve retroperitoneal yag
doku cikartildi. (Resim 1) Yag doku oOrnekleri, icerisinde %5 penisilin-streptomisin
(Biochrom A-2213) iceren sterilfosfat tampon solisyonu (PBS BE17-513F Lonza) ile
yikandiktan sonra bisturi yardimi ile mekanik diseksiyon ic¢in kiguk parcalara
ayrilarak igerisinde %0.075 kollejenaz tip 1(sigma C0130-500MG) bulunan a-MEM
icerisinde (sigma M-4526) kiltiir vasati icerisinde 30 dakika sire ile 37 °C de %5 CO-
iceren ortamda inkiibe edildi (Resim 2). inkiibasyon sonrasinda érnekler 5 dk 1000
rpm devirde sentriflj edildikten sonra st kisim atilarak hucre peleti 5 ml adipojenik
kultar vasati (a-MEM [sigma M-4526], %20 FCS [Biochrom S-O115], % 0,4 penisilin
[Biochrom A-2213], %0,4 streptomisin [Biochrom A-2213, % 0,1 amfoterisin B
[Biochrom A-2612], % 1 gentamisin [Biochrom A-2712]) igerisine alinarak kultire
edildi. Her 2 gunde bir kultir vasati degistirilerek hucreler farklilagtirimadan 2 hafta
kultare edildi.
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Resim 1. Denege yapilan abdominal insizyon (A) ve deneg@in yag doku orneginin
alinmasi (B)

Resim 2. Yag doku 6rneginin (A) mekanik diseksiyonu (B) ile adipojenik kok hicre
eldesi icin inkiibasyonu (C,D)
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2.2 Adipojenik Kok Hucrelerin Kikirdak Hucrelerine Farklilagtiriimasi

Kok hucreler kikirdak hucresine farklilagtirmak Gzere a-MEM, 500 ng/ml bone
morphogenic protein-6, 10 ng/ml TGF-B3, 10-7 M dexamethasone, 50 mg/ml
ascorbate 2 phosphate, 40 Ig/ml proline, 100 Ig/ml pyruvate and 50 mg/ml ITS +
premix iceren kondrojenik farklilastirma vasati ilave edilerek kultire edildi. Her 2
gunde bir kiltur vasati degistirilerek kulture 21 gun devam edildi.

2.3 Kondrositlere Farkhlastirilan Hiicrelerin indirekt immunohistokimya
Yontemi ile Karakterizasyonu

Farkhlastirilan hicrelerin karakterizasyonu igin,kultirin 7. ve 21. gunlerinde
alinan hucrelerde kollajen tip 1l, bFGF ve Sox-9 immunohistokimya analizi igin
hacrelerin bir kisminda kultlr vasati uzaklastinlarak bir defa steril PBS ile yikandiktan
sonra % 4’luk paraformaldehit ile 30 dakika tespit edildi. Tespit isleminden sonra 3
kez 5 dakika PBS ile yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek igin 10
dakika % 3’lik hidrojen peroksit (H2O., K31355100, Merck, Darmstadt, Germany)
uygulandiktan sonra, hucreler 3 defa PBS ile yikandi. Permeabilizasyon igin hlcreler
% 0,1 Triton-X 100 (A4975,0100, Applichem, Darmstadt, Germany) ile 15 dakika buz
ustinde inkube edildi ve 3 defa PBS ile yikandiktan sonra 1 saat bloklama solusyonu
(K023, DBS, California, USA) konularak bekletildi. Daha sonra 1/50 diltisyonda anti-
kollajen-II (sc-52658 Santa Cruz Biotechnology), anti-bFGF (ab65973-100 abcam) ve
anti-Sox-9 (sc-20095Santa Cruz Biotechnology) antikorlari ile bir gece +4 C%de
inkube edildi. Ertesi gin 3 defa PBS ile yikanan hlcreler anti-mouse ve anti-rabbit
biotinlenmig ikincil antikoru (KP500, DBS, California, USA) ile 30 dakika inkube
edildi. PBS ile 3 defa 5’er dakika yikanan hucreler streptavidin hidrojen peroksidaz
(KP500, DBS, California, USA) ile 30 dakika bekletildikten sonra tekrar PBS ile 3 defa
yikanarak immunoreaktivitenin gorunurluguni saglamak Uzere diaminobenzidine
(DAB, K007, DBS, California, USA) kromojeni 5 dakika uygulandi ve distile su ile 15
dakika yikandi. Mayer’s Hematoksilen (02274390059, J.T.Barker, Deventer, Holland)
ile 5 dakika boyama yapildiktan sonra hucreler distile su ile 15 dakika yikanarak
direkt olarak kapatma medyumu (K002, DBS, California, USA) ile kapatildi ve
Olympus marka BX 40 mikroskop ile incelendi.
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2.4 Farkhilagtinlan Hucrelerin Deneklere Transferi

Farkhlastirilan hucreler tripsin-EDTA soltusyonu ile kaldirildiktan sonra her bir
kuyucukta 1X10* hicre/ml olacak sekilde %1 CE (Seryum) katkili-13-93B3 bioaktif

cam Uzerinde ekilerek 24 saat inkibasyonu saglandi (Resim 3,4).

Resim 3. Biyomateryal lizerinde transfer edilen hicreler
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Resim 4. Kiltartn 1. gunidnde biyomateryal Gzerindeki hiicreler

Ayni denegin sag kulagi calisma kulagi, sol kulagi ise kontrol kulagi olarak
planlandi. Siganlara intraperitoneal 80 mg/kg ketamin (Eczacbasi/Turkiye) ve 10
mg/kg Xylazine (Eczacbasi/Turkiye) ile anestezi uygulandi. Her iki retroaurikuler
bolge povidon iyodur (Batticon) ile temizlendikten sonra kil tiragi yapildi.
Retroaurikuler bolgelere hidrolik elevasyon amaci ile subkutan olarak 0,5 cc serum
fizyolojik enjekte edildi ve yaklasik 0,5 cm insizyon yapildi. Mikroskop altinda
subkutan planda makas yardimi ile kunt diseksiyon yapilarak implantasyon igin
uygun alan olusturuldu. Mikroskop altinda c¢alisma kulagina kok hicre ve
biyomateryal, kontrol kulagina ise yalnizca biyomateryalimplante edildi (Resim 5).
insizyon bélgeleri siitiire edildi. Denekler hergiin 1 defa pansumani yapilarak takibe
alindi. Takiplerin 8. ve 12. gununde toplam iki adet denegin oldugu saptandi. Cerrahi
islem sonrasi 30. gunde sadece implantasyon alani (kulak kikirdak dokusu
alinmadan) eksize edilerek, alinan ornekler histolojik ve immunohistokimyasal analiz
icin %10 formalin igerisinde tespit edildi. Denekler servikal dislokasyon yontemi ile
sakrifiye edildi.
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Resim 5. Kikirdak hicre ile biyomateryalin kulaga implantasyonu

2.5 Orneklerin Isik Mikroskobik Analizi

Deneklerden alinan ornekler % 10’luk formalin solusyonu igerisinde 24- 48 saat
sure ile tespit edildikten sonra rutin parafin takip islemine tabi tutuldu ve dokular
bloklanarak rotary mikrotom (RM 2135, Leica) ile 5 pm’lik kesitler alindi. Dokunun
morfolojisini incelemek amaciyla hematoksilen-eozin (H-E) boyamasi yapildi. Ayrica
kollajen-1l, bFGF ve Sox-9 dagilimlari indirekt immunohistokimya yontemi ile

incelendi.

2.6 Parafin Doku Takibi

Fikse edilen drnekler 1 gece akar su altinda yikandiktan sonra, dehidratasyon
amaciyla 30’ar dakika % 60’dan % 80’e artan etil alkol serilerinden gegirildi. % 95
alkol icerisinde 1'er saat iki degisim saglanarak tutulan ornekler 30 dakika 1:1
oraninda ksilen-alkol karigimina ve seffaflastirma amaciyla 1’er saat iki degisim
ksilene tabi tutuldu. 1:1 ksilen:parafin igerisinde 30 dakika 60°C’lik etlivde tutulan
ornekler birer saat 2 degisim parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra blok
kaplarina alinarak parafin icerisinde gomuldi (Tablo 2). Aiinan 5 pm’lik kesitlere
histokimyasal inceleme i¢in hematoksilen-eozin, immunohistokimyasal inceleme igin

indirek immunohistokimya boyamasi yapildi.
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Tablo 2. Parafin Doku Takibi

Islem Madde Siire
Tespit % 10 formalin 24- 48 saat
Akar su 1 gece
Dehidratasyon % 60 etil alkol 30 dakika
% 70 etil alkol 30 dakika
% 80 etil alkol 30 dakika
% 95 etil alkol 1 saat
% 95 etil alkol 1 saat
Seffaflagtirma Ksilen-Alkol 30 dakika
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Emdirme 60° C etlivde Ksilen-Parafin 30 dakika
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Gomme Parafin

2.7 Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) aracilidi ile alinan 5 pym’lik parafin kesitler
deparafinizasyon islemi igin 1 gece 60°C’lik etivde birakildiktan sonra, 30’ar dakika
iki deg@isim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon iglemi i¢cin % 95'den % 60’a
azalan alkol serilerinden gegcirilen kesitler 5 dakika akar su altinda yikandi.
Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile 30
dakika boyandiktan sonra, boyanin fazlasinin dokudan uzaklagtiriimasi igin 5 dakika
akar suda yikandi. Diferansiyasyon igin asit alkole batinlip gikarilan kesitler 5 dakika
akar sualtinda yikandi. Daha sonra kesitler 2 dakika eozin (01602E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Ayni sekilde 5 dakika
akar su altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla % 80 ve % 95’lik alkol serilerinden

gegcirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim
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ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile
kapatildi (Tablo 3).

Tablo 3. Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlvde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Hematoksilen 30 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Diferansiyasyon Asit alkol 2-3 saniye
Boyama Eosin 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Dehidratasyon % 80 alkol 1 dakika
Dehidratasyon % 95 alkol 1 dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan

2.8 indirekt immiinoperoksidaz Yéntemi

Orneklerden alinan kesitler immunohistokimyasal boyama igin bir gece
60°C’lik etivde tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilen ile seffaflagtirma
islemi gergeklestirildi. Ardindan % 95'ten % 60’a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 10 dakika bekletildi. Pap pen (IM3580,
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Immunotech, Marseille, France) ile sinirlandirilan % 0,5’lik tripsin (EK001-10K,
Biogenex, San Ramon, USA) solusyonu i¢inde oda sicakliginda 15 dakika tutulan
kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika % 3'luk H2O2
uygulandi. 3 defa 5’er dakika PBS ile yikanan kesitler 10 dakika bloklama solisyonu
(85-6543, Histostain plus kit, Zymed, San Francisco, USA) ile muamele edidi.
Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar anti-kollajen-
II, anti-bFGF ve anti-Sox-9 ile bir gece inkibe edildi. Ertesi giin PBS ile 3 defa
yikanan kesitler, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru
(85-6543, Histostain plus kit, Zymed, San Francisco, USA) ile 30’ar dakika boyandi.
Yine U¢ defa S’er dakika PBS ile yikanan kesitler, olusturulan immunohistokimyasal
reaksiyonun gorunurligunu saptamak amaciyla diamimobenzidine (DAB, K007, DBS,
California, USA) ile 5 dakika boyandi. Mayer's hematoksilen (02274390059,
J.T.Barker, Deventer, Holland) ile artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile
10 dakika yikanan kesitler kapatma medyumu (K002, DBS, California, USA) ile
kapatildi (Tablo 4).

indirekt immunohistokimya isleminden sonra érnekler iki histolog tarafindan
farkli zamanlarda degerlendirilerek, immunoreaktiviteler negatif (-), zayif (+), orta (++)
ve kuvvetli (+++) pozitif olarak degerlendirildi.
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Tablo 4. indirek immunohistokimya Boyamasi

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlvde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
Tripsin 15 dakika
%3'luk hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok sollisyonu 10 dakika
Antikor ile inktibasyon Anti-kollajen-II, anti-bFGF, | 1 gece, 4°C'de
anti-Sox-9
Yikama PBS 3x5 dakika
ikincil antikor 30 dakika
Avidin-biotin kompleksi 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama AEC 5 dakika
Yikama Distile su 3x5 dakika
Zit Boyama Mayer’'s hematoksilen 15 dakika
Yikama Distile su 3x5 dakika
Kapama Kapatma mediumu
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BULGULAR

3.1 Hicre Kiiltiirii Sonuglari

Adipojenik dokudan elde edilen hucre suspansiyonunda kultire baslandiginda
ortamda hiicrelerin siispanse halinde olduklarn (Resim 6) gozlendi. Supanse kultirde

serbest halde bulunan tek tek adipojenik hucreler olabildigi gibi, eritorositlerinde

oldugu izlendi (Resim 6).

Resim 6. Kulturin baslandiginda suspanse halde bulunan adipojenik kok htcreler
X200.

Kalturin 24. saatinde hucrelerin kultir kabina yapistiklari ve kaltarin 2.
gununden itibaren de hem adipojenik hem de kok hicrelere ait hiicrelerin oldugu
goruldi (Resim 6). Kultlran 1. haftasinda ise adipojenik hicreler sitoplazmalarindaki
lipid vakuolleri ile kolaylikla ayirt edilebiliyor iken, kdk hicrelerin epiteloid 6zellikte,
sitoplazmalarinda lipid vakuolleri olmamasi ile adipojenik hticrelerden farkli olarak
cogaldiklari gézlendi (Resim 7,8).
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Resim 7. Kulturdn 2. guninde adipojenik kdk hicreler ve yag hucreleri X200.
(Mavi ok adipojenik kdk hlcreleri, sari ok yag hicrelerini gostermekte)

Resim 8. Kulturin 1. haftasinda adipojenik kok hucreler X200.

(Mavi ok adipojenik kdk hlcreleri, sari ok yag hicrelerini gostermekte)
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Kdltare farkhlagtirma vasati ilave edildikten sonra olgun adipojenik hicrelerin
kalturdn 1. haftasindan itibaren sayica azalmaya bagladigi, kiltire devam edildiginde
adipojenik hdcrelerin ortamda olmadigi, sadece kikirdak hicrelerine farklilagan

hdcrelerin kultirde hakim oldugu izlendi (Resim 9,10).

Resim 9. Farkhlastirma ortaminda kudlturin 7. gundnde kikirdak hucreleri X200.
(Kirmizi ok kikirdak hlicresini gostermekte)

40



Resim 10. Farklilagtirma ortaminda kulturin 21. gununde kikirdak hucreleri X200.
(Kirmizi ok kikirdak hlicresini gostermekte)

Kdltdrin 7. ve 21. gununde alinan oOrneklerin immunohistokimyasal olarak
incelenmesi sonucunda ise kikirdak belirteglerinden olan kollajen-1l, bFGF ve Sox-9
immunoreaktivitelerinin, kiltirin7. gininde kollagen-1l1 (Resim 11A) ve bFGF (Resim
11B) immunoreaktiviteleri zayif iken, Sox-9 (Resim 11C) immunoreaktivitesinin
kuvvetli pozitif oldugu izlendi (Resim 12). Kultirtiin 21. glininde ise kollajen-Il (Resim
11D) ve bFGF (Resim 11E) immunoreaktivitelerinin orta, Sox-9 (Resim 11F)
immunoreaktivitesinin kuvvetli pozitif oldugu saptandi. Kiltirin 7. glninde Sox-9
immunoreaktivitesinin pozitif olmasi hicrelerin kikirdak hticrelerine farklilagsmasinda
transkripsiyon faktori olarak gorev alan Sox-9 ekspresyonun fazla oldugunu igaret
etmektedir. Kultarin 21. gununde kollajen-1l ve bFGF immunoreaktivitelerinin 7. gline
nazaran daha fazla olarak gézlenmesi ile kiltirtin 21. gandnde kikirdak farklilagtirma
ortaminin adipojenik kdk hucrelerin kikirdak hicrelerine farkhlagtigini géstermektedir.
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Resim 11. Farkhlasan kondrosit hiicrelerinde kultirtiin 7. (A, B, C) ve 21. gintnde (D,
E, F) kollajen-Il (A,D), bFGF (B, E) ve Sox-9 (C, F) immunoreaktiviteleri. A,B,C:
X400; D,E,F: x1000.
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3.2 Histokimyasal Sonuglar

Histolojik incelemeler sonucunda sadece biyomateryal konulan grupta cilt alti
ve bag dokusu icerisinde biyomateryalin ¢evresinin bag dokusu ile sarildigi, genel
yapisini koruyarak rezorbe olmaya basladigi gozlendi (Resim 12,13). Kok hticreden
farklilastinimig  kondrositler ile biyomateryalin birlikte konuldugu grupta ise,
biyomateryalin kontrol grubuna benzer olarak bag dokusu ile sarildigi, yapisini

korudugu, rezorbe olmaya basladigi vebiyomateryal etrafinda kikirdak htcrelerinin
oldugu izlendi (Resim 14,15).

Resim 12. Sadece biyomateryal transfer edilen grup érnegi X200.

(Siyah ok biyomateryali gostermekte)
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Resim 13. Sadece biyomateryal transfer edilen grup 6érnegi X400.

(Siyah ok biyomateryali gostermekte)

Resim 14. Adipojenik kok hiicreden farklilastirilan kikirdak hicreleri ile biyomateryal
implante edilen grup X100. (Siyah ok biyomateryali, mavi ok duzgin bigimde
siralanmig kikirdak hicrelerini gostermekte)
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Resim 15. Adipojenik kok hiicreden farklilastirilan kikirdak hicreleri ile biyomateryal
implante edilen grup X400. (Siyah ok biyomateryali, mavi ok duzgin bigimde
siralanmig kikirdak hicrelerini gdstermekte)
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3.3 immunohistokimyasal Sonuglar

immunohistokimyasal analizler sonucunda ise sadece biyomateryal ilavesi
yapilan kontrol grubunda biyomateryalin bulundugu bdlgede kollajen-1l, bFGF ve
Sox-9 immunoreaktiviteleri negatif olarak gozlendi (Resim 16,17,18). Adipoz doku
kaynakli mezenkimal kd&k hucrelerden farklilagtirilan kikirdak hucreleri ile
biyomateryal transferi yapilan galisma grubunda ise biyomateryal etrafinda kikirdak

hdcrelerinin goruldigu alanda kollajen-1l, bFGF ve Sox-9 immunoreaktivitelerinin

pozitif oldugu saptandi (Resim 19,20,21).

Resim 16. Sadece biyomateryal implante edilen grupta kollajen-11 dagilimi X400.
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Resim 17. Sadece biyomateryal implante edilen grupta bFGF dagilimi X400.

Resim 18. Sadece biyomateryal implante edilen grupta Sox-9 dagilimi X400.
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Resim 19. Adipojenik hicrelerden farklilastirilmis kikirdak hicresi ile biyomateryalin
implante edildigi grupta kollajen-11 dagilhmi X400.

Resim 20. Adipojenik hucrelerden farklilastirilmis kikirdak hicresi ile biyomateryalin
implante edildigi grupta bFGF dagilimi X400.
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Resim 21. Adipojenik hicrelerden farklilastirilmis kikirdak hicresi ile biyomateryalin
implante edildigi grupta Sox-9 dagilimi X400.
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TARTISMA

Kikirdak dokusu, vicuttaki digerdokulardan farkli olarak yenilenebilmesi igin
gerekli sinirsel baglantilari az, kan ve lenf damarlarindan yoksun bir dokudur. Chung
ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada kondrositlerin hareketsizligi ve ¢ok zor
cogalabilmelerinin kikirdak doku onarimini zorlastiran faktorler arasinda yer aldigini
belirtmistir®®. Steinert ve arkadaslarinin yapti§i bir calismada da kikirdak doku
onariminda kok hucre kullanimi ve gen terapisinin alternatif yontemler olabilecegi ve

ileri calismalarla desteklenmesi gerekliligi vurgulanmistir.

Gunumuzde rekonstruktif cerrahide kikirdak dokusu ile tamir oldukga onemlidir.
Tamirde kullanilacak olan materyalin otojen kaynakli olmasi gelisen enflamatuvar
reaksiyonlari en aza indirmekte ve ameliyatin bagari sansini arttirmaktadir. Yapilan
calismalarda embriyonik ya da erigkin dokulardan elde edilen kok hucrelerin, uygun
ortam ve Kkosullar olusturularak bir c¢ok hicre tipine in vitro kosullarda
farklilastiriimalari saglanmistir’®. Bu fikir isiginda otojen kaynakli kikirdak dokusu
elde etmenin alternatif yontemleri dusunualdigunde, adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok hucrelerden kikirdak doku eldesinin bir segenek olabilecegi fikrine

varildi.

In vitro kosullarda en ¢ok karsilasilan sorun kikirdak hucrelerinin tek tabakali
kultir ortamlarinda in vivo kosullardakifenotipik 6zelliklerinin buydk bir kismini
kaybetmesi sonucu goérilen dediferansiyasyondur. Sonugta hicreler dogal kikirdak
yapisininolusmasini saglayan dokuya 6zgu matriks proteinlerini sentezleyememekte
vedogal kikirdak yapisi olusamamaktadir. Zhang ve arkadaslari bu sorunu asmak
amaciylakikirdak hucrelerini, c¢egitli yontemler ile hazirlanan doku destek
biyomateryalleritizerinde tg¢ boyutlu sekilde Gretme yoluna gitmislerdir. Boylece dogal
kikirdak yapisina dahayakin kikirdak dokusu eldesi miimkiin olmaktadir’2, Cowan ve
arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada kok hucrelerin uygun biyomateryal ile
birlegtirildikten sonra ciddi kalvaryal defektlerin tamirinde efektif olarak
kullanilabilecedi gosterilmistir’®. Bu bilgiler neticesinde biz de calismamizda toksik
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etkisinin az, kikirdak doku ile uyumunun iyi olduguyapilan galismalarda gosterilmig
olan %1 CE (Seryum) katkili-13-93B3 bioaktif cami biyomateryal olarak kullandik’*7°,

Bu calisma dizayn edilirken yapilan literatir arastirmasinda mezenkimal kok
hiacre kaynagi olarak yag dokunun kullaniminin avantajli olduguna dair bilgilere
erisildi’®. Bunnel ve arkadaslarinin yaptigi bir calisma kok hiicre kaynagi olarak farkli
dokularin kullanilabilirligi konusuna egilmistir ve yag dokusunun uygun bir kaynak
secenegi oldugu ve yag dokusundan mezenkimal kok hucrelerin elde edilme
yontemleri hakkinda bilgiler sunmustur’®. Biz de calismamizda kolay elde edilebilir
olmasi, vlcutta bol miktarda bulunmasi ve kemik iligine gore kok hucreden daha
zengin olmasi sebepleri ile yag dokusunu sectik’”:’8,

Siganlarda olusturulan bu deney modelinde 6 adet Wistar albino turu siganin
abdominal yag dokusu mezenkimal kok hicre kaynagi olarak kullanildi.
Calismamizda abdominal yag dokudan mezenkimal kdk hicre eldesi kultarin 2.
gununden itibaren gozlendi ve c¢alismada kullanilan kadltir ortaminda c¢ogaldigi
saptandi. Kikirdak hucrelerine farklilastinlmasi amaci igin kullanilan kondrojenik
kultr vasati adipojenik hicrelerin ortamda Urememesine ve kok hucrelerin kikirdak
hacrelerine farklilagsmasina olanak sagladi. Kikirdak identifikasyonu icin kikirdak
belirteclerinden kollajen tip 1l, bFGF ve Sox-9 dagilimlari indirekt immuoperoksidaz
yontemi ile analiz edildi. Kultiriin 7. guntinde 6zellikle Sox-9 immunoreaktivitesinin
gOzlenmesi kikirdak hucrelerin bu donemde farklilagsmaya bagsladigini fakat kikirdak
matriksin esas elemani olan kollajen-II pozitifliginin 21. ginde gozlenmesi, hiicrelerin
21 gunluk kdltar sonrasinda farklilagmasini tamamladigini dusundurda. Kullanilan
biyomateryalin doku ile uyumunun iyi oldugu, dokuya transferinden sonra bag dokusu
ile sarildig1 ve icerisinde yer yer hucrelerin de oldugu saptandi. Biyomateryal
etrafinda polimornukleer |6kositlerin  bulundugu gb6zlendi. Ancak enfeksiyon
bulgularinin olmamasi sebebi ile bu durum yabanci cisim reaksiyonu olarak
degerlendirildi. implantasyondan 30 giin sonra ise kikirdak hiicreleri ile birlikte
transfer edilen biyomateryalin cilt altinda kolaylikla ayirt edilebildigi, biyomateryalin
rezorbe olmaya basladigi,biyomateryal yapisinin yani sira etrafinda kikirdak
hicrelerinin de oldugu saptandi. Kesitler biyomalzeminin bulundugu kisimdan
alindigi  ve kesitler kulaga ait kikirdak dokusunu icermedigi icin boyanan bu

hdcrelerin kultur ortaminda farkhlastirilan hucreler olduguna karar verildi. Hucrelerin
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implante edilen bdlgede kollajen-l1l, bFGF ve Sox-9 immunoreaktivitelerinin pozitif
olmasida transfer edildikten sonra htcrelerin canhliklarini korudugunu, bu htcrelerin
in vitro ortamdaki farklilasma Ozelliklerinin in vivo olarak da devam ettigini

dusundurdu.

Calismamizda, adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hicreden kikirdak doku
uretimi saglanmig olup uretilen kikirdagin tipi degerlendirilmedi. Bunun igin histolojik
olarak kikirdak tiplendirmesinde kullanilan Ozel histokimyasal boyalarin kullanimi
gereklidir. Daha sonra vyapilacak olan c¢alismalarda bu bilgi g6z ©Onunde
bulundurularak kikirdak tiplerindirmesi yapilip elde edilen kikirdagin hangi tip kikirdak
oldugu sorusunun cevabi aydinlatilabilir. Kikirdak hucrelerinin canlliklarini korudugu
gozlenmesine ragmen var olan bu kikirdak hucrelerinin dayanikhligi ve direnci
arastinimadi. Calismada kullanilmak Uzere segilen biyamateryale implantasyon
Oncesi spesifik bir sekil verilmemis olup, sekillendirilmis biyomateryal kullaniminin
sonuglari hakkinda fikir elde edilemedi. Bunun igin implantasyon &ncesi
biyomateryalin sekillendirilerek, retroaurikiler bolgeden daha genis bir alana implante
edilerek incelenmesi gerektigi dusunuldl. Ayrica biyomateryalin rezorbe olmaya
baglamasi, dokuda tamamen rezorbe olacagini dusundurmekle beraber ¢alismanin
30 gun surmesi sebebi ile bu sirenin materyalin tamamen rezorbsiyonunda yeterli

olmadigi dusunaldu.
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SONUC

Yag doku kemik iligine kiyasla daha fazla sayida kok hucre igermesi, vicutta
bol miktarda bulunmasi, kolay elde edilebilirligi ile kok hlcre igin zengin bir
alternatiftir. Mezenkimal kok hucre kaynakli kikirdak hicresi Uretiminde kOk hucre
kaynagi olarak yag doku kullanimi uygun bir segenektir.

Yag doku kaynakli mezenkimal kok hucreden kikirdak hucresinin elde
edilebilmesi ve bu hucrelerin in vivo olarak canliliklarini korumasi otojen kaynakli
kikirdak doku eldesi igin mezenkimal kok hicrelerin uygun bir se¢cenek oldugunu

dusundurda.

Ortaya c¢lkan veriler neticesinde adipojenik kok hicrelerden elde edilen
kondrositlerin  uygun biyomateryal kullanarak tedavi amagli kullanilabilecegi,
biyomateryal seciminde %1 CE (Seryum) katkili-13-93B3 bioaktif camin; dokuda
toksik etki gostermemesi, kikirdak hucreleri ile uyumunun iyi olmasi, dokuda rezorbe
olmaya baslamasi g6z o6nunde bulunduruldugunda uygun biyomateryal segenegi
oldugu dusunuldi.

Ayrica farkhlastirilan kikirdak hicrelerin in vitro canhliklarinin in vivo olarak da
devam etmesinden dolayr bu hucrelerin kikirdak defektlerinin  tamirinde
kulanilabilecegi fikrine varildi.

Sonug olarak adipojenik dokudan elde edilen kok hucreler kullanilarak tedavisi
zor olan hastaliklara yeni modaliteler olusturulabilir. Ozellikle kulak burun bogaz
hastaliklarinda siklikla kullanilan greft materyali olan kikirdagin otojen olmasi oldukca
onemlidir. insan adipoz dokulari kullanilarak, kikirdak hiicreleri ve dokulari
olusturularak daha az morbiditeyle cerrahi yontemlerin kullanilabilirligi ileri galigsmalar
ile desteklenebilir.
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OZET

Kulak Burun Bogaz Hastaliklari ameliyatlarinda oOzellikle rekonstruktif
cerrahide kikirdak doku tamiri onemlidir.Kok hucreler, son yillarda Uzerinde en ¢ok
durulan ve her yil onlarca galismanin yapildigi bir konu haline gelmistir.Bu tezin
amaci cerrahide kikirdak gereksinimi olan olgularda kok hicre kullaniminin
potansiyelini arastirmak, rejeneratif tip olarak isimlendirilen bu alanda sigan adipoz
doku kaynakli mezenkimal kok hucrelerden kikirdak hucreleri iretmeye c¢alismak ve
uretilen bu hucrelerin fonksiyonelligini histolojik ve immunohistokimyasal yollarla

objektif olarak gostermeye galismaktir.

Calismada 6 adet 300-350 gr agirliginda erkek Wistar albino tira siganlar
kullanildi. Abdomen orta hatta insizyon yapildiktan sonra intraperitoneal ve
retroperitoneal yag doku steril sartlar altinda ¢ikartildi. Yag doku orneklerikiguk
parcalara ayrilarak inkibe edildi.Kok hucreler kikirdak hucresine farkhilastirmak
tzerekondrojenik farklilagtirma vasati ilave edilerek kultire edildi. Farkhlastirilan
hicrelerin karakterizasyonu igin, kultirin 7. ve 21. gunlerinde alinan hucrelerde
kollajen tip Il, bFGF ve Sox-9 immunohistokimyasal analizi yapildi. Kaltaran 21.
gunidnde kollajen-1l ve bFGF immunoreaktivitelerinin 7. gine nazaran daha fazla
olarak goOzlenmesi ile kudltirin 21. gununde kikirdak farklilagtirma ortaminin
adipojenik kok hucrelerin kikirdak hucrelerine farklilastigini gosterdi.Farklilagtirilan
hicreler%1 CE (Seryum) katkili-13-93B3 bioaktif cam tzerinde ekilerek inkiibasyonu

saglandi.

Ayni denegin sag kulagina (¢alisma kulagi) kok hucre + biyomateryal, sol
kulagina ise (kontrol kulagi) sadece biyomateryal anestezi altinda retroaurikuler
bdlgeye cilt altina implante edildi. Deneklerin hergiin 1 defa pansumani yapildiktan
sonra transfer sonrasi 30. gunde sadece implantasyon alani (kulak kikirdak dokusu
alinmadan) eksize edilerek, histolojik ve immunohistokimyasal analiz i¢in %10
formalin icerisinde tespit edildi.

Histolojik incelemeler sonucunda sadece biyomateryal konulan grupta cilt alti

ve bag dokusu igerisinde biyomateryalin gevresinin bag dokusu ile sarildigi, genel
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yapisini korudugu ve rezorbe olmaya basladigi gozlendi. Adipojenik kdk hicreden
farkhlastinimis kondrositler ile biyomateryalin birlikte konuldugu grupta ise,
biyomateryalin kontrol grubuna benzer olarak bag dokusu ile sarildigi ve yapisini
korudugunun goézlenmesi yani sira,biyomateryal etrafinda kikirdak hucrelerinin
oldugu izlendi. Adipojenik kok htcrelerden elde edilen kondrositlerin uygun
biyomateryal kullanarak tedavi amagli kullanilabilecegi fikrine varildi. %1 CE
(Seryum) katkili-13-93B3 bioaktif camin uygun biyomateryal segenegi oldugu

disunalda.

Sonug olarak adipojenik dokudan elde edilen kok hucreler kullanilarak tedavisi
zor olan hastaliklara yeni modaliteler olusturulabilir. Ozellikle kulak burun bogaz
hastaliklarinda siklikla kullanilan greft materyali olan kikirdagin otojen olmasi oldukca
onemlidir. insan adipoz dokulari kullanilarak, kikirdak hiicreleri ve dokulari
olusturularak daha az morbiditeyle cerrahi yontemlerin kullanilabilirligi ileri galigsmalar
ile desteklenebilir.
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ABSTRACT

Repair of the cartilage tissue is very important in the field of Otorhinolaryngology
especially in reconstructive surgery of ear, nose and throat operations. In recent
years there is an increasing emphasis on stem cell studies and every year tens of
new studies are published. The aim of this study is to investigate the potential usage
of stem cell applications in surgery where cartilage is required, to produce cartilage
cells from mesenchymal stem cells of adipose tissue of rat, the field named
regenerative medicine and to show objectively the functionality of these cells via
histological and immunohistological methods.

In the study 6 male Wistar albino type rats are used, that are 300-350 gr in
weight. Intraperitoneal and retroperitoneal adipose tissue are extracted under sterile
conditions following a midline abdominal incision. Fat tissue samples are cut into
small pieces and incubated. Chondrogenic differentiation broth is added and
cultivated in order to differentiate stem cells into cartilage cells. The characterisation
of the differentiated cells collagen type 2 , bFGF and Sox-9 immunohistocemical
analsis are realised in cells derived from the culture on 7 th and 21 th days. The
observation revealed a higher collagen type 2 bFGF and Sox-9 immunoreactivity on
21th day compared to 7th day showing the cartilage differentiation medium has
differentiated adipose tissue into cartilage. Differentiated cells are incubated on 1%
CE (cerium)doped-13-93B3 bioactive glass.

Stem cell and biomaterial is implanted subcutaneously to the retroauricular
area to the right ear of the sample (study ear) under anesthesia, and sole biomaterial
to the left ear (control ear). Samples' dressings are changed once daily. On third day
just the implantation areas (without ear cartilage tissue) are excised and put into 10%

formalin for histological and immunohistochemical analysis.

Histological examinations revealed the biomaterial were covered with
connective tissue its general structure were preserved and resorbtion has started in
the group where only biomaterial were placed. In the other group where
chondrocytes differentiated from adipose stem cells and biomaterial where placed
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like the control group biomaterial were covered with connective tissue, its structure
was preserved and cartilage cells were present around the biomaterial. It is
concluded that condrocytes derived from adipogenic stem cells can be used for
therapeutic purposes together with appropriate biomaterial. 1% CE (cerium) doped-
13-93B3 bioactive glass is thought to be an appropriate biomaterial.

New treatment modalities could be modified for diseases that are currently
hard to treat using stem cells derived from adipogenic tissue. Autogenic graft material
is very important in the field of Otorhinolaryngology and the surgical treatment of its
diseases where cartilage is frequently used. Further studies may support new
surgical materials with lower morbidity to obtain where human adipose tissue could
be used for the production of cartilage cells and soft tissue.
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