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OZET

Kok hiicreler, kendilerini siirekli yenileyebilen ve ¢esitli dokulara farklilagabilen
hiicrelerdir ve 6zgiin kosullar altinda mesodermal, ektodermal ve endodermal kaynakli
hiicre tiplerine doniisebilmektedirler. Koken aldiklart doku ile iligkili olarak,
embriyonik ve erigkin kok hiicreler olmak tizere iki sinifta incelenebilirler.

En giiclii kok hiicre kaynagi olan embriyonik kok hiicreler, embriyonun i¢ hiicre
kiitlesinden alinmasi nedeni ile etik sorun yaratmakta ve vericiye nakledildiklerinde
timor (teratom) olusturma potansiyelleri, allojenik kullanimlarinda immiin “red”
olusturmalar1 ve elde edilmelerindeki teknik problemler bu hiicrelerin klinik kullanim
olanaklarini kisitlamaktadir.

Kemik iligi mezankimal kok hiicreleri (MKH), halen klinikte en yaygin
kullanilan erigkin kok hiicre kaynagidir; ancak kemik iligi kaynakli MKH sikliginin
goreceli diisiik olmasi, hiicrelerin invazif bir islemle elde edilmesi, kiiltiir siirecinde
hiicre oran1 ve farklilagma kapasitesinin azalmasi nedeni ile halen klinik kullanim
olanaklar1 sinirlidir.

Kok hiicrelerle ilgili aragtirmalarin tipta uygulama alanlarinin giderek artmasi
nedeniyle, insan uygulamalarinda kullanilabilir bagska kok hiicre kaynaklari aranmasi
gereksinimi dogmustur. Fetal mezankimal kok hiicreler, bu arastirmalar sonucunda
belirlenen kaynaklardandir. Amniotik hiicreler, genetik hastaliklarin tanist i¢in uzun
yillardir rutin olarak kullanilan fetal hiicrelerdir; son yayinlar, biyolojik ve genetik
Ozellikleri nedeni ile amniotik sivi kokenli MKH lerini, hiicre tedavi yaklasimlarinda
belirli avantajlara sahip gii¢lii aday hiicreler olarak tanimlamaktadir.

Calismamizda, amniotik sivi hiicrelerinin mezankimal kok hiicre potansiyelinin
arastirilmast  hedeflenmis, bu temelde hiicrelerin kiiltiir silirecindeki morfolojik
Ozellikleri, immiinfenotipik Ozellikleri, ve osteojenik, adipojenik ve kondrojenik
farklilagsma kapasiteleri degerlendirilmistir. Bu amagla genetik analizi tamamlanmus,
“atik” konumdaki amniosentez materyalleri kullanilmistir.

Primer kiiltiir ve sub-kiiltiir (P0,-P13,) hiicreleri rutin prenatal tan1 protokolleri
ile gergeklestirilmis ve hiicrelerin MKH temelinde immiinfenotipik degerlendirilmesi,
akim sitometri cihazinda gerceklestirilmistir. Immunfenotiplemede, CD90, CD73,

CD166, CD49¢, CD44, CD29, HLA-ABC ylizey antijenleri pozitif, CD34, CD45, HLA-
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DR ise negatif saptanmistir. MKH immiinfenotipik belirtecleri gosterilen hiicrelerde
histokimyasal boyamalar temelinde osteojenik ve kondrojenik farklilasma da
gosterilmis, adipojenik farklilasma ise gerceklestirilememistir.

Morfolojik degerlendirmeler sonucunda amniotik sivi hiicreleri, (1) Amniotik
stv1 spesifik hiicre tipi (AF), (2) Fibroblastoid hiicre tipi (FB1, FB2) ve (3) Epiteloid
hiicre tipi (E) olarak ii¢ sinifta degerlendirilmistir. Fibroblastoid-tip (FB1 ve FB2),
birbirine paralel ig seklindeki hiicreler olarak belirlenmistir; FB1 hiicrelerinin uzun ve
ince bir yapilarinin oldugu ve FB2 hiicrelerine gore c¢ok daha homojen oldugu
gozlemlenmistir. AF-tip hiicreler, siki baglantis1 olmayan, yuvarlak sekilli ve poligonal
hiicreler olarak, epiteloid-tip hiicreler ise olduk¢a siki baglantili, kiigiik koloniler
olusturan, yuvarlak ve keskin kenarli, adaciklar olusturan hiicreler oldugu saptanmustir.
Morfolojik degerlendirme verileri MKH immiinfenotipi ile iliskilendirildiginde,
amniotik sivi mezankimal kok hiicrelerinin, amniotik sivinin heterojen hiicre
popiilasyonu iginde 6zgiin bir hiicre grubundan (FB2 tip hiicreler) kaynaklandiginm
diistindiirmektedir.

Calismamizin  sonucunda, laboratuarimiz kosullarinda temel c¢aligsmalari
tamamlanmis olan amniotik sivi kdkenli MKH lerin kullanilabilecegi hiicre tedavisi
temelli (cell therapy), gelecek vaadeden pre-klinik/klinik arastirmalara da olanak

saglayabilecegi inancindayiz.

ANAHTAR SOZCUKLER: Amniosentez, Mezankimal kok hiicre, Hiicre morfolojisi,

Akim sitometri, Farklilagma.
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ABSTRACT

Stem cells are the cells that are thought to be able to proliferate indefinitely and
differentiate into many different tissues. Under the right conditions, they have
remarkable potential to develop intomany different cells types derived from mesoderm,
ectoderm and endoderm. They can be analysed in two groups in relation with the tissue
they derived from; embryonic stem cells and adult stem cells.

The clinical use of embryonic stem cells is limited by its tumour and immune
rejection development potential and difficulties in obtaining and ethical considerations.

Clinical use of MSC is relatively limited by some reasons such as low frequency
of MSC s derived from bone marrow or decrease in ratio of cells and capacity of
differentiation in culture. The need for finding new stem cell sources result from
researches on implementation of stem cells in medicine. Fetal mesenchymal stem cells
are the new sources. Amniotic cells which been used for the diagnosis of genetic
disorders for many years, have lately been identified as having MSC derived from
amniotic cell population. They have significant advantages by their biological and
genetic characteristics in cell therapy approaches.

In our study, we aimed to examine heterogeneous amniotic fluid cells for their
MSC potentcy. On this basis, the morphological and the immunphenotypic
characteristics and osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation capacity of
the cells were analysed. By this purpose, genetically analysed amniocentesis materials
were used.

Primary culture and sub-cultures were examined by routine prenatal diagnosis
protocols. On the basis of MSC, cells were analysed by flow cytometry for
immunophenotyping; CD90, CD73, CD166, CD49¢, CD44, CD29, HLA-ABC’ s
surface antigens yielded positive result whereas CD34, CD45, HLA-DR’ s surface
antigens were observed to be negative. Histochemical staining, for osteogenic and
chondrogenic differentiation achieved tissue differentiation specific for osteocytes and
chondrocytes but adipogenic differentiation was not materialized.

In the light of morphologic evaluations, amniotic fluid cells were analysed in
three groups; (1) amniotic fluid specific cell type (AF), (2) fibroblastoid cell type (FBI,
FB2) and (3) epitheloid — type (E). Fibroblastoid cell type (FB1, FB2) was identified as
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spindle shaped cells parallel to each other. FB1 cells were observed to have long and
thin and homogenous structures when compared with FB2 cells. AF cells had loose
network and they were observed round and polygonal shaped cells; epitheloid-type cells
had tight network and they were observed colonized, round sharp edged and clustered.
When morphological assessment data were associated with MSC immunophenotype,
amniotic fluid mesenchymal stem cells were suggested to be derived from a specific cell
group (FB2) in a heterogeneous cell population.

Our study provided contributions to promising cell therapy-based pre-

clinic/clinic studies in which amniotic fluid derived MSC s can be used.

KEY WORDS: Amniocentesis, Mesenchymal stem cell, Cell Morphology, Flow

cytometry, Differentiation.
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1. GIRIS VE AMAC

Kok hiicreler, kendilerini siirekli yenileyebilen ve ¢esitli dokulara farklilasabilen
hiicrelerdir (26). Ozgiin kosullar altinda mesodermal, ektodermal ve endodermal
kaynakli hiicre tiplerine doniisebilmektedirler (26). Koken aldiklari doku ile iliskili
olarak, embriyonik ve eriskin kok hiicreler olmak lizere iki sinifta incelenebilirler (26,
124,92)

Embriyonik koék hiicreler, blastokistin i¢ hiicre kitlesinden kdken alan, sinirsiz
boliinme 6zelligi olan ve her {ic germ yapragina (mesoderm, ektoderm, endoderm) ait
hiicre tiplerine farklilasabilen pluripotent hiicrelerdir (124,118). Ancak hiicre kaynagi
olarak, implantasyon Oncesi embriyolarin kullanilmasi nedeniyle embriyolarin kok
hiicre arastirilmalarinda kullanilmalar etik sorunlara neden olmaktadir (42). Ayrica,
tiimor olusturma potansiyelleri, immiin red ve teknik yetersizlik gibi bazi problemler,
elde edilirken fare besleyici tabakalarinin kullanilmasi ve bunlarin insanla temasi (26)
bu hiicrelerin klinik uygulamalarindaki diger dezavantajlaridir (30,124,118).

Eriskin doku kaynakli ilk kok hiicreler kemik iliginden elde edilen
hematopoetik kok hiicrelerdir (HKH) (124). HKH ler, kan hiicrelerine
farklilagabilmekte (124,26) bu nedenle yillardir 16semi basta olmak tizere pek cok
hastaligin tedavisinde, kemik iligi nakline alternatif olarak basari ile kullanilmaktadirlar.
Periferik kan kok hiicre nakli olarak adlandirilan bu yaklasimlar, 16semiler, immiin
yetmezlik sendromlar1 ve kimi kalitsal hastaliklarda hayat kurtarici rol tistlenmislerdir.

[k defa Friedenstein ve ark., (1976) lar1 tarafindan tanimlanan, kemik iligindeki
hematopoetik olmayan stromal hiicrelerden elde edilen mezankimal kok hiicreler
(MKH), fibroblast-benzeri hiicreler olup kemik iliginde yer alan HKH’ lerden farkli bir
grup hiicredir (27).

Mezankimal kok hiicreler, glinlimiizde viicudun farkli doku ve organlarindan
izole edilebilen, farklilasma potansiyelleri embriyonik kok hiicrelere gore daha smirh
olan hiicrelerdir (79,12,50). MKH’ ler uygun kiiltiir kosullar1 altinda baslica kemik, yag,
kikirdak, kas ve endotel hiicrelerine farklilasabilmektedir (89,79). Immiinsupresif
ozelliklere sahip bu hiicreler, etik sorun yaratmamalari, otolog ya da allograft olarak
elde edilebilir ve kullanilabilir olmalar1 nedeniyle 6zellikle doku miihendisligi ile birgcok

hastaligin tedavisinde kullanilmalarina olanak saglamaktadir (123,4).



Mezankimal kok hiicreler, hiicre yiizey isaretleri agisindan HKH’ lerden farkli
olarak CDI14, CD34, CD38 ve CD45 negatiftir (50,7,12,89). Akim sitometrik
analizlerle, CD11, CD14, CD34, CD38, CD40, CD80, CD86, CD45 ve HLA-DR
negatif olan bu MKH popiilasyonlarinin, SH2, SH3, CD29, CD44, CD71, CD106,
CD120a, CD124, CD73, CD90, CD105, CD166, Stro-1 ve HLA-ABC gibi hiicre ylizey
antijenleri i¢in pozitif olduklar1 gosterilmistir (50,7,12,89,125).

Mezankimal kok hiicrelerin, klinik uygulamalarinda siklikla karsilasilan
sorunlardan biri yeteri kadar hiicre elde etmekteki giicliiktiir. Kemik iligi kaynakli
toplam hiicrenin yaklagik % 0.001-% 0.01 kadarmin MKH olmas1 (89,7,50), yeterli
hiicre elde edilmesi i¢in tekrarlayan aspirasyonlar gerektirmesi, hiicrelerin farklilagsma
ve kendilerini yenileme kapasitelerinin sinirli olmasi (89,134), sayilarinin yasa ve
alindig1 dokuya bagh olarak azalmalar1 (106,47,48,49,125,10), invaziv bir teknikle elde
edilmeleri ve kok hiicrelerle ilgili arastirmalarin tipta uygulama alanlarinin giderek
artmasi nedeniyle, yeni kok hiicre kaynaklarimin aranmasi gereksinimini dogurmustur
(8,121).

Takip eden ¢aligmalarla, fetal kan ve karaciger, akciger, dalak, plasenta, kemik
iligi ve term kordon kam ve periferik kanda da MKH’ lerin bulundugu gosterilmistir
(47,134,9,45,104). Son zamanlarda yapilan aragtirmalarda, amnion sivisinin da zengin
bir MKH veya multipotent kok hiicre kaynagi oldugu  gosterilmistir
(8,59,89,112,113,120,121,49,92,55,56,18,64,79,20,95,96,97).

Amniotik hiicreler, genetik hastaliklarin tanist i¢in uzun yillar rutin olarak
kullanilan fetal hiicrelerdir. Baslica, fetal deri, iirogenital sistem, solunum sistemi,
gastrointestinal sistem, umblikal korda ait epitel hiicreleri, amniotik membran epiteli ve
trofoblastlarin {ist tabakasindaki hiicrelerden kaynaklanir (31,78,20,65).

Arastirmalar, amniotik hiicrelerin embriyonik kok hiicrelere benzer sekilde Oct-
4 pozitif olduklarin1 (97,8,59), Rex-1, Runx-1, SCF, GATA-4, TRA1-60, SSEA3-
SSEA 4 gibi embriyonik kok hiicre belirteclerini eksprese ettiklerini gostermistir (8,59).

Ayrica, amniotik sivi kaynakli MKH ler, eriskin kemik iligi MKH’ lerine benzer
bicimde CDl1a, CD14, CD25, CD31, CD34, CD40, CD45, CD50, CD62, CD80,
CD86, CD106, CDI120a, CD127 ve HLA-DR hiicre yiizey antijenleri i¢in negatif,
CD29, CD44, CD49%¢, CD54, CD58, CD71, CD73, CD90, CD105, CD123, CD166 ve
HLA-ABC hiicre yiizey antijenleri i¢in pozitiftir (92,121,18,47,49). Eriskin kemik iligi



MKH lerine benzer bigimde hipoimmiinojenik ve immunomodiilator Ozellikleri
bulunmaktadir. Kimi arastirmalar, bu hiicrelerin allojenik olarak reddedilmediklerini ve
allojenik  hiicre naklinde immiinsupresyona ihtiyag¢ duyulmadigimi = (12,34)
gostermektedir.

Kiiltiirde ¢ogaltilan amniotik s1vi kaynaklit MKH lerin farklilasma kapasiteleri de
incelenmis ve ilk veriler bu hiicrelerin 6zgiin besiyerleri etkisi altinda, osteojenik,
adipojenik ve kondrojenik farklilagma gosterebildiklerini kanitlamistir (8,120,121,18,
59,48,56). Takip eden calismalarla, myojenik, endotelyal, néronal (120, 121, 59, 8) ve
hepatik hiicreler gibi her bir embriyonik germ yapragindan kaynaklanan hiicre tiplerine
farklilasma  kapasitesi oldugu (18,20), myofibroblast/fibroblast hiicrelerine
farklilagabildigi (55,56) ve in vitro renal farklilasmanin (87) elde edilebildigi
belirtilmistir.

Amniotik stvi MKH leri, hiicre tedavisinde, eriskin kok hiicrelere benzer
bicimde gii¢lii adaylar olarak gosterilmektedirler. Kimi 6zellikleri nedeniyle de tercih
edilebilir konumda olduklar diisiiniilmektedir. Ornegin, bu hiicreler embriyonik KH
ozellikleri yansittiklar1 halde tlimor olusturma riski tagimamaktadirlar, eriskin MKH
lere gore hiicre naklinde ret olaylar1 goriilmemekte ya da daha hafif seyretmektedir
(55,56,18,92).

Pek ¢ok kalitsal genetik hastaligin hiicre tedavisi hedeflendiginde, zaten hasarl
durumda bulunan otolog doku kaynakli kok hiicre kullanimi, dogal olarak yarar
saglamayacaktir. Bu hastalarda kok hiicre nakli, ya allograft hiicrelerin kullanilmasiyla
ya da red olmazsa “mis-match” fetal kok hiicre kullanimi ile gerceklestirilebilir.
Hipoimmiinojenik o6zellikleri eriskin MKH kiyasla daha on planda olan fetal kok
hiicrelerin, bu agidan potansiyel bir hiicre tedavi kaynagi oldugunu diisiiniilmektedir.

Bilgilerimiz dahilinde tilkemizde fetal kok hiicre ile ilgili yayinlar son derece az
sayidadir (54); amniotik hiicrelerin mezankimal kok hiicre potansiyeli, farklilasma
ozellikleri ve morfolojik yapilanma iliskileri ile ilgili bir arastirma ise heniiz
yaymlanmamagtir.

Calismamizda, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik
Anabilim Dali Prenatal Tani1 Unitesi Doku kiiltiirii ve sitogenetik laboratuarimizda,
yiiksek riskli gebelik endikasyonu ile amniosentez uygulanan ve amnion sivist alinan

bireylerin genetik analizleri tamamlanmis olan kiiltiire edilmis “atik” konumdaki



amnion hiicrelerinin, kendi laboratuar kosullarimizda mezankimal kok hiicre
potansiyelinin arastirilmasi hedeflenmis, hiicrelerin kiiltiir siirecindeki morfolojik
ozellikleri, mezankimal kok hiicre temelinde, immiinfenotipik 6zellikleri, osteojenik,

adipojenik ve kondrojenik farklilasma kapasiteleri degerlendirilmistir.



2.GENEL BILGILER

2. 1. Embriyonik gelisim

Oosit ve spermiumun fertilizasyonu ile olusan zigot, bir seri mitoz boliinme
gecirerek yaklasik 4 giin sonra uterusa ulasir. 12-16 blastomerden olusan morula,
uterusa ulastiginda, endometrial bezlerin salgilar1 zona pellusidayr gecerek morula
kitlesinin i¢ine sizar ve blastomerlerin ortasinda, “blastos6l” adi verilen boslugu
olusturur. Yaklasik 100 hiicreden olusan bu yapiya “blastokist” denir. Bu donemde,
blastomerlerin bir kismi yassilasarak bir kenara itilirken (trofoblast/outer cell mass),
digerleri de bir kitle (embriyoblast/i¢ hiicre kitlesi/inner cell mass) halinde kalir (65,66)
(Sekil-1).

Embriyo, esas olarak embriyoblast kitlesinden olusur. Trofoblasttan ise fetal

zarlar ve plasenta gelisir (65,66).
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Sekil-1: Zigotun segmentasyonu ve blastokist olusumu
Fertilizasyondan 6-7 giin sonra zona pellusidanin da dejenere olmasiyla,
embriyoblast endometriuma implante olur. Bu donemde, trofoblastlar hizla ¢ogalarak,

sitotrofoblast (tek ¢ekirdekli hiicrelerden olusan i¢ tabaka) ve sinsityotrofoblast (hiicre



sinirlart belirgin olmayan, ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerden olusan dis tabaka) olmak iizere iki
tabakaya farklilasir (66).

Ayni1 donemde, i¢ hiicre kiitlesi de (embriyoblast), altta, blastokist bosluguna bitisik
kiigiik kiibik hiicrelerden olusan hipoblasta (primer endoderm) ve iistte, amnion
bosluguna bitisik yiiksek silindirik hiicrelerden olusan epiblasta (primer ektoderm)

ayrilir. Bu yapiya, “bilaminar embriyonik germ disk” denir (66) (Sekil-2).
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Sekil-2: Bilaminar embriyonik germ disk olusumu

8. giinde, epiblast tabakas1 iizerinde, kiiciik bir yarik halinde, amnion boslugu
olugmaya baglar. Epiblasttan koken alan amnioblastlar, bu boslugu “amnion” ad1 verilen
bir zar ile ¢evreler. Amnion boslugu, iistte amnion zar1 ve altta epiblastlar tarafindan

cevrilmistir (66) (Sekil-3).
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Sekil-3: Amnion boslugu olusumu



9.glinde, embriyo, tamamen endometriuma gomiilmiistiir; endometrium
epitelinin dejenere oldugu bolgede de fibrin bir tika¢ olusmustur. Bu dénemde,
hipoblast hiicreleri, blastokist boslugunu cevreleyerek ekstraembriyonik endodermi
(primitif endoderm, ekzogdlomik membran, “heuser’s membran™ 1) olusturur (66).

Ekstraembriyonik endoderm, i¢indeki boslukla birlikte “primitif yolk kesesini”
(ekzogolomik boslugu) olustururken, sinsityotrofoblastlar da embriyoyu tamamen
cevrelemistir (66).

10-11 giinde, sitotrofoblast tabakasi ile ekstraembriyonik endoderm arasinda
ekstraembriyonik retikulum olusur (66).

11-12giinde, amnion zar1 ve primitif yolk kesesinin disinda ekstraembriyonik
mezoderm adi verilen gevsek bir bag dokusu bulunmaktadir (Sekil-4).
Ekstraembriyonik retikulum, ekstraembriyonik mezoderm tarafindan hizla invaze edilir.
Bu yapi, sitotrofoblastin i¢ ylizeyi ile ekstraembriyonik endodermin dis yiizi ile
komsudur (66).

12-13giinde, ekstraembriyonik mezoderm ig¢inde olusan bosluklar birleserek
ekstraembriyonik ¢dlomu (koryon boslugu) meydana getirir (66).

16.giinde, epiblastin yilizeyinde primitif ¢izginin olusmasiyla gastrulasyon baslar
(66). Gastrulasyon (Sekil-4,5), bilaminar embriyonik diskin trilaminar embriyonik diske
doniistiigli, tic germ yapragina farklilagtigi, orta hat, kraniokaudal, sag-sol, dorsal-

ventral viicut akslarinin olustugu ve epiblasttan kdken alan bir siirectir (86).
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Sekil-4: Trilaminar embriyonik germ disk



Bu donemde, iki yaninda uzanan daha kabarik bolgelerle fark edilen primitif
oluk bolgesinde, epiblast hiicrelerinin bir kismi, epiblast ve hipoblast arasinda uzanir.
Bu hiicrelerin bir kismi, hipoblast hiicrelerinin yerini alarak embriyonik endodermi
olustururken, bir kismu da epiblast ile embriyonik endodermin arasina girerek
embriyonik mezodermi yapar. Epiblasttan kaynaklanan diger hiicreler ise embriyonik

ektodermi olusturur (66) (Sekil-5).

EPIBLAST]|
HIPOBLAST [L7nl0 e

Sekil-5: Mezoderm, endoderm ve ektoderm olusumu
Ug germ tabakasinin her birinden (ektoderm, mezoderm, endoderm) spesifik
doku ve organlar gelisir (86) (Tablo I).

Tablo I: U¢ germ tabakasindan olusan spesifik doku ve organlar

Ektoderm Endoderm Mezoderm
Beyin Solunum sistemi Kemik iligi
Omurga Gastrointestinal sistem’ i doseyen epitel Bag dokusu
Sinir dokusu | Gastrointestinal sistem’ ¢ agilan bezler Kikirdak dokusu
Deri Karaciger Kemik dokusu
Tirnaklar Pankreas Yag dokusu
Sag Cizgili ve diiz kas dokusu
Kalp
Kan
Lenf damarlar
Urogenital sistem




2.2. Amnion kesesi ve Amnion s1visi

Amniotik sivi kaynakli hiicreler, baslica, fetal deri, iirogenital sistem, solunum
sistemi, gastrointestinal sistem hiicreleri, umblikal korda ait epitel hiicreleri, amniotik
membran epiteli ve trofoblastlar gibi (31,78,20) embriyonik ve ekstraembriyonik
dokulardan kdken almakta ve genetik hastaliklarin prenatal tanisinda ¢ok yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Amniotik s1vi, embriyo/fetiis i¢in bir¢ok yonden Oonem tasimaktadir (31,8,25,65,

20):
1. Embriyonun simetrik biiylimesini saglar.
2. Embriyonun amnion kesesi duvarina yapigmasini nler.
3. Embriyoyu/fetiisii travmalara karsi korur.
4. Embriyonun/fetiisiin viicut 1s1sin1 ve dig basincini sabit tutar.
5. Embriyonun/fetiisiin akciger gelisimini saglar.
6. Embriyo/fetiis’ e anti-bakteriyel ortam saglayarak enfeksiyonlara kars1 korur.
7. Fetlisiin rahat hareketini saglayarak, kas ve iskelet sisteminin gelismesine

yardim eder.

Amniotik kese, embrioyu/fetiisii saran ince ama dayanikli, iki tabakali seffaf bir
zardir. I¢ tabaka olan amnion, amniotik s1v1 ve fetiisii icerirken, dis tabaka olan koryon,
amnionu da igeren plasentanin bir parcasidir. Amniotik membran, baslica epiblastlardan
kaynaklanan embriyonik ektodermal tabaka ve ince non-vaskiiler ekstraembriyonik

mezodermden olusmaktadir (31) (Sekil-6).
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Sekil-6: Amniotik membranin (Amnion zar1) olustugu tabakalar



Koryoallantoik plasentanin son sekli, gestasyonun yaklagik 8-9. giiniinde,
embriyo etrafindaki yolk kesesini ve amnionu ¢eken embriyonik doniis hareketiyle
olusur (20).

Amnion kesesinin i¢i amniotik siv1 ile doludur ve yaklasik % 99'u sudur, icerigi
ise gebelik boyunca her ii¢ saatte bir degismektedir. Baglangigta az miktarda amniotik
hiicre ve ¢ok miktarda maternal doku sivisinin, plasentada desidua paryetalisten
amniokoryonik membran araciligiyla difiizyonu ile, sonralar ise, plasentanin intervilloz
araligindaki kanin koryonik plaktan difiizyonu ile olusur. Gestasyonun ilk yarisinda
amniotik s1vi, amniotik membran ve fetal deri arasinda sodyumun aktif ve klorun pasif
difiizyonundan olusur. Gebeligin erken doneminde fetal plazma izotoniktir, fetal
epitelyal hiicreler, proteinler, karbonhidratlar, lipitler, fosfolipitler, iire, elektrolitler,
enzim, hormon ve pigmentleri icerir (31,20). Daha sonra terme kadar hipotoniktir (25).
Gestasyonun ikinci yarisinda, fetiisiin solunum sisteminden salgilanan siv1 (giinde 300—
400 ml) ve 9-12. haftasindan sonra atilan idrar (giinde 500 ml) bu sivinin olusumuna
biiylik katkida bulunur (31). Fetal yutma hareketi ve gastrointestinal sistem salgilar1 da
azda olsa amniotik sivinin olusumunda rol alir. Amniotik sivi, 16. haftada yaklasik
207+92 ml, 18. haftada 258+97 ml, 20. haftada ise 365+88 ml dir. I¢erdigi hiicre sayisi,
degisken olmakla birlikte, 10-1000 hiicre/ul olarak bildirilmistir (32,78,95). Sivi
dinamiklerinin bir sonucu olarak, idrar, solunum ve gastrointestinal sistemde bulunan
fetal hiicreler amnion sivisina dokiiliir (32,31,37,65). Fetiislin dolasim sistemine gegen
amniotik sivi, plasentada atik maddelerden arindirilir. Fetiisiin dolagiminda kalan fazla
su ise fetal bobreklerden idrar olarak tekrar amniotik siviya verilir.

Genetik hastaliklarin dogum 6ncesi tanisinda (prenatal tani) uzun yillardir rutin
olarak kullanilan amniotik siv1 hiicrelerinin orijini ve ozellikleri ile ilgili ¢cok az sey
bilinmektedir (95,8,31,120,121).

Amniotik sividaki hiicrelerin, gestasyon yas1 ve fetal patolojilerle iligkili olarak
morfolojik degisiklikler gdsterdigi bildirilmekte (95,90,91,78,32,33,37) ve kiiltiir
kosullarinda 6zgiin morfolojik &zellikler tasidiklar1 raporlanmaktadir. Kimi son
calismalar da amniotik hiicreleri, kiiltiir kosullarinda yapisan ve yapismayan hiicreler
olarak 2 ana alt gruba ayirmaktadirlar (95):

1. Rutin olarak kullanilan ve kiiltiir sartlar1 altinda yapisan hiicreler

a. Boliinen ve koloni olusturan hiicre tipleri
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e Amniotik s1v1 spesifik (AF-Tip)
e Fibroblastik (F —Tip)
e Epiteloid (E- Tip)
b. Yavas ¢ogalan ve sinirl lireme kapasitesine sahip hiicre tipleri

2. Rutin olarak kullanilan kiiltiir sartlar1 altinda yapismayan hiicreler

Bu hiicrelerin siniflandirilmalari ¢cogunlukla “morfolojik™ kriterlere dayanmaktadir.
Biokimyasal verileri hakkindaki bilgiler son derece sinirlidir.

Morfolojik temelde tanimlanan {i¢ hiicre tipinin kdkenleri hakkindaki bilgilerimiz de
oldukca sinirhidir. E-tipi hiicrelerin, fetal deri ve iirogenital sistemden, AF-tipinin fetal
membranlar ve trofoblastlardan, F-tipi hiicrelerin ise fibréz bag dokusu ve dermal
fibroblastlardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. AF-tip hiicrelerin Ostrojen, insan
koryonik gonodotropin ve progesteron liretmesi nedeniyle bu hiicrelerin plasental
trofoblastlardan (88,32,94), kiiltiir isleminin ge¢ evrelerinde ortaya c¢ikan FB-tipi
hiicrelerin ise mezankimal dokulardan kaynaklandig: diistiniilmektedir (94,95,121). Her
iki tip hiicre de, MHC-klas 1 (HLA-ABC) ylizey antijeni eksprese ederken, MHC-klas 2
(HLA-DR) yiizey antijenini eksprese etmezler (95). Bu hiicrelerin temel ozellikleri

Tablo-II" de gosterilmistir (94,33,8,37,127,29,31).
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Tablo-1I: Amniotik s1vida bulunan hiicre tipleri ve temel 6zellikleri

Hiicre tipi Epiteloid Amniotik s1vi Fibroblastik
Ozellik (E- tip) (AF- tip) (FB- tip)
Kaynak Squamoz/epitelyal Fetal membran Fibroblast benzeri

Fetal deri, ve trofoblast fibroz konnektif doku,
Mesane, Dermal fibroblast
Diger epitel dokulari
Epitelyal Hiicrelerin gogunlugu Mezankimal
Mezankimal
~ %30 u epitelyal
Oran 20% 70% fazla 10% az
Morfoloji Oldukga stk1 | Siki baglantili olmayan genis Birbirlerine paralel igsi
baglantili kiigiik | yerlesimli hiicreler hiicreler
koloniler
Klon etkinligi Zayif Orta Fazla
Mitoz Nadir Orta Yiiksek
“Doubling time”* | Diisiik Orta Yiiksek
Tripsinizasyon Direngli Orta Kolay
Cok cekirdekli Bazen Orta Nadir
HCG iiretimi Negatif Pozitif Negatif
Kollajen iiretimi Negatif Tip 4 Tipl-3
Kollajen lifleri Yok Yok Tip1 lifler
Bazal membran Yok Epitelyal bazal Yok
glikoprotein membran komponenti
Fibronektin Negatif Pozitif Pozitif
Dezmosom Hiicre-hiicre kontaktt | Yok Yok
kompleksi
Keratin Pozitif Pozitif Negatif
Vimentin Negatif Pozitif Pozitif

*Doubling time: hiicre sayisinin iki katina ¢ikmasi i¢in gegen siire, hiicre ikilenme zamani, belirli bir

zamandaki hiicre proliferasyon hizi.

Amniotik sivi ektodermal, endodermal ve mezodermal germ tabakalarindan

kaynaklanan embriyonik/fetal hiicreleri igeren (47,49,96,97,32) heterojen bir hiicre

populasyonuna sahiptir (31,95,78); hem insan amniotik epitelyal hiicrelerinin, hem de

trofoblastlarin,

amniotik hiicre

stiriilmektedir (32,78,95).

spektrumunun  bir
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Amniotik siv1 hiicreleri ¢ok uzun yillardir genetik hastaliklarin prenatal tanisi

i¢in rutin olarak kullanilan hiicrelerdir.

2.3. Amniosentez ve prenatal tan1 (PNT)

Ikinci trimester genetik amniosentez, genetik hastaliklarin spesifik tanilarmmn
konulabilmesi i¢in siklikla uygulanmakta olan bilinen en eski prenatal tan1 yontemidir.
Amniosentez sonucu elde edilen amniotik sivi kdkenli hiicrelerden, fetal karyotip tayini,
gen mutasyon analizi (DNA) ni gergeklestirmek ya da enzimlerin incelenebilmesi
olanaklidir (119).

Amniosentez, gebeligin yaklagik 15-16. haftasinda, transabdominal yolla,
ultrasonografi esliginde, amniotik kesedeki sividan 15-20 ml’ lik 6rnek alinarak yapilir.
Yaklagik 1-3 hafta siiren hiicre kiiltlirleri ve genetik analizler sonunda, ailelere “genetik
hastalik riski artmus fetiis’ ler hakkinda bilgi verilir (119).

Ikinci trimester genetik amniosentez islemi invaziv bir girisimdir ve % 0.5-%
1.0 lik bir fetal kayip riski bulunmaktadir. PNT endikasyonlar1 arasinda, anne yasinin 35
ve lizerinde olmasi, dnceden de novo kromozom anomalili ¢ocuk varligi, kromozomal
degisiklikler acisindan tasiyici olan aileler, fetal ultrasonografide anomali saptanmasi,
maternal serumda tarama testlerinin yiiksek risk belirledigi gebelikler, aile hikayesinde,
DNA analiz yontemleri ile tan1 konabilecek tek gen hastaligr varligi, 6zgiin durumda
fetal seks tayini, onceki gebeliklerde nedeni agiklanamayan diisiikler ve 6lii dogumlar,
onceki cocuklarinda zihinsel ya da bedensel problem bulunmasi, noral tiip defekti ve

anksiyete bulunmaktadir (119).
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2. 4. Kok Hiicreler

2. 4. 1. Kok hiicre tanim ve kriterleri:

Kok hiicreler, kendilerini siirekli yenileyebilen ve farkli hiicre tiplerine
doniigebilen hiicrelerdir (26). Kok hiicrelerin 6nceden belirlenmis fonksiyonlar1 yoktur;
genlerden ve dis uyaranlardan aldiklar1 kimyasal sinyallere goére mesodermal,
ektodermal veya endodermal kaynakli hiicre tiplerine doniisebilmekte (124) ve herhangi
bir hiicrede 6liim ya da hasar meydana geldiginde hangi hiicreye ihtiya¢ varsa o hiicreye
farklilagmaktadirlar (26).

Simetrik ya da asimetrik boliinerek kendilerini yenilerler. Simetrik boliiniirken,
tim kok hiicre karakteristigini tasiyan kardes iki hiicre olustururlar; asimetrik
boliinmede ise olusan bir hiicre kok hiicre karakteristigini korurken, digeri farklilagsma
yOniinde uyar1 alan bir hiicre niteligindedir (124).

2. 4. 2. Plastisite

Kok hiicrenin, baska bir doku veya organa ait kok hiicre fenotipini kazanabildigi
ve baz1 durumlarda da mezoderm, ektoderm ve endoderm kokenli hiicrelerin birbirlerine
doniigebildigi diistinlilmektedir; bu duruma “kok hiicre plastisite” si denir. Plastisite,
farkli konumlarda gerceklesebilir (26):

1. Dediferansiasyon: Bir seriye ait matiir bir hiicrenin daha immatiir bir hiicreye

farklilagsmasi.

2. Transdeterminasyon: Kok hiicrenin farkli bir dokuya ait kok hiicreye

farklilagmasi.

3. Transdiferansiasyon: Farklilasmis bir hiicrenin baska bir dokuya ait hiicre

fenotipini kazanmasi.

4. Hiicre fiizyonu: Hiicrelerin diger hiicrelerle kaynasarak iki hiicreye ait 6zellik

tagiyan bir hiicre olugturmasi.

2. 4. 3. Kok hiicre siniflandiriimasi

Kok hiicreler farklilasma kapasitelerine gore totipotent, pluripotent ve
multipotent olarak siniflandirilirlar (26) (Sekil-7).

“Totipotent” kok hiicreler, embriyonik gelisimde ilk boliinen hiicreler olarak
tanimlanmaktadir. Fertilizasyonu takiben ilk 4-5 giin igerisinde, 8 blastomerli morula
evresine kadar, blastomerlerin her biri tek basina bir organizmay1 meydana getirebilme

yetenegindedir.
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“Pluripotent” kok hiicreler, fertilizasyondan 5 giin sonra olusan blastokistin, i¢
hiicre kitlesinden (inner cell mass) elde edilen hiicreler olarak belirtilmistir. Bu hiicreler,
lic germ tabakasina da doniigebilme yetenegindedir ancak tek baslarina bir organizmay1
olusturamazlar.

“Multipotent” kok hiicreler, bu donemden sonra olusan hiicrelerdir. Daha sinirl
fonksiyonlara sahiptir (26). Sadece tek bir hiicreye veya germ yapragina

farklilasabilir(124).

FERTILIZE OOSIT PLURIPOTENT KOK HUCRE

TOTIPOTENT KOK HUCRE EMBRIVONIK s EMBRIYONIK GERM _y, [FETAL GONAD
= KOK HUCRE KOK HUCREST
9

e

MULTIPOTENT KOK HUCRE

I HUCRE A
@ KITLESI ERISKIN KOK HUCRE

|orean veE bokuLar|

TOTIPOTENT - TUM HUCRE VE DOKU TIPLERI
PLURIPOTENT - EMBRIYONIK VE ERISKIN KOK HUCRE FARKLI'TASM‘A
MULTIPOTENT - BIRCOK HUCRE TIPI KAPASITESI

Sekil-7 : Kok hiicrelerin farkhilasma kapasiteleri
Kok hiicreler koken aldiklart dokulara gore ise baslica {i¢ ana grupta tanimlanabilirler :
1. Embriyonik kok hiicreler
2. Eriskin tip kok hiicreler
a. Hematopoetik kok hiicre
i. Kemik iligi
ii. Periferik kan
iii. Kordon kani
b. Mezankimal kok hiicre
3. Fetiis kaynakli kok hiicreler (Fetal kok hiicreler)
2. 4. 3. 1. Embriyonik kok hiicreler
2.4.3. 1. 1. Embriyonik kok hiicre
Insan embriyonik kok hiicre izolasyonu, ilk defa 1998 yilinda Dr. J Thomson ve
ark. tarafindan gerceklestirilmistir (118,36). Bu hiicreler blastokistin i¢ hiicre
kitlesinden elde edilmislerdir ve in vitro kosullarda {i¢ germ yapragina da

dontisebilmektedirler (124,118, 36,26,25,77).
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Embriyonik kok hiicreler, transkripsiyon faktorlerinden Oct-4, NANOG, rex-1,
hiicre yiizey belirteclerinden farede SSEA-1 (Stage Specific Embryonic Antigen),
insanda SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 eksprese ederler (77,124,118,36,25);
Oct-4 ve NANOG kendini yenileyebilme ve pluripotensi i¢gin gerekli olan iki gendir
(77). Bir baska dokuya nakledildiklerinde, bu hiicrelerin spontan olarak olgunlastigina
ve fonksiyonel olarak farklilastigina dair caligmalar mevcuttur (124). Embriyonik kok
hiicreler ayrica membran alkalen fosfataz ve telomeraz aktivitesine sahiptir (26).

Etik problemler ve teratom olusturma potansiyelleri, embriyonik kok hiicrelerin

klinik uygulamalardaki en 6nemli dezavantajlaridir (26).

2.4.3.1. 2. Embriyonik germ hiicreleri, fetiisiin primordial germ hiicresinin kiiltiire

edilmesiyle elde edilir. Embriyonik kok hiicreler gibi 3 germ yapragina doniisebilen

pluripotent hiicrelerdir ancak teratom olusturmazlar (26).

2. 4. 3. 2. Eriskin kok hiicreler :

Eriskin dokularinda bulunan farklilasmamis hiicrelerdir. Organizma yasadigi
stirece kopyalarini tireterek ¢ogalirlar ve bulunduklar1 dokuda bir hasar oldugunda doku
rejenerasyonunu saglarlar (50). Eriskin kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilasma
potansiyeli embriyonik kok hiicrelere gore daha sinirlidir, multipotentdirler, tiim hiicre
tiplerine farklilasamazlar, bulunduklar1 doku hiicreleri disinda sinirlt bir kag farkli doku

hiicresine doniisebilirler (124) (Sekil-8).

ERISKIN
koK HUCRELER

o h
e E‘*ﬁ”w L

 ENDOTELYAL

Sekil 8 : Eriskin kok hiicrelerin farkhilasma kapasiteleri
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Eriskin kok hiicrelerden en fazla hematopoetik kok hiicre (HKH) hakkinda
calisma yapilmistir. HKH, kendini yenileme ve bir¢cok degisik kan hiicresine farklilagsma
potansiyeline sahiptir. Bu hiicreler, bir baska dokuya nakledildikten sonra eksik olan
kan hiicrelerini fonksiyonel olarak yerine koyar. Kemik iligi nakli, aplastik anemi,
talasemi, gaucher ve kanser tedavisi i¢in kemoterapi ve radyoterapi alan hastalarin
hematopoetik sistemini yenilemek i¢in kullanilir. Erigkin hematopoetik kok hiicreleri,
kemik iligi, periferik kan ve kordon kanindan elde edilmislerdir (124). Immiinofenotipik
olarak, CD14 CD34 ve CD45 pozitif ve CD38 negatiftir (26).

Kemik iliginden kaynaklanan tanimlanmis diger pluripotent eriskin kok hiicreler
(Tablo-IIT): MAPC (multipotent adult progenitor cells), MIAMI (marrow-isolated adult
multilineage), KI-MKH (bone marrow derived multipotent stem cell) olarak
siiflandirilmiglardir (103,124).

MAPC denen pluripotent kdk hiicre populasyonu, ilk olarak Verfaille ve ark.,
(2001) tarafindan tanimlanan, ektodermal, mezodermal ve endodermal seri hiicrelerini
olusturabilen ve birbirine doniisebilme 6zelligi sayesinde kemik iligi kok hiicrelerinden
pek cok farkli doku hiicreleri olusturabilen hiicrelerdir (102,124). Immiinfenotipik
olarak, CD105, CD106’ y1, hematopoetik kok hiicreden farkli olarak CD34 ve CDA45’ i,
mezankimal kok hiicreden farkli olarakta CD44 ve MHC klas-1’ 1 eksprese etmezler
ancak SSEA-1, NANOG, Rex1 ve Oct-4’ i eksprese etmesi ile de embriyonik kok
hiicrelere olduk¢a benzer 6zellikler tasirlar. Bu hiicrelerin, izolasyonlarinin zor olmasi
ve hasarli dokuda yeterli sayida elde edilememesi klinik kullanimlarinda dezavantaj
olusturmustur (126,102).

Ik olarak D’Ippolito ve ark., (2004) tarafindan tanimlanan MIAMI hiicreleri,
kemik iliginden elde edilen indiiklenebilir “multilineage”, farklilagsmamis hiicreler
olarak tamimlanir. Bu hiicreler, CD29, CD49¢, CD63, CD81, CD90, CD122, CD164,
hepatosit biiytime faktor reseptorii (cMet), kemik morfogenetik protein reseptér 1B
(BMPR1B) ve norotropik tirozin kinaz reseptor 3 (NTRK3)’ ii eksprese ederler. CD34,
CD36, CD45, CD54, CD56, CD109, CD117 (cKit) ve HLADR negatiftir. Embriyonik
kok hiicrelere benzer olarak, Oct-4, Rex-1 ve telomeraz eksprese ederler (23,124).

Ik defa kemik iligindeki stromal hiicrelerden elde edilen mezankimal kok
hiicreler (MKH) ise fibroblast-benzeri hiicreler olup kemik iliginde yer alan HKH’

lerden farkli bir grup hiicredir. Kemik iliginde homeostazisi, hematopoetik ve non-
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hematopoetik hiicreler arasinda dengeyi saglarlar (7). Oct4’ i eksprese etmezler

(124,103).

Tablo-III: Kemik iliginden kaynaklanan pluripotent eriskin kok hiicrelerin

karakteristik ozellikleri

Yiizey belirtecleri Embriyonik Telomeraz
HUCRE kok hiicre aktivitesi
TiPi Negatif Diisiik Pozitif transkripsiyon
pozitif faktorleri
CD10, CD31, CD34,
CD45, CD106, CD117, | CD44,
MAPC CD36, CD38, CDS50, CD90w, | CDI13,CD49b | Bilinmiyor Pozitif
CD62E, KDR,
HLA-DR, Flt1
HLA-ABC
CD10, CD29,
CD44, CDA49e,
MIAMI | CD34, CD36, CD45, KDR, CD63, CD8l,
CD54, CD56, CD109, Flt1 CD90, CD103, | Oct-4, Rex-1 Pozitif
CDI117, HLA-DR CD122,CD164,
c-met
CD29, CD44,
CD49a,CDA49%¢,
KIMKH | CD11b, CDI13, CD14, CD73, CD90,
CD31, CD34, CD45, CD105,CD106, | Oct-4 Negatif | Pozitif
CD56, CD133, CD144, CD166,CD271,
HLA-DR HLA-ABC,
Stro-1

MAPC (multipotent adult progenitér cells), MIAMI (marrow-isolated adult
multilineage), KI-MKH (bone marrow derived multipotent stem cell), CD [“Cluster of
Differantiation” (Farklilagsma kiimeleri)]

Mezankimal kok hiicreler (MKH), kendini yenileme kapasitesine sahip olan ve
spesifik biyolojik uyaranlarin etkisiyle dnciilerinden farkli hiicrelere, osteosit, adiposit,

kondrosit, myosit, kardiomyosit ve ndronlar gibi bir¢ok hiicre tipine farklilasabilen
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multipotent hiicrelerdir (4,93,125,7,106,121,59,50,89,79,92,12,9,39,40). MKH’ Ier,
halen bagta kemik iligi olmak iizere, kemik dokusu, kas dokusu, yag dokusu, karaciger,
kord kani gibi viicutta pek cok dokudan elde edilebilmektedir (54,4,50). Dokuya
spesifik olmaksizin tiim viicut i¢in rezervuar tamir hiicreleridir (93).

Bag dokusu igeren biitiin organlarda MKH bulunmaktadir (125). Ilk defa
Friedenstein ve ark., (1976) lan tarafindan tanimlandig1 bildirilmistir. Friedenstein ve
ark., lar1 plastik kiiltiir kaplarina koyduklari fare kemik iligini uygulamadan 4 saat sonra
yikamis ve kiiltlir kabina yapismayan hiicreleri ayirmislar, yapisan hiicrelerin heterojen
bir goriinlimde oldugunu, kuvvetli yapisan hiicrelerin igsi sekilde 2-4 hiicreli odaklar
olusturdugunu ve hizla c¢ogaldigimi goérmiislerdir. Bir¢ok pasajdan sonra, yapisan
hiicrelerin olduk¢a homojen ve fibroblastik bir goriiniim kazandigini, bunlarin kemik ve
kikirdak depozitlerine benzediklerinden sdzetmislerdir. Bu hiicrelere mezankimal tipte
hiicrelere farklilagsma saglandigi i¢in “Mezankimal kok hiicre” denmistir (27,12,13).

MKH’ lerin ana kaynagi kemik iligi stromasidir. Kemik iligini olusturan
hiicrelerin kiictik bir kismim (% 0.01-0.001) olusturmaktadir (12,124,89). MKH
sayisinin neonatal donemde yiiksek oldugu, yasla birlikte sayilarmin @ ve
potansiyellerinin azaldigi ileri siiriilmektedir. Yenidoganda yaklasik 1/10000 hiicre olan
oranin eriskinde 1/250000 hiicreye dustiigii ileri siiriilmektedir (10,125,106). Ayni
vericiden alindiginda bile MKH’ lerin kalitesi alindigi dokuya gore degismektedir
(106).

Literatiirlerde diger MKH kaynaklar1 olarak, kordon kani, periost, trabekiiler
kemik, adipoz doku, synovium, iskelet kas1 ve dis etinden s6z edilmektedir (54,4); son
literatiirlerde fetal hiicrelerden de MKH elde edildiginden bahsedilmektedir (bkz.
Bolim, 2. 4. 3. 3: Fetal kok hiicreler ve amniotik kok hiicreler).

Kemik iliginden elde edilen MKH sayisi, diger eriskin dokulardaki mezankimal
hiicrelerden elde edilenlere oranla daha fazladir (Tablo-IV). Bu nedenle, kemik iliginin,
klinik uygulamalarda kullanilabilecek en uygun MKH  kaynagi olabilecegini
gostermektedir (106).

Kemik iligi, halen klinikte en yaygin kullanilan eriskin MKH kaynagi olmasina
ragmen, ilikte MKH sikliginin goreceli diisiik olmasi, hiicrelerin invazif bir islemle elde
edilmesi, kiiltiir stirecinde hiicre oranm1 ve farklilagsma kapasitesinin azalmasi nedeni ile

klinik kullanim olanaklar1 sinirlidir (79,19,48).
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Tablo-1V: Dokulara gore MKH sayis1
DOKU MIKTAR

Kemik iligi | 9,38x10°

Adipoz doku | 2,96x10°

Synovium 2,79x10°
Kas 2,30x10°
Periost 2,06x10°

En giiclii kok hiicre kaynagi olan embriyonik KH’ ler ise, embriyonun i¢ hiicre
kiitlesinden alinmasi1 nedeni ile etik sorun yaratmaktadir (30) ayrica vericiye
nakledildiklerinde tiimor (teratom) olusturma potansiyelleri, allojenik kullanimlarinda
immiin “red” olusturmalar1 ve elde edilmelerindeki teknik problemler de bu hiicrelerin
de klinik kullanim olanaklarini kisitlamaktadir (30,124,118).

Bu nedenler insan uygulamalarinda kullanilabilir bagka kok hiicre kaynaklar
bulma ¢abalar1 yaratmistir (121,95,48,134,97). Fetal mezankimal kok hiicreler, bu

arastirmalar sonucunda belirlenen kaynaklardandir.

2. 4. 3. 3. Fetal kok hiicreler ve amniotik kok hiicreler

Son literatiir verileri, MKH lerin pek ¢ok fetal dokuda da var oldugunu
gostermistir; fetal periferik kanda, kemik iliginde, karacigerde, akcigerde, dalakta,
plasentada, term umbilikal kordda (9,45,104,121,48,76,134,54) ve amnion s1visi
hiicrelerinde MKH ler tanimlanmistir (25,120,121,124,95,97,8,59,18,49,47,113,112).
Amnion s1vist kaynakli kok hiicrelerin (ASMKH) pek ¢ok dogustan anomali, kalitsal ya
da ve akkiz hastalik i¢in gii¢lii bir hiicre tedavi kaynagi olabilecegine dair calismalar
vardir (20,55,56,112,113,87,59,18, 64,120,25,8,97).

Amnion siwvist (59,49,48) kaynakli kok hiicrelerin, farkli hiicre tiirlerine
doniigiim giiclinli tanimlayan calismalar mevcuttur ve halen bu hiicrelerin etkin kok
hiicre kaynaklarini temsil edebildigi ileri siiriilmektedir (95,8).

Amniotik sivida Onemli miktarda plastisite ve farklilasma potansiyeli olan
hiicreler bulundugu bildirilmistir (77). Primer amniosit hiicre kiiltiirlinden tek hiicre
diizeyinde amniotik kdk hiicre klonlar1 iiretildiginde, bu klonal amniotik kok hiicrelerin

in vitro hizli bir gekilde tiredigi, uygun kiiltiir sartlar1 altinda adiposit ve osteosit gibi
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mezodermal hiicre tiplerine, néronal ve glial hiicreler gibi ektodermal hiicre tiplerine
farklilastig1 gézlemlenmistir. Bu gozlemler amniotik sivinin multipotent kok hiicrelerin
bir alt populasyonunu igerdigini gostermektedir (120).

Amniotik sivi hiicreleri ve plasentadan kok hiicre elde etmek diger fetal
dokulardan kok hiicre elde etmekten goreceli olarak daha kolaydir ve bu nedenle kdk
hiicre kaynagi olarak amnion sivi kaynakli hiicreler, ayr1 bir onem tasimaktadirlar (20).
Amnion sivi kaynakli kok hiicreler ve amniotik epitelyal hiicreler (AEH), ortak
mezankimal hiicre tiplerinin (adiposit, osteosit) yani sira, néron benzeri hiicrelere de
farklilagabilmektedirler (120,121,59,95,77,8,18).

Amniotik epitelyal hiicreler, fertilizasyondan sonra 8. giinde epiblasttan olusan,
cift tabakali amnmiotik kesenin, direkt amnion sivist ile iliskide bulundugu i¢
tabakasindaki hiicrelerdir (117,77,75); SSEA3, TRA1-60, TRA1-81 gibi embriyonik
kok hiicre belirtecleri eksprese ederler; Oct-4 ekspresyonunu siirdliirmek i¢in diger hiicre
kaynakl1 besleyici tabakalar gerektirmemektedirler; timor olusturmazlar ve her iic germ
yapragina da [endoderm (karaciger, pankreas), mesoderm (kardiomyosit) ve ektoderm
(noral hiicreler)] doniisebilme potansiyeline sahip olduklari bildirilmektedir (77). Bu
hiicreler, HLA-ABC ve HLA-DR’ yi eksprese etmediginden bagka bir aliciya
nakledildiklerinde red edilmemektedirler (117,77,75). Bu hiicrelerin telomeraz
aktivasyonu gostermedigi ve kendilerini yenileme potansiyelinin de uzun siireli
olmadig1 belirtilmistir (77,93).

Yetiskin kemik iligi, ve ikinci ve ii¢lincl trimester fetal dokulardan elde edilen
MKH’ lerin immiinofenotipik 6zelliklerinin birbirine benzer oldugu gdzlenmistir.
(CD90, CD105, CD166, CD49e, CD73/SH3, SH4 ve HLA-ABC pozitif, CD31, CD34,
CD45, CD49d, CD123, HLA-DR negatif) (47,48,49,18,9,76,134). Ancak, amnion s1visi
kaynakli MKH’ lerin ve plasental MKH’ lerin, diger fetal dokular ve eriskin dokulardan
elde edilen MKH’ lere gore daha hizli ¢cogaldigi belirtilmistir (47,49,111). Plasental
MKH’ ler ile amnion sivist kaynakli MKH’ ler arasinda pek c¢ok benzerlik olmasi
nedeniyle bu iki hiicre alt kiimesinin aslinda ayni oldugunu 6ne siirtilmektedir (25,48).

Fetal kan, karaciger ve kemik iligi MKH’ leri immiinofenotipik, morfolojik ve
fonksiyonel 6zellikleri bakimindan incelenmis ve eriskin kemik iligine benzer 6zellikler

gosterdiklerini  belirtilmistir ancak fetal kemik 1iligi, adipojenik, osteojenik ve
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kondrojenik farklilagma gosterirken, digerlerinin adipojenik etkisinin az oldugu
belirtilmistir (9).

Fetal kanda, MKH en fazla 1. trimesterde bulunmaktadir. 2. trimestere dogru
sayilar1 giderek azalmaktadir (% 0.0001) ve kordon kaninda da (% 0.00003) daha az
miktarda bulunmaktadir. 1. trimester fetal kemik iligi, karaciger ve kandan elde edilen
MKH sayilar1 karsilastirildiginda ise en fazla oran sirasiyla fetal kemik iligi, fetal
karaciger ve fetal kan olarak gosterilmistir (9). 2. trimesterde ise sirastyla en fazla, fetal
kemik iligi, fetal dalak, fetal akciger ve fetal karaciger olarak gosterilmistir (sirasiyla
2,5/10%:1,72/10%1,39/10%0,28/ 103). Hepsinde adipojenik ve osteojenik farklilagma
gosterilirken, fetal dalakta adipojenik, fetal karacigerde osteojenik farklilagsma
kapasitesinin daha az oldugu belirtilmistir (47,49).

Literatiirde, 2. trimester ve term amniotik sivi hiicrelerinin karsilagtirildigt
caligmalarda, term amniotik sivida hiicre sayisinin fazla olmasina ragmen, canli hiicre
oraninin az oldugu ve daha az oranda MKH elde edildigi gozlenmis, aynt durumun
plasenta icin de gecerli oldugu belirtilmistir. Bu dokularda, gebelik yasinin ilerlemesine
paralel olarak MKH sayisinin azaldig1 gézlenmistir (48).

Kemik iligi ve plasenta kaynakli MKH’ lerin karsilastirildigi bir ¢alismada,
plasentanin hiicre “doubling time” 1 (ikilenme zamaninin) ile kemik iligi “doubling
time” 1in birbirine benzer oldugu (sirasiyla 21.3 saat ve 22.6 saat) gosterilmis (134),
bir baska ¢alismada ise plasenta kaynakli MKH lerin, erigkin kemik iligi ve term
umblikal kord kanindan elde edilen MKH’ lerden daha fazla ¢ogalma kapasitesi oldugu
belirtilmistir (76).

Yapilan caligmalarla, amniotik sividan elde edilen MKH’ lerin telomer
uzunlugunun, kordon kanindan ve kemik iliginden elde edilen MKH’ lere gore fazla
oldugu belirtilmistir (Tablo- V). Bu bulgu, amniotik sividan elde edilen MKH’ lerin,
postnatal dokulardan elde edilen MKH’ lere gore daha fazla ¢ogalma kapasitesine
(Tablo-VI) sahip oldugunu diisiindiirmekte (111,120,20,121,1) ve hiicre destekli
tedavilerde, acil tibbi yaklagimlarda, zaman kazandirmasi agisindan Onem

tastyabilmektedir (59,121).
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Tablo- V : Telomer uzunluklar: karsilastirnlmasi

Doku

Telomer uzunlugunu

Amniotik Sivi

14,3 kb

Kordon kan

12 kb

Kemik iligi

10 kb

Tablo-VI : “Doubling time” (ikilenme zamani)

Doku Doubling time
Amnion s1visi 20-24 saat
Kordon kani 28-30 saat

Kemik iligi

30 saatten fazla

Embriyonik KH

36 saat

MKH ler hipoimmiinojenik olarak tanimlanmaktadirlar (bkz. Boliim, 2. 6. MKH
lerin hipoimmiinojenik 6zelligi ve klinik kullanim alanlari). Kimi literatiir verilerine
gore, HLA doku uyumu gerektirmeden, allojenik bireylerden elde edilen MKH’ ler,
umblikal kord kani kok hiicreleri (58,84,11), periferik kan kok (62) hiicreleri ve HKH
ile birlikte alicilara nakledildiginde, dokuya engraftman artmakta ve “graft versus host
disease” (GVHD) biiyiik 6l¢iide 6nlenebilmektedir ( 68,69,11,5).

Amniotik sivi kaynaklt MKH lerin, otolog veya allojenik dondrden elde edilen
HKH’ lerle birlikte uygulanabilecek faydali bir MKH kaynagi olabilecegini bildiren
yaymlar mevcuttur (79,11,67). Ozellikle, kardesler arasinda uygulanan umblikal kordon
kan1 nakillerinde fayda gosterebilecekleri belirtilmektedir (49,25,48,84). Kimi
calismalarda da, amniotik s1v1 kaynakli kok hiicrelerin, embriyonik kok hiicreler kadar
primitif olmadiklar1 ancak pek c¢ok eriskin kok hiicreden daha primitif potansiyel
gosterdikleri raporlanmaktadir (20,59).

Amniotik sivi kaynakli kok hiicrelerin, Oct-4 (POUSF1), Nanog (115), SSEA-3
(insan embriyonik donem-spesifik belirteci), SSEA-4, Rex-1, TRA-1-60, Runx-1,
ABCG2, nestin [embriyonik ve erken postnatal donemde serebrumda, dermatomal
hiicrelerde ve myoblastlarda eksprese olmaktadir] gibi embriyonik kok hiicre belirtegleri
(8,59) ile GATA-4 (GATA-Baglayici Protein 4), FGF-5 (fibroblast biiyiime faktorii 5),
BMP-4 (Kemik morfogenetik protein 4), desmin, kollagen 2 gibi bir ¢cok geni eksprese
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ettigi bildirilmekte ve bu genlerin kemik iligi MKH’ lerinde eksprese edilmediginden
s0z edilmektedir (59). GATA-4, c¢inko parmak transkripsiyon faktori GATA
ailesindendir, myokard farklilagmasindan ve fonksiyonundan, FGF-5, ndronal
farklilasma ve devamliligindan, BMP-4, kondrogenezis ve artikiiler kikirdak
tamirinden, desmin, kalp ve iskelet kasi fonksiyonundan sorumlu oldugu
bildirilmektedir.

Kemik iligi MKH’ lerinde eksprese edilen HCAMI1 (“Homing cell” adezyon
molekiili, CD44), ICAMI1 (“intercelluler cell” adezyon molekiili, CD54), VCAM1
(vaskiiler hiicre adezyon molekiilii, CD106), vWF, a SMA(a smooth muscle actin),
kollajen 1, kollajen 3, kollajen 4, fibronektin, vimentin, SCF, CK18 [sitokeratin 18,
endodermal KH belirtecidir, hepatik farklilagmadan sorumlu oldugu bildirilmektedir]
gibi belirteclerin amniotik sivi hiicrelerinde de eksprese edildigi gosterilmistir. Bu
verilerin, amniotik sivi MKH nin multipotansiyel 06zelligini yansittigi  kabul
edilmektedir (8,59,108). Amniotik kok hiicrelerin, kemik iligi MKH’ lerden daha az
farklilagsmis olduklar1 ve ¢ok daha fazla pluripotent embriyonik kok hiicreye benzerlik
gosterdikleri ileri siiriilmektedir (59).

Amniotik siv1 hiicrelerinin heterojen kok hiicre popiilasyonlarini mi yoksa noral
progenitorlerin davranisini gosteren kemik iligi stromal hiicrelerine benzeyen primitif
kok hiicrelerin bir tiiriinii mii icerdigi heniliz kesinlik kazanmamistir. Ancak bu
hiicrelerin Nanog ve Oct-4’ i eksprese ettigi, ndronal indiiksiyondan hem 6nce hem de
sonra NES, TUBB3, NEFH, NEUNAG60, GALC, glial fibriler asidik protein (GFAP,
proteinin santral sinir sistemine spesifik olan astrositlere has bir izoform) gibi ndronal
hiicrelere ait belirtegleri eksprese ettigi ve in vitro dopamin salgiladigr gozlenmistir
(120).

Oct-4, POUSFI1, adi verilen transkripsiyon faktorii, embriyonel karsinom,
totipotent embriyonik KH ve embriyonik germ hiicrelerinde eksprese edilen pluripotent
bir kok hiicre belirtecidir. Oct-4 iin, kok hiicrelerin biyolojik 6zelliklerinin
korunmasinda rol oynadigt ve farklilasma saglandiktan sonra hizla kayboldugu
bildirilmektedir (97,20,59). Amniotik siv1 hiicrelerinin, yaklagik % 0.1-% 0.5 inin Oct-4
i eksprese ettigi ve c-kit [kok hiicre faktorii igin reseptor] pozitif oldugu, manyetik
mikrokiirecikler kullanilarak yapilan immiinoseleksiyon ile bircok amniosentez

orneginden izole edilebildigi bildirilmistir (18, 20). Oct-4 “ii eksprese eden amniotik s1vi
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hiicrelerinin, kok hiicre faktorii (embriyonik, hematopoetik ve mezankimal KH),
vimentin (ektodermal, néronal ve pankreatik KH) ve alkalen fosfataz (embriyonik KH)
eksprese ettigi (97), in vitro ortamda “embriyoid body” [insan embriyonik KH leri
destek hiicrelerinin olmadig1 ve LIF igermeyen kiiltiir ortaminda “embriyoid body” adi
verilen ti¢ boyutlu hiicre topluluguna doniisiir ve bu hiicre toplulugu iic germ yapragina
ait farkli hiicre tiplerine doniisebilmektedir (124,115)] benzeri sferoid yapilar
olusturdugu (Sekil-9), her ii¢ germ yapragi belirteci i¢in pozitif oldugu ve immiin
yetmezlikli farelere in vivo enjekte edildiginde teratom olusturmadigi gézlenmistir (20).
Fenotipik ve genetik olarak stabil, kendini yenileme potansiyeli olduk¢a fazla olan bu
hiicrelerin 250 popiilasyon “doubling” 1 oldugunda bile telomer uzunlugunun

korundugu ve telomeraz aktivitesinin bulundugu belirtilmistir (20,8,18).

Sekil-9 : Amniotik epitel hiicre kiiltiiriinden elde edilen “Embriyoid Body” benzeri
“sferoid” yapi [Miki ve ark., (2005)]

Telomeraz, replikasyon problemlerinin iistesinden gelmek i¢in kromozom
uglarma telomer tekrarlar1 ekleyen bir enzimdir. Telomeraz aktivitesi, insan pluripotent
kok hiicrelerinde, germ hiicrelerinde ve tiimor 6rnekleri gibi 6liimsiiz hiicre dizinlerinde
(cell line) goriilmektedir (59). Amniotik siv1 hiicreleri, 6liimsiiz hiicre dizinlerini veya
tiimor hiicrelerini igermez ancak kimi ¢aligmalarda hem kiiltiire edilmis hem de kiiltiire
edilmemis amniotik sivi hiicrelerinde, gestasyonun 14. haftasinda telomeraz aktivitesi

oldugu gosterilmistir (81).
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Son yayinlar, tanimlanan biyolojik ve genetik Ozellikleri nedeni ile (Tablo-
VILVII), amniotik sivi kokenli MKH lerini, hiicre tedavi yaklasimlarinda belirli
avantajlara sahip giiclii aday hiicreler olarak tanimlamaktadirlar

(8,59,18,20,25,34,120,121,47,48,49,55,56, 60,64,87,92,95,96,97,108,111,112,113).
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Tablo-VII: Amniotik s1vi kokenli MKH lerin ozellikleri

Hiicre tipi

Ozellik AS MKH Embriyonik KH Eriskin MKH
Primitif KH icerigi (120) + ++ -
Telomer uzunlugu (120) ++ +++ +
Fetal doku miihendisliginde kullanimi (55,56) + - -
Elde edilme sekli Minimal invaziv girisim Embriyo Major invaziv girisim
Doubling time (hiicre ikilenme zamani) Kordon kam 28-30 saat
(120,1,20) 20-24 saat ~36 saat Kemik iligi 30 saatten fazla
KH belirtecleri (59) Primitif/Eriskin Primitif Eriskin
Tiimor olusumu (111) - + -
Allojenik ve otolog kullanim +/+ +/- +/+
Oct-4 (97) + + -
Telomeraz aktivitesi (81) + + +
Hipoimmiinojenik ozellik(111) + - +
Diger KH ile kullanin (84,49) + - +

Kok hiicre (KH), Amnion sivist kaynakli mezankimal kok hiicreler (AS MKH), Mezankimal kok hiicreler (MKH)
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Tablo-VIII: Amniotik sivi kokenli MKH lerin Avantajlar:

Ozellik

AS MKH Avantajlari

Primitif KH icerigi (120)

Amniotik sivi, ¢esitli KH’ lerin bir havuzunu igerdiginden farklilasma kapasitesi fazladir.

Telomer uzunlugu (120)

AS MKH?’ leri postnatal KH’ lerinden daha fazla ¢ogalma kapasitesine sahiptir

Fetal doku
miihendisliginde kullanimi (55,56)

Poliglikolik asit polimerlere saglam yapistigindan fetal doku miihendisligi i¢in giivenilir ve pratik kaynaktir.
Hiicre nakillerinde etkili doku onarimini gergeklestirebilir; intrauterin otolog fetal gen tedavisi ve hiicresel

tedavi zemini saglar.

Elde edilme sekli

Amniotik sivi, kolaylikla ulagilabilir bir kaynaktir.

Doubling time (120,1,20)

(hiicre ikilenme zamani)

“Doubling time” eriskin dokulardan daha az oldugundan daha kisa siirede daha fazla hiicre elde etme

bakimindan daha yiiksek bir potansiyele sahiptir

KH belirtecleri (59)

AS MKH’ler, embriyonik ve eriskin kok hiicrelerine ait belirtecler eksprese ederler

Tiimoér olusumu (111)

AS MKH?’ lerin 3 aylik izlemde in vivo ve in vitro timdr olusturmadiklar belirtilmektedir.

Allojenik ve otolog kullanim

AS MKH?’ leri, allojenik ve otolog kullanilabilirler.

Oct-4 (97)

AS MKH’lerin pluripotensi ve kendini yenileme kapasitesi vardir.

Telomeraz aktivitesi (81)

AS MKH’lerin pluripotensi ve kendini yenileme kapasitesi vardir.

Hipoimmiinojenik 6zellik (111)

Amniotik siv1 hiicreleri, T hiicre proliferasyonunu inhibe ederek immiinsupressif etki gosterirler

Diger KH ile kullanim (84)

AS MKH’ ler, HKH, periferik kan veya kordon kam kok hiicresi ile birlikte kullanildiginda bu hiicrelerin

engraftmanini arttirir ve GVHD riskini azaltir.

Kok hiicre (KH), Amnion sivist kaynakli mezankimal kok hiicreler (AS MKH), Mezankimal kok hiicreler (MKH)
Hematopoetik kok hiicre (HKH), “Graft Versus Host Disease” (GVHD)
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2. 5. MKH'nin Biyolojik ve Fonksiyonel Tanimlanmasi:

2. 5. 1. Immiinfenotipleme: immiinfenotipleme, hiicrelerin yiizeyinde veya hiicre
icindeki antijenik yapida olan proteinlerin, floresein izotiyosiyanat (FITC) ve fikoeritrin
(PE) gibi floresan boyalarla (florokrom) isaretlenmis 6zgiin monoklonal antikorlarla
inkiibe edilerek bu antikorlara baglanmasi esasina dayanir. Tasidiklar1 antijenik yapinin
ozelligine gore farkli florokromlarla isaretlenen hiicreler akim sitometrisinde bir basing
altinda akarken lazer 1sinlarina maruz kalirlar. Hiicrelerin iizerine baglanan floresanla
konjuge edilmis monoklonal antikorlar, lazer 1smim1 absorbe ederek, tizerindeki
florokromun 6zelligine gore farkli dalga boylarinda 1s1n sagarlar. Her hiicreden sagilan
sinlar, ¢oklu dedektorler yardimi ile belirlenir ve elektirik enerjisine g¢evrilen bilgiler,

bilgisayar ortamina aktarilarak analiz edilir (21).

2. 5. 1. 1. Mezankimal Kok Hiicrelerde Eksprese Olan Antijenik Belirtecler: MKH,
heterojen bir hiicre toplulugudur. Bu hiicreler bir¢cok ylizey antijen belirteci eksprese
ederler; morfolojik, immiinfenotipik, fonksiyonel Ozellikleri birbirine benzemektedir
(7), fakat hicbirisi MKH” lere spesifik degildir (12,7).

Literatirde, MKH lerin hematopoetik belirteclerden, CD11b, CD14, CD34,
CD45, CD38 (7,4,12,89,92,124), endotelyal belirtegclerden, CD34, CD31 (adezyon
molekiilii, platelet/endotelyal hiicre adezyonu molekiilii), vWF (89), CD133, CD33 (7),
CD80, CD86, CD40, CD18 (lokosit fonksiyon iligkili antijenl), CD56 (ndronal hiicre
adezyon molekiili) (12) ve MHC-Klas 2 ‘yi (4,12) eksprese etmedigini
(8,25,7,121,50,89,92,12,134), buna karsin Stro-1, SB10/CD166/ALCAM, CD105/SH2,
CD106, CD73/SH3-4, al, B1, a5, B1, a2, a3, a6, av, B2, f4, MHC-klas 1 (4), CD44,
CD90/thy-1, CD71, CD106 (VCAMI1), ICAMI1 (12,124), CD13, CD54, CD63, CD140b
(50), CD49e, CD117 , scal, CD120, CD124 ve CD29’u eksprese ettigi one siiriilmiistiir
(12,124,50,7,125).

Bir¢ok calismada, amniotik sivi mezankimal kok hiicrelerinin, CD11, CD14,
CD34, CD38, CD40, CD80, CD86, CD45 ve HLA-DR negatif, SH2, SH3, CD29,
CD44, CD49e, CD71, CD106, CD120a, CD124, CD73, CD90, CD105, CD166, Stro-1
ve HLA-ABC pozitif olduklar1 gosterilmistir (50,7,12,89,125) (Tablo-IX).
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Ikinci trimester amniotik s1vi kok hiicrelerinden kaynaklanan MKH’ lerin

immiinfenotipik o6zellikleri farkli caligmalar temel alinarak, tablo-IX ve tablo-X da

ayrintili olarak gosterilmistir (49,97,18,8,64,108,59,43).

Tablo-IX: Amniotik sivi kok hiicrelerinde eksprese edilen belirteclerin literatiir

karsilastirmalari:
CD Bulundugu yer Sinonimleri In ‘t Anker Prusa Tsai De coppi Bossolasco Kunisaki Sartore Kim
/hiicre/doku 2003 2003 2004 2007 2006 2007 2005 2007
CD90 Mezankimal KH Thyl + + + + +
CD105 Mezankimal KH Endoglin, SH2 + + + + +
CD73 Mezankimal KH SH3, SH4 + + + + +
CD166 Mezankimal KH Sb10/ALCAM +
HLA ABC HLA + + + + +
HLA DR HLA - - -
CD49d Integrin VLA4 -
CD49e Integrin VLAS +
CDl11a Integrin LFAl -
CD62p Selektin P-selektin -
CD62e Selektin E-selektin -
CD621 Selektin L-selektin -
CD45 Hematopoetik KH | LCA - - R - N
CD34 Hematopoetik KH | GP105-120 - - - - - -
CD14 Hematopoetik KH | LPS-R - - -
CD58 Immiinglobulin LFA3 +
CD54 Immiinglobulin ICAM1 + +
CD50 Immiinglobulin ICAM3 -
CD106 Immiinglobulin VCAM - +
Migrasyon
CD80 Immiinglobulin B7.1 -
CD86 Immiinglobulin B7.2 -
CD25 Sitokin L2 -
CD123 Sitokin IL3 +
CD127 Sitokin L7 -
CD120a Sitokin TNFa -
CD120b Sitokin TNFb -
CD71 Diger Ag Transferrin + +
reseptor
CD44 Adezyon molekiilii | HCAM1 + + + + + +
CD117 c-kit Kok hiicre - -
Faktori
CD40 Diger Ag -
CD29 Integrin Bl-integrin + +
CD8 R
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CD56 NCAM -

CD31 Immiinglobulin PECAM - + +

CD19 R

CD13 APN +

CD10 CALLA - +

SCA1 Kok hiicre faktori

SSEA4 Embriyonik KH +

OCT4 Embriyonik KH POUSA + + + + +

Vimentin Kas hiicresi +

Desmin Kas hiicresi - +

SMA-SM22 | Kas hiicresi +

VWF Endotelyal hiicre + +

MyoD -

Myf-5 Kas hiicresi

MRF4

Myogenin

Nestin Noronal hiicre + +

Rex1 + +

Runx1 Embriyonik KH

CK8-CK18 Endodermal hiicre +

FGF5 Embriyonik +
kikirdak hiicresi

Scf Kalp kas1 +

GATA4 Hiicresi

Kok hiicre (KH), “Homing cell adhesion molecule” (HCAM), “Aktivated Leukocyte adhesion molecule”
(ALCAM), “Neuronal cell adhesion molecule” (NCAM), “Platelet endotheial cell adhesion molecule”
(PECAM), “Very late antigen” (VLA), Interlokin (IL), Tiimdr nekrozis faktér (TNF), “Aminopeptidase
N” (APN), “Intercellular cell adhesion molecule” (ICAM), “Vascular cell adhesion molecule” (VCAM),
“Leukocyte function antigen” (LFA), “Leukocyte common antigen” (LCA), Glikoprotein (GP),
Endotoksin lipoprotein reseptorii ( LPS-R).
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Tablo-X : Ikinci trimester amniotik siv1 kok hiicrelerinden kaynaklanan MKH’

lerin hiicre yiizey antijenlerinin immiinfenotipik ozellikleri

Bulundugu
CD no Sinonimleri ve fonksiyonlari yer/doku/hiicre/islev | EKSPRESYON
CD14
(53-55kD) Endotoksin Lipoprotein reseptorii HKH -
GP105-120
CD34 Transmembran proteini HKH, -
(105-120 kD) ( L selektin ligandi, adezyon) Endotelyal KH
CD45 LCA
(180-240kD) (Leukocyte common antigen) HKH -
HLA-DR HLA MHC-klas 2 -
CD90 Thy-1
(25-35kD) Ig ailesi (IgSF) MKH +
CD73 SH3, SH4
(69 kD) ekto-5'-nukleotidaz MKH +
SB10/ALCAM MKH,
CD166 (“Aktivated Leukocyte adhesion molecule”) Hiicre adezyon +
(105kD) Immunoglobulin Molekiilii
CD49e VLA-5
(25kD) Fibronektin reseptori a5 Integrin +
HCAM-1
CD44 (“homing cell adhesion molecule”) Hiicre adezyon +
(80-95kD) (hyaliironik asit baglayici) Molekiilii
ylizey proteoglikan ailesi
Migrasyon, homing, adezyon
Integrin B1 (transmembran glikoprotein) Integrin
CD29 Adezyon molekiilii ailesi(VLA) B1 zinciri Hiicre adezyon +
(130kD) Migrasyon, embriyogenezis Molekiilii
HLA-ABC Antijen sunan hiicre MHC-klas 1 +

Hematopoetik kok hiicre (HKH), kilodalton (kD)

2. 5. 2. Kok Hiicre Rezervuarlar1 (NICHE)

Farklilasmamis multipotent MKH’lerin, yeri ve 6zellikleri hakkinda bilinenler

azdir. Bu hiicreler bir¢ok dokuda, kok hiicre reservuarlarinda (niche) bulunabilir.

Travma, hastalik veya yaslanma durumunda sessiz kalmis kok hiicreler, kendini
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yenileyerek ve farklilasarak etki gosterirler (7,89). MKH’ lerin farklilasma karar veya
reservuarda sessiz kalmasi, Wnt gen ailesi tarafindan diizenlenir. Wnt sinyalinin, yiiksek
seviyelerde Oct-4, Rex-1 ve homeodomain transkripsiyon faktor olarak bilinen Nanog
salimimi ile farklilasmay1 engelledigi bilinmektedir. Wnt- ve Dkk1- (dickkopf-1) iligkili
sinyaller, Notch, Hedgehog ve BMP- yolaklari, kok hiicrelerin ¢ogalmalarinda ve
farklilagsmalarinda rol oynayan baslica yolaklar olarak bildirilmektedir. Uyaran
aldiklarinda, kok hiicre, rezervuarindan ayrilir ve dolasima gecerek spesifik
mikrogevrede bir bagka hasarli alana dogru (homing) ¢ekilir. MKH’ lerin “homing”
ozelligi kemokin reseptorleri sayesinde olur (bkz. Boliim, 2.5.5. kemokin ve kemokin

reseptorleri). Kemokin reseptorleri kok hiicrelerinin migrasyonunda rol oynarlar (7).

2. 5. 3. MKH’ lerin Kkiiltiir kosullarinda biiyiime ve ¢ogalmasi

MKH’ ler kiiltir kaplarinda ve 0zglin besiyerlerinde cogaltilirlar. Kiltiir
isleminin ilk haftasinda kiiltiire yapisan hiicreler fibroblastik bir goriinim alir ve
koloniler halinde hizla prolifere olurlar (110). Colter ve ark., (2001) nin ¢alismasinda,
MKH’ lerin, in vitro biiyiime ve gelismesi li¢ farkli fazda incelenir. Lag fazi, kiiltiir
isleminin basinda ilk 3-4 giinlik donemi igerir, sonra hizli hiicre bdliinmesinin
goriildigli log faz1 gelir ve en son hiicre sayisinda artis olmadigi ve hizli iiremenin
durdugu evre olan duragan faz gézlenir (17).

Dkk-1 ve Wnt5a genleri MKH’ lerin biiyiime ve ¢ogalmasindan sorumludur.
Arastirmacilar, Dkk-1 ve Wnt-5a genlerinin birbirlerinden farkli yonde gorev yaptigini,
Dkk-1 in en fazla log fazinda eksprese oldugunu ve Wnt5a ekspresyonunun log fazinda
inhibe olurken duragan fazda en fazla oldugunu bildirmislerdir (7,125).

Literatiirlerde, MKH lerin in vitro ¢ogalmasi ve biiylimesinin, bir¢ok biiylime
faktorleri ve sitokinler tarafindan gergeklestirildigi bildirilmistir. Koloni sekillendirici
birimin (CFU-F), MKH lerin vitro ¢ogalmasini ve biiylimesini sagladigi, plateletten
kaynaklanan biiylime faktorii (PDGF) ve fibroblast biiylime faktorii-2 (FGF-2) nin
CFU-F i¢in mitojen oldugu, biliylime ve c¢ogalmayi inhibe ettigi bildirilmistir (7).
Epidermal biiytime faktorii (EGF) de, MKH proliferasyonunu arttirken interferon-alfa
ve interlokin 4 ise proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (7).

KH’ lerin farklilasmadan c¢ogalabilmesinde rol oynayan bir¢cok yolak

tanimlanmistir. Heparin baglayan epidermal biiylime faktorii (HB-EGF) ve onun
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reseptorii HER-1 (HB-EGF/HER-1) in, MKH lerin sayica ¢ogalmalarini arttirirken, bu
hiicrelerin farklilagsmalarin1 onlemektedir (7). Fibroblast biiyiime faktorii (FGF)-2,
kendilerini yenilemeden sorumlu olan biiylime faktorlerindendir (125). FGF, Wnt ve
TGFp yolaklar farklilasmanus kok hiicrelerde aktiftir (124). TGFp/aktivin/nodal yolag:
ile BMP/GDF yolagi birbirlerine zit etki etmektedir. TGFf yolaklari farklilagsmamis kdk
hiicrelerde aktifken, BMP/GDF yolag1 farklilasmis kok hiicrelerde aktiftir, FGF in
diisiik konsantrasyonlari, Wnt/B-katenin yolagimi uyarir, GSK-3B (glikojen sentaz
kinaz3) inhibe olur (124). Wnt, iliskili genlerin transkripsiyonunu baslatir, B-kadhenin,
Notchl ve HoxB4 gibi genleri aktive ederek kok hiicrelerin farklilasmadan kendini
yenilemelerini  saglamaktadir (125). Dkk-1, Wnt ile ters etkilidir, B-kadhenin
konsantrasyonunu azaltir (125).

MKH ler in vivo uygulandiginda hasarli organa yerlesebilmektedir (121,49).
Travma ve enflamasyon durumunda, travma sahasina gidip gelmelerini saglayan
(trafficking), hiicre adezyonunu gerceklestiren ve infiltrasyonda rol alan spesifik
reseptorler ve ligandlar eksprese etmektedirler. inflamasyonda, I16kositlerin gogii igin
kemokin reseptorleri ve kemokin ligandlarinin 6nemli yeri vardir. MKH’ lerin,
endotelden 16kositlerin gogiline neden olan baz1 adezyon molekiillerini de eksprese ettigi

bildirilmistir (12).

2. 5. 4. Adezyon molekiilleri

Hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicrelerin yapt ve fonksiyonlarint korumada
gereklidir. Hiicre-hiicre etkilesimi, hiicre adezyon molekiilleri araciligi ile gergeklesir.
Adezyon molekiilleri, baslica, immiinoglobulin ailesi (adezyon), “cadherin” ailesi (Ca™
bagimli transmembran interseliiler adezyon proteinleri), integrin ailesi (hiicre ile
ekstraseliiler ¢cevre arasinda biitiinliigii saglar), selektin ailesi (inflamasyonda sinyal
ileti yolaginda gorevli), ylizey proteoglikan ailesi (migrasyon, “homing” ve adezyonda
gorevli), sialomusin aileleri (anti adezyon molekiilleridir) olmak {izere, alti grupta
incelenir. Baslica gorevleri, hiicre sinyal iletimidir. Hiicrelerin dokulara migrasyonunda,
hiicre biiyiimesi, farklilagmasi, embriyogenezis ve inflamasyonda gorev alirlar (12,22).

Selektinler, 16kositlerin endotele yapisarak yuvarlanmasmi saglar. E, L, P
selektin olmak {lizere lige ayrilirlar. L-selektin eksikliginde, lenfositler lenf nodiillerine

yerlesemez. P-selektin eksikliginde l0kositler kan damarlar1 iizerinde yuvarlanma
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yetenegini yitirirken, inflamasyon alanina ulagabilirler, E-selektin eksikligi ¢ok onemli
olmasa da, E- ve P-selektinin inflamasyon alanindaki mobilitesini engeller. Farkli
selektinler, inflamasyonun farkli zamanlarinda rol almasi nedeniyle 6nemlidir (12).
Integrinler, heterodimer yapida transmembran proteinlerdir. Birbirlerine non-
kovalent bagli alfa (o) ve beta (B) alt tliniteleri vardir. Molekiiliin aktivitesi i¢in her iki
alt tinite de gereklidir. al, a2, a3, a4, a5, av, B1, B3, B4, VCAM-1, ICAM-1, ICAM-3,
ALCAM ve endoglin/CD105 MKH iizerinde eksprese olabilirler. B1 integrinlere “Very
Late Activation (VLA)”, VLA-4, (a4B1, CD49d) ad1 verilir. BI integrinler, 16kositlerin
endotel hiicrelerine ve hiicre-dist dokuya baglanmasinda gorev alirlar. P-selektin,
VCAM-1, I6kosit adezyonunda rol alir ve MKH” lerinin endotele adezyonunu saglarlar.
PECAM-1/CD31, lokositlerin endotelden transmigrasyonu saglar MKH’ lerde

tanimlanmamugtir (12).

2. 5. 5. Kemokin ve kemokin reseptorleri

Kemokinler (kemotaktik sitokinler) biyolojik ve patolojik siirecte diizenleyici
gorevleri olan, 8—10 kDa molekiiler agirhiginda kiiciik glikoproteindir. Kemokinler,
inflamasyonda ve homeostazda 16kositlere ve kok hiicrelere go¢ yaptiran sitokinlerdir.
Kemokinler, 16kosit-endotel hiicre iliskilerinde, T ve B hiicre olgunlasmasinda ve
iletisiminde, immiin sistemin denetiminde ve primer immiin cevabin olugmasinda
gorevli, heparin baglayan proteinlerdir. Ldkositlerin hasarli doku sahasma gidip
gelmesini (trafficking), hematopoezis, angiogenezis ve organogenezisi saglarlar.
Kemokinlerin, uygun reseptore baglanmasi sonucunda sinyal iletimi ile uyarilan
hiicreler, doku zedelenmesi, inflamasyon veya go¢ (kemotaksi) yapmak iizere harekete
gecerler (12).

Kemokin reseptorleri, G-protein-bagimli, hiicre-i¢i sinyal ileten, yapilarinda 7-
transmembran domainleri bulunduran proteinlerdir. Hedef hiicrelerdeki o6zellikli G-
protein-bagimli hiicre yiizey reseptorlerine baglanirlar ve hiicre-i¢i sinyali baslatip hiicre
gdocti ile aktivasyonu saglarlar (12).

Kemokinler, yapilarinda bulunan sistein (cystein) rezidiilerinin bulundugu
molekiiliin N-terminal ucundaki yerlesim pozisyonlarina gore 4 gruba ayrilmaktadirlar
(Cys1-Cys3 ve Cys2-Cys4). Alpha (a) ve beta (B) kemokinler, yapilarinda 4 sistein

bulunduran en biiyiik grubu olusturmaktadirlar (12).
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2.5.6. Farkhlasma

MKH?’ ler, in vitro osteosit, kondrosit, adiposit gibi mezodermal hiicre tiplerine
(9,47,114,24,106,46,89,57) farklilasabildigi gibi, yeni calismalarla gosterildigi iizere,
endotel, myosit, hepatosit (20), tenosit ve ndronal hiicrelere de (94,55) farklilasabilirler.

Amniotik sividan kaynaklanan kok hiicrelerinin de in vitro adipojenik,
osteojenik, norojenik (121,8,25,49,111,96,120), kondrojenik (59,60), endotelyal,
hepatik, myojenik (20,18) farklilasma potansiyellerinin oldugu gosterilmistir.

Literatiir bilgilerine gore, rutin hiicre kiiltiirii uygulanan ve normal hiicre
besiyerleri (chang medium) ile ¢ogalmalari saglanan primer amniotik sivi hiicre
kiiltiirleri, kiiltiir isleminin sonunda % 20 fetal dana serumu ve bazik fibroblast biiylime
faktorii (b-FGF) iceren “a-modified minimum essential medium” (a-MEM) la (121)
isleme tabi tutuldugunda, 37° C’ de, % 5 CO; ‘li ve nemli ortamdaki kiiltiir kabinda tek
tabakali tireme gosterirler (50) ve amniotik mezankimal kok hiicreler elde edilir (121).

In vitro kosullarda, MKH Kkiiltiirlerinde her bir 6zellesmis farklilagsma siirecinin
gelisimini siirdiirebilmesi i¢in bir¢ok transkripsiyon faktorii, sitokin, bilylime faktorleri,
ekstraseliiler matriks molekiilleri gibi otokrin ve parakrin faktorler gereklidir (89,2)

Farklilasmadan sorumlu genlere ait 39 bin transkript incelenmis, bunlardan, 914
genin osteojenik, 947 genin adipojenik, 52 genin ise kondrojenik farklilasmadan
sorumlu oldugu bildirilmistir. 8 genin her tii¢ farklilagmada ortak oldugu ileri
stiriilmistiir (Sekil-10). Bu genler: PER1, NEBL, NRCAM, FKBP5, ILR2, ZNF145,
TIMP4, serum amiloid A’ dir (114).
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MKH farkhlagmasinda rol aldig diigiiniilen
gen_sayilari

ostengenez

adipogenez londrogenez

Period homalog 1(PERT)

Mebulette (MEBL)

MR-CAM

FKBO&-BP 5

Interlikin | tip-IT reseptird (IL1RZ)
i inko parmak protein 145 (ZNF145)
Gaku inhibitord MAMP 4 (TIMP4)
Serum amilaidi A2

Sekil-10: MKH’ lerin farkhilasmasinda rol aldig1 diisiiniilen gen sayilarmin

sematik goriiniimii.

Osteojenik ve adipojenik farklilasma: Adipojenik ve osteojenik farklilagsma, spesifik
bir transkripsiyon programini kullanmaktadir. Burada bir sistemin aktivasyonu diger
sistemin inhibisyonuna neden olmaktadir. Runt homology domain transcription factor
(Runx) 2 ve peroxisome proliferator activated receptor-y (PPAR v) sirasiyla osteojenik
ve adipojenik yolakta etkindir. Osteojenik yolakta, Runx2 aktive olurken, PPAR-y
downregiile olmakta ve adipogenezisi baskilamaktadir (125). Adipojenik yolakta PPAR
vy aktive olurken, Runx2 “downregiile” olmakta ve osteogenezisi baskilamaktadir
(89,125).

Wnt sinyal yolagi inhibitorii, Dkk-1, aktive olurken osteojenik farklilagma inhibe
olmaktadir, hiicrelerin adipogenezise gidebilmesi i¢in, Wnt sinyal yolagi inhibe

olmalidir (125).
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Wnt, sisteinden zengin glikoproteinleri sentezler ve embriyonik gelisim
siirecinde kok hiicrelerin korunmasinda, ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda gorev alir.
Wnt sinyali ile GSK-3B aktivitesinin reseptor bagimli inaktinasyonu ile sitoplazmik -
kadheninin stabilizasyonu arttirilir. f-kadhenin/TCF/LEF kompleksi aktive olarak,
hiicre proliferasyonunu ve alkalen fosfataz, osteokalsin gibi osteojenik farklilagsma ile
iliskili genlerin transkripsiyonunu saglar (2). Wnt sinyali yoksa GSK3B inhibe olmaz,
intraseliiler B-kadhenin azalir, transkripsiyon ve hiicre proliferasyonu olmaz. Osteojenik
farklilagsma olmaz. Wnt 3a osteogenezisten sorumludur (2).

CD166, farklilasmamigs MKH lerde bulunur ve hiicre osteojenik hiicreye
farklilastikca kaybolur, hiicre ylizey alkalen fosfatazi eksprese olmaya baslar. Spesifik
SB-10 antijeni/CD166 hiicrenin osteojenik farklilasmasindan sorumlu olabilecegi
distiniilmektedir (4).

Dekzametazon ve B-gliserofosfat, molekiiler regulasyonda 6nemlidir. B-gliserofosfat,
mineralizasyonu, osteoblast aktivasyonunu ve osteopontin ekspresyonuna neden olur.
Fosfatlar cbfa 1 (core binding faktor al) genini aktive edip osteogenezisi saglarlar. cbfa
1, osteoblast ve hipertrofik kondrositlerde eksprese olan kemik ekstraseliiler matriksin
yapisal proteininin gen ifadesini diizenleyen bir transkripsiyon faktoridir (24).
Askorbik asit ve 1.25 dihidroksivitamin D3, alkalen fosfataz ve osteokalsin aktivitesine
neden olur (24). BMP’ ler in vitro osteoinduksiyona, BMP-2, nodiil formasyonuna ve
kalsiyum artisina neden olur. BMPR-1B reseptoriinde selektif blok, adipojenik
farklilagmaya neden olur (12,89,92,24). Diger osteojenik faktorler, TGF, Insulin-benzeri
bliytime faktorii (IGF), beyin dokusundan elde edilen biliyiime faktorii (BDGF), FGF-2,
Leptin, Paratiroit hormon iligkili peptid (PTHrP) dir. Bu faktorler matriks proteinlerinin
sekresyonunu diizenleyerek kemigin yeniden yapilanmasi igin gerekli sinyalleri

eksprese ederler (89).

Kondroblast farkhlasmasi: Kondroblast farklilasmasinda birgok faktoriin rolii
bulunmaktadir. En basta, bu hiicrelerin kondansasyonu gereklidir ¢ilinkii in vitro pelet
formasyonu olugmamissa kondrogenezis saglanamamaktadir (46). TGF-B, BMP ve
kikirdaktan kaynaklanan morfogenetik protein (CDMP) aileleri, kondrogenesiste ¢ok
onemli rol oynamaktadir (110,24,114,125).
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TGF-B3 (transforme edici biiylime faktorii) reseptorii, hiicre sinyal ileti
yolaklarindan olan SMAD yolag1 veya MAP kinaz yolag: ile sinyal agiga cikarip
kikirdak matriksi ortaya cikaran genlerin (tip2 kollajen gibi) aktivasyonuna ve
ekstraseliiler matriksin artisina neden olur (24,125).

Sox genleri in vivo ve in vitro kikirdak formasyonu i¢in gerekli transkripsiyon
faktorleridir (46). Sox 5-6 ile bir kompleks olan Sox-9’ un mRNA ekspresyonu (110,46)
ile Tip-2 kollajeni kodlayan col2al geninin ekspresyonu saglanarak kikirdak matriksin
sentezi olusur (46).

BMP2-4-6: Kondrogenezise neden olurlar. En etkilisi olan BMP-2 dir (110). “N-
cadherin” ve NCAM iiretimini arttirarak etki ederler (46).

“Brachury”, Msx2, FGFR-3, “aggrecan” kondrogenezis i¢in spesifik olan diger
faktorlerdir (110). Aktive T lenfositlerinin niikleer faktorii, NAFT-p (“nuclear factor of
activated T cell”)’ nin, aktivitesi kondrogenezisi inhibe etmektedir (89).

Amniotik sivi  ve plasentadan elde edilen hiicreler, bircok fenotipe
farklilasabilirler. Her bir farklilagsmayla ilgili dokuya spesifik fenotipik, biokimyasal
degisiklikler ile spesifik farklilasma ozellikleri tablo XI ve XII de gosterilmigtir
(20,8,18).

Tablo-XI: Amniotik sivi ve plasentadan elde edilen hiicrelerin farkhlasma

kapasiteleri ve ozellikleri

Farkhlasma Spesifik gen Diger Ortalama farkhlasma siiresi
Osteojenik runx2, osteokalsin, AP Mineralize kalsiyum 8giin

Myojenik Myo-D, Mrf4, desmin 8giin

Adipojenik LPL, Ppar y2 Lipid birikimi 16giin

Endotelyal CD31, VCAM-1 Kilcal damar benzeri yapilar | 8giin

Hepatik Albumin Ure 45giin

Norojenik Nestin L-glutamat 2glin

Alkalen fosfataz (AP), lipoprotein lipaz (LPL), “Peroxisome proliferation-activated receptor-2”

(PPAR-y2) , “Cluster of Differantiation” (CD), “Vascular cell” adezyon molekiilii (VCAM)
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Tablo-XII: AS MKH’ lerin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
farkhlasmasindaki ozellikler
Hiicre Hiicre diizeyinde Molekiiler diizeyde
Farkhlasmasi | Hormonal Kokteyl Boya bulgular bulgular
Dekzametazon, Lipitten  zengin | PPAR-y2 (peroxisome
3-isobutil-1- vakuollerin proliferation-activated
Adipojenik metilksatin (IBMX), | Oil-Red O intraselliiler receptor-2),
2-3 hafta Insiilin, birikimi lipoprotein lipaz (LPL),
Indometazin (Sekil-12) fatty acid-binding protein
(aP2), adipsin
Kalsiyum (Ca™)
Dekzametazon, akiimiilasyonu, Alkalen fosfat,
Osteojenik Beta gliserofosfat, Von kossa mineralize Osteopontin,
2-3 hafta Askorbik Asit Alizarin-Red S depositler, cbfal,
agregat ve osteokalsin,
nodiiller kemik-sialoprotein
(Sekil-12)
Dekzametazon, Zengin
Askorbik asit, ekstraseliiler
Sodyum piiruvat, matriks Kollajen II,
Kondrojenik | Prolin, (Sekil-12) Kollajen IX,
2-3 hafta L-glutamin, Asit Agrekan,
Biiyiime Safranin-O mukopolisakkaridazlar | po ot
faktori: TGF-B Sindekan.
ITS+Premiks:
[nsiilin, Toluidin blue | &likozaminoglikanlar
Transferrin,

Selenious asit,
BSA (bovin serum
albumin) ,

Linoleik asit

Alcian blue

proteoglikanlar

Kondrosit benzeri

lakiin

Amniotik stvi MKH’ lerinin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilagsmasinda temel

bilgiler Sekil-11 de gosterilmistir.
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[Mezankimal Kok Hi.icr‘e]

DXM
B-gp

Askorbik Asit

Osteogenezis @ Adipogenezis

/ Kondrogenezis \_ ET,E;?

Ppar 72 J/I— GATA 3

Acilposit

\

Alizarin Red-S Alcian blue O1l Red O
alkalen tostat aktivites1  Proteoglikan ve Intrastoplazmik

kalstyum akomiilasyonu  kollajen 2 akiimuilasyonu  lipid birikimi

Sekil-11: Amniotik stvi MKH’ lerinin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik

farkhlasmasinda temel bilgiler.

Sekil-12: AS MKH lerin adipojenik, osteojenik ve kondojenik farklilasma
goriintiileri [Tsai ve ark., (2004, 2006), Kim ve ark., (2007), Kolambkar ve ark.,
(2007)]
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Endotel hiicrelerine farkhilasma: Amniotik sivi kok hiicreleri, jelatin kapl
alanlarda spesifik endotelyal bazal besiyeri kullanilarak {iretildiginde, fenotipik
degisikliklerin birinci haftada basladigt ve tam farklilasmanin 1 ayda oldugu
bildirilmistir. Farklilagsma isleminden sonra, kiiltiirde in vitro kilcal damar benzeri
yapilar olusturur ve PECAM 1/CD31 ve vaskiiler hiicre adezyon molekiili (VCAM)
eksprese ederler; 6zel endotelyal hiicre yiizey belirteci (P1H12), faktér 8 ve “kinaz
insert domain reseptor” (KDR) pozitiftir. Farklilagma olmamis hiicrelerde islem 6ncesi
bu belirtegler negatiftir (20).

Hepatosit hiicrelerine farklilasma: Amniotik sivi kok hiicrelerinde, matrijel
veya kollajen kapli alanlarda hepatosit biiyiime faktorii, insiilin, onkostatin M,
dekzametazon, fibroblast biiylime faktorii 4, monotiogliserol varliginda hepatik
farklilasma saglanir. Morfolojik degisiklikler, 7. giinde baslarken, tam farklilasma 45
giinde olur. Hiicrelerin uzun boylari toparlanarak, kaldirim tasi goriiniimiine doniisiir.
Bu hiicreler, albumin, HNF4-a (hepatosit niikleer faktor 4-a)), hepatosit biiylime faktorii
reseptorii (c-met), “multidrug” diren¢ (MDR), membran transportor ve a-fetoprotein
eksprese ederler (20,59).

Myosit hiicrelerine farkhlagsma: Amniotik siv1 kok hiicrelerinin, at serumu ve
tavuk ekstrakti iceren spesifik besiyeri ile ince matrijel kaph kiiltiirde, ilk 24 saatte, 5-
azasitidin kullanilarak elde edilen kiltiirlerde, hiicreler cok c¢ekirdekli hiicreler
olusturmak i¢in birleserek, ritmik olarak kasilan myoblastlara farklilagirlar. Bu
hiicrelerde, tropomyozin ve dezmin pozitiftir. 8. giinde Myf6 ve dezmin ekspresyonu
bagslar, 16. giinde Myf6 ekspresyonu azalirken, dezmin ekspresyonu artar (50,20,59).

Noronal hiicre farklilasmasi: Amniotik s1vi kok hiicrelerinde, dimetilsulfoksit
(DMSO), butillenmis hidroksianisol ve noéronal biiyiime faktorii kullanilarak, ilk 24
saatte noronal hiicrelere ait morfolojik sekil degisikligi elde edilir. Biiylik diiz hiicreler
ve kiiclik iki kutuplu hiicreler meydana gelir. Bu hiicrelerde, Nestin (ndroepitelyal
belirteg) oldukca yiiksek eksprese olmaktadir (20,8). Beta tubulin-3 ve GFAP, sirasiyla
noronal ve glial farklilasma belirtecleri, zamanla artar, 6. giinde bir plato yapar. Bu
hiicreler, tam faklilasmis noronal hiicrelerden sekrete edilen ndrotransmitter olan
glutamik asit salgilar (20). Amniotik sivi1 kdkenli hiicrelerin, 6zel bir norojenik hiicre
lireme besiyeri ile isleme tabi tutulmadan 6nce ve sonra mRNA ve protein seviyesinde

noronal belirtecleri eksprese ettigi gdsterilmistir (8). Islem dncesi, noronal hiicreler igin
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nestin %80 pozitif iken, islem sonras1 dopaminerjik néronlara 6zellikli bir belirte¢ olan
GIRK (“g-protein-gated” iceriden potasyum atan kapi) genini eksprese ettigi
belirtilmistir (8). Ayrica, plasentadan kaynaklanan epitelyal hiicrelerin de noronal ve
glial hiicrelere doniisme o6zelligi oldugu (107), amniotik epitelyal KH lerinin de
norotropik etkileri oldugu (asetilkolin ve katekolamin sentez ve salinimi) ve bunun
noroepitelyal yapilanma ile embriyonun noronal gelisiminin erken fazlaryla iliskili
oldugu belirtilmistir (107,77,117,75). Amniotik mezankimal hiicrelerin, noéroglial
hiicreler eksprese ettigi ve optimal farklilagma protokolii ile néroglial farklilagmay1

gosteren baska yayinlar da vardir (107,120,96).
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Sekil-13: AS MKH lerin farkhilasma goriintiileri [Prusa ve ark.,(2004), Delo ve
ark.,(2000)]

2.6. MKH' lerin hipoimmiinojenik ozelligi ve klinik kullamim

alanlan

Rejeneratif tip, hasarli veya kaybedilmis organ veya dokularin, laboratuar
kosullarinda olusturulmasiyla ilgilenen multidisipliner yaklagimlar1 i¢ermektedir (6).
Hiicre tedavisi ve doku miihendisligi, rejeneratif tibbin ana komponentleridir. Doku
miithendisliginde, {ic boyutlu biomateryallerle (skaffold) birlikte doku kiiltiirii ortaminda
(in vitro, ex vivo) c¢ogaltilan hiicreler, kaybedilen hiicre ve dokularin onarilmasi i¢in
alictya (in vivo) nakledilmektedir (35,6) (Sekil-14). Rejeneratif tipta, doku/organ
onarimi, hiicre tedavisi ile, biyomateryal (skaffold) teknolojisi ile veya biyomateryal ve

kok hiicrelerin birlikte kullanildig1 yollarla saglanmaya calisilir (36).
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Sekil-14 :MKH’ lerin doku miihendisligi ve rejeneratif tip uygulamalar

Kok hiicreler, otolog (alicinin kendi dokusu) veya allojenik (kendi tiirtinden),
olabilir ve sistemik yolla (kan yoluyla) veya lokal (direkt dokuya) olarak (Sekil-15)
uygulanabilirler (35,6,36,93). Literatiirdeki Ornekleri az olmakla birlikte, insan KH
lerinin hayvanlarda kullanildig1 “ksenograft” (farkl tiirler arasinda) hiicre nakilleri de

bulunmaktadir (63,109,111).

Kok Hiicre

) Izolasyonu
A

Sekil-15 : Kok hiicre tedavisi
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Doku miihendisligi ve hiicre tedavi uygulamalarinda, genellikle otolog hiicreler
kullanilmaktadir; otolog MKH, rejeneratif tibbin bir¢ok klinik uygulama alaninda
kullanilmak {izere, hastalarin kendisinden kolayca elde edilebilir; ancak otolog doku
uygulamalarinda uygulanacak doku bazen kolayca elde edilememektedir veya
tiretilememektedir. Acil durumlarda etkisi sinirhdir, ¢iinkii ¢cok fazla hiicre gerektigi
zaman, zaman alacak pahali bir yontemdir. Bakteriyel ve viral kontrollerin yapilmasi ve
implantasyondan once hiicre c¢ogaltilmasi gereklidir. Allojenik MKH’ nin terapotik
yaklasimda kullamilmasinin birgok avantaji olabilir. Ornegin, myokard infarktiisii gibi
akut bir durumda, rutin kontrolleri yapilmis ve g¢ogaltilmis olan allojenik MKH ler
erkenden uygulanabilecektir. Dezavantaji ise vericiden aliciya potansiyel hastalik
gecirme riskidir (4,36).

MKH’ nin en 6nemli 6zelliklerinden biri alicida inflamasyonu ve immiinolojik
yanitlart baskilamasidir (4,25). MKH’ lerin, T ve B lenfositlerin ¢ogalmalarini, parakrin
inhibisyonla engelledigi diisiiniilmektedir (123). MKH ler, MHC-klas 2 ve CDA40,
CD80, CD86 gibi eslik eden uyarict molekiilleri eksprese etmezler, MHC- klas 1, T
lenfositleri aktive eder ancak eslik eden uyaran olmazsa sekonder sinyal olusmaz, T
lenfositleri anerjik birakip immunosupresif oOzellikte olurlar. MKH’ lerin,
immunomodiilator 6zelligi dendritik hiicrelerin matiirasyon ve fonksiyonuna da zarar
verir. B lenfosit proliferasyonunu, farklilagsmasini ve kemotaksisini in vitro inhibe
ederler (123,12). MKH, T-hiicre proliferasyonunu, dogal ve hafizali T hiicre cevabinm
inhibe eder ve antijen sunan hiicrelerle T hiicreler arasindaki iliskiyi engeller.
Prostaglandin, IL-10 ve indolamin 2,3 dihidrooksijenaz olusumu araciligr ile
immiinsupresif bir mikrogevre yaratir (123,25,10). Bu nedenle terapotik yaklasimlarda,
allojenik hiicre naklinde immunsupresyona gerek duyulmadigi ileri siiriilmektedir
(123,34,4).

MKH lerin ¢esitli alanlarda kullanildigi hayvan deneyleri ve simirli insan
calismalar1 bulunmaktadir. MKH lerin, in vitro bircok degisik hiicre tipine
farklilagsmalari, kiiltiir kosullarinda kolayca c¢ogaltabilmeleri, genetik olarak stabil
olmalari, alternatif kaynaklardan elde edilebilir olmalari ve hipoimmiinolojik
karakteristikleri, doku kayb1 ile seyreden pek cok hastaligin tedavisinde gilivenilir bir

kaynak olduklarim diisiindiirmektedir (36,111,55,56,73, 34,35). Ozellikle, travmatik ve
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ortopedik durumlarla iligkili tedavi yaklasimlarinda (93,4), in vivo deri graftinin yasam
stiresini arttirdig1 belirtilmektedir (5,19).

MKH’ lerin kullanildig1 farelerde gerceklestirilen deneysel otoimmiin
ensefalomyelitte (multipl skleroz modeli), bu hiicrelerin hasarli dokuya goc ettigi ve
immunsupressif etkisiyle tedavide yararli oldugu bildirilmistir. Bu etkisini, farenin
“self-reactive” T hiicreleri ile periferal toleransi arttirarak hastalik semptomlarinin
gelisiminin engellenmesiyle sagladigi belirtilmistir (133).

Insandan elde edilen amniotik membran, ratlarin limbal alan, intrakorneal yiizey
ve bobrek kapsiiliiniin altina uygulanmis, limbal hiicre naklinde, CD4 ve CD8 T
hiicreleri, amniotik grafta orta derecede cevap verirken, intrakorneal transplantasyonda
konakg¢1 cevabi olmadigi, bobrek kapsiiliiniin altina uygulanan hiicre naklinde, amniotik
membranin dokuya infiltre oldugu ve olduk¢a nadir konak¢i cevabi gozlendigi
bildirilmistir. Amniotik membranin hipoimmiinojenik dogas1 ve HLA-G ve Fas ligand
gibi bazi immiin diizenleyici faktorleri igermesi, hiicre nakli uygulamalarinda 6nem
tagimaktadir. Amniotik membranin, deri {lseri ve yanik tedavisinde kullanilabilecek
biyolojik bir membran oldugu raporlanmistir (63). Kimyasal yanik, okiiler pemfigoid ve
Stevens-Johnson sendromu gibi birgok ciddi konjuktival hastalikta, amniotik
membranin olaganiistii terapotik etkisi olacagindan bahseden yayinlar bulunmaktadir
(122). Bir diger calismada, kornealarinda kimyasal yanik olusturulan farelere, insan
kemik iligi MKH” leri nakledilmis ve korneada rekonstruksiyon saglanmistir (73).

MKH’ lerin potansiyel klinik kullanim alanlarindan biri, kemik iligi supresyonu
yapilmis kemoterapi veya radyoterapi uygulanan hastalarda yeniden hematopoezin
hizlanmasini desteklemektir (62). Allojenik HKH naklinden sonra hastalarin yaklasik %
50 sinin hayatin1 tehdit eden ciddi bir transflizyon reaksiyonu olan baslica, deri
dokiintiisii, ishal ve karaciger fonksiyonlarinda bozulma seklinde kendini gdsteren
“Graft Versus Host Disease” (GVHD) in (132) azaltilmasinda da MKH ler
kullanilmaktadir. Bu hastalarda, MKH inflizyonundan sonra, infiizyonun toksik etkisine
rastlanmamisg, hem graft kayb1 olmamis hem de immunomodulator etki gosterilmistir.
Immiinosupresif etki dikkat ¢ekici oranda gozlenmis ve hiicre naklinden bir y1l sonra
bile kemik iligi ve kanda minimal rezidiiel hastalik saptanmadig1 bildirilmistir (62). Bir

baska calismada, progressift GVHD olan ve tedaviye cevap vermeyen bir c¢ocuga
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annesinden alinan MKH?’ lerin intraven6z uygulama ile verilmesinden sonra tam klinik
diizelme gozlendigi belirtilmistir (69).

MKH’ ler hipoimmiinojenik &zellikleri ve HLA uygun olmayan bireyler
arasinda hiicre nakli basarisi nedeniyle diger kok hiicrelere gore 6n plana gegmistir
(69,93). Kimi klinik uygulamalarda ise, umblikal kordon kan1t HKH lerin ve allojenik
kemik iligi MKH lerin birlikte naklinin, kordon kaninin engraftman basarisini
arttiracagl yoniinde goriis bildirilmektedir (11,67,58,49,1112,113). Benzer sekilde,
amniotik s1v1 kokenli MKH lerin, umblikal kordon kan1t HKH leri ile es zamanli olarak
ayni alicida kullanilabilmesi ve hatta kardesler arasinda uygulanabilmesi olasiligindan
bahseden yayinlar bulunmaktadir (49,84).

Osteogenezis Imperfekta (OI), Tip 1 kollajen yapiminda bozukluk olan kisa boy,
kemik kiriklar1 ve osteopeni ile seyreden bir hastaliktir. Horwitz ve ark., (1999) nin
calismasinda, ciddi OI’ It ¢ocuklara kemoterapinin ardindan sistemik olarak allojenik
kemik iligi kokenli MKH nakli uygulanmis, nakledilen MKH” lerin kemige ulastig1 ve 3
ay sonra yeni kemik yapimi meydana geldigi, toplam viicut mineral kapasitesinin arttigi,
biiyiime kapasitesinin arttig1, tiim hastalarda kemik kiriklarinin azaldigi gosterilmistir.
Bu calisma, kemik iligi kaynakli mezankimal hiicrelerin OI’ It ¢ocuklara naklinde,
alicininin  kemiklerine verici MKH lerin yerlesebilecegini gostermis ve nakledilen
hiicrelerin osteoblastlara farklilagsarak kemik yapisini ve fonksiyonunu iyilestirebilecegi
fikrini desteklemistir (40).

Bir bagka ¢aligmada daha onceden konvansiyonel kemik iligi nakli yapilmis
cocuklara, kiiltiire edilmis ve ¢ogaltilmigs MKH uygulanmis, bu hiicrelerin hasarli kemik
yapisina yerleserek osteoblastlara farklilastig1 gosterilmis ve MKH naklinin, kemik iligi
naklinin klinik yararlarini arttirdigi belirtilmistir (39,40).

Son zamanlarda yapilan bir calismada, HLA-uyumsuz (mis-match) bir erkek
fetlisiin karacigerinden MKH ler izole edilmis, ¢ogaltilmis ve HIV, HTLVI ve II,
Hepatit B ve C antijenleri yoniinden steril olduklari belirlenen hiicreler, 32 haftalik agir
OI 1 bir fetusa, “in utero” infiize edilmislerdir. Bebek dogumu takiben 2 yasina dek
izlenmis ve 3 adet kirik diginda 6nemli bir komplikasyon gozlenmedigi bildirilmistir
(68).

Allojenik  MKH lerin, alt1 metakromatik I6kodistrofi (MLD) ve bes
mukopolisakkaridoz tip 1 (MPS-1H) (hurler) hastasina uygulandigi bir baska ¢alismada,
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inflizyonun toksik etkisine rastlanmamis ve MLD hastalarinda sinir hiicrelerinde
tyilesme saglanmis, MPS-1H hastalarinda ise kemik gelisiminde ve dansitesinde artma
gbzlenmistir. Arastirmacilar, allojenik donér uygulamasinda, MKH lerin oldukca
giivenilir bir kaynak oldugundan bahsetmislerdir (61).

Allojenik kemik iligi MKH’ lerinin, viicudunun % 40’ inda 2. ve 3. dereceden
derin deri yaniklar1 bulunan bir bayan hastaya naklinden dort giin sonra anjiogenezisin
aktive oldugu ve hizla diizelme saglandigi bildirilmistir (100).

MKH’ lerin genis kikirdak ve kemik defektlerinin tedavisinde de tek basina veya
biyomateryallerle beraber kullanildig1 ve hasar onariminda yiiksek basari elde edildigi
bildirilmistir. Progresif doku hasar1 olan ve tamir mekanizmasinin miimkiin olmadigi
osteoartrit gibi dejeneratif hastaliklarda, in vitro ¢ogaltilan otolog MKH ler, kollajen
jellere emdirilmis ve artikiilar kikirdak defekti olan bdlgelerde basari ile kullanilmistir
(4,128). MKH lerin, osteonekrozda, hasarli kas hiicrelerinin rejenerasyonunda (93), ve
meniskiis tedavisinde (128) de c¢ok o©nemli rol oynadiklari c¢esitli aragtirmalarda
belirtilmistir.

MKH °ler, hasar géren dokulara doniisebilme kapasiteleri yaninda, sinirh sayida
canli kalmis hiicrelerin fonksiyonlarini da diizenleyip, dmriinii uzatabilir, yeni damar
olusumunu saglayarak dolagimin1 diizenleyebilir, doku rejenerasyonuna katkida
bulunabilir ve hasarli dokuda inflamasyonu baskilayarak skar dokusu olusumunu
engelleyebilirler.

Myokard infarktiisiinin MKH ile tedavisi son zamanlardaki potansiyel klinik
arastirmalardan biri olmustur. MKH lerin, in vitro kardiomyositlere farklilasmasindan
bahseden pek ¢ok yayin vardir. Chen ve ark., (2004) MKH lerin direkt kalp kasma
enjeksiyonu ile yeni damarlanmalarin olustugunu, kardiomyosit olusumunun
tetiklendigini ve sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunun anlamli derece diizeldigini
raporlamiglardir (15).

Barbash ve ark., (2003) deneysel myokard infarktiisii olusturulan ratlarda, MKH
lerin sistemik olarak uygulanmasi ile doku rejenerasyonu saglamislardir. MKH’ lerin
sistemik olarak uygulanmasi ile bu hiicrelerin 6zellikle akcigerler olmak {izere bir¢ok
farkl1 dokuya gog ettigi de raporlanmistir. Myokard infarktiisiinii takiben, infiizyondan

dort saat sonra, infarkt alaninda % 1’ den az hiicre gozlenmistir (3).
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MKH?’ lerin sol ventrikiil kavitesine infiizyonu ile infarkt sahasinda daha fazla
migrasyon ve kolonizasyon oldugu belirtilmis ve post iskemik kalbe, erken donemde
uygulanan MKH inflizyonunun da, infarkt alaninda daha fazla hiicre goézlenmesine
neden oldugu bildirilmistir. Travma sahasinda, MKH’ lerin infiltre olmasina, adezyon
ve trafigine neden olan spesifik reseptorler veya ligand ekspresyonunun, doku
hasarindan kisa bir siire sonra yiiksek oldugu, sonra giderek azaldigi belirtilmistir (3).
MKH’ lerin, direkt kardiak veya ekstrakardiak kompartmanlara uygulanarak myokard
tamiri ve post iskemik kalpte hiicre yenilenmelerine neden oldugunu gdsteren hayvan
calismasinda, hiicrelerin bu etkilerini, transdiferansiyasyon, fiizyon ve biiyiime
faktorii/sitokin stimiilasyonu ile gosterdikleri belirtilmistir (85).

Glinlimiizde, kok hiicrelerin Parkinson ve Alzheimer hastaligi, kalp hastaliklari,
diabet, fel¢, omurilik yaralanmalar1 ve yaniklar dahil sayisiz hastalig1 tedavi etme ve
iyilestirme potansiyeli oldugu ileri siiriilmektedir (41,130,25,26). Parkinson disinda
inme, Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) ve Huntington hastalig1 gibi, degisik tipte
bir¢cok ndronun etkilendigi bircok nérodejeneratif hastalikta da kok hiicre uygulamalari
bulunmaktadir (72, 41).

Eriskin rat kemik iliginin, embriyonik ratlarin beynine, transuterin
intraventrikiiler uygulamasindan yaklasik 2 ay sonra, incelenen hasarli beyin dokusunda
periventrikiiler germinal zonda, neokortekste, hipokampusta, rostral migratuar ve
olfaktor bulbusta, néronal ve radial glial olusum gosterilmis ve GFAP, B3 tubulin, tau,
NeuN, nestin gibi noronal belirteglerin eksprese edildiginden bahsedilmistir (82). Bu
calisma, in vivo MKH lerin dokulara gé¢iiniin, bu dokulara yerlesmesinin, farklilagsma
kapasitesinin ve uzun siire embriyonik fare beyninde kaldiginin gosterildigi ilk calisma
olarak belirtilmistir (82).

Ratlarda iskemik beyin hasarinda, MKH’ lerin intravaskiiler inflizyonu ile
travma alanina spesifik migrasyon gosterdigini, bu bolgede MKH migrasyonunu
arttirdigini, ve normal beyin dokusunda bulunmayan ancak iskemik beyin dokusunda
bulunan ve MKH’ ler i¢in kemotaktik bir faktér oldugu sdylenen “Monocyte
chemoattractant protein-1” (MCP-1)’ in, hasarli beyin dokusunda arttigin1 gosteren
yayinlar vardir (129). Ratlarda MKH uygulamasini takiben, korpus kallosum, talamik
nukleus, substantia nigrada, travma bolgesine migrasyon ile iyilesme saglandigi

raporlanmistir. Bu degisimin, néroprotektif faktorleri salgilayarak mi1 yoksa noral doku
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faklilagsmasi ile mi olustugu heniiz acik degildir (50). Bir baska calismada, spinal kord
travmast olan paraplejik farelere, travmadan bir hafta sonra MKH enjekte edilmis,
travma sahasinin ¢evresinde spinal kord lezyonuna dogru rejenerasyonun ve diizelmenin
oldugu gosterilmistir (38).

37 yasinda spinal kord travmasi olan bir bayan hastada da, HLA uyumlu kordon
kan1 MKH lerinin transplantasyonundan 41 giin sonra, kalga ve uylukta duyu algilamasi
oldugunu ve hareket kabiliyetinin morfolojik ve fonksiyonel olarak diizeldiginden
bahsedilmistir. CT/MRI sonuglart ile spinal kord travma sahasinda ve kauda ekinada
rejenerasyonun saglandigi gosterilmis, spinal kord travmasinda kordon kam1 MKH
lerinin tedavideki 6neminden bahsetmislerdir (53). Portmann ve ark., (2006) peripartum
déonemde noérolojik morbiditeye neden olabilecek potansiyel beyin hasarinin
tedavisinde, otolog graft olarak plasental MKH lerin kullanilabilecegini belirtmistir
(92).

KH lerin gelecekte timit vaadeden uygulama alanlarindan biri de gen tedavisidir
(2,101,93) (Sekil-16). Gen tedavisinde amag, hiicrede eksikligi veya fonksiyon
bozuklugu olan bir genin bir vektdr araciligiyla hedef hiicrelere génderilmesi ve hiicre
icinde fonksiyonlarin olusturulmaya baglanmasidir. MKH lerin gen tedavisi
yaklagimlarinda, multipotansiyel o6zellikleri ve kendilerini yenileme kapasiteleri
sayesinde oldukga giiclii bir ara¢ olarak belirtilmektedir (2).

MKH lerin gen tedavisinde kullanilabilir oldugunu bildiren pek ¢ok yayin vardir.
Nakamura ve ark., (2004) malign gliomu olan ratlarin tiimoérlerine, antitiimor 6zellikteki
interlokin 2 tasiyan adenoviral vektor ile degisiklige wugratilan MKH lerin
uygulanmasini takiben, Studeny ve ark., (2002) malign melanomlu farelerde, adenoviral
vektorler kullanilarak TFN-f yiiklenen insan MKH lerinin uygulanmasiyla, in vivo
malign hiicrelerin biiylimesinin anlamli derecede azaldigin1 ve hayvanlarda sagkalim
stirelerinin arttigin1 bildirmis (83,116), MKH lerin malignitede uygulanacak biyolojik
ilaglarin konakgiya aktarim araci olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (116). MKH lerin
gen tedavisi yaklagimlarinda kullanilmasinin, tedaviye direncli tlimorlerin iyilestirilmesi
icin umut verici yaklasim oldugu bildirilmekte, Parkinson, kalp hastaliklar1 ve iskemik
beyin hastaliklar1 gibi bir¢ok hastalik modellerinde de MKH destekli gen tedavisinin
denenmekte oldugundan s6z edilmektedir (125,101).
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Sekil-16: Gen tedavisi uygulamalari

Yang ve ark., (2007) farelerde myokard infarktiisii sonrasi, myokard
perfiizyonunun ve kalp fonksiyonlarinin yenilenmesinde, VEGF (vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii) geni ile transfekte edilmis MKH’ lerin kullanilmasinin, tek basina
diger hiicresel veya gen tedavilerinin kullanilmasindan daha avantajli oldugunu
bildirmistir (131).

Kraniofasial doku miihendisligi uygulamalarinda, MKH’ ler, gen tedavileri igin
miikemmel bir transmitter molekiilii olarak diisiiniilmektedir. Adenoviriis aracili PDGF
geni kullanilarak gingival yara iyilesmesi hizlanmakta, polimer skaffoldlarin, direkt
periodontal kemik defektleri olan hasarli alana uygulanmasi ile periodontal rejenerasyon
saglanmaktadir., BMP geni, uzun kemiklerin ve kraniofasial kemiklerin
rejenerasyonunda  kullanilmakta, kalvaryal defektlerde yeni kemik olusumu
saglanmaktadir (74).

OI, COL1A1 ve COL1A2 genlerinde 150 den fazla mutasyon sonucu olusan,
kemigin major ekstraseliller matriks proteini olan tip 1 kollajenin defektif olusuyla
ortaya c¢ikan kalitsal bir hastaliktir. Halen sadece destek tedavisi uygulanan ve kesin
tedavisi olmayan bu hastalikta olas1 tedavi stratejisi kollajen biitiinliiglinti saglamaktir.
Bu nedenle umut verici tedavi araglarinin hiicre nakli ve gen tedavisi oldugu
diistiniilmektedir. Chamberlain ve ark., (2004,2008) OI I1 hastalarin kemik iligi MKH
lerinden elde edilen dominant-negatif mutant kollajen genini (COL1A1, COL1A2),
adenoviriis vektorler kullanarak (AAV-COLel INpA, AAV-COL2e4InloxpA) in vitro
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genetik degisikliklerle diizeltmis, farelerde in vivo uygulama ile normal kollajen iiretimi
ve kemik olusumu saglandigini belirtmistir (13,14).

MKH lerin, gen transferi etkinligi stabil oldugundan hemofili, Faktor VIII ve IX
tedavisi, defektif enzim terapisi, kemik defektlerinin tamirinde kullanilabilecekleri
belirtilmistir (7). Son ¢aligmalarda, v-myc geni tagiyan retroviral vektorlerle fetal kemik
iliginden ya da fetal telansefalondan elde edilen néronal KH lerin, iskemik fare beynine
nakli sonrasinda, beyin dokusuna entegre olabildikleri, néron ve astrositlere
farklilagabildiklerini ve farelerde fonksiyonel bir iyilik saptayabildiklerinden
bahsedilmistir (70).

Amniotik sivida, fetusda santral sinir sistemi anomalisinin olmadig1 durumlarda da,
noral progenitdr hiicrelerin bulundugu raporlanmaktadir (96,120,121,20). % 90
DMEM/F-12, % 10 FDS, 10 um forskolin igeren dopaminerjik besiyeri uygulanan AS
MKH leri, 7 giin sonra, 2 dakika diisiik K ardindan 10 dakika yiiksek K" ile depolarize
edildiginde dopamin sentezi yapabildikleri ve tek hiicre diizeyinde NANOG, Oct-4,
NES, TUBB3, NEFH, NEUNA60, GALC, GFAP gibi noéronal hiicre belirtegleri
eksprese ettikleri gosterilmistir (120). Bossolasco ve ark., (2006) amniotik stvi MKH
lerinin GAP43, NSE, Nestin, MAP2, GFAP, beta tubulin III gibi noronal belirtecler
ekprese ettigini gostermistir. Benzer bicimde, AEH lerinin belirli sartlar altinda,
asetilkolin, norepinefrin ve dopamin (DA) dahil ndrotransmitterler sentezleyen olgun
noral hiicrelere farklilastiklar1 da rapor edilmistir (107,51,52,117).

Literatiirde, AEH lerin DA {iretmesiyle L-trozin, BH4 in zamanla ¢ogaldigi ve
trozin hidroksilaz (TH) inhibitorii olan a-metil-P-trozinin azaldig1 bildirilmistir. E.Coli
lacZ belirte¢ geni (B-gal) ile enfekte edilen AEH’ ler, immiinsiiprese farelerin dopamin
deplesyonu yapilmis striatumu i¢ine nakledildiginde, hedef dokuda, 2 hafta sonra asir1
cogalma gostermeksizin canli kaldig1 B-gal-pozitif hiicrelerle gosterilmistir (50). Bu
calismada, TH immiinreaktif hiicrelerin gosterilmesi ile Parkinson hastasi fare beyninde,
AEH lerinin DA iirettigi gosterilmistir (51).

Amniotik sivi  kdkenli MKH’ ler, domuzlardaki myokard infarktiisii
modellerinde kullanilmig, bu hiicrelerin kardiomyositlere farklilasmadigi ama vaskiiler
tipte hiicrelere farklilasabildigi belirtilmistir (108), ayrica amniotik sivi kokenli MKH’
lerin, neonatal fare kardiomyositleri ile FGF-2 veya aktivin-a ile stimiilasyonu ile

kiiltiire edilip in vivo uygulandig1 bir bagka ¢aligmada, yaklasik iki ay sonra alic1 fare
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kalbinde, kardiomyositlere benzer degisiklik gozlendigi ve kalbe ait bircok geni,
GATA4, MLC2a, cTnl, cTnT, eksprese ettigi belirtilmistir (135).

Bir bagka ¢alismada ise, c-kit pozitif amniotik sivi KH’ leri immiinsupresse veya
immiin yetmezlikli farelerde myokard infarktiisiinde kullanilmis ve bu hiicrelerin
rejeksiyonundan bahsedilmistir. Ancak, rejeksiyonun nedeni olarak c-kit selektif olan
hiicreler gosterilmis, bu hiicrelerin eritroid hiicre soyuna farklilasmis olabilecegini ve
immiin cevabin buna bagli olabilecegi hipotezi 6ne siiriilmiistiir (16).

Amniotik sivi KH’ leri, skaffoldlara emdirilip, bir hafta osteojenik karigim
iceren besiyerine maruz birakilmig, in vivo cilt alti uygulamadan aylar sonra kemik
olusumunun saglandig1 gozlenmis ve alkalen fosfataz sekrete ettigi belirtilmistir.
Uygulamadan iki ay sonra mikro CT ile olusan mineralizasyon dogrulanmistir (18). Bu
calismada, amniotik stvi MKH’ lerinde osteojenik farklilasma saglanarak kemik
formasyonunun olustugu ve kolaylikla doku miihendisligi ile uygulanabilecegi
gosterilmektedir (8,18).

MKH lerin umut vaadeden klinik uygulama alanlarindan biri de konjenital
anomalilerdir. Konjenital anomalilerin cerrahi tedavisi, kimi durumlarda yetersiz doku
nedeniyle problem yaratabilmektedir. Bir ¢ok vakada rekonstruksiyon i¢in protezler
kullanilmakta ve enfeksiyon, graft hasari, dokunun afonksiyone olmasi gibi
komplikasyonlar yasanmaktadir. Kok hiicre destekli fetal doku miihendisligi, neonatal
periodda dogum kusurlarinin cerrahi rekonstruksiyonunda iimit vericidir. Amniotik kok
hiicrelerin bu uygulamalarda ayr1 bir 6nemi oldugu diisiiniilmektedir. Hamile
koyunlarda yapilan bir ¢calismada, 24 saat kiiltlir asamasin1 takiben, amnion siv1 koékenli
fetal kok hiicreler ve adult kok hiicrelerin biilyiime/¢ogalma potansiyelleri ve DNA
igerigi incelenmis, amnion sivisinin bilylime/cogalma potansiyeli ve DNA igerigi, fetal
ve erigkin dokulardan daha fazla bulunmustur (55,56).

Fetal doku yapilarinin, amniotik sivi kokenli hiicrelerden {iretilip iiretilemedigini
belirlemeyi hedefleyen bir calismada, insan amniotik sivi hiicreleri 6zellikli kiiltiir
sartlar1 altinda titiz bir sekilde liretilmis, immiinhistokimyasal olarak bu hiicrelerin
vimentin, SMA, sitokeratin 8-18, FSP i¢in pozitif oldugu, Desmin ve CD 31 i¢in negatif
oldugu gosterilmistir. Bu profil, MKH, fibroblast/myofibroblast hiicrelerinde
gozlenmistir. Uretilen bu hiicreler daha sonra poliglikonik asit polimer/poli-4

hidroksibutirat “skaffold” {izerine ekilmis, olusan yapi optik ve tarayici elektron
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mikroskobu ile analiz edilmis, polimer matriksleri ¢cevreleyen kalin, birbirine tutunmus
hiicre tabakalar1 ve her iki “skaffold”’da siki hiicre tutunmasi gosterilmistir. Calismanin,
amniotik s1v1 hiicrelerinin fetal doku miihendisligi i¢in verimli ve ideale yakin bir hiicre
kaynagi oldugu fikrini destekledigi ileri siiriilmiistiir (55,56). Hayvan calismalarinda
diyafragmatik herni veya gastrosizis gibi pek ¢ok konjenital anomalide, amniotik kok
hiicreler konjenital bozuklugu onarmak i¢in bir yama olarak kullanilmis ve basarili
sonuclar raporlanmistir (28,55,56). Yenidogan kuzularda olusturulan diyafragmatik
defekt, hiicresel ve hiicresel olmayan dermis ve ince barsak submukozasina ait
yamalarla kapatilmaya ¢aligilmis, otolog amniotik sivi hiicrelerinin kullanildigi yama
naklinde postoperatif 1 yillik izlemi takiben, defektte rekiirrensin daha az oldugu,
hiicresel graftin gerilme kuvvetine kars1 daha dayanikli oldugundan bahsedilmistir (28).

Kimi aragtiricilara gore konjenital defektlerin cerrahi rekonstriiksiyonunda (Fetal
doku miihendisligi) AS MKH leri, minimal invaziv bir teknikle elde edilip kiiltiire
edilebilir ve gebelige paralel olacak sekilde istenilen sekilde yonlendirilebilirler (56).
Otolog  hiicresel  bioprotezin, dogumdan hemen sonra uygulanabilecegi
diisiiniilmektedir. Benzer c¢aligmalar, hayvan deneylerinde basarili olmus ve bu
calismalarda komplikasyonsuz bir sekilde ve kolayca fetal doku elde edilebilecegi,
yasamin ileri donemlerinde kullanilmak istendiginde de AS MKH lerinin
dondurulabilecegi belirtilmistir (55,56).

Amniotik s1v1 kokenli KH’ leri kullanan doku miihendisligi uygulamalarinda son
gelismelerden biri, in vitro bobrek organogenezisinin saglanmasidir. Bu g¢alismada,
primordial fare metanefrik bobregi steril durumda laboratuar ortaminda diseke edilmis,
c-kit+, yesil floresan protein (GFP) ve Lac Z geni enfekte edilmis amniotik sivi
hiicreleri ile isleme sokulmus ve 2-10 giin sonra farklilasma i¢in gerekli olan genetik
modifikasyon veya ekzojen bobrek iretimini saglayan proteinlere gerek olmadan,
bobrek dokusunda GFP ve Lac Z ile pozitif boyanma oldugu ve “glial derived
neurotrophic factor” (GDNF), “Zona Occludens-1” (Z0-1) ve “claudin” eksprese ettigi
gbzlemlenmistir (87).

KH temelli tedavide, reflii nefropatisi olan ¢ocuklarin bobrek fonksiyonu tam
olarak bozulmadan 6nce, hasarli bobregin amniotik sivi kokenli KH ler ile tedavisi,
Europian Union KIDSTEM projesinin ana hedefi olarak belirlenmistir (112,113).

Amniotik sivi kokenli MKH ler, rutin amniosentez 6rneklerinden kolaylikla elde edilen
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ve gelecekte, kok hiicre bankalar1 ile hayatin ileri donemlerinde gerekebilecek otolog
hiicre tedavilerinde, allojenik hiicre nakillerinde alicilarla donor hiicreleri arasinda
uyuma gerek kalmadan kullanilabilecek, kok hiicre arastirmalarinda, doku
mihendisliginde, gen tedavisinde ve maternal-fetal tipta uygun araglar olarak
kullanilabilecek bir kaynak olarak degerlendirilmistir (20,25,120,112,113).

Klinik uygulamalarda 6nemli konulardan birisi de, hiicre temelli tedavilerde
kullanilacak hiicrelerin ksenojenik materyal ile temasidir. Kunisaki ve ark., (2007)
calismalarinda, amnion sivisi hiicrelerinin, FDS (Fetal dana serum) ve ABS (AB insan
serumu) ile Uretildiginde, hiicre ¢cogalmalar1 arasinda bir fark olmadigi belirtmistir. FDA
(US Food and Drug administratio Agent) onaymin saglanmasi i¢in, ABS
kullanilmasinin  6neminden bahsetmis ve bdylelikle ksenojenik materyalden
kaynaklanabilecek bakteriyel, viral ve prion patojenlerle kontaminasyon riskinin
ortadan kaldirilabilecegi belirtilmistir (64).

Hiicre tedavilerindeki ilk ¢alismalar, amniotik sivi kokenli kok hiicrelerin, en az
invaziv yolla elde edilmeleri, sayilarinin ve ¢ogalma kapasitelerinin yeterli olmasi,
hiicre naklini takiben red edilmemeleri, konak¢1 dokuya entegre olabilmeleri, in vitro/in
vivo tiimoral doku olusturmamalart ve kontrolsiiz ¢cogalmanin olmamasi 6zellikleri
nedeni ile hiicre tedavisi klinik uygulamalarinda oOnemli bir yer kapsadigini
gostermekte, amniotik sivi kékenli MKH lerin klinik uygulamalardaki {imit vaadeden
onemini agik olarak vurgulamaktadir.

Bilgilerimiz dahilinde iilkemizde fetal kok hiicre ile ilgili yayinlar son derece az
sayidadir (54); amniotik hiicrelerin mezankimal kok hiicre potansiyeli, farklilasma
ozellikleri ve morfolojik yapilanma iliskileri ile ilgili bir arastirma ise heniiz

yaymlanmamagtir.
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4. MATERYAL VE METOD

Calisma, amniotik sivi kokenli hiicrelerden fetal karyotip tayini, kiiltiir
hiicrelerinin morfolojik degerlendirmesi, yiizey antijenik belirte¢ tayini (immiinolojik
degerlendirmesi) ve kok hiicre tanimlamasi, secici (selektif) sub-kiiltiir {iretimi, sub-
kiiltiir hiicrelerinde immmiinfenotipleme ve osteojenik, kondrojenik ve adipojenik

farklilagsmanin gosterilmesi olmak iizere baslica 7 asamada gergeklestirildi (Sekil-17).

| HUCRE KULTURU |

l J POl Karyotip (46,XY) (3.2) .
MORFOLOJIK YAPILARIN
L | 0 PO2 Imminfenotipleme (3.3) DEGERLENDIRILMESI(3.1.3)
— l D PO3 selektif (segici)subkultur (3.4)
| \
| Tripsinizasyon |\
P13a P13b ' & AF
(/B <> FB
55C de Immiinfenotipleme (3.5) Farkhlasma (3.6)

Sekil-17: Materyal-Metodun sematik ¢izimi

3. 1. Amniotik si1vi kokenli kok hiicre izolasyonu ve hiicre kiiltiirii
3. 1. 1. Hiicre Kaynag

Calismada 2. trimester amniotik siv1 hiicreleri kullanildi. Hiicreler 16 ve 19 hafta
arasinda, genetik tani amacl rutin amniosentez yapilan 15 prenatal tani olgusunun
“atik” kiiltiire hiicrelerinden elde edildi. Fetal ultrasonografide malformasyon saptanan
fetiisler ile hemorajik 6zellikteki amniotik sivi hiicreleri ¢alisma disinda birakildi. Etik

kurul onaymi takiben her olgudan goniillii “olur formu” (konsent) alindi [OMU

Rektorliik projeleri, T-393, T-394].
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3. 1. 2.Hiicre Kkiiltiirii

Amniotik sivi ornekleri, 1500 rpmde 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde
edilen hiicre ¢okeltisi 3 ml, 100 U/ml penisilin, 0.1 mg/ml streptomisin ve % 1 L-
Glutamin (Gibco) igeren Bio-AMF-1 (Biological Industries, Kibutz Beit Haemek) ile
siispanse edilip 3 farkli 25 cm® lik tireme kabina (flask) (Nunc, Rochester, MN) ekildi.
Flasklar PO,, PO, ve POs olarak isimlendirildi. 7 giin sonra, yapismayan hiicreler atildi
ve flask ylizeyine yapisan hiicrelere taze besiyeri eklendi. Yapisan hiicreler tam olarak
kiiltiir kabin1 doldurunca, PO, flaski rutin sitogenetik analiz icin (fetal karyotip tayini)
kullanildi1 (105). Atik hiicre durumunda kalan PO, ve PO; flasklar ileri ¢aligmalar igin
kullanildi.

3. 1. 3. Hiicre morfolojisi

Tiim flasklar, 2 haftalik kiiltiir ve sub-kiiltiir siirecinde, morfolojik karakteristik
Ozellikleri agisindan ters (invert) mikroskopta (OLYMPUS CKX41) incelendi ve
goriintli alindi. Koloniler literatiirde benzer calismalar temelinde belirlenmis ve
tanimlanmis 3 hiicre tipi temelinde incelendi: (1). hiicre tipi “amniotik sivi spesifik
hiicre tipi (AF)”, (2). hiicre tipi “fibroblastoid hiicre tipi (FB1, FB2)” ve (3). hiicre tipi
ise “epiteloid hiicre tipi (E)” olarak isimlendirildi (78,37,31,32,33,95).

3. 2. Karyotipleme
PO, hiicreleri konvansiyonel yontemlerle sitogenetik analiz i¢in kullanildi (105).
46,XY normal karyotipe sahip materyal belirlendi ve atik durumda kalan PO, ve POs;

flasklar1 ileri caligmaya alindu.

3. 3. immiinfenotipleme

PO, flaskinda (15 Olgu), yapisan hiicreler flaski doldurunca tripsin/EDTA C 10X
solusyon (Bio. Ind., 03-053-1) ile tripsinize edilip kaldirildi. Fosfat Buffer Salin (PBS)
ile iki kez yikandi. Beklemeden, monokolonal antikorlar (Tablo-XIII) ile boyanan
hiicreler, FACSCalibur (Becton Dickinson, Biosciences) akim sitometri cihazi ile
okundu ve “Cell Quest Software” [Becton Dickinson immiinsitometri sistemi, Mac OS
X 10.3.6 (7R28)] programinda analiz edildi. Otofloresan ve uygun izotipik kontrol

kullanilarak hazirlanan ornekler, negatif kontrol olarak kullanildi. Kadranlar veya
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histogram isaretleyiciler, bu negatif kontrollere gore ayarlandi. Her olgu icin 10 test
tiipii (5 ml “polystyrene round-bottom tube” BD Falcon™) hazirlandi. Tiiplerin
iistlerine olgunun kodu, selektif sub-kiiltiir ise tipi, tlipte kullanilacak antikorun ismi ve
tiip numarasi yazildi (Tablo-XIII).

Tablo-XIII: immiinfenotipleme protokolii

TUP NO ANTIKOR (Becton Dickinson, Biosciences)

1 CD 45 (FITC) / (Bazen CD 14) (PE)

2 Ig Glx (FITC) / IgGlk (PE) (izotipik kontrol)
3 CD 34 (FITC) / CD73 (PE)

4 HLA-DR(FITC) / CD 166 (PE)

5 / CD29 (PE)

6 / CD44 (PE)

7 / CD90 (PE)

8 / CD49e (PE)

9 HLA-ABC (FITC) /

10 Otofloresan kontrol (amnion hiicreleri, higbir monoklonal antikor ile
boyanmadan ayni islemlerden gegirildi)

“Fluorescein  isothiocyanate” (FITC), “Phycoerythrin” (PE), “Cluster of
Differantiation” (CD), Immiinglobulin G1-kappa (Ig G1x)

Tiiplere, hiicre konsantrasyonu 1x10%/ml olacak sekilde 100” er pl amniotik sivi
ornekleri kondu. Uzerine uygun titrasyonlarda (5-10 pl aras1) monoklonal antikorlar
konularak vortekslendi. 15 dk, 4° C de ve karanlikta inkiibe edildi. Uzerine 1 ml ytkama
solusyonu (PBS+ % 0,1 Na azid) eklenerek, 1400 rpm de 5 dk santriflij edildi.
Supernatant atildi. Hiicre ¢okeltisine tekrar 0.5 ml yikama solusyonu eklenerek,
FACSCalibur (Becton Dickinson, Biosciences) akim sitometri cihaz1 ile okundu ve
“Cell Quest Software” [Becton Dickinson immiinsitometri sistem, Mac OS X 10.3.6

(7R28)] programinda analiz edildi.
3. 4. Segcici (Selektif) Sub-kiiltiir (SSC)

PO0s flaskinda yapisan hiicre kolonileri, morfolojik olarak (OLYMPUS CKX41)

giinliik izlendi. Sub-kiiltiir i¢in mekanik kazima metodu kullanildi (BD Falcon™ cell
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scraper). Heterojen koloniler arasindan tek bir hiicre tipine (FB/AF) sahip koloniyi ayr1
ayri lretmek i¢in, diger hiicre tiplerine ait koloniler mekanik olarak kazindi. Se¢ilmis
kalict koloniler flaski doldurunca, sub-kiiltiir yapilan flask, tripsi/EDTA C 10X
solusyon (Bio. Ind., 03-053-1) ile tripsinize edilip iki ayr flaskta ¢ogaltildi ve ¢ogaltilan
flasklardan biri hiicre ylizey antijeni tayini ic¢in kullanilirken (immiinfenotipleme),

digeri farklilasma calismalarin1 saglamak i¢in kiiltiir devami yapilmak iizere kullanildi.

3. 5. Segici (Selektif) Sub-kiiltiir (SSC) de Immiinfenotipleme
Secici sub-kiiltiir yapilan flasklardan (P1s,) (10 Olgu) elde edilen hiicreler,
yukarida deginilen yontemle (bkz. Bolim, 3. 3) immiinfenotipik olarak yeniden

degerlendirildi.

3. 6. Farklilasma
3. 6. 1. Farklilasma protokolii

Mezankimal kok hiicrelerin adipojenik, osteojenik, kondrojenik farklilagsma
potansiyellerini gostermek igin 6zel uyarici maddeler iceren besiyerleri kullanildi.
Farklilasma potansiyelleri, karakteristik morfolojik yapilariyla ve histokimyasal

boyanma 6zellikleriyle degerlendirildi.

3. 6. 1. 1. Osteojenik farklilasma

Osteojenik farklilagma ¢aligmalarinda, in vitro kiiltiir ortaminda cogaltilan
hiicreler, yontem olarak Pittenger ve ark., (1999) nin literatiir bilgileri dogrultusunda
calisild1 (89). Tripsinize edilmis hiicreler, yaklasik 1 hafta kiiltiir asamasindan sonra
osteojenik besiyeri ile [% 10 Fetal dana serum (FDS) (Euroclone Ltd. UK),
dekzametazon (100 nM, Sigma, USA), beta gliserofosfat (10 mM, Sigma, USA) ve
askorbik asit (0,2 mM, Sigma, USA) iceren DMEM-LG (Euroclone Ltd. UK)] isleme
tabi tutuldu. 21 giin boyunca her 3-4 giinde bir besiyeri tazelendi. 21. giiniin sonunda,
ekstraseliiler matriks kalsifikasyonunun bir delili olan kalsiyum birikimi makroskopik
olarakta gbzlenen beyaz madde birikimi seklinde gozlendi ve farklilasan hiicreler,
literatiirde benzer caligmalarda deginildigi sekilde “Alizarin Red-S” ile boyanarak
belirlendi (98,47,89,107,92,48,120,8,20,18).
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3. 6. 1. 2. Adipojenik farklilasma

Adipojenik farklilasma calismalarinda, in vitro kiltiir ortaminda g¢ogaltilan
hiicreler, yontem olarak Pittenger ve ark., (1999) nin literatiir bilgileri dogrultusunda
calisildl (89). Tripsinize edilmis hiicreler, flask tam doluncaya kadar beklenildi. Sonra,
adipojenik besiyeri [% 10 FDS (Euroclone Ltd. UK), dekzametazon (1 uM, Sigma,
USA), indometazin (60 uM, Sigma, USA), 3-isobutil-I-metilksantin (IBMX) (500 uM,
Sigma, USA) ve insulin (5 pg/ml, Sigma, USA) iceren DMEM-LG (Euroclone Ltd.
UK)] ile 3-4 giinde bir besiyeri tazelendi ve 21. glinde adipojenik farklilasma varligini
gosterebilmek icin, “Oil-Red O” ile boyandi (99,89,17,9,102,47,121,134,106,121,20,8,
48,92).

3. 6. 1. 3. Kondrojenik farkhilasma

Kondrojenik farklilasma ¢alismalarinda, yontem olarak Pittenger ve ark., (1999)
nin literatiir bilgileri dogrultusunda calisildi (89). Tripsinize edilmis hiicreler, 2 ayr1 15-
ml polipropilen santrifiij tiipii ierisine (2.5x10° hiicre) konulup 1000 rpm da 5 dakika
santrifiij edildi ve pelet formatina getirildi. Pelet 37 °C de % 5 CO, de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin kondrojenik besiyeri [dekzametazon (100 nM, Sigma,
USA), TGF-B3 (10 ng/ml, Peprotech, USA), askorbik asit (50 pg/ml, Sigma, USA),
ITS+Premix (50 mg/ml 500 B&D Biosciences) iceren DMEM-HG (Euroclone Ltd.
UK)] ile isleme tabi tutuldu ve 21 giin boyunca her 3-4 giinde bir besiyeri tazelendi. 21.
giiniin sonunda, peletten 5 pm kalinliginda “frozen” kesitler alindi ve preparatlar,

“Alcian Blue” ve “Hematoksilen Eosin” ile boyandi (71,92,59).

3. 6. 2. Histokimyasal Boyama
3. 6. 2. 1. Oil-Red O ve Alizarin Red-S Boyama:

“Oil-Red O” ve “Alizarin Red-S” ile histokimyasal boyama, Pittenger ve ark.,
(1999) ve In ‘t Anker ve ark., (2003) nin ¢calismalarinda belirtildigi gibi yapildi (89,47).
Tiim kuyucuklardaki (CELLSTAR, Greiner bio-one, TC-Plate 12 well) besiyerleri
bosaltildi ve 1 ml PBS ile yikandi. Sonra, tiim kuyucuklara 1 ml formol konulup 10
dakika beklendi. Siire sonunda, formol bosaltilip, osteojenik farklilagsma besiyeri ile
isleme tabi tutulmus kuyucuklara 1 ml “Alizarin Red S (Sigma, USA)”, adipojenik

farklilagma besiyeri ile igleme tabi tutulmus kuyucuklara ise 1 ml “Oil Red O (Sigma-
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Aldrich, USA)” boyasi konuldu. Kontrol kuyucuklarindan 1 tanesi Oil Red O ile digeri
de Alizarin Red S ile boyandi. 15 dakika sonra, tiim kuyucuklar 3 kez distile su ile
yikandi. Kuyucuklarin kurutulmasindan sonra mikroskopta (Olympus CKX41) 10x 100

biiylitmede farklilagsma varlig1 incelendi.
3. 6. 2. 2. “Alcian Blue” ve “Hematoksilen Eosin” ile Boyama:
Patolojide, yar1 otomatik doner kollu mikrotomda (RM2125RT Leica) 5 um lik

kesit alinan kikirdak hiicre lamlar1 agagidaki sekilde boyandi (71,44).

3.6.2.2.1. Alcian Blue (pH:1) Boyama:

» Ksilen 2 dak-2 dak
> % 100 Alkol 2 dak-2 dak
» % 95 Alkol 2 dak-2 dak
» % 80 Alkol 2 dak-2 dak
» Distile su 2 dak-2 dak
» Alcian Blue (Sigma, USA) 30 dak.

* ] gr Alcian Blue

= 100 ml 0,1 N Hidroklorik asit (HCI)
> Su 2 dak
> % 80 Alkol 2 dak-2 dak
» % 95 Alkol 2 dak-2 dak
» % 100 Alkol 2 dak-2 dak
» Ksilen 2 dak-2 dak

Tamamen kurutulan lamlar lizerine 2 damla ksilen damlatilarak tizerine lamel

kapatilip 151k mikroskopunda incelendi (71).

3. 6. 2. 2.2. Mayer’ in Hematoksilen Eosin Boyama

0 Ksilen 2 dak-2 dak
0 % 100 Alkol 2 dak-2 dak
0 % 95 Alkol 2 dak-2 dak
0 % 80 Alkol 2 dak-2 dak
0 Distile su 2 dak-2 dak

61



0 4dk Hematoksilen
. 2 gr Hematoksilen
= 100gr Amonyum-alimunyum siilfat
. 2 gr Sitrik asit
= (0.4gr Sodyum iyodat
= 100 gr Kloral hidrat
= 2litre Distile su
2dk Su
2 dk Amonyakl1 su (1 It su+1 ml amonyak)
2 dk Su
2 dk Alkol
2 dk Eosin

O O O O O

. 6 gr Eosin

= 450 ml Distile su

= 1050 ml Alkol

. 60 ml GAA (% 1 asetik asit, % 70 alkol)
0 2 dk Alkol serisi

= 95 80 Alkol 2 dak-2 dak
= 995 Alkol 2 dak-2 dak
= 9% 100 Alkol 2 dak-2 dak

Ksilen 2-4-6 dk ve entellan ile kapatma (44).
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4. BULGULAR

4. 1. Amniotik s1v1 kokenli hiicre izolasyonu ve hiicre Kiiltiirii
4. 1. 1. Hiicre Kaynag

Hiicre kaynagi olarak calismaya 15 amniosentez olgusu dahil edildi. Gebelik
haftas1 16™ ve 19™ hafta arasinda, anne yast ise 24 ve 44 yas arasinda degismekte idi

(Tablo-XIV).

Tablo-XIV: Amniosentez Olgular:

KOD YAS | GEBELIK
HAFTASI

001 43 17

002 38 187

003 37 19

004 30 17°¢

005 37 19"

006 32 18

007 24 1876

008 30 17

009 44 16"

010 37 187

011 26 177

012 32 19"

013 31 197

014 39 187

015 41 17"

15 prenatal tani1 endikasyonu olan gebelikten amniosentez yolu ile elde edilen
hiicrelerin tiimiinde kiiltiir islemleri, immiinfenotipleme ve farklilasma islemleri

onceden planlandig1 sekilde yiiriitiildii ve degerlendirildi (Sekil-17).
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4. 1. 2. Hiicre kiiltiirii ve hiicre morfolojisi
Steril kosullarda laboratuarimiza ulastirilan amnion sivisindan 3 ayri flaska
ekilen hiicreler, farkli olgunlukta (gen¢ ve yasli) amniositlerden olugsmakta idi (Sekil-

18);

Yagh amniosit

Sekil-18 : Amnion sivi hiicrelerinin kiiltiirdeki ilk giin goriiniimii (OLYMPUS
CKX41, 10X)

Ik hiicre yapismalari, primer amniotik sivi hiicre kiiltiiriiniin ilk 24-48 saati
icinde (Sekil-19) gozlendi. Kiiltiirlerimizde amnion hiicreleri, kiiltiir kabi plastik
yiizeylerine, flasklarin % 20 sinde ilk 24 saatte yapismis (13/66), 48 saatte flasklarin %
36 sinda (24/66), 72 saatte ise % 82 sinde (54/66) yapisma saglanmistir; geriye
kalanlarda ise ilk hiicre yapismalari 4. giinde izlenmistir. Ilk koloniler 3-5. giin olusmus
(Sekil-20, 21, 22), 8-11. gilinlerde hiicre yogunlugu kiltiir kabmin 2/3 {inii
doldurmustur. (bkz. B6liim, 4.6.3, istatistiksel analizler)

Sekil-19 : Kiiltiir, ilk 24-48 saat, ilk hiicre yapismalar1 (OLYMPUS CKX41, 10X)
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Sekil-20 : Ilk 3-5 giin, FB2 tipi hiicre yapismalar1 ( ilk koloniler) (OLYMPUS
CKX41, 4X)

Sekil-21 : 1lk 3-5 giin AF-tipi hiicre yapismalan (ilk koloniler) (OLYMPUS
CKX41, 4X)

Sekil-22: i1k 3-5 giin epiteloid tipte hiicre yapismalar (ilk koloniler) (OLYMPUS
CKX41, 4X)
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2 haftalik izlem siirecinde koloniler 3  hiicre tipinde gdzlendi
(78,37,31,32,33,95). (1) Amniotik siv1 spesifik hiicre tipi (AF), (2) Fibroblastoid hiicre
tipi (FB1, FB2) ve (3) Epiteloid hiicre tipi (E).

Fibroblastoid-tip hiicreler birbirine paralel ig seklinde hiicrelerdi; FBI
hiicrelerinin uzun ve ince yapisi, FB2 hiicrelerine gore daha homojen idi (Sekil-24). AF-
tip hiicreler siki1 baglantili olmayan, yuvarlak sekilli ve poligonal hiicreler (Sekil-21),
epiteloid-tip hiicreler oldukca ise sik1 baglantili, kiiciik koloniler olusturan, yuvarlak ve
keskin kenarli, adams1 morfolojiye sahip hiicrelerdi (Sekil-22).

Kiiltlirtin baglangi¢c asamasinda, heterojen bir hiicre populasyonu mevcuttu:
fibroblastoid (Sekil-20,23,24), AF-tip (Sekil-21,23,24) ve epiteloid hiicre tipleri birlikte
idi (Sekil-22,23,24).

Sekil-23 : Amnion hiicre kiiltiiriinde bulunan hiicre tipleri (OLYMPUS CKX41,
10X)

AF-tip hiicreler biitiin kiiltiir islemi siirecinde gozlendi; E-tipi hiicreler kisa stire
sonra onemli Slgiide azaldi. FB1-tipi hiicreler ise, kiiltiir islemi siirecinde goreceli olarak

gec donemde, ortalama 10 giinde ortaya ¢ikt1 (bkz. Boliim, 4.6.3, istatistiksel analizler).
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Sekil-24 : Amnion hiicre kiiltiiriinde bulunan hiicre tipleri (OLYMPUS CKX41, 10X)

4. 2. Karyotipleme

Calismaya alian tiim olgularda, primer hiicre kiiltiiriinde (P0;) fetal sitogenetik

analiz sonucu normal 46,XY olarak belirlendi (Sekil-25).
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Sekil-25 : Primer hiicre kiiltiiriinde (P0;) fetal sitogenetik analiz
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4. 3. Immiinfenotipleme

Primer hiicre kiiltliriiniin 15-18. giinlerinde (P0,), 15 olguda akim sitometri
cihazi ile hiicre yiizey antijen ekspresyonu calisildi. immunfenotiplemede (IF), CD90,
CD73, CD166, CD4%¢, CD44, CD29, HLA-ABC pozitif, CD34, CD45, HLA-DR
negatif saptandi (Tablo-XV, XVI).

Tablo-XV: Primer hiicre Kiiltiiriine ait immiinfenotipik ozellikler

CD’ ler EKSPRESYON
CD 90 +
CD 73 +
CD 166 +
CD 49¢ +
CD 44 +
CD 29 +

HLA-ABC +

CD 34 -

CD 45 -
HLA-DR -
CD 14 -

Tim olgularin “Dot-plot” (Sekil-26) ve “histogram grafikleri” (Sekil-27)
cikarildi.

10 olguda ayrica CD14 antikoru ile hiicre yiizey antijeni bakildi ve negatif
bulundu (Tablo-XVI).
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Tablo-XVI: Primer hiicre kiiltiirii (P0;) “Dot-plot” IF sonuclari

Olgu Kodu CD73 | CD90 | CD166 CD49e CD44 | CD29 HLA-ABC
001 96.85 | 94.06 | 99.52 99.01 99.73 100 99.82
002 99.60 | 93.57 | 99.62 98.29 99.58 | 100 99.79
003 99.55 | 84.95 | 99.64 99.21 99.80 | 100 100
004 96.30 | 84.18 | 99.18 98.62 100 100 99.85
005 98.51 | 89.34 | 99.76 98.20 99.95 100 99.87
006 97.63 | 87.43 | 99.77 99.61 100 100 100
007 89.77 | 82.44 | 93.13 87.74 97.69 | 99.30 97.84
008 100 - 98.15 98.07 99.87 | 99.94 99.95
009 98.68 | 90.73 | 97.30 94.28 96.82 | 99.93 99.94
010 99.16 | 83.00 | 98.89 97.21 99.76 | 99.91 98.89
011 98.43 | 96.97 | 88.08 96.11 98.66 | 100 99.08
012 8593 | 37.09 | 90.65 75.93 99.21 | 98.26 97.47
013 84.97 | 80.56 | 46.66 63.41 96.76 | 98.45 80.95
014 93.36 | 78.86 | 90.53 62.73 98.75 | 99.68 92.76
015 99.38 | 90.04 | 94.78 89.73 98.53 | 99.94 98.14
Ortalama 95,87 | 83,80 | 93,04 90,54 99,01 | 99,69 97,62
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Sekil-26 : Primer hiicre kiiltiiriine (P0;) ait 6rnek Dot-Plot (Olgu No.: 9)
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Sekil-27 : Primer hiicre Kiiltiiriine (P0;) ait 6rnek Histogram Grafigi (Olgu
No.: 15)

4. 4. Secici (Selektif) Sub-kiiltiir (SSC)

P0O; flaskindaki, yapisan hiicreler her giin takip edilip tek bir hiicre (FB2/AF)
kolonisine 6zgii olacak sekilde mekanik olarak kazindi ve segici sub-kiiltiirler
olusturuldu (BD Falcon™ cell scraper). E-tipi hiicreler, kiiltiirde hizla kayboldugu icin
calismaya alimamadi. Kimi kiiltiirlerde ise mekanik kazima basarilamadi. Sonucta,

toplam 10 olguya segici sub-kiiltiir yapilabildi (Tablo-XVII).
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Tablo-XVII : SSC yapilan kiiltiirlere ait bilgiler

OLGU KODU SECICi (SELEKTIF)

SUB-KULTUR (SSC)
001 AF
006 AF
008 FB2
009 FB2
010 AF
011 FB2
012 FB2
013 AF
014 FB2
015 FB2

10 olgudan 4’ iine AF-tip (Sekil-28)., 6’ sina ise FB2-tip (Sekil-29) selektif sub-
kiltlir yapilabildi.

Sekil-28: AF kaynakh selektif sub-kiiltiire ait goriintii (Olympus CKX41, 10X)
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Sekil-29: FB2 kaynakh selektif sub-kiiltiire ait goriintii (Olympus CKX41, 10X)

Kiiltiir flaski tiime yakin doldugunda, sub-kiiltiir yapilan flask, tripsin/EDTA C
10X solusyon (Bio. Ind., 03-053-1) ile tripsinize edilip iki ayr flaskta ¢ogaltild1 (Sekil-
30,31).

Sekil-30: AF kaynakh selektif sub-Kkiiltiirlerin tripsinizasyon sonrasi goriintiileri

(Olympus CKX41, 10X)
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Sekil 31 : FB2 kaynakh selektif sub-Kkiiltiirlerin tripsinizasyon sonrasi goriintiisii

(Olympus CKX41, 10X)

FB2 ve AF kaynakli selektif subkiiltiirler tripsinizasyon isleminden sonra
morfolojik o6zelliklerini korudu (Sekil-30,31). AF kaynakli selektif subkiiltiirlerde
“embriyoid body” benzeri sferoid yapilanmalar gozlendi (Sekil-31). FB2 kaynakli
selektif sub-kiiltiirler 3. pasaj sonrasinda kiiltiir devamliligin1 saglarken, AF kaynakli
selektif sub-kiiltiirler ayn1 siirede dejenere oldu (Sekil-32).

Sekil-32: AF kaynakh selektif subkiiltiirler dejenere oldu (Olympus CKX41,10X)




4. 5. Secici (Selektif) Sub-kiiltiir (SSC) Immiinfenotipleme

P1;, flaskinda selektif sub-kiiltiir yapilan 10 olguda, immunofenotipik olarak,
CD90, CD73, CD166, CD49e, CD44, CD29, HLA-ABC pozitif, CD34, CD45, HLA-
DR negatif saptandi (Tablo-XVIII, XIX).

Tablo-XVIII: Selektif sub-kiiltiir yapilan hiicrelere ait immiinfenotipik ozellikler.
CD’ ler EKSPRESYON
CD 90 +
CD 73
CD 166
CD 49¢
CD 44
CD 29
HLA-ABC
CD 34 -
CD 45 -
HLA-DR -
CD 14 -

o+ | ] |+

3 olguda CD 14 antikoru ile hiicre yilizey antijeni bakildi ve negatif bulundu
(Tablo-XVIII). Tiim olgularin “Dot-plot” (Sekil-33) ve “histogram grafikleri ¢ikarildi
(Sekil-34).

Tablo-XIX : SSC “Dot-Plot” IF sonuclari:

Olgu Kodu | SSC | CD73 | CD90 | CD166 | CD49¢ | CD44 | CD29 | HLA-ABC
001 AF ]96.64 | 29.80 | 98.14 | 96.64 | 99.44 | 99.73 | 98.06
006 AF | 9830 | 26.05 | 99.20 | 98.92 | 99.98 | 100 99.67
008 FB2 | 99.84 | 98.89 | 98.48 | 99.53 | 98.84 | 100 98.20
009 FB2 | 99.77 | 9237 | 97.58 | 94.84 | 98.06 | 99.97 | 99.93
010 AF ]99.52 | 33.51 [ 99.59 | 96.60 | 99.86 | 99.95 | 99.93
011 FB2 | 99.70 | 90.28 | 9591 | 99.07 | 95.58 | 99.96 | 98.42
012 FB2 | 98.92 | 89.41 | 9520 | 84.54 | 99.24 | 99.81 | 87.38
013 AF 19959 | 7620 | 99.17 | 9451 | 99.90 | 99.68 | 98.84
014 FB2 | 99.81 | 75.62 | 98.11 | 91.74 | 99.53 | 99.99 | 99.25
015 FB2 | 9528 | 87.53 [ 96.70 | 91.97 | 98.44 | 99.82 | 97.35
Ortalama 98.73 | 69.96 | 97.80 | 94.83 | 98.88 | 99.89 | 97.70
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Sekil-33: SSC Kkiiltiire ait 6rnek Dot —plot (Olgu No.:9)
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Sekil-34: SSC Kkiiltiire ait 6rnek Histogram grafigi (Olgu No.:9)
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Sonugta, tiim primer hiicre kiiltiirleri (PO) ve Pls, selektif sub-kiiltiirler,
immunofenotipik olarak benzer sekilde, CD90, CD73, CD166, CD49¢, CD44, CD29,
HLA-ABC pozitif, CD34, CD45, HLA-DR, CD14 negatifti.

4. 6. Farkhilasma
4.6.1. Adipojenik ve Osteojenik farkhilasma

Toplam 8 olguda, FB2 kaynakli selektif subkiiltiir yapilabildi. 4 olguda pasaj 2’
de, 3 olguda pasaj 3’ te ve 1 olguda da pasaj 4’ te iken farklilagma c¢aligmalar1 baslatildi
(Tablo-XX).

Tim FB2 kaynakli selektif subkiiltiir yapilan olgularda, osteojenik besiyeri ile
farklilasma calismasi baglatilan kuyucuklarda, makroskopik olarakta gozlenen,
kalsiyum birikimini igaret eden beyaz renkte madde birikimi gozlendi (Sekil-35) (47,
120,121,4,89,50,59,8,18,20,134), birbirinden farkli pasajlardaki tim olgularda
osteojenik  farklilasma saptand1 (Sekil-35,36), ancak adipojenik farklilagsma
islemlerinde, intrastoplazmik lipid birikimi gosterilemedi, adipojenik farklilasma tespit
edilmedi (Sekil-37).

AF kaynakli selektif subkiiltiir bagaltilan toplam 5 olguda hiicrelerin erken
dejenere oldugu gozlendi. Heterojen karakterde 1 olgu, pasaj 1 de calismaya alindi;

osteojenik farklilagma saptanirken adipojenik farklilasma gézlenmedi.

ADIPOJENIK
KONTROL

OSTEOJENIK
KONTROL

ADIPOJENIK OSTEOJENIK
FARKLILASMA FARKLILASMA

Sekil-35 : Osteojenik farkhilasmanin makroskobik izlenmesi.
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Osteojenik Farkhilasma (Alizarin Red-S boyama)
Osteojenik farklilasma (POZITIF) Kontrol (NEGATIF)

(Olympus CKX41, 40X) (Orijinal biiyiikliigiin %22 si)
Sekil-36: Alizarin Red-S ile boyama goriintiileri

Adipojenik Farklilasma (Oil Red-O boyama)
Adipojenik farklilasma (NEGATIF) Kontrol (NEGATIF)

(Olympus CKX41,40X) (Orijinal biiylikligiin %21 1)
Sekil-37: Oil Red-O ile boyama goriintiileri
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Tablo-XX : Adipojenik ve osteojenik farklilasmanin 6zeti

Olgu | Farklilasma SSC Pasaj Adipojenik Osteojenik
Kodu | Kodu farklilasma farklilasma
011 | OS-1 FB2 P2 Gozlenmedi POZITIF
011 | OS-1 FB2 P4 Gozlenmedi POZITIF
012 | 0S-2 FB2 P2 Gozlenmedi POZITIF
016 | 0S-3 Heterojen P1 Gozlenmedi POZITIF
08 0S-4 FB2 P3 Gozlenmedi POZITIF
009 | O0S-5 FB2 P2 Gozlenmedi POZITIF
009 | OS-5 FB2 P3 Gézlenmedi POZITIF
010 | OS-6 AF P2 Hiicre cogalmadi.

Calisma yapilamada.
010 0S-6 AF P4 Hiicre ¢ogalmadi.

Caligma yapilamadi.
013 | OS-7 AF P4 Hiicre ¢cogalmadi.

Calisma yapilamada.
013 | 0S-7 FB2 P2 Gézlenmedi POZITIF
006 | OS-8 AF P3 Hiicre ¢cogalmadi.

Calisma yapilamada.
014 0S-9 AF P2 Hiicre ¢gogalmadi.

Caligma yapilamadi.
014 | 0S-9 FB2 P3 Gozlenmedi POZITIF

4. 6. 2. Kondrojenik farkhilasma

Toplam 11 olguda, Alcian Blue ve Hematoksilen/Eosin ile kikirdak benzeri

farklilagsma saptand1 (Sekil-38,39). Olgularin 8 ’1 FB2 kaynakli selektif sub-kiiltiir, 2” si

AF kaynakli selektif sub-kiiltiir ve 1° i de heterojen karakterde idi (Tablo-XXI).
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Tablo-XXI : Kondrojenik farkhilagsma ¢calismalarinin 6zeti

Farklilasma kodu Olgu Kodu | SSC Kikirdak Farklilagmasi
08-1,1 011 FB2 Pozitif
0s-1,2 011 FB2 Pozitif
0S-2 012 FB2 Pozitif
0S-3 016 HETEROIJEN | Pozitif
0S-4 008 FB2 Pozitif
0S-5 009 FB2 Pozitif
0s-6 010 AF Pozitif
0S-7 013 AF Pozitif
0S-8 015 FB2 Pozitif
0s-9 014 FB2 Pozitif
0S-10 010 FB2 Pozitif

Alcian Blue ile bovama

Kondrojenik kontrol (NEGATIF) (OlympusBX51,100X) (Orijinal biiyiikligiin %35 i)

79



Kondrosit
Benzeri Hiicre

Kondrojenik farklilasma (POZITIF)(OlympusBX51, 100X)(Orijinal biiyiikliigiin %35 i)

Sekil-38: Alcian Blue ile boyama goriintiileri

Hematoksilen/Eosin ile boyama

Kondrojenik Kontrol (NEGATIF) (OlympusBX51,100X) (Orijinal biiyiikliigiin %35 i)
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Kondrosit
benzeri hiicre

Kondrosit-benzeri Farklilasma (POZITIF) (OlympusBX51, 100X) (Orijinal biiyiikliigiin
%35 i)

Sekil-39: Hematoksilen/Eosin ile boyama goriintiileri
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4. 6. 3. istatistik analizler

Primer hiicre kiiltiirlerinde, morfolojik degerlendirme, “tanimlayici istatistik” ve
“yiizde” olarak ifade edildi.

Tablolarda (Tablo-XXII) primer hiicre kiiltiirlerinde, ilk hiicre yapismalarinin
ortaya ¢ikma gilinlerine gore siklik ve ylizde degerleri, minumum ve maksimum
degerleri, ortalama + standart sapma degerleri verilmistir. Ortaya ¢ikma giinlerine gore

siklik grafigi ¢ikarilmistir (Sekil-41,42).

Tablo-XXII: Primer hiicre kiiltiirlerinde, ilk hiicre yapismalarimin ortaya c¢cikma
giinlerine gore siklik ve yiizde degerleri

Gin Glinlere gore yapigma olan flask sayisi Yiizde
(Siklik) (%)

1,00 13 19,7
2,00 11 16,7
3,00 30 45,5

> 3 giin 12 18,2
Total 66 100,0
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Sekil-41: Primer hiicre Kiiltiirlerinde, ilk hiicre yapismalarimin ortaya c¢ikma
giinlerine gore sikhik grafigi
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Sekil-42: Primer hiicre Kkiiltiirlerinde, ilk hiicre yapismalarimn ilk 3 giin ve 3

giinden sonra ortaya ¢cikma giinlerine gore sikhik grafigi

Tablolarda (Tablo-XXIIL, XIV) primer hiicre kiiltiirlerinde, ilk kolonilerin ortaya
cikma giinlerine gore siklik ve yiizde degerleri, minumum ve maksimum degerleri,
ortalama =+ standart sapma degerleri verilmistir. Ortaya ¢ikma giinlerine gore siklik

grafigi ¢ikarilmistir (Sekil-43).

Tablo-XXIII: Primer hiicre Kiiltiirlerinde, ilk kolonilerin ortaya cikma giinleri
yiizde degerleri

Giin  Giinlere gore koloni gozlenen flask sayis1  Yiizde Kiimiilatif yiizde
(Siklik) (%) (%)

2,00 5 7,6 7,6

3,00 41 62,1 69,7

4,00 15 22,7 92,4

5,00 5 7,6 100,0

Total 66 100,0
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Tablo-XXIV : Primer hiicre kiiltiirlerinde, ilk kolonilerin ortaya ¢ikma minumum
ve maksimum degerleri, ortalama + standart sapma degerleri

Tanimlayict N Minimum  Maksimum Ortalama Std.sapma
istatistik Glin gilin

KOLONI 66 2,00 5,00 3,3030 0,7226

a0

40

30 -

20 -

10 o

Ginlere gore keleni gozlenen flask sayisi

2,00 3,00 4,00

Ilk kolonilerin ortaya gikma giinleri
Sekil-43: Primer hiicre kiiltiirlerinde, ilk kolonilerin ortaya ¢ikma giinlerine

gore siklik grafigi

Tablolarda (Tablo-XXV,XXVI) primer hiicre kiiltiirlerinde, FB-Tipl ilk
yapismalarin ortaya ¢ikma giinlerinin siklik ve yiizdeleri, ortalama + standart sapma ile
birlikte minimum ve maksimum degerleri verilmistir. Ortaya ¢ikma glinlerine gore

siklik grafigi ¢ikarilmistir (Sekil-44).

Tablo-XXV: Primer hiicre Kkiiltiirlerinde, FB-Tip1 ilk yapismalarin ortalama +

standart sapma, minimum ve maksimum degerleri

Tanimlayici istatistik N~ Minimum Giin MaksimumGiin  Ortalama Std. sapma
FB-Tipl 41 6,00 14,00 10,1951 2,1473
ilk yapigmalar
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Tablo-XXVI: Primer hiicre kiiltiirlerinde, FB-Tip1 ilk yapismalarin ortaya ¢ikma
giinlerine gore sikhigi

Giinlere gore FB-1 yapismalarin ortaya ¢ikma

Gilin giinlerine gore flask sayist Yiizde (%)
(Siklik )
6,00 1 2.4
7,00 5 12,2
8,00 5 12,2
10,00 14 34,1
11,00 6 14,6
12,00 1 2,4
13,00 7 17,1
14,00 2 4,9
Total 41 100,0
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Sekil-44: Primer hiicre kiiltiirlerinde, FB-Tip1 ilk yapismalarin ortaya ¢ikma

giinlerine gore sikhik grafigi

Immiinfenotiplemesi yapilan primer kiiltiir hiicrelerine (Po) ve AF/FB2 segici
sub-kiiltiirlere ait ylizey belirteglerin verilerinin dnce normallik analizleri yapilmists;
normal dagilim gosterilemediginden, parametrik olmayan istatistik Kruskal-Wallis
yontemi ile 3 grup (PO/AF/FB) karsilastirilmasi yapildi.

Sadece CD90 yiizey antijeni ile ilgili anlaml fark gozlendi; diger belirteclerde

ise fark yoktu. Daha sonra, CD90’ a ait verilere Dunn’s testi ile ikiserli grup
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karsilastirmalar1 (PO/AF, PO/FB, AF/FB) yapildi. P <0,05, 6nemlilik diizeyi olarak

kabul edildi.

Tablolarda (Tablo-XXVII, XXVIII) ortalama + standart sapma ile birlikte

minimum ve maksimum degerler verildi.

Tablo-XXVII: Primer hiicre kiiltiirlerinde, yiizey antijenik belirteclerin ortalama
+ standart sapma, minimum ve maksimum degerleri

Primer hiicre N |Minimum| Maksimum Ortalama Std. sapma
kiiltiirleri (%) (%) (%)
CD34 15 ,06 17,98 6,3433 7,1896
CD45 15 ,04 20,46 7,9427 7,4703
CD73 15 84,97 100,00 95,8747 5,0316
CD90 14 37,09 96,97 83,8014 14,4799
CD166 15 46,66 99,77 93,0440 13,4330
CD49 15 62,73 99,61 90,5433 12,7917
CD44 15 96,76 100,00 99,0073 1,1236
CD29 15 98,26 100,00 99,6940 ,5756
HLADR 15 ,06 19,23 5,9740 6,9881
HLAABC 15 80,95 100,00 97,6233 4,9808
CD14 10 ,70 20,34 9,3580 6,6601
Valid N (listwise) 10

Tablo-XXVIII: Selektif sub-kiiltiirlerde, yiizey antijenik belirteclerin ortalama +
standart sapma, minimum ve maksimum degerleri

Selektif N Minimum | Maksimum |Ortalama Std. Sapma
sub-kiiltiir (%) (%) (%)
CD34 10 ,09 2,80 ,5860 ,8248
CD45 10 ,20 3,35 1,3370 1,1336
CD73 10 95,28 99,84 98,7370 1,5732
CD90 10 26,05 98,89 69,9660 28,6348
CD166 10 95,20 99,59 97,8080 1,4646
CD49 10 84,54 99,53 94,8360 4,5573
CD44 10 95,58 99,98 98,8870 1,3264
CD29 10 99,68 100,00 99,8910 ,1202
HLADR 10 ,09 1,93 ,5850 ,6543
HLAABC 10 87,38 99,93 97,7030 3,7275
CD14 3 ,04 ,70 4367 ,3496
Valid N 3
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Tablo-XXIX: CD90 belirtecinin Kruskal-Wallis ve Dunn’ s testi sonuclari

Gruplar n  Ortalama (%) PO AF FB
PO 14 86,19 1,00000  0,00794 0,46449
AF 4 31,66 0,00794  1,00000 0,00392
FB 6 89,85 0,46449  0,00392 1,00000

AF (n=4) ve FB2 (n=06) tipi secici sub-kiiltlirlerde eksprese olan belirteclerin
kantitatif diizeyi, primer kiiltlir hiicreleri (n=15) ile karsilastirildiginda, kimi yiizey
antijen diizeylerinin FB secici alt-kiiltiirlerinde daha yiiksek oldugu gozlendi ancak fark
anlamh degildi (p >0,05). Istatistiksel olarak, sadece CD90 belirtecinde, AF-SSC de
anlamh fark gozlendi [ PO ve AF-SSC (p <0,05; p:0,008); AF-SSC ve FB-SSC (p
<0,05; p:0,04); PO ve FB-SSC (p >0,05; p:0,46)]. CD90 belirte¢cinin AF-SSC de, FB2-
SSC ve primer kiiltiir hiicrelerine gore daha diisiik diizeyde eksprese oldugu gozlendi

(ortalama % 31,66).
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S.TARTISMA

Fetal mezankimal kok hiicreler (MKH) lerle ilgili ilk ¢alismalar 2000 li yillarda
yapilmis ve fetal dokularin pek ¢ogundan (kan, karaciger ve kemik iligi) MKH izole
edilebilecegi gosterilmistir (9). Aymi tarihlerde prenatal tamida (PNT) rutin olarak
kullanilan amniotik sivi (AS) kokenli hiicrelerin, doku miihendisligi yaklasimlarinda
kullanilabilecegi fikrine dikkatler c¢ekilmis ve AS hiicrelerinin perinatal doénemde
konjenital anomalilerin cerrahi tamirinde kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (56).

Izleyen ¢alismalarla, AS hiicrelerinin, kok hiicre ¢alismalarinda yeni bir kaynak
olabilecegi fikri desteklenmis (95) ve bu hiicrelerin pluripotent kok hiicreleri igerdigi
ifade edilmistir (97,47). Arastirmalar, amniosentez 6rneklerindeki hiicrelerin % 0.1-0.5
inin embriyonik kok hiicre belirteci olan Oct-4 i eksprese ettigini ve amniotik sivinin
1,000-5,000 hiicre/ul Oct-4 pozitif hiicre icerdigini gostermislerdir (97,95,112,113).

AS MKH yiizey antijenleri, hematolojik kok hiicrelerin ekspresse ettigi CD45,
CD34, CDI14 gibi yiizey antijenlerini tagimamakta, CD29, CD44, CD49¢, CD90,
CD105, CD73 ve CD166 igin ise pozitif sinyal vermektedirler (120,121,49,64,16,111,
47). Erigkin kemik iligi mezankimal kok hiicrelerine benzer bigcimde osteojenik,
kondrojenik, adipojenik ve myojenik farkliklasma gostermektedirler (18,20,8,59,60,47,
111,120,121).

Calismamizda, laboratuar kosullarimizda rutin olarak isleme alinan amniotik sivi
kokenli hiicrelerin mezankimal kok hiicre potansiyelinin arastirilmasi ve hiicre
morfolojisi iliskilerinin belirlenmesi hedeflenmis bu amagla, genetik tani i¢in rutin
amniosentez yapilan ve sitogenetik analizleri tamamlanip sonuglar1 verilen, atik
konumdaki kiiltiire edilmis hiicreler kullanilmistir. Primer kiiltiir hiicrelerinin morfolojik
ozellikleri ve MKH temelinde, immiinfenotipik 6zellikleri degerlendirilmis, mekanik
kazima yontemi ile iiretilen alt kiiltiir hiicrelerinde immiinfenotip yeniden belirlenmistir;
ek olarak bu hiicrelerin farklilagsma kapasiteleri izlenmistir.

Olas1 bir maternal hiicre kontaminasyonunu engellemek ve kiiltiire edilmis MKH
lerin fetal orijinini gosterebilmek amaciyla, hemorajik 0Ozellikteki amniotik sivi
ornekleri ¢alismamiza dahil edilmemis ve fetal karyotip tayini sonucu sadece 46,XY

olarak sonuclanan kiiltiirler alinmstir.
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In ‘t Anker ve ark., (2003) caligmalarinda maternal hiicre kontaminasyonunu
engellemek amaciyla benzer bigimde hemorajik olmayan amniotik sivi Ornekleri
kullanmig, bunun yaninda ayni 6rnege ait fetal, maternal ve kiiltire AS MKH lerde,
HLA-A ve HLA-B doku tiplendirmesi yaparak fetal orijini desteklemiglerdir (49). De
Coppi ve ark., (2007) ve Sessagaro ve ark., (2008) ise calismalarinda, protokoliimiizde
oldugu gibi 46, XY kiiltiirler kullanmiglardir (18,111).

Calismamizda, amniotik sivi hiicre kiiltiirleri, rutin fetal hiicre kiiltiirii
kosullarinda yiiriitiilmiis (bkz. Boliim, 3.1.2, hiicre kiiltiiri) ve bu hiicrelerin yiiksek
oranda MKH yiizey antijeni eksprese ettigi gosterilmistir. Bossolasco ve ark., (2007)
nin yaymlarindaki protokoller, ¢alismamizla yakin benzerlik gdstermektedir.
Aragtiricilar, amniositleri Amniomed (Euroclone, UK) besiyeri ile 37° C da % 5 CO; li
ve nemli ortamda tiretmis, tripsinize edilen hiicreler, alt kiiltlirlere ayristirilmstir.
Besiyeri olarak % 20 fetal dana serum (FDS) eklenen a-DMEM “Dulbecco’s modified
Eagle’s medium” veya 20 pg/ml endotelyal hiicre biiyiime faktorii (ECGF) eklenen
M199 da kullanilmis ve en az iki pasaj gerceklestirildir (8).

Kim ve ark., (2007) calismalarinda insan amniotik sivi drneklerini, kandan ve
hiicre kalintilarindan kurtarmak i¢in 300 g de 15 dk santrifiij etmis ve peleti iki kez
diisiik glukozlu DMEM ile yikayarak 100 U/ml penisilin, 0.1 mg/ml streptomisin, 3.7
mg/ml sodyum bikarbonat, 10 ng/ml epidermal biiytime faktorii (EGF) ve % 10 FDS
eklenen DMEM besiyeri ile 25 cm® lik kiiltiir kaplarinda iiretmislerdir. Yaklasik bir
hafta sonra hiicreler kiiltiir kabini doldurduklarinda tripsinize edilerek homojen
fibroblastlar tanimlanmis ve takiben 2 pasaj daha gerceklestirmislerdir (59).

Kaviani ve ark., (2001,2003) amniotik sivi drneklerini 1800 rpmde 15 dakika
santrifiij ettikten sonra, hiicreleri % 20 FDS, 5 ng/ml fibroblast biiyiime faktorii (FGF)
ve glutamin, penisilin, fungizon eklenen 2 ml DMEM besiyerinde, % 95 nem, 37° C ve
% 5 CO; i ortamda 48 saat {iretmistir. Hiicre yapigmalar1 oldugunda morfolojik olarak
farklr hiicreler mekanik olarak serbestlestirilmis ve yeniden ekim yapilmistir (55,56).
Fuchs ve ark., (2004) calismalarinda ayni protokolii uygulamislardir (28). Kunisaki ve
ark., (2007) ise Kaviani ve ark., (2001, 2003) nin MKH Kkiiltiir protokoliinii modifiye
ederek uygulamis, farkli olarak ¢alismaya % 20 FDS yerine % 20 insan AB serumu
eklenen 2. bir protokol eklemislerdir (64).
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Delo ve ark., (2006) De coppi ve ark., (2007) Chiavegato ve ark., (2007)
Kolambkar ve ark., (2007) Perin ve ark., (2007) benzer ¢alismalarinda amniotik sivi
kokenli KH elde etmek i¢in % 18 Chang B, % 2 Chang C, % 15 Emriyonik kok hiicre-
FDS, % 1 penisilin/streptomisin, % 1 L-glutamin iceren a-DMEM kullanmis ve
membran reseptor c-kit (CD117) eksprese eden hiicreler pozitif seleksiyon ile elde
edilmistir (18,20,16,60,87). Tsai ve ark., (2004) ise amniotik sivi kokenli hiicrelerden
MKH elde edilmesi i¢in iki basamakli bir kiiltiir metodu gelistirmistir. Birinci
basamakta, amniositler 35mm doku kiiltiir kabinda, Chang medium ile beslenerek
primer in situ kiiltiirler elde edilmis, 2. basamakta, primer amniosit kiiltiir kabindan 5.
giinden itibaren yapigsmayan amniositler toplanarak santrifiij edilmis ve hiicreler, % 20
FDS, 4 ng/ml FGF eklenen a-DMEM ile, 25 mm? lik kiiltiir kabinda 37 ° de % 5 CO, li
ortamda tiretilmigtir (121).

Amniotik  sivi kokenli  hiicrelerin,  kiiltir  kosullarinda  morfolojik
degerlendirmesi goreceli olarak az sayida ¢alismada gosterilmistir (78,37,94,32,29,88).
Gerbie ve ark., (1972) amniotik siv1 hiicrelerini epitelyal-benzeri ve fibroblast-benzeri
hiicreler olmak iizere 2 gruba ayirmislar, fibroblast-benzeri hiicreler, kolayca
tiretilebilen hiicreler olarak, epitelyal-benzeri hiicreler ise kiiltiirde iiretilmeleri giic
hiicreler olarak tanimlanmistir (29).

Hoehn ve ark., (1974) amniotik sivi hiicrelerini morfolojileri ve biiylime
ozellikleri temelinde, F, AF ve E olmak iizere ii¢c sinifta incelemistir. F tip hiicreler,
morfolojik olarak birbirine paralel, igsi, yliksek ¢ogalma potansiyeli olan hiicreler
olarak tanimlanmistir. AF tipi hiicreler, AS hiicre kiiltiirlerinde erken evrede yogunlasan
hiicreler olarak bildirilmis, pleomorfizm gosterdikleri, biliylime ve ¢ogalma
kapasitelerinin diigiik oldugu raporlanmigtir. E tipi hiicreler ise tripsinizasyona direncli,
genis tabanli ve ¢ok ¢ekirdekli olabilen, primer kiiltiirlerde kisa siire sonra kaybolan,
tabaka seklinde siki iligkili hiicreler olarak tanimlanmstir (37).

Priest ve ark., (1978) amniotik sivi hiicrelerini, elektron mikroskopik ve
morfolojik Ozelliklerine gore, F ve AF tipi olarak ayirmislardir. F tipi hiicrelerde,
dermal fibroblastlarda oldugu gibi ekstraseliiler tip 1 kollajenin bolca bulundugunu, AF
tipi hiicrelerde ise bulunmadigini bildirmistir. Ek olarak AF tipi hiicrelerde epitelyal
bazal membranda glikoprotein oldugundan sz edilmistir. AF tipi hiicrelerin, fetal

membranlarda oldugu gibi ¢ok c¢ekirdekli hiicreler olusturabildigi, HCG iirettigi, bu
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nedenle trofoblastlardan kaynaklanabilecegi, F tipi hiicrelerin, dermal fibroblastlara
benzer Ozelliklerinin  bulundugu, fibroz konnektif doku ve fibroblastlardan
kaynaklandiklari belirtilmisdir (94).

Gosden ve ark., (1983) nin ¢aligmalarinda epiteloid hiicreler kiiciik koloniler
olusturan, ¢ogalma kapasitesi zayif, tripsinizasyona direncli, mitotik 6zelligi az, hiicre—
hiicre iliskisi kuvvetli ve keratin pozitif boyanan hiicreler olarak tanimlanmistir;
amniotik siv1 hiicreleri ise, hiicre iligkisi zayif, olduk¢a pleomorfik, HCG ve tip 4
benzeri prokollajen sentezleyen hiicreler olarak raporlanmistir. Fibroblastik hiicreler,
igsi sekilli, birbirine paralel fibroblast benzeri yapida, ¢ogalma kapasitesi yiiksek ve
keratin negatif hiicreler olarak belirtilmistir (32).

Phillips ve ark., (1989) amniotik s1v1 hiicrelerini, amniosit (AF hiicre), fibroblast
(F hiicre) olarak 2 smifta incelemis, dermal fibroblastlarla morfolojik ve biokimyasal
olarak karsilastirmistir. AF hiicreler ¢ok ¢ekirdekli, pleomorfik, HCG, 0Ostrojen ve
progesteron iireten, HLA-ABC antijen eksprese eden, tip4 kollajen iireten ve bazal
membranda glikoproteini olan hiicre tipi olarak, F hiicreleri ise dermal fibroblastlara
benzer sekilde, igsi, birbirine paralel, HLA-ABC antijen eksprese eden, tipl kollajen
tireten hiicreler olarak tanimlanmistir (88).

Bu tanimlamalardan farkli olarak, Prusa ve ark., (2002) amniotik s1v1 hiicrelerini
rutin kiiltiir kosullarinda yapisan ve yapismayan hiicreler olarak ikiye ayirmislar, rutin
kiiltiir kosullarinda yapisan ve koloni olusturan hiicreleri de, epiteloid (E-Tip), amniotik
stvi spesifik (AF-Tip), fibroblastik (F-Tip) olmak iizere iice ayirmislardir (95).

AF-Tipi ve E-Tipi hiicrelerin kiiltiir baglangicinda gozlendigi, E-Tipi hiicrelerin
kiiltiir silirecinde anlamli derecede azaldigi, F-Tipi hiicrelerin, kiiltiir asamasinin
ilerleyen donemlerinde gdzlendigi belirtilmistir. AF-Tipi hiicrelerin, fetal membran ve
trofoblastlardan, F-Tipi hiicrelerin, fibroz konnektif doku ve dermal fibroblastlardan, E-
Tipi hiicrelerin hiicrelerin, fetal deri ve {iriner sistemden kaynaklandiginin diisiiniildiigii
ancak her {ii¢ hiicre tipinin heniiz bilinmeyen baska kaynaklar1 olabilecegine
inandiklarini belirtmislerdir (95).

Tsai ve ark., (2004) da, amniotik sivi hiicrelerini morfolojik olarak, Prusa ve
ark., (2002) gibi degerlendirmistir (121,95). iki basamakli kiiltiir protokolii ile elde
edilen AS kaynakli MKH lerin, AS daki fibroblastik F tipi hiicreler oldugunu ileri
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siirmiisler ve bu hiicrelerin morfolojik, immiinfenotipik ve farklilasma o6zellikleri
temelinde mezankimal kaynakli oldugunu raporlamislardir (121).

Calismamizda, hiicre morfolojisi hiicre kiiltiiriinlin ilk ekim anindan itibaren
izlenmis ve 1. 3. 5. Giin, 1. hafta, 2. hafta ve tripsinizasyon sonrasi goriintiiler
degerlendirilmistir. Yapisip iireyen hiicreler, (1) Amniotik siv1 spesifik hiicre tipi (AF),
(2) Fibroblastoid hiicre tipi (FB1, FB2) ve (3) Epiteloid hiicre tipi (E) olarak ii¢ siifta
degerlendirilmistir. Fibroblastoid-tip (FB1 ve FB2), birbirine paralel ig seklindeki
hiicreler olarak belirlenmistir; FB1 hiicrelerinin uzun ve ince bir yapilarinin oldugu ve
FB2 hiicrelerine gore ¢cok daha homojen oldugu gézlemlenmis, AF-tip hiicreler ise siki
baglantis1 olmayan, yuvarlak sekilli ve poligonal hiicreler olarak not edilmislerdir.
Calismamizda epiteloid-tip hiicrelerin oldukca siki baglantili, kii¢iik koloniler olusturan,
yuvarlak ve keskin kenarli, adaciklar olusturan hiicreler oldugu saptanmaistir.

Kiiltiirlerimizde amnion hiicreleri, kiiltiir kab1 plastik yilizeylerine, flasklarin %
20 sinde ilk 24 saatte yapismis (13/66) , 48 saatte flasklarin % 36 sinda (24/66), 72
saatte ise % 82 inde (54/66) yapisma saglanmustir; geriye kalanlarda ise ilk hiicre
yapismalari 4. giinde izlenmistir. {lk koloniler 3-5. giin olusmus, 8-11. giinlerde hiicre
yogunlugu kiiltiir kabinin 2/3 {inii doldurmustur.

Kiiltiiriin baglangi¢ asamasinda, FB2, AF ve epiteloid-tip olmak iizere heterojen
bir hiicre populasyonu izlenmis, bu hiicrelerin kiiltiir siirecinin baglarinda ortaya ¢ikan
hiicreler oldugu gosterilmistir. AF-tip hiicreler kiiltir islemi siiresince varligini
stirdiirtirken, E-tipi hiicreler kisa siire sonra dnemli 6l¢lide azalma gostermiglerdir. FB1-
tipi hiicreler ise, kiltlir islemi siirecinde ortalama 10 gilinde,, goreceli olarak geg
donemde ortaya ¢ikmaktadirlar.

Gosden ve ark., (1977, 1983) ve Polgar ve ark., (1987, 1989) normal fetiis
kaynakli amnion hiicrelerinin, in vitro kiiltiirde cama ve plastik yiizeylere, 3-4 giinde
yapistigini belirtmisler, fetiiste agik noral tiip defekti veya gastrosizis varliginda,
hiicrelerin biiylime oraninin daha hizli oldugunu, kiiltiir kabina 24 saatten daha kisa
siirede yapismaya basladigini ve hiicre morfolojilerinin farkli oldugunu bildirmislerdir
(32,33,90,91). Caligmamiza, ultrasonografide fetal malformasyon saptanan gebelikler
dahil edilmemistir.

“Mekanik kazima” yontemi, hiicre kiiltiirlerinde 6zgiin klon se¢imini

saglayabilen pratik bir yontemdir. Calismamizda da morfolojik degerlendirme
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paralelinde secici sub-kiiltiirler iiretilmistir. Baglangigta her ii¢ hiicre tipine ait sub-
kiltlir ¢alismalart yiiriitiilmiis ancak FB1 tipi hiicrelerin kiiltiir isleminin goéreceli olarak
daha ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikmasi ve diger hiicrelerle kontamine olmasi, ve E tipi
hiicrelerin azalip kaybolmasi nedeniyle sub-kiiltiir caligmalari, sadece AF ve FB2 tipi
hiicrelerle yapilabilmistir. Sub-kiiltiirde, se¢ilmis hiicre tipinin ¢ogalmaya devam etmesi
saglanmis, diger hiicre tipleri her giin tekrarlanan mekanik kazima islemiyle ortamdan
uzaklastirilmistir.

Literatiirde benzer calismalar goreceli olarak azdir. Kaviani ve ark., (2001,
2003) amnion hiicre kiiltiirlerinde hiicre yapismalar1 basladiginda morfolojik olarak
farkl1 hiicreleri mekanik olarak ortamdan uzaklagtirmis, hiicre c¢ogalmalar1 devam
ettirilmis ve yeniden ekim yapmistir (55,56). Fuchs ve ark., (2004) da caligmalarinda
ayni protokolii uygulamiglardir (28).

Tsai ve ark., (2006) yapismamis amniotik sivi hiicrelerine ait primer hiicre
kiiltlirlerinden, hiicre dilusyon yontemi kullanarak, tek hiicre diizeyinde sub-populasyon
elde etmistir. Oncelikle 96 kuyucuklu hiicre kaplarma ekim yapilmus, kiiltiir kab1 % 80-
90 doldugunda, pasaj yapilarak sirasiyla, 24 kuyucuklu, 12 kuyucuklu, 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplart kullanilmistir. Sonra 25-T ve 10-cm kiiltiir kabina ekim yapilarak
fibroblast benzeri morfolojiye sahip AS kaynakli kok hiicrelere ait sub-kiiltiirler elde
etmislerdir (121).

Delo ve ark., (2006), De coppi ve ark., (2007), Chiavegato ve ark., (2007),
Kolambkar ve ark., (2007), Perin ve ark., (2007) caligmalarinda kiiltiire edilmis
amniotik s1v1 6rneklerinden, membran reseptor c-kit (CD117) eksprese eden hiicreleri
pozitif seleksiyon ile elde ederek, AS MKH lerine ait sub-kiiltiirler elde etmistir. Takip
eden c¢aligmalarda, klonal AS MKH leri, hiicre diliisyon yontemiyle (single cell) 96
kuyucuklu hiicre kaplarina aktarilmistir (20,18,16,60,87). Calismamizda, segici sub-
kiiltlirlerde, tripsinizasyon sonrasinda spesifik hiicre tipine ait ana morfolojik yapinin
korundugu goézlenmistir. AF tipi hiicrelerde tripsinizasyon isleminden sonra genis
tabanli ve boliinmeyen hiicreler gézlemlenmis ve o6zellikle 3. pasajdan sonra hiicreler
cogaltilamamiglardir. F tipi hiicreler ise, tekrar eden pasajlarda hizla prolifere
olmuslardir.

Calismamizin amaclarindan biri de, rutin amniotik hiicre kiiltiiri kosullarimizda

tireyen amniotik hiicrelerin, mezankimal kok hiicre immiinfenotipik o6zelliklerini

94



yansitip yansitmadigint gérmek ve MKH potansiyelini ortaya koymakti. Bu nedenle,
MKH lere 6zgiin hiicre yilizey antijen paneli kullanildi ve akim sitometri cihazi ile
mezankimal kok hiicre immiinfenotiplemesi yapilan primer kiiltiir hiicrelerinin, CD29,
CD73, CD166, CD44, CD49¢, CD90 pozitif ve CD34, CD45 ve HLA-DR negatif
oldugu gosterildi. 10 olguda CD 14 antikoru ile de hiicre yiizey antijeni bakildi ve
negatif bulundu.

Secici sub-kiiltiirlerde de [AF (n=4) ve FB2 (n=6)], primer kiiltiir hiicrelerindeki
gibi, mezankimal kok hiicre immiinfenotipik 6zelliklerinin varhigir gosterildi (CD29,
CD73, CD166, CD44, CD49¢, CD90 pozitif ve CD34, CD45 ve HLA-DR negatif). 3
olguda ek olarak CD 14 antikoru ile hiicre yiizey antijeni bakildi1 ve negatif bulundu.

AS hiicre kiiltiirii ylizey belirte¢ sonuglarimiz literatiirde bildirilen, plasenta,
birinci ve ikinci trimester fetal dokular, term umblikal kord ve eriskin kemik iligi
kaynakli MKH immiinfenotip sonuglari ile ortiismekte idi (Tablo-XXX) (9,47,48,49,
97,121,34,134,106,76,92,16,64,18).
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Tablo-XXX: Amnion s1visi kokenli MKH lerin akim sitometri sonuclarinin literatiirle karsilastirilmasi

Amnion H LK, N L Kemik iligi J
Sinonimleri Calismamiz A (n=6) Amnion zar1 Plasenta Fetal kan (n=7), karaciger (n=4), MKH Eriskin
(n=25) B (n=11) (n=10) Kemik iligi kemik iligi (n=4) Kemik iligi
CD Bulundugu C (n=20) Amnion I (n=37) M Bobis Yag dokusu
yer D (n=5) swvist (n=10) K (n=14) Fetal kemik iligi (n=11), dalak (n=7), Pittenger Periost
/doku/hiicre E (n=7) Plasenta akciger (n=11), karaciger (n=11) Jackson Synoviom
G (n=5) (n=10) F Kas (n=5)
Fetal karaciger (n=6)
CD90 Mezankimal Thyl + +ACDE  + +I +MF + +
KH G
CD105 Mezankimal Endoglin TE +ACDE  + +IKN +L + +
KH SH2 G +M
CD73 Mezankimal SH4-SH4 + +ACDE  + +IN +LM + TE
KH G
CD166 Mezankimal Sb10/ALCA + +A + +IN +MF + +
KH M
HLA- HLA + +ACDE + +IN +F + TE
ABC G
HLA-DR HLA - -ACG - -IKN -L - TE
+D
CD49d Integrin VLA4 TE -A - TE TE TE TE
CD49e Integrin VLAS + +A + +1 TE TE TE
CD11 Integrin LFA1l TE -AC TE TE TE - TE
CD62p Selektin TE -A TE TE TE TE TE
CD62e Selektin TE -A TE TE TE TE TE
CDe62l1 Selektin TE -A TE TE TE TE TE
CD45 Hematopoetik LCA - -ADG - -IKN -LMF - -
KH
CD 34 Hematopoetik ~ GP105-120 - -ACDEG - -IKN -LFM - -
KH
CD14 Hematopoetik  LPS-R - (n=13) -ACE TE -1 -F - TE
KH
CD58 Ig LFA3 TE +A TE TE TE TE TE
CD54 Ig ICAM1 TE +A TE TE TE TE TE
CD50 Ig ICAM3 TE -A TE TE TE TE TE
CD106 Ig VCAM TE -A TE -K +L + -
migrasyon
CD80 Ig B7.1 TE -A TE TE TE + TE
CD86 Ig B7.2 TE -A TE TE TE + TE
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CD25 Sitokin IL2 TE -A TE TE TE TE TE

CD123 Sitokin 1L3 TE +A - TE TE TE TE
CD127 Sitokin IL7 TE -A TE TE TE TE TE
CD120a  Sitokin TNFa TE -A TE TE TE + TE
CD120b  Sitokin TNFb TE -A TE TE TE TE TE
CD71 Transferrin TE +A TE TE TE + TE
reseptor +E
CD44 Adezyon HCAMI1 + +ACDE TE +IKN +LF + +
molekiili G
CDh 117 c-kit TE +D TE TE TE + -
-G
CD40 TE -A TE TE TE TE TE
CD29 + +CDEG TE +IKN +LF + TE
CD31 PECAM TE -G - TE -ILM - -
CD19 TE TE TE -K TE TE TE
CD13 TE TE TE +] TE + TE
CD10 TE -C TE TE TE TE -
+E
SSEA4 Embriyonik TE +DG TE TE TE TE TE
KH
OCT4 Embriyonik TE +B,C,D, TE TE TE TE TE
KH G
Vimentin Kas hiicresi TE +G TE TE TE TE TE
SMA- Kas hiicresi TE +G TE TE TE TE TE
SM22
VWF Endotelyal TE +G TE TE -L TE TE
hiicre
Scf Kalp kasi TE -G TE TE TE TE TE
GATA4 hiicresi
CD133 Hematopoetik TE -DG TE TE TE - TE
KH
CD146 TE +G TE TE TE TE TE
CD68 TE TE TE TE -L TE TE

A (Int’ Anker, 2003), B (Prusa, 2003), C (Tsai, 2004), D (De Coppi, 2007), E (Kunisaki, 2007), F (Gétterstrom, 2004), G (Chiavegato,2007), H ( In t” Anker, 2004), I (Portmann, 2006),
J (Sakaguchi, 2005), K (Miao, 2006), L (Campagnoli, 2001), M (in t” Anker, 2003), N (Zhang, 2004)

Kok hiicre (KH), “Homing cell adhesion molecule” (HCAM), “Aktivated Leukocyte adhesion molecule” (ALCAM), “Neuronal cell adhesion molecule” (NCAM), “Platelet endotheial cell adhesion molecule”
(PECAM), “Very late antigen” (VLA), Interlokin (IL), Tiimor nekrozis faktér (TNF), “Aminopeptidase N” (APN), “Intercellular cell adhesion molecule” (ICAM), “Vascular cell adhesion molecule” (VCAM),
“Leukocyte function antigen” (LFA), “Leukocyte common antigen” (LCA), Glikoprotein (GP), Endotoksin lipoprotein reseptorii ( LPS-R).
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Calismamizda, AF (n=4) ve FB2 (n=0) tipi secici sub-kiiltiirlerde eksprese olan
belirteglerin kantitatif diizeyi, primer kiiltiir hiicreleri (n=15) ile karsilastirildiginda,
kimi ylizey antijen diizeylerinin FB segici alt-kiiltlirlerinde daha yiiksek oldugu gézlendi
ancak fark anlaml degildi (p >0,05). Istatistiksel olarak, sadece CD90 belirtecinde
anlamli fark gozlendi [ PO ve AF-SSC (p <0,05; p:0,008); AF-SSC ve FB-SSC (p
<0,05; p:0,04); PO ve FB-SSC (p >0,05; p:0,46)]. CD90 belirte¢inin AF-SSC de, FB2-
SSC ve primer kiiltiir hiicrelerine gére daha diisiik diizeyde eksprese oldugu gozlendi.

FB2 yoniinde sub-kiiltiir yapilan flasklarda, Kim ve ark., (2007), Bossolasco ve
ark., (2007), Kunisaki ve ark., (2007) nin ¢alismalarinda belirtildigi gibi, kemik iligi
kaynakli mezankimal kok hiicrelerine benzer fibroblastoid morfoloji saptanmist1 (59,8,
64). FB tipi hiicrelerin, kiiltiirlerde hizla prolifere olmalari, pasaj devamliliklarinin daha
stabil olmas1 ve yapilarinin kemik iliginden kaynaklanan MKH’ ler gibi fibroblastoid
sekilde olmalari, immiinfenotipik ve farklilagsma o6zellikleri nedeniyle, Tsai ve ark.,
(2004) nin da ileri stirdiigii gibi (121), mezankimal kok hiicrelerin, fibroblastik (FB tip)
tipteki amnion hiicreleri oldugu goriisii agirlik kazandz.

Calismamizda, AF yoniinde sub-kiiltiir yapilan flasklarda, “embriyoid body”
benzeri “sferoid” koloniler izlenmisti. Sferoid yapilarin, Miki ve ark., (2005) nin 2005
yilinda yayinladiklari ¢galismalarindaki sferoid yapilara benzer oldugu gorildii (77).

Miki ve ark., (2005) amniotik epitelyal hiicrelerden sferoid yapilari izole etmis
ve bu yapilarin yiliksek diizeyde, Oct-4, nanog ve SSEA-4 gibi embriyonik kok hiicre
belirtecleri eksprese ettiklerini belirtmiglerdir (77). Calismamizda, AF yoniinde sub-
kiiltlir yapilan flasklardaki sferoid kolonilerden segici klon elde edilmedi ve Oct-4 ve
benzeri embriyonik kok hiicre belirtecleri calisilmadi fakat AF yoniinde sub-kiiltiir
yapilan flasklarda da, primer kiiltiir hiicreleri ve FB sub-kiiltiir hiicrelerinde oldugu gibi,
MKH immiinfenotipik belirteglerin eksprese edildigi gosterildi. AF yoniinde sub-kiiltiir
yapilan flasklardaki MKH belirte¢ ekspresyonunun, sferoid yapilari olusturan az
sayidaki giiclii kolonizasyon 6zelligi olan MKH den kaynaklanabilecegi diistiniildii.

Morfolojik ve immiinfenotipik degerlendirmenin Gtesinde ¢alismamizin 6nemli
bir diger komponenti, amnion sivist kokenli MKH lerin in vitro farklhilasma
kapasitesinin degerlendirilmesi idi.

Calismamizda, toplam 11 olguda, kikirdak benzeri farklilasma (kondrojenik

farkhlagsma) saptandi. Olgularin 8 ’i FB2 kaynakli selektif sub-kiiltiir, 2° si AF
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kaynakl1 selektif sub-kiiltiir ve 1’ 1 de heterojen karakterde idi. Kondrojenik calisma
protokoliinde, Pittenger ve ark., (1999) ve Ichinose ve ark., (2005) nin literatiir
caligmalar1 temel alind1 (89,46).

Amniotik s1vi kokenli MKH lerle kondrojenik farklilasma potansiyeli gosterilen
calisma sayist sinirlidir. Ichinose ve ark., (2005) ¢aligmalarinda in vivo ve in vitro
kondrogenezisin birbirlerine benzer taraflar1 oldugunu belirtmis, embriyogenezde,
ekstremiteler gelisirken, MKH lerin bu bolgelere go¢ ettigini ve kemik yapisim
olusturdugunu bildirmislerdir. Tlging olarak in vitro MKH lerin kondrojenik farklilasma
icin Oncelikle kondanse olmalar1 gerektigi (hiicre topagi olusturmalar1), daha sonra
kikirdak benzeri farklilasmanin saglandigi belirtilmistir. Otorler, kiiltiir islemlerinde
MKH lere, santrifiijle {i¢ boyutlu yap1 saglamis ve bu yapinin iskelet gelisiminin
baslangicinda gdzlenen kondansasyon basamagina benzediginden bahsetmistir (46).

In vitro kondrogenezde, pelet boyutlarinin hiicre proliferasyonu olmaksizin
ekstraseliiler matriksin artmasi ile olustugu bildirilmis, pelet formasyonu olusturulan ve
olusturulmayan MKH Kkiiltiirlerinin ayn1 kondrojenik besiyeri ile isleme tabi tutulmasi
sonucu, farklilagsmanin {i¢ boyutlu pelet formasyonu olusturulan hiicrelerde gerceklestigi
belirtilmistir. Bu nedenle kondrojenik farklilagma i¢in 6ncelikle hiicre kondansasyonun
sart oldugunu diisiiniilmektedir (46).

Bu caligsmada in vitro kondrojenik farklilagmanin saglanmasi i¢in Ichinose ve
ark., (2005) nin g¢alismasi dogrultusunda, Oncelikle ii¢ boyutlu pelet formasyonu
saglanmistir. Kondrojenik farklilasma besiyeri olarak, Dekzametazon (100 nM, Sigma,
USA), TGF-B3 (10 ng/ml, Peprotech, USA), askorbik asit (50 pg/ml, Sigma, USA),
ITS+Premix (50 mg/ml 500 B&D Biosciences) igeren DMEM-HG (Euroclone Ltd. UK)
kullanilmig, 21. gilinlin sonunda, peletten kesitler alinmis ve preparatlar kikirdak
farklilagmasin1 gosterebilmek i¢in “Alcian Blue” ve “Hematoksilen Eosin” ile
boyanmustir.

Pittenger ve ark., (1999) calismalarinda, benzer kondrojenik besiyerinde hiicre
olusturulmus ve 21. giiniin sonunda, hiicre kesitlerini C4F6 monoklonal antikorla
boyamis, ve kesitlerde proteoglikandan zengin ekstraseliiler matriks, kondrosit benzeri
lakiinler, “aggrecan”, tip2 kollajen varligin1 gostermislerdir (89).

Portman ve ark., (2006) plasental dokularda kondrojenik farklilasmay1 “Alcian

Blue” boyama ile gostermis, ekstraseliiler matriksin proteoglikandan zengin oldugunu
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belirtmis, ve monoklonal antikor kullanarak tip2 kollajen varhigim1 gostermistir (92).
Kim ve ark., (2007) nin ¢alismalarinda, amniotik s1vi kaynaklt MKH lerde kondrojenik
farklilagma, hiicrelerin “Alcian Blue” boyanmasi ile gosterilmistir (59). Jackson ve ark.,
(2007) MKH lerdeki kondrojenik farklilasmanin, “Safranin-O”, “Toluidin Blue” ve
“Alcian Blue” ile boyama (sirasiyla, mukopolisakkaritler, glikozaminoglikanlar ve
proteoglikanlar) ve kollajen 2, kollajen 11, “aggrecan”, “perlecan”, “syndecan” gibi
kondrojenik belirtegler kullanilarak gosterilebilecegini belirtmislerdir (50).

Kolambkar ve ark., (2007) farkli biiylime faktorii eklenerek kondrojenik
farklilasma potansiyeli gosterilen amniotik sivi kaynaklit MKH leri “Toludin Blue” ile
boyamistir. Otorler calismalarinda, c-kit immiinoseleksiyon ile elde edilen AS MKH
leri, farkli biiytime faktorleri ile indiiklemis [TGFB-1 (10 ng/ml), TGFB-3 (10 g/ml),
BMP-2 (500 ng/ml), IGF-1 (100 ng/ml)], sonucta, farklilagsma besiyerine TGFB-1 ve
TGFB-3 eklenince, AS KH lerinin, glikozaminoglikan (GAG) {iretiminin 6nemli
derecede arttigim1  belirtmislerdir. TGFB-1, TGFB-3 e gore daha fazla GAG
olusturmakta, % 2 FBF ile birlikte sadece TGFB-1 e gére DNA miktarin1 4.4 kat
arttrmaktadir. TGFB-3 ve BMP-2 nin AS KH lerinde kondrojenik farklilasmay1 belirgin
arttirmadigl, IGF-1 ve TGFB-1 in farklilagmay1 arttirdigi ve FGF-2 etkisinin kisith
oldugu bildirilmistir (60).

Osteojenik ve adipojenik farklilasma calismalarimiz, FB2 kaynakli ve AF
kaynakli selektif sub-kiiltiirlerde ayr1 ayr1 yapilmistir. Toplam 8 FB2 olgunun 4 iinde
pasaj2 de, 3 iinde pasaj3 te ve 1 inde pasaj4 te iken farklilasma caligmalar1 baslatildu.
Heterojen hiicre karakterinde olan 1 olgu ise, pasajl de calismaya alindi. AF kaynakli
selektif subkiiltiir basaltilan toplam 5 olguda hiicrelerin erken dejenere olmasi nedeniyle
osteojenik farklilasma ve adipojenik farklilasma caligmalar1 yapilamadi.

Osteojenik besiyeri ile farklilagma caligmasi baglatilan tim kiltiir
kuyucuklarinda makroskopik olarakta gozlenen, kalsiyum birikimini isaret eden beyaz
renkte madde birikimi gézlenmis, kuyucuklardaki osteojenik farklilasma “Alizarin red-
S” ile boyama yapilarak incelenmistir. Birbirinden farkli pasajlardaki tiim olgularda
osteojenik farklilasma saptanmustir.

Calismamizda, in vitro kiiltiir ortaminda cogaltilan hiicreler, yontem olarak
Pittenger ve ark.(1999) nin literatiir bilgileri dogrultusunda calisilmisir (89). Pittenger
ve ark., (1999) kiiltir isleminden [% 10 FDS, dekzametazon (100 nM), beta
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gliserofosfat (10 mM) ve askorbik asit (0,2 mM) iceren DMEM-LG] 1 hafta sonra,
kiiltiirlerde kalsiyum (Ca'™) birikiminin gozlendigini, 21. giiniin sonunda, agregatlarin
ve yumrularin olustugunu bildirmiglerdir. Osteojenik farklilagma, ¢alismamizda oldugu
gibi “Alizarin Red-S” boyama ile gosterilmistir. Ayrica bu hiicrelerin alkalen fosfataz
eksprese ettikleri belirtilmistir (89).

Kim ve ark., (2007) 3. pasajda fibroblastoid hiicre tipi elde edilen amniotik sivi
kokenli MKH lerin, 2 hafta osteojenik besiyeri [% 10 FDS, dekzametazon (0.1 pm),
beta gliserofosfat (100 mM) ve askorbik asit (50 pm)] iceren DMEM-LG ile kiiltiir
islemi sonrasinda, mineralize Ca™ birikimini “Von Kossa” boyama ile gdstermistir.
Kim ve ark., (2007) nin farklilasma besiyerinde kullandig1 beta gliserofosfat diizeyi
calismamizda kullandigimiz miktardan 10 kat fazla, askorbik asit diizeyi ise 4 kat daha
azdir (59).

Tsai ve ark., (2004, 2006) amnion s1vist MKH leri, benzer osteojenik besiyeri ile
isleme tabi tutmus, hiicre agregatlari ve Ca ' birikimi “Von Kossa” boyama gostermistir
(120,121).

Bossolasco ve ark., (2007) nin osteojenik farklilasmada kullandig1 farklilasma
besiyeri, ¢alismamizdaki besiyeri ile ayni Ozelliktedir; caligmamizda oldugu gibi
kiiltiirlerdeki Ca™ birikimi “Alizarin Red-S” boyama ile gosterilmis ve ayrica “Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction” (RT-PCR) ile ostekalsin ekspresyonu
gosterilmistir. Bossolasco ve ark., (2007) amnion sivist hiicre kiiltiirlerinde predominant
hiicre tipinin fibroblastoid tip olmasi halinde osteojenik farklilasma elde ettiklerini
belirtmislerdir (8).

Delo ve ark., (2006) amnion sivist ve plasentadan, De coppi ve ark., (2007)
amnion sivist kokenli hiicrelerden, manyetik kiirecikler kullanarak immiinoseleksiyon
yolu ile [c-kit (CD117) pozitif] kok hiicre elde etmisler, kiiltiirde ¢ogaltmiglar ve
calismamizdaki osteojenik besiyerine benzer bir besiyeri ile farklilastirmiglardir.
Alizarin Red-S ile Ca™ birikimini, lamellar kemik benzeri yapilari, osteoblastlarda ve
hipertrofik kondroblastlarda eksprese olan CBFA1l transkripsiyon faktoriini,
osteokalsini ve alkalen fasfataz ekspresyonunu gostermislerdir (18, 20).

In ‘t Anker ve ark., (2003, 2004) 2. trimester fetal karaciger, akciger, dalak,

kemik iligi ve plasentadan kaynaklanan MKH lerin, osteojenik farklilagsmasini benzer
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besiyeri ile ¢alismis, farklilasma alkalen fosfataz diizeyi ve “Alizarin Red-S” le Ca™
birikiminin gosterilmesiyle degerlendirilmistir (47,48).

Campagnoli ve ark., (2001) farklilasmay1r Ca™ birikiminin giimiis nitratla
boyanmasi ile degerlendirmislerdir. Otorlerin 1. trimester fetal kan, karaciger ve kemik
iliginden kaynaklanan MKH lerin osteojenik farklilasmasinda kullandig1 besiyeri
calismamizda kullandigimiz besiyeri ile ayni 6zelliklere sahiptir (9). Portman ve ark.,
(2006) plasental dokularda gosterilen osteojenik farklilagsma c¢alismasinda, yine ayni
ozellikte besiyeri kullanmis, ekstraseliiler matriksin mineralizasyonunu Alizarin Red-S
boyama ile gostermistir. Osteokalsine karst kullanilan poliklonal antikor ve alkalen
fosfataz aktivitesi ile de osteojenik farklilasma degerlendirilmistir (92). Jackson ve ark.,
(2007) ise MKH lerde osteojenik farklilasma ve in vitro Ca™ mineralizasyonunun
Alizarin Red-S ve Von Kossa boyama (glimiis nitrat) ve osterix, cbfal, osteopontin,
osteokalsin gibi genlerin ekspresyonu ile gosterilebilecegini belirtmislerdir (50).

Adipojenik farklilasmay1 gosterebilmek amaciyla, ¢alismamizda Pittenger ve
ark., (1999) nin literatiir bilgileri kullanilmistir (89). Osteojenik farklilasma ile es
zamanli, in vitro kiiltiir ortaminda adipojenik besiyeri ile uyarilan hiicreler, 21. giiniin
sonunda, adipojenik farklilasma varligin1 gosterebilmek i¢in Oil Red O ile boyanmig
ancak hi¢bir olguda adipojenik farklilasmanin gostergesi olan intrastoplazmik lipid
birikimi godzlenememistir. Literatiirde, amniotik sividan elde edilen MKH lerin
adipojenik farklilasma kapasitesini gosterebilen ¢alismalar mevcuttur (8,59,18,20,120,
121,47,48).

Bossolasco ve ark., (2007) nin adipojenik farklilagsma i¢in kullandig1 besiyeri
calismamizda kullanilan besiyerine benzemekle birlikte indometazin yaklasik 3 kat
fazla, insulin yaklagik 2 kat fazla kullanilmistir; otdrler ayrica 0.5 uM hidrokortizon, 60
mM indometazin, 100 ng/ml insiilin de kullanmislardir (8). Calismamizda adipojenik
farklilagsmanin gdsterilememesi, uygulanan protokoliin yetersiz kullanimina ait
olabilecegi gibi farkli dozlarda uygulanan kimyasallarla da iliskili olabilir. Kim ve ark.,
(2007) adipojenik farklilasma calismalarinda indometazini yaklagik 3 kat fazla ve
insulini 100 kat diisiik dozda kullanmis ayrica, MKH izolasyonu i¢in epidermal biiyiime
faktorii ve FDS igeren besiyeri kullanmiglardir (59). MKH elde edilisinde kullanilan
bliylime faktorleri ve kimyasallardaki farkli dozlar, c¢aligmamizdaki adipojenik

farklilagmanin gdsterilememesinin bir bagka nedeni olabilir.
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De coppi ve ark., (2007), Delo ve ark., (2006), calismamizda 500 pM
kullandigimiz 3-isobutil-lI-metilksantin (IBMX) 1, ImM (2 kat fazla), 5 upg/ml
kullandigimiz insulini, 10 pg/ml (2 kat fazla) kullanmislardir ayrica AS KH leri c-kit
pozitif hiicre seleksiyonu ile elde etmislerdir (18,20). Calismamizda elde edilen kok
hiicre orani, adipojenik faklilagma igin yetersiz kalmis olabilir.

Tsai ve ark., (2004, 2006) insan amniotik sivi kokenli MKH c¢aligsmalarinda,
adipojenik besiyerindeki kimyasallarin dozlarini calismamizda kullanilan miktarlarda
kullanmislar ve farklilasmay1, intrastoplazmik lipid birikiminin Oil red O boyanmasi ile
gostermislerdir ancak MKH eldesinde besiyerine % 20 FDS ve 4 ng/ml fibroblast
bliylime faktorii eklemislerdir (120,121). Bu biiylime faktérii c¢alismamizda
kullanilmamustir.

In ‘t Anker ve ark., (2003, 2006) 2. trimester fetal karaciger, akciger, dalak,
kemik iligi, amniotik sivi, ve plasentadan kaynaklanan MKH leri, ¢aligmamizdaki
protokole benzer besiyeri ile isleme tabi tutmus ve farklilasma, intrastoplazmik lipid
birikiminin Oil red O boyanmasi ile gosterilmistir. Bu ¢alismada da, MKH eldesinde %
10 FDS ve 20 pg/ml endotelyal biiyiime faktorii kullanilmistir (47,48).

Jackson ve ark., (2007) literatiirde, MKH lerdeki adipojenik farklilagsmanin “Oil
Red-O” boyamada intrastoplazmik lipid birikiminin gdsterilmesiyle, ayrica adipsin,
aP2, PPAR-gama2, lipoprotein lipaz gibi genlerin ekspresyonu ile gosterilebilecegini
belirtmisglerdir (50).

Amnion sivist kaynakli MKH lerin adipojenik, osteojenik, kondrojenik
farklilagsmasinin yan1 sira myojenik, endotelyal, ndéronal ve hepatik hiicrelere
farklilagsma kapasitesinin oldugu da bildirilmistir (18,20). Tsai ve ark., (2004, 20006),
Kim ve ark., (2007), Bossolasco ve ark., (2007), AS MKH lerin ndronal, Kaviani ve
ark., (2003) myofibroblast/fibroblast, Perin ve ark., (2007) renal farklilasma kapasitesi
oldugunu gostermislerdir (120,121,59,8,55,87). Bizim ¢alismamiz bu farklilagmalari
icermemektedir.

Ozetle, bu cahsmada rutin laboratuar Kiiltiir Kosullarinda iiretilen amniotik
sivi kokenli hiicrelerin immiinfenotipik temelde “Mezankimal Kok Hiicre”
karakteri gosterilmis, ve osteojenik ve kondrojenik farkhlasma potansiyelleri

belirlenmistir. Morfolojik degerlendirme verileri, AS MKH nin, AS min heterojen
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hiicre popiilasyonu icinde 0zgiin bir hiicre grubundan (FB2 tip hiicreler)
kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

Calismamizla birlikte literatiirdeki benzer calismalardan elde edilen veriler,
amniotik sivi kokenli MKH lerin, in vitro ortamda etkin olarak farkhlasabilecegini
gostermektedir. Calismamizda 2 farkh hiicre soyunda (osteojenik ve kondrojenik)
yeterli farkhilasma gosterebilmis olmasi, kendi laboratuarlarimizdaki rutin fetal
hiicre Kkiiltiir kosullarimin, amniotik hiicre kokenli MKH izolasyonu i¢in bir
avantaj sagladigim diisiindiirmekte ve ilerideki benzer calismalar ac¢isindan da
onemli bir kolayhk saglamaktadir.

Amnion sivis1 ile ilgili son gelismelerden biri, doku miihendisligi ve
rejeneratif tip uygulamalarinda, AS kokenli MKH kullamminin genis yer
bulmasidir. Gelecekte kok hiicre tedavilerinin yayginlagsmasiyla, 6rnegin hiicre
kaplanmis stent ve kataterler aracihigi ile kardiovaskiiler sistem hastalhiklar:
tedavisine ve eklem hastaliklarimin artroskobik tedavisine olanak saglanabilecegi
ileri siiriilmektedir. Daha da 6te, AS KH ler de dahil olmak iizere fetal KH lerin,
norodejeneratif hastahklar, kaltsal genetik hastahiklar, depo hastahklari,
osteogenezis imperfekta gibi kemik hastaliklari, losemi ve otoimmiin hastaliklar,
yara ve yanik tedavisi ve kimi spinal kanal travmalarinin tedavilerinde de yaygin
uygulama alam bulacagi 6ngoriilmektedir.

Cahsmamizin sonucunda, laboratuarlarimizda amniotik sivi kokenli
hiicrelerden MKH elde etmeye yonelik olusturulan 6nciil protokoller ve elde edilen
deneyimlerin, gelecek vaadeden pek cok pre-klinik/klinik arastirmaya olanak
saglayabilecegi ve klinikte pek cok “caresiz” hastalikta, “kok hiicre tedavisi (cell

therapy) uygulamalar1” nmin onciisii olabilecegi inancindayiz.
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6. SONUCLAR

1. Amniotik sivi kdkenli MKH ler, laboratuarimizin rutin amniotik hiicre kiiltiir
kosullarinda iiretilmistir.

2. Amniotik sivi hiicreleri, (1) Amniotik sivi spesifik hiicre tipi (AF), (2)
Fibroblastoid hiicre tipi (FB1, FB2) ve (3) Epiteloid hiicre tipi (E) olarak fi¢
siifta degerlendirilmistir. Fibroblastoid-tip (FB1 ve FB2), birbirine paralel ig
seklindeki hiicreler olarak belirlenmistir; FB1 hiicrelerinin uzun ve ince bir
yapilarmin oldugu ve FB2 hiicrelerine gore cok daha homojen oldugu
gozlemlenmistir. AF-tip hiicreler, siki baglantis1 olmayan, yuvarlak sekilli ve
poligonal hiicreler olarak, epiteloid-tip hiicreler ise oldukea sik1 baglantili, kii¢iik
koloniler olusturan, yuvarlak ve keskin kenarli, adaciklar olusturan hiicreler
oldugu saptanmistir.

3. Amniotik sivi hiicrelerinin, in vitro hiicre kiiltiirlinde, hiicre kiiltiirii plastik
ylizeylerine en erken 24-48 saatte yapisitigi, 3-5 giin iginde ise kii¢iik koloniler
olusturdugu belirlenmistir.

4. AF-tip, FB2-tip ve E-tipi hiicre tipinin kiiltiir isleminin basinda ortaya
cimaktadirlar; AF-tip hiicreler kiiltiir islemi siiresince varligini siirdiiriirken, E-
tipi hiicreler 6nemli 6l¢iide azalma gostermektedir. FB1-tipi hiicreler ise, kiiltiir
islemi siirecinde ge¢ donemde ortaya ¢ikmaktadir.

5. Mekanik kazima yontemi ile alt Kkiiltiirlere ait o6zgiin klonlar iiretilmeye
calisilmis ve morfolojik degerlendirme paralelinde AF ve FB yoniinde selektif
sub-kiiltiirler tiretilmistir.

6. Selektif sub-kiiltlir yapilan olgularda, tripsinizasyon sonrasinda, spesifik hiicre
tipine ait morfolojik yapinin korundugu gézlenmistir.

7. FB yoniinde yapilan selektif sub-kiiltiirlerin, kiiltiirlerde devamliligi daha uzun
stire sagladig1 goriilmiis, AF tipi hiicrelerin ise tripsinizasyondan kisa bir siire
sonra genis tabanli ve boliinmeyen hiicreler halinde gozlenmistir.

8. Rutin prenatal tani hiicre kiiltiir kosullarinda iiretilen amniotik siv1 hiicrelerinin
ve AF/FB tipi sub-kiiltiirlerin, MKH immiinfenotipik belirte¢lerinden CD29,
CD73, CD166, CD44, CD49¢, CD90 i¢in pozitif oldugu, hematolojik kok hiicre
belirteclerinden CD34, CD45 ve HLA-DR i¢in negatif oldugu gosterilmistir.
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9.

10.

11.

12.

AF (n=4) ve FB2 (n=6) tipi sub-kiiltiirlerde eksprese olan belirteglerin kantitatif
diizeyi, primer kiiltiir hiicreleri (n=15) ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak,
sadece CD90 belirtecinde, AF-SSC de anlamli fark gozlenmistir. [ PO ve AF-
SSC (p< 0,05; p:0,008); AF-SSC ve FB-SSC (p< 0,05; p:0,04); PO ve FB-SSC
(p >0,05; p:0,46)]. CD90 belirteginin AF-SSC de, FB2-SSC ve primer kiiltiir
hiicrelerine gore daha diisiik diizeyde eksprese oldugu gozlenmistir (ortalama %
31,66).

AF selektif sub-kiiltiirlerde, “embriyoid body” lere benzer bigimde “sferoid”
kolonilerin olustugu gézlenmistir.

Amnion sivi kaynakli MKH immiinfenotipi tasiyan hiicrelerin, in vitro
kosullarda osteojenik ve kondrojenik farklilasma potansiyelleri oldugu
gosterilmis ancak adipojenik farklilagsma elde edilememistir.

Calismamizin sonucunda, laboratuarlarimizda amniotik s1vi kdkenli hiicrelerden
MKH elde etmeye yonelik olusturulan onciil protokoller ve elde edilen
deneyimlerin, gelecek vaadeden pek c¢ok pre-klinik/klinik arastirmaya olanak

saglayabilecegi inancindayiz.
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