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ÖZET 

OKSĠTOSĠNĠN TAKROLĠMUSA MARUZ KALMIġ ADĠPOZ DOKU 

KAYNAKLI MEZENKĠMAL KÖK HÜCRE HATTI ÜZERĠNE 

ETKĠLERĠNĠN ĠNCELENMESĠ 

 

Takrolimus (FK 506) organ nakillerinde alıcı bireyde immün cevabın 

oluĢmasını engellemek için kullanılan ve bu etkiyi kalsinörin sinyal yolağı üzerinden 

T hücrelerinin uyarılmasını engelleyerek yapan kemoterapotik bir kimyasaldır. 

Metabolik olarak incelendiğinde vücutta temel olarak karaciğerde sitokrom P450 

enzim sistemi tarafından metabolize edilen takrolimusun farklı hücreler üzerinde 

yüksek toksik etkilerinin olduğu bilinmektedir. 

Mezenkimal kök hücreler doku yenilenmesi ve hücresel tedavide 

kullanılabilmeleri sebebiyle son zamanlarda oldukça önem kazanmıĢlardır. Bazı 

klinik vakalarda organ nakli sonrasında hastaya destekleyici amaçla mezenkimal kök 

hücreler nakledilmektedir. Mezenkimal kök hücreler immünomodülatör etkileri ve 

rejenerasyona yardımcı olmaları sebebiyle günümüzde gittikçe yaygınlaĢan bir 

kullanıma sahiptir.  

Oksitosin, primer olarak insanda nöromodülatör olarak iĢlev gören ve hipofizin 

nörohipofiz kısmından salgılanan peptit bir hormondur. Oksitosinin hücreler 

üzerinde oksidatif strese karĢı direnç kazandırmak, proliferasyonu arttırmak ve 

rejenerasyona yardımcı olmak gibi etkileri vardır. 

Yapılan çalıĢmada takrolimus adlı etken maddenin, insan adipoz doku kaynaklı 

mezenkimal kök hücreler üzerindeki sitotoksik etkilerinin araĢtırılması 

hedeflenmiĢtir. Bunun yanında yine aynı Ģekilde nöral bir peptit hormon olan 

oksitosinin, adipoz doku kaynaklı mezenkimal hücreler üzerinde takrolimus kaynaklı 

oluĢan toksisiteyi inhibe edip etmediği araĢtırılmıĢtır.  

Ġnsan adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücre hattı üzerinde takrolimusun 

sitotoksik etkisi WST-1 analizi kullanılarak zaman ve doza bağımlı olarak 

değerlendirilmiĢtir. Belirlenen zaman ve doz ile yapılan izobologram analizleri 

sonucunda madde kombinasyonlarının endeks değerleri belirlenmiĢtir.  
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 Takrolimus ve oksitosinin IC50 dozu (72. saat) insan adipoz doku kaynaklı 

mezenkimal kök hücreler için sırasıyla 17.44 µM ve 13.43 µM olarak belirlenmiĢtir. 

Ġzobologram analizleri sonucu antagonistik olarak belirlenen iki etken maddenin 

kombinasyonlarının endeks değerleri ED50: 1.418, ED75: 1.25719, ED90: 1.23533 

olarak kaydedilmiĢtir.   

Apoptotik ve nekrotik ölüm oranlarını belirlemek amacıyla anneksin V 

yöntemi uygulanmıĢtır. Analiz sonucunda apoptotik olmayan, erken apoptotik, geç 

apoptotik, toplam apoptotik ve ölü hücreler hem yüzde olarak hem de hücre/ml 

olarak hesaplanmıĢtır.  

Oksidatif stres ile birlikte oluĢan ve reaktif oksijen metabolitlerinin verdiği 

zararı belirlemek amacıyla lipit peroksidasyonu, süperoksit dismutaz (SOD) 

aktivitesi, katalaz (CAT) aktivitesi, glutatyon peroksidaz (GPX) aktivitesi 

ölçülmüĢtür. 

Ayrıca antijen-antikor bağlanma prensibine göre çalıĢan immünofloresan 

boyama yöntemi ile hücrelerin içerisinde bulunan yapıtaĢları ve meydana gelen 

kimyasal reaksiyonlar gösterilmiĢtir.  

Yapılan çalıĢmada elde edilen veriler doğrultusunda takrolimusun adipoz doku 

kaynaklı mezenkimal kök hücreler üzerinde oksidatif stres yaratarak hücrelerin erken 

apoptoza gitmelerine neden olduğu görülmüĢtür. Oksitosine maruz bırakılan 

hücrelerde proliferasyonun arttığı gözlemlenirken takrolimus ve oksitosin 

kombinasyonlarında takrolimusun hücreler üzerindeki sitotoksik etkisinin azaldığı 

belirlenmiĢtir. ÇalıĢma sonunda belirlenen dozun alıcıya modifiye edilmesiyle, hem 

immünosupresif ilacın hem de mezenkimal kök hücrelerin birbirlerinden negatif 

yönde etkilenmeden immün sistem üzerinde gerekli baskıyı oluĢturacakları 

düĢünülmektedir. Bu duruma bağlı olarak organ nakilleri sonrasında uygulanan 

tedavi protokollerinde destekleyici olarak oksitosinin kullanımına ıĢık tutacağı da 

öngörülen sonuçlar içerisindedir. 

 

Anahtar kelimeler: takrolimus; oksitosin; adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök 

hücre; oksidatif stres 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF OXYTOCIN ON AT-MSC 

EXPOSURE WITH TACROLIMUS 

 

Tacrolimus (FK 506) is a chemotherapeutic agent, which uses calcineurin 

pathway via inhibiting the stimulation of T cells to prevent the formation of immune 

response in the recipient individual in organ transplants. Tacrolimus is mainly 

metabolized in the liver by cytochrome P450 enzyme system and is known to be of 

high toxic effects on different cells. 

Mesenchymal stem has recently gained importance because they can be used in 

cellular therapy and tissue regeneration. In some clinical cases mesenchymal stem 

cells are transferred into the patient after the organ transplantations in order to 

support the treatment. Because of their immunomodulatory effects and to assist the 

regeneration, mesenchymal stem cells has an increasingly prevalent use today. 

Oxytocin is primarily acting as neuromodulators in humans and is a peptide 

hormone secreted by the pituitary gland of the neurohypophysis. Oxytocin has such 

effects on cells as to confer resistance against oxidative stress on cells and to increase 

the proliferation and help regeneration. 

Studies on the active substance of tacrolimus were aimed to investigate the 

cytotoxic effects on human adipose tissue derived mesenchymal stem cells. Besides, 

likewise a peptide hormone oxytocin neural adipose tissue was investigated in order 

to reveal the inhibition of the tacrolimus-induced toxicity comprising the 

mesenchymal cells 

Cytotoxic effects of tacrolimus on human adipose tissue derived mesenchymal 

stem cell line were evaluated by WST- 1 assay as time and dose dependent. 

Isobologram analysis was conducted using the assessed dose and time revealed the 

index values of substance combinations. IC50 dose of tacrolimus and oxytosin (72 

hours) for human adipose tissue derived mesenchymal stem cell were designated 

17.44 µM and 13.43 µM, respectively. The results of isobologram analysis for two 

substance determined as antagonistic and the combination indexes were recorded as 

ED50: 1.418, ED75: 1.25719, ED90: 1.23533, respectively. 
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In order to determine the apoptotic and necrotic death rate, annexin V method 

was used. By the help of the result of the analysis, non apoptotic, early apoptotic, late 

apoptotic, apoptotic and dead cells, both in total and percent cells / ml was 

calculated. 

In order to determine the damage caused by the active metabolites that formed 

with oxidative stress, superoxide dismutase activity (SOD), catalase activity (CAT), 

glutathione peroxidase activity (GPX) were measured. 

Also immunofluorescence staining, which works by the the antigen-antibody 

binding principle was conducted to the show the cell constituents and chemical 

reactions that take in place. 

The data obtained in the present study suggest that tacrolimus has been shown 

to cause early apoptosis on human by creating oxidative stress. Proliferation was 

observed in cells that exposed to oxytocin and the combination of tacrolimus and 

oxytocin also decreased cytotoxic effects on cells. By the modification of the 

determined dose to recipient’s will generate the necessary pressure on the immune 

system without being affected by both immunosuppressive drug and mesenchymal 

stem cells. Depending on this case, the results obtained in this study will enlighten 

the use of oxytocin in addition to treatment protocols that applied after the 

transplantation. 

 

Keywords: tacrolimus, oxytocin, adipose derived mesenchymal stem cells, oxidative 

stress 
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1.GĠRĠġ 

Organ ve doku nakli, vücuttaki görevini yerine getiremeyecek bir organın, 

baĢka bir tıbbi çözüm olmadığı durumlarda canlı bir vericiden veya kadavradan 

alınan sağlam bir doku veya organ ile değiĢtirilmesi iĢlemidir. KiĢinin kendi 

dokusunun yeniden kendisine nakledilmesi bağıĢıklık sistemi bakımından sorun 

yaratmamaktadır çünkü bu durumda bağıĢıklık sistemi kendi doku ve hücrelerini 

tanımaktadır. Fakat farklı vericiden yapılan transplantasyon iĢlemlerinde alıcının 

bağıĢıklık sistemi yabancı hücre, doku ve organlara karĢı vücudu korumaya çalıĢarak 

onları reddetmektedir. Organ nakillerinde karĢılaĢılan en büyük engel doku reddidir 

ve bu engelin aĢılması organ nakillerindeki baĢarı oranının artmasında önemli bir 

unsurdur (1-3).  

Transplantasyon iĢleminde alıcının kendine nakledilen dokuları yabancı 

saymasını önlemek amacıyla immünosupresyon adı verilen yöntem uygulanmaktadır. 

Ġmmünosupresyon, bağıĢıklık sisteminin çeĢitli yöntemlerle baskılanması iĢlemidir. 

Ġmmünosupresyonda antijen tanınarak T hücrelerinin antijeni tanıması, çoğalması, 

farklılaĢması ve antikor yapımı iĢlevi baskılanmaktadır (4,5).  

Ġmmünsupresif ajanlardan biri bu çalıĢmada da kullanılan Takrolimus adlı 

etken maddedir.  Takrolimus ilk kez 1984 yılında Streptomyces tsukubaensis isimli 

toprak mantarından üretilmiĢ bir makrolid laktondur. Takrolimusun immunsupresif 

etkisini kalsinörin inhibisyonu yaparak, T hücre aktivasyonunu ve interlökin-2 (IL-

2), IL-4, IL-5 gibi inflamatuar sitokinlerin salınımını inhibe ederek gösterdiği 

düĢünülmektedir. Sitokinlerin transkripsiyonel aktivasyonunda temel rol oynayan 

kalsinörin, hedef proteinlerden fosfat gruplarını ayırarak kalsiyum aktivasyonu 

yapmaktadır. Bu sebeple immunosupresyon yapmak için iyi bir hedeftir (6-9).  

Mezenkimal kök hücrelerin rejeneratif tıp alanında ve doku tamirinde 

kullanılmalarının dıĢında, diğer kök hücrelerden farklı olarak, immün sistem 

üzerinde düzenleyici etkileri oldukları keĢfedilmiĢtir (10-12). İn vitro ortamda 

mezenkimal kök hücrelerin T ve B hücre proliferasyonunu inhibe ettiği, regülatör T 

hücre geliĢimini desteklediği, doğal öldürücü hücreler (NK) ve sitotoksik T 

lenfositlerin litik aktivitesini azalttığı, monositlerin dendritik hücrelere 

farklılaĢmasını inhibe ettiği ve onların antijen sunucu fonksiyonlarına zarar verdiği 

gösterilmiĢtir. Bu nedenle artık organ nakillerinde immünosupresyon amacıyla 
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mezenkimal kök hücrelerin de alıcıya transplante edilmektedir (13,14). 

Takrolimusun tek baĢına kullanıldığında toksik etkisinin düĢük olduğunu bildiren 

literatürler bulunmakla birlikte farklı immün baskılayıcı ajanlarla birlikte 

kullanıldığında toksik etkisinin arttığını gösteren çalıĢmalar mevcuttur (15,16). 

Ayrıca daha önce yapılmıĢ olan bazı çalıĢmalarda, baĢta lenfositler olmak üzere 

farklı hücreler için toksik etkiye sahip olduğu da belirtilmektedir (17,18). Fakat söz 

konusu kimyasalın mezenkimal kök hücreler üzerinde olası etkileri henüz tam olarak 

bilinmemektedir (19,20).  

Oksitosin; insanlarda nörohipofiz olarak adlandırılan arka hipofizde yerleĢen 

ve buraya hipotalamus’tan gelen supraoptik ve paraventriküler nukleuslardan 

salgılanan özelleĢmiĢ hücreler tarafından sentezlenen bir memeli hormonudur. Son 

yıllarda yapılan çalıĢmalarda in vitro yada in vivo ortamda oksitosinin bir çok 

hücrede oksidatif strese karĢı direnç kazandırdığı, hücre proliferasyonunu arttırdığı 

ve mezenkimal hücrelerin farklılaĢmasını düzenlediği bildirilmektedir (21-23).  

Yapılan bu deneysel çalıĢmada; doku ve organ nakillerinde immünsupresif ilaç 

olarak kullanılan Takrolimusun adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücreler 

üzerindeki etkileri ve antioksidan bir ajan olan oksitosinin takrolimusun oluĢturduğu 

toksik etkinin azaltılması için yeni bir ajan olarak kullanılma potansiyeli 

araĢtırılmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Kök Hücreler 

Kök hücreler kendilerini yenileyebilme, sınırsız çoğalabilme ve kendilerinden 

baĢka hücrelere farklılaĢabilme, hasarlı dokuya verildiğinde hasarlı yapıyı 

onarabilme özellikleri ile tanımlanan özel hücrelerdir (24). Bol miktarda 

bulunmaları, kolay elde edilebilmeleri, birçok hücre tipine farklılaĢarak 

çoğalabilmeleri, otolog veya allojenik alıcılara güvenli ve etkin bir Ģekilde 

transplante edilebilmeleri sebebiyle rejeneratif tıp uygulamalarında tercih 

edilmektedirler (25). 

Sperm ve yumurta hücresinin birleĢmesi sonrası sırasıyla zigot, 4-8 hücreli 

blastomerler, morula ve blastosist evreleri izlenir. Embriyonik kök hücreler ve 

embriyonik germ hücreleri blastosist içerisindeki iç hücre kütlesinde bulunurlar. Bu 

hücreler mezoderm, endoderm, ektoderm ve germ hücrelerini oluĢtururlar (26).  

GeliĢmekte olan organizmalarda ise embriyonik kök hücreler 

bulunmamaktadır. Bu organizmalarda yetiĢkin kök hücre adı verilen, çeĢitli 

organlarda ve bu organların belli doku bölgelerinde çoğalabilen ve farklılaĢabilen 

hücreler yerleĢmiĢtir. Örneğin; derideki epidermisi veya bağırsak epitelini yenileyen 

kök hücreler yetiĢkin kök hücrelerdir (27).  

Kök hücreler farklılaĢma yeteneklerine göre totipotent, pluripotent, 

multipotent ve unipotent olarak 4 grupta toplanabilirler.  

 

 

ġekil 1: FarklılaĢma yeteneklerine göre kök hücreler (28). 
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Dünya sağlık örgütünün totipotent terimi için ‘organizmanın tamamını 

geliĢtirebilme kapasitesi’ ve ‘tüm hücre ve doku tiplerine farklılaĢabilme’ olmak 

üzere iki tanımı vardır. Bu iki tanım arasındaki farklılık totipotensi teriminin tanımı 

açısından karıĢıklıklara sebep olmakla birlikte önemsizdir (29). Totipotensi bir 

hücrenin bir organizmayı oluĢturan tüm hücre tiplerine farklılaĢabilme yeteneğidir. 

Zigot organizmayı oluĢturacak tüm hücre tiplerine farklılaĢma potansiyeline sahip 

olan ilk totipotent hücredir (30). Totipotent hücreler, ekstraembriyonik yapı olan 

göbek kordonu, amniyon kesesi, Wharton Jeli ve plasentayı oluĢturarak pluripotent, 

multipotent, unipotent özellik gösterebilirler (31).  

Pluripotensi hücre biyolojisinde; bir kök hücrenin üç germ tabakası olan 

endoderm, mezoderm ve ektoderm tabakalarına farklılaĢabilmeleri anlamında 

kullanılır. Pluripotent kök hücreler, fötal veya yetiĢkin hücre tiplerini oluĢturabilir 

fakat bir organizmayı oluĢturacak yeteneğe sahip değildirler (30). Pluripotent kök 

hücreler kardiyak rahatsızlıklar ve diyabet gibi birçok hastalığın tedavisi için kendini 

yenileyebilen, sağlıklı doku ve hücre kaynağı oluĢturma imkanı sunmaktadır. Yanık 

hasarları ve otoimmün bir etiyolojisi olan Parkinson gibi hastalıkların tedavisinde de  

pluripotent kök hücrelerin iyileĢtirme potansiyellerinden yararlanılmaktadır. 

Hastalıkların tedavisinde kas, kan, kalp, sinir hücresi gibi geniĢ hücre potansiyeline 

sahip pluripotent kök hücreler aynı zamanda hücre ve doku transplantasyonlarında 

da kullanılmaktadırlar (28).  

Multipotent hücreler insan vücudunda sadece birkaç hücre türüne dönüĢebilen 

hücrelerdir. Laboratuvar ortamında gerekli koĢullar ve sinyaller sağlandığında daha 

fazla hücre türüne dönüĢebilmeleri mümkündür. Bu hücrelere verilebilecek en iyi 

örnek hematopoietik kök hücrelerdir (32).  

Unipotent hücreler geliĢmiĢ bir organizmada tek bir hücre grubuna farklılaĢma 

yeteneği olan hücrelerdir. Doku yenilenmesinde de rol oynarlar fakat geniĢ doku 

hasarlarının tamiri için pluripotent kök hücrelere ihtiyaç vardır. Deri kök hücreleri 

ve kas dokusunda bulunan uydu hücreleri unipotent hücrelere örnektir (33). 

2.2. Kök Hücrelerin Genel Özellikleri 

Kök hücreler; pluripotensi (köklülük), kendi kendisini yenileyebilme ve farklı 

hücre tiplerine farklılaĢabilme yeteneğine sahip hücrelerdir.  
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2.2.1. Köklülük (Pluripotensi) 

Kök hücreleri diğer hücrelerden ayıran hücresel ve moleküller özellikleri ifade 

eden bir terim olan ‘köklülük’ kök hücrelerin imzası olarak kabul edilir. Bu 

özellikler özgün gen ifadeleri veya translasyon sonrası meydana gelen birtakım 

değiĢimleri içerir ve bunlar sayesinde kök hücreler farklılaĢmadan özgün yapılarını 

ve iĢlevlerini korurlar.  

Kök hücre tipleri; hücre sinyal yolakları üzerinde veya hücrelerin yüzeyinde 

yer alan hücre-hücre yapıĢma molekülleri olarak rol oynayan belirteçler ile 

belirlenebilirler. Bu belirteçlerin çoğu Farklanma Kümeleri (Clusters of 

differentiation) baĢlığı altında toplanmıĢlardır. Bu baĢlık kısaca ‘CD’ olarak ifade 

edilir (34). 

2.2.2. Kendini Yenileme 

Kendini yenileme; kök hücrenin asimetrik veya simetrik olarak bölünerek, 

geliĢme potansiyeli anne hücre ile aynı olan bir veya iki yavru hücre meydana 

getirme iĢlemidir. Kendini yenileyebilme özelliği; geliĢim sürecinde hücrelerin 

yayılması, yetiĢkin dokuların korunması ve yaralanma sonrası iyileĢme için kök 

hücrelerin sahip olduğu temel bir özelliktir. Bu özellik, hücrenin farklılaĢmamıĢ 

düzeydeki korunduğu süreci ifade eder (35). Kendini yenileme programı iki temel 

mekanizma arasındaki denge sayesinde gerçekleĢir. Bu mekanizmalar; kendini 

yenilemeyi uyaran proto-onkogenler ve kendini yenilemeyi sınırlayan tümör 

baskılayıcılardır. Bu mekanizmalar hücre dıĢından özellikle de niĢ bölgesindeki 

elemanlardan aldıkları sinyallerle harekete geçerler. DıĢ sinyaller sayesinde 

hücrelerin kendini yenileme süreçlerinin kontrolü sağlanır (27). 

2.2.3. FarklılaĢma 

FarklılaĢma, hücrelerin olgunlaĢma döneminde geçirdikleri bir dizi 

biyokimyasal olaylardan oluĢan değiĢimi tanımlamak için kullanılır. Bu 

biyokimyasal olaylar sitokinlerin, büyüme ve farklanma faktörlerinin, hücre dıĢı 

matriks proteinlerinin ve hücrelerarası iletiĢimlerin kombine etkisiyle gerçekleĢir. 

FarklılaĢma aĢamasındaki hücre bölünmeyi durdururken aynı zamanda hücre 

dıĢından gelen sinyallere cevap vermeye hazırlanır. Kök hücre türlerinin elde 

edildikleri kaynağa bağlı olarak farklılaĢma potansiyelleri farklılık gösterir (36). 

Kök hücreler üç germ tabakası olan endoderm, mezoderm ve ektoderm 
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hücrelerinden meydana gelirler ve bu üç germ tabakası vücudun tüm hücrelerinin 

embriyonik kaynağını oluĢturur (37). 

 

Tablo 1: Üç germ tabakasının meydana getirdiği oluĢumlar (27). 

Ektoderm Mezoderm Endoderm 

Merkezi sinir sistemi Bağ dokusu, tendonlar, 

meninksler ve meninkslerin kan 

damarları 

Sindirim borusu 

Periferik sinir sistemi Kan dokusu Karaciğer 

Epidermis, 

melanositler 

Kemik, kıkırdak, eklem ve kemik 

iliği 

Pankreas 

Dermis, deri ve ekleri 

(saç, kıl ve tırnak) 

Kas dokuları Solunum sistemi 

stroması (larinks, 

trakea, akciğerler) 

Epitel dokusu  

Ağız ve ağız 

boĢluğuna açılan salgı 

bezleri 

Nazal yollar 

Göz (mercek, kornea, 

Retina) 

Kulak (iç, dıĢ) 

Epitel dokusu 

Kalp, kan ve lenfatik dolaĢım 

sistemi 

Dalak ve lenf düğümleri 

Ürogenital sistem 

Vücut boĢlukları 

Dermis 

Epitel 

Farinks 

Tiroid, paratiroid 

Timus, tonsilla 

Orta kulak 

Meme bezleri, ter 

bezleri, yağ bezleri 

Plevra, periton, perikard, 

mezotelyum 

Mesane, üretra 

DiĢin mine tabakası Böbreküstü bezinin korteksi Vajina 

Bezlerin stroması 

Tiroid,paratiroid 

Timus, tonsilla 

Tükürük, gözyaĢı 

Orta kulak ve Östaki 

borusu 

 Bezlerin stroması 

Tiroid,paratiroid 

Timus, tonsilla 

Tükürük, gözyaĢı 

Orta kulak ve Östaki 

borusu 

Hipofiz, Epifiz Bağırsak duvarı  

Böbreküstü bezinin 

medullası 

Solunum sistemi duvarı  

 

2.3. Kök Hücre Kaynakları 

Kök hücreler temelde elde edildikleri kaynağa göre ikiye ayrılırlar; 

embriyonik kök hücreler ve embriyonik olmayan kök hücreler. Embriyonik kök 

hücreler, embriyonun erken geliĢim sürecinde blastosistin iç hücre kitlesinden elde 

edilen hücrelerdir. Embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kök hücreler ise; 

eriĢkin kök hücreler, fetüs kök hücreleri, kadavradan elde edilen kök hücreler, göbek 

kordonu ve plasenta kök hücreleridir. 
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YetiĢkin bir insan vücudunun neredeyse tüm doku ve organlarında kök 

hücrelerin varolduğu bilinmektedir. Deri, kas, kalp kemik, yağ, sinir ve kan gibi 

birçok doku ve organlarda yer alan kök hücreler çeĢitli sebeplerle meydana gelen 

hasarları vücut içersinde onarır ve iyileĢtirirler (38). 

 

 

ġekil 2: Kök hücre kaynakları (39). 
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2.3.1. Embriyonik Kök Hücreler 

Embriyonik kök hücreler blastosist evresinde embriyonun iç hücre kitlesinde 

yer alan ve pluripotent özellikteki hücrelerdir (40).  

 

 

ġekil 3: FarklılaĢmamıĢ haldeki insan embriyonik kök hücre kolonisi (41) 

 

Embriyonik kök hücreler vücuttaki tüm hücre ve dokuları oluĢturabilme 

kapasiteleri sebebiyle doku mühendisliği ve rejeneratif tıp alanında oldukça büyük 

potansiyele sahiptirler. Fare embriyonik kök hücreleri ilk defa yaklaĢık 30 yıl önce 

geliĢmekte olan blastosistin iç hücre kitlesinden izole edilmesi ve in vitro ortamda 

çoğaltılması sonucu tanımlanmıĢlardır  (41,42). Daha sonra yine fare embriyolarında 

bu hücrelerin tüm hücre hatlarına katıldığı gösterilmiĢtir (43). Fare embriyonik kök 

hücreleri in vitro’da farklılaĢmamıĢ halleri ile süresiz olarak çoğalmıĢlar fakat uygun 

sinyaller tarafından indüklendikleri zamanlarda tüm vücut fenotiplerine farklılaĢma 

kapasitelerini  sürdürmüĢlerdir (44). 1998 yılında insan embriyonik kök hücreleri 

elde edilmiĢler ve insan hastalıklarında mümkün olabilecek tedaviler için rejeneratif 

tıp ve doku mühendisliği alanında yapılacak çalıĢmalara olanak sağlamıĢlardır (45-

47). 

Ġnsan embriyonik kök hücre hatları ilk olarak laboratuvar ortamında döllenmiĢ 

veya ailelerin onayı alınarak bağıĢlanmıĢ embriyolardan elde edilmiĢlerdir. Üreme 

amaçlı yaratılan embriyoların yedek olanları yalnızca etik açıdan uygun bulunduğu 

takdirde tıbbi araĢtırmalarda kullanılabilmiĢlerdir. Ġnsan embriyonik kök hücre elde 
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edilmesiyle ilgili diğer bir yaklaĢım somatik hücre nukleus transferi yani 

klonlama’dır. Bu prosedüre göre bireyin çekirdeği çıkarılmıĢ yumurta hücresine 

somatik hücre nukleusu transfer edilir. Bu hücreler embriyonik geliĢimin blastosist 

evresine geldikten sonra iç hücre kitlesinden izole edilen embriyonik kök hücreler 

donör dokuları ile genetik olarak uyumlu olurlar (48). 

 

 

ġekil 4: Embriyonik kök hücrelerin blastosist evresindeki yeri (49). 

 

Embriyonik kök hücreler kültür ortamında ya da geliĢmekte olan bir embriyo 

içinde eriĢkin organizmadaki tüm hücreleri oluĢturma ve sonsuza kadar yayılma 

yeteneğine sahiptirler. Bu yetenek embriyonik kök hücrelerin pluripotent özellikte 

olduklarını göstermektedir. Hücre içinde pluripotentliğin sürdürülmesini sağlayan 

bazı faktörler vardır. Bu faktörler; homeodomain transkripsiyon faktörü Oct4 

(Octamer-binding transcription factor), varyant homeodomain transkripsiyon faktörü 

Nanog ve yüksek mobilite grubu (HMG)-box transkripsiyon faktörü Sox2’dir (50). 

2.3.2. EriĢkin Kök Hücreler 

GeliĢmekte olan bir organizmada çeĢitli organlarda ve bu organların belirli 

doku bölgelerinde kendi kendine çoğalabilen, kararlanabilen ve farklanabilen 

hücreler varlığını sürdürür. Bu hücrelere eriĢkin kök hücreler adı verilmektedir. 
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EriĢkin kök hücreler totipotent özellikte olmadıkları için az sayıda hücre tipine 

farklılaĢabilirler bu sebeple öncü hücre olarak da değerlendirilebilirler. Somatik kök 

hücreler olarak da adlandırılan bu hücreler hasarlanan dokuların yenilenmesinde de 

görev alırlar (36). 

Son zamanlarda en çok çalıĢılan eriĢkin kök hücre tipleri hematopoetik kök 

hücreler, mezenkimal kök hücreler, nöral kök hücreler, bağırsak kök hücreleri ve 

endotel kök hücrelerdir. Bunların dıĢında kalp, karaciğer, akciğer, pankreas, göz, 

burun, kulak gibi organlarda bulunan hücrelerin köken aldığı kök hücrelerden söz 

edilebilir (51). 

EriĢkin kök hücreler arasında multipotent, oligopotent hatta unipotent hücreler 

görülebilir. Bu hücreleri öncü hücrelerden ayıran en büyük ölçüt, asimetrik hücre 

bölünmesiyle birbirinden farklı iki yavru hücreye bölünmeleridir. Bu bölünme tipi 

kök hücre havuzunun yenilenmesini ve sayılarının azalmadan sürdürülebilmesini 

sağlar (52). 

EriĢkin kök hücrelerde görülen bir özellik de plastisitedir. Örneğin ektoderm 

kökenli bir kök hücrenin uygun koĢullar altında endoderm ve mezoderm kökenli 

hücrelerin de kaynağı olabilmesi bu hücrelerin yüksek plastisitesi sonucudur (27). 

EriĢkin kök hücrelerin sayıları sınırlıdır. ÇeĢitli sebeplerle hasara uğrayan 

hücrelerin yerini alacak hücrelere yön verirler ve dokudaki dengenin sağlanmasına 

yardımcı olurlar. EriĢkin kök hücreler tüm vücuda yayılmıĢlardır ve bulundukları 

mikroçevre Ģartlarına göre farklılaĢırlar. Fakat bu hücrelerin belirli bir yerleĢimleri 

olmadıkları için elde edilmeleri kolay olmamaktadır (53). 

2.3.2.1. Mezenkimal Kök Hücreler 

1960’larda Friedenstein ve arkadaĢları, fare kemik iliği stromasını baĢka bir 

dokuya nakletmiĢler ve burada stroma hücrelerinin yağ, kıkırdak, kemik ve 

retikulum hücrelerine dönüĢebildiğini göstermiĢlerdir. Böylece kemik iliğinde 

hematopoetik olmayan öncü hücrelerin varolduğu anlaĢılmıĢtır. Bu hücreler 

fibroblast kolonisi oluĢturan birim CFU-F (colony-forming unit-fibroblast) 

etkinliğiyle ölçülerek fibroblastların öncüsü hücreler olarak tanımlanmıĢlardır. 

Hücrelerin genel özellikleri plastik yüzeye yapıĢmaları ve in vitro olarak 

çoğaltılabilmeleridir (54). Yıllar sonra bu hücreler Pittenger ve arkadaĢları 

tarafından in vitro ortamda adiposit, kondrosit ve osteoblasta farklılaĢtırılmıĢtır. 
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Birden fazla hücre tipine farklılaĢabilmeleri ve in vitro çoğalabilmeleri nedeniyle bu 

hücreler mezenkimal kök hücre olarak adlandırılmıĢlardır (55). 

EriĢkin kök hücre tipi olan mezenkimal kök hücreler kendi kendini 

yenileyebilen ve farklı hücre tiplerine farklılaĢabilen multipotent stromal hücreler 

olarak ifade edilirler. Mezenkimal kök hücreler doku yenilenmesi ve hücresel 

tedavide kullanılabilmeleri sebebiyle son zamanlarda oldukça önem kazanmıĢlardır. 

Bu hücrelerin izolasyon ve kültürlerinin kolay olmasının yanı sıra ex-vivo 

potansiyelleri yüksektir ve in vitro koĢullarda uzun süre kültür edilebilirler. Uygun 

mikro çevre koĢullarında baĢta bağ doku olmak üzere çok çeĢitli hücre tiplerine 

farklılaĢabilirler. In-vitro koĢullarda uygun uyaranlarla yağ, kemik, kıkırdak, kas, 

tendon, ligament gibi hücrelere farklılaĢtıkları gösterilmiĢtir (56). 

 

 

ġekil 5: Mezenkimal kök hücre kaynakları ve plastisitesi (56) 

 

Çoğu mezenkimal doku canlılıkları boyunca biçim değiĢtirmiĢlerdir. Biçim 

değiĢtirmenin en uç örneği; hasar görmüĢ dokunun tam bir yenilenme göstermesidir. 

Farklı bireylerin yanı sıra aynı bireye ait farklı dokular arasındaki yenilenme 

kapasitesi kayda değer farklılıklar göstermektedir (57). 
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Mezenkimal kök hücrelerin tipik belirteçleri henüz tam olarak bulunamamıĢtır. 

En çok kabul gören belirteçleri CD105, CD90 ve CD73 olup, hematopoetik belirteç 

olan CD45, CD34, CD14 ve CD11b’den yoksundurlar. Ayrıca bu belirteçlere ek 

olarak mezenkimal kök hücrelerin CD13, CD29, CD44, CD166 ve trombosit 

kaynaklı büyüme faktörü taĢıdıkları kabul edilmektedir.  

Hücrelerin, mezenkimal kök hücre olarak tanımlanabilmesi için Uluslararası 

Hücresel Tedaviler Topluluğunun bildirdiği 3 özellik vardır: 

1. Hücrelerin kültür ortamında plastik yüzeye tutunabilmeleri. 

2.Yüzeylerinde CD105 (SH2), CD73 (SH3/4)ve CD90 gibi hematopoetik 

olmayan hücre yüzey belirteçlerini eksprese ederlerken, CD45, CD34, CD14 veya 

CD11b, CD79 veya CD19 ve HLA-DR (Human Lymphocyte Antigen-DR)  gibi 

tipik hematopoetik belirteçleri eksprese etmemeleri. 

3. İn vitro ortamda kemik, yağ ve kıkırdak hücrelerine farklılaĢabilmeleri (58). 

2.3.2.1.1. Adipoz Doku Kökenli Mezenkimal Kök Hücreler 

Adipoz doku kökenli mezenkimal kök hücreler yağ dokusunun damarlı 

bölgesinin stromasından (stromal vascular fraction, SVF) yağ hücrelerinin 

uzaklaĢtırılmasıyla elde edilmektedirler. Kollojenaz tip I veya tip II içersinde 

sindirilebilen yağ dokusundan elde edilen adipoz kökenli kök hücrelerin (AKH) 

kültür ortamında çoğalabilme kapasiteleri vericinin yaĢı ile ters orantılıdır. Adipoz 

doku kaynaklı mezenkimal kök hücreler için;  

Pozitif  belirteçler; CD9, CD13, CD29, CD44, CD54, CD73, CD90, CD105, 

CD106, CD117, CD140b, CD146, CD166 ve HLA I. 

Negatif belirteçler; CD11b, CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD79α, 

CD133 VE CD144 olarak bilinmektedirler (27). 

Adipoz doku tüm memeli türlerinde embriyonik geliĢim evresinde 

mezodermden kökenlenmektedir. Adipoz doku tıpkı bir endokrin organ gibi 

çalıĢarak yağ depolama yoluyla enerji metabolizmasının sürdürülebilirliğini 

sağlamaktadır. Kahverengi ve beyaz olmak üzere iki tipi olan adipoz dokunun beyaz 

tipinden, adipoz kaynaklı kök hücre elde edilmektedir. Adipoz kök hücreleri ile ilgili 

ilk çalıĢmalar 1992’de araĢtırmacıların domuzdan alınan preperitoneal yağı 

kullanmasıyla baĢlamıĢtır (59). Adipoz kök hücreleri, subkütanöz ve omental yağ 
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içeren beyaz yağ dokusunun her türünde bulunabilmektedir. Bu hücreler doku 

mühendisliği ve rejeneratif tıp alanında gelecek vaat etmektedirler. Bol bulunmaları 

ve mezodermin diğer doku tiplerine farklılaĢabilmeleri nedeniyle çeĢitli 

uygulamalarda kullanılabilmektedirler (60). Osteoartrit, diyabet, kalp hastalığı, 

yumuĢak doku yenilenmesi, mastektomi sonrası yeniden yapılanma ve deri onarımı 

gibi durumlarda kullanılmaktadırlar. İn vitro çalıĢmalar sayesinde donörün 

cinsiyetinin, vücut kütle indeksinin ve anatomik lokasyonunun adipoz kök 

hücrelerinin potansiyeli üzerindeki etkileri ile ilgili daha çok bilgi edinilmiĢtir. Son 

yıllarda obezitenin artmasıyla sıklaĢan yağ aldırma iĢlemi ve bunun güvenli olması 

sebebiyle lipoaspirasyon yöntemi adipoz kök hücreleri için ideal kaynak olarak 

görülmektedir. Ayrıca klinik uygulamalarda güvenli otolog hücre kaynağı olarak 

gösterilmektedir (61, 62). 

 

 

ġekil 6: Ġnsan adipoz kaynaklı kök hücre izolasyonu, farklılaĢtırılması ve klinik 

kullanımı (63). 

Adipoz kök hücrelerinin in vitro ortamda sayılarını iki katına çıkarma süreleri 

kültür ortamına ve pasaj sayılarına bağlı olarak iki ile dört gün arasındadır. 

AraĢtırmacılar tarafından doku iyileĢmesi ve tamirinde özel bir mekanizmaya sahip 

olmadıkları kabul edilmiĢtir. YaralanmıĢ veya hasta bir dokuya nakledilen adipoz 
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kaynaklı kök hücreler sitokinler ve büyüme faktörleri sağlayarak parakrin yollarla 

iyileĢmeyi sağlamaktadırlar. Yüksek oranda epidermal büyüme faktörü (EGF), 

vasküler endoteliyal büyüme faktörü (VEGF), temel fibroblast büyüme faktörü 

(bFGF), keratinosit büyüme faktörü (KGF), platelet kaynaklı büyüme faktörü 

(PDGF), hepatosit büyüme faktörü (HGF), dönüĢtürücü büyüme faktörü beta (TGF-

β), insülin benzeri büyüme faktörü (IGF) ve beyin kaynaklı nörotrofik faktör 

(BDNF) salgılamaktadırlar. Aynı zamanda Flt-3 (Fms benzeri tirozin kinaz 3)  

ligand, granülosit koloni stimüle edici faktör (G-CSF), granülosit/makrofaj koloni 

stimüle edici faktör (GM-CSF), interlökin-6 (IL-6), interlökin-7 (IL-7), interlökin-8 

(IL-8), interlökin-11 (IL-11), interlökin-12 (IL-12), lösemi inhibitör faktörü (LIF) ve 

tümör nekrozis faktörü alfa (TNF-α) gibi sitokinleri salgılarlar. Otolog adipoz kök 

hücrelerinin düzenleyici olmaları ve doku uyumu gibi avantajları vardır (64,65).  

2.4. Mezenkimal Kök Hücrelerin Ġmmün Sistem Üzerindeki Etkileri 

Mezenkimal kök hücrelerin rejeneratif tıp alanında ve doku tamirinde 

kullanılmalarının dıĢında, diğer kök hücrelerden farklı olarak, immün sistem 

üzerinde düzenleyici etkileri oldukları keĢfedilmiĢtir. Hem in vivo hem de in vitro’da 

gösterilen antiinflamatuar ve immünomodülatör etkiler ağırlıklı olarak; parakrin 

faktörler, dönüĢtürücü büyüme faktörü β, prostaglandin E2, interlökin 10, indolamin 

2,3-dioksijenaz aracılığıyla gerçekleĢtirilmektedir. İn vitro ortamda mezenkimal kök 

hücrelerin T ve B hücre proliferasyonunu inhibe ettiği, regülatör T hücre geliĢimini 

desteklediği, doğal öldürücü hücreler (NK) ve sitotoksik T limfositlerin litik 

aktivitesini azaltarak düzenlediği, monositlerin dendritik hücrelere farklılaĢmasını 

inhibe ettiği ve onların antijen sunucu fonksiyonlarına zarar verdiği gösterilmiĢtir 

(58). 
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Tablo 2: Mezenkimal kök hücrelerin immünomodülatör etkilerinde rol alan 

mekanizmalar (27). 

Etki Mekanizma 

Lenfositlerin çoğalmasının baskılanması- 

engellenmesi 

Ġndolamin dioksijenaz; nitrik oksit 

T lenfositi anerjisinin
α 

 uyarılması Eriyik faktörler ve/veya hücre-hücre teması 

T lenfositi apopitozunun uyarılması Ġndolamin dioksijenaz ve interferon γ; HLA-

G’ye dayalı mekanizma 

Düzenleyici T hücrelerinin (Tdüz) (CD4+, 

CD25+) uyarılması 

Eriyik faktörler ve/veya hücre-hücre teması 

Antijen sunucu hücrelerin iĢlevlerini 

düzenleme 

MHC sınıf II proteinlerinin ifadesini azaltmak; 

eĢ-uyarıcı moleküller olan CD80 ve CD86’nın 

ifadesini azaltmak; interferon γ, TNFα, IL-2 ve 

IL-2’nin salgısını azaltmak 

 

Yapılan birçok çalıĢmada mezenkimal kök hücrelerin alloantijenler, 

mitojenler, anti-CD3 ve anti-CD28 antikorları tarafından uyarılan T hücre 

proliferasyonunu baskıladığı kanıtlanmıĢtır (66). Bu baskılamanın sebebinin hücre 

döngüsünün G0/G1 fazında hücrelerin birikmesinden kaynaklı olarak hücre 

bölünmesi ile ilgili olabileceği düĢünülmektedir. Moleküler seviyede; siklin D2 

ekspresyonunda aĢağı regülasyon olduğunda p27 ekspresyonunda yukarı regülasyon 

görülmesi mezenkimal kök hücrelerin T hücre proliferasyonu ve interferon gama  

(IFN)-γ üretimini neden etkilediğini açıklayabilmektedir. Mezenkimal kök hücreler 

tarafından T hücre proliferasyonu hücre-hücre etkileĢimleri ve (IFN)-γ, interlökin 

(IL)-1β gibi faktörlerin salınımı ile gerçekleĢtirilmektedir (67). DönüĢtürücü 

büyüme faktörü  (TGF)-β1, hepatosit büyüme faktörü (HGF), indolamin 2,3-

dioksijenaz (IDO) ve prostoglandin E2(PGE2) gibi mezenkimal kök hücre kaynaklı 

moleküllerin T hücre yanıtları üzerinde immünomodülatör etki yarattığı tahmin 

edilmektedir. Nötralizan antikorların tersine TGF-β ve HGF, mezenkimal kök 

hücreler tarafından indüklenen T hücre proliferasyonu baskılanmasını 

düzenleyebilmektedirler. T hücreler ile mezenkimal kök hücrelerin ko-kültürü 

yükselen PGE2 seviyesi ile sonuçlanmaktadır. PGE2 inhibitörleri ile tedavinin ise 

mezenkimal kök hücrelerle bağlantılı olan immünomodülasyonu azalttığı 

bilinmektedir. Mezenkimal kök hücreler tarafından nitrik oksit (NO) üretimi aynı 
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zamanda mezenkimal kök hücrelerin T hücre proliferasyonunu engellemektedir. 

NO, T hücre aktivasyonu ve proliferasyonu için gerekli bir transkripsiyon faktörü 

olan transkripsiyon-5’in sinyal iletimi ve aktivatörünün (STAT5) (Signal transducer 

and activator of transcription 5) fosforilasyonunu baskılayarak T hücre 

proliferasyonunu engellemektedir (68). Mezenkimal kök hücreler tarafından insan 

lökosit antijen-G5 (HLA-G5)’in sekresyonu sonucunda; T hücre ve NK hücre 

fonksiyonunun baskılanmakta ve allojenik T hücre yanıtının yardımcı T hücre 2 

(Th2) (T helper 2) sitokin profiline dönüĢmektedir.  

Mezenkimal kök hücreler düĢük seviyede HLA sınıf I molekülünü eksprese 

etmelerine karĢın T hücresi ile iliĢkili immün yanıtta önemli olan HLA sınıf II 

molekülünü eksprese etmezler. Son yıllarda regülatör T (Treg) hücrelerinin de Th1 

ve Th2 hücrelerinin fonksiyonlarını baskılayarak immunspresif etki gösterdikleri 

rapor edilmiĢtir (69,70). 

Mezenkimal kök hücreler anti-immünoglobulin (Ig) antikorlar, antiCD40L 

antikoru ve sitokinler (IL-2 ve IL4) ile B hücre proliferasyonunu baskılamaktadırlar. 

Mezenkimal kök hücreler yalnız (IFN)-γ varlığında B hücrelerinin proliferasyonunu 

inhibe etmektedir. Bunun sebebinin (IFN)-γ’nın mezenkimal kök hücrelerin IDO 

üretimine sebep olduğu düĢünülmektedir (71).  Efektör hücrelerin proliferasyonunun 

baskılanması triptofan yolu aracılığıyla gerçekleĢmektedir.  

Mezenkimal kök hücrelerin immünomodülatör etkisinin görüldüğü bir diğer 

hücre grubu doğal öldürücü (NK) hücrelerdir. Mezenkimal kök hücreler NK 

hücrelerin proliferasyonunu ve  IL-2 veya IL-15 tarafından tetiklenen (IFN)-γ 

üretimini baskılarlar (72). 
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ġekil 7: Mezenkimal kök hücrelerin immünositler üzerindeki etkileri. 

Mezenkimal kök hücreler; T hücre, B hücre, dendritik hücreler (DC), regülatör T 

hücreler (Treg), doğal öldürücü (NK) hücreler ve gama delta T hücreleri (γδ T) gibi 

çok sayıda immün hücre ve onların etkileĢimleri tarafından oluĢan immün yanıtları 

modüle ederler. Mezenkimal kök hücrelerin inhibitör rolü salgıladıkları solübl 

faktörlere ve hücre-hücre etkileĢimlerine bağlıdır. HGF: hepatosit büyüme faktörü, 

iDC: olgunlaĢmamıĢ dendritik hücre, IDO: indolamin 2,3-dioksijenaz, IL-10: 

interlökin-10, mDC: olgunlaĢmıĢ dendritik hücre, NO: nitrik oksit, PGE2: 

prostoglandin E2, TGF-β: dönüĢtürücü büyüme faktörü β (73). 

 

2.4.1. Graft Versus Host Hastalığında Mezenkimal Kök Hücre Uygulaması  

Graft versus host hastalığı (GVHH), donörden alınıp hastaya kök hücrelerle 

birlikte verilen sağlıklı T hücrelerin sebep olduğu immünolojik yanıt sonucunda 

görülen zor ve ölümcül bir komplikasyondur. Kök hücre nakli sonrası verici T 

hücreleri hastanın dokularına immün aracılı olarak hasar verirler ve ağır inflamatuar 

olaylara sebep olurlar. Bu sebeple immunsupresif ilaçlar hastalar için hayati önem 

taĢırlar. Son zamanlarda mezenkimal kök hücreler immünmodülatör etkileri ve 

immün cevabı düzenlemeleri nedeniyle GVHH tedavisinde alternatif bir yaklaĢım 

olarak kullanılmaya baĢlamıĢlardır. Mezenkimal kök hücreler, T hücre 

proliferasyonunu temel doku uyumluluğu kompleksi (Major Histocompability 

Complex, MHC) gözetmeden baskılarlar.  
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MHC sınıf I hücre yüzey molekülleri tüm çekirdekli hücrelerde bulunurlar 

fakat eritrosit ve kan plaketlerinde az bulunmaktadırlar. Hücreye özgü protein 

parçalarını sitotoksik T hücrelerine sunarak immün sistemin vücudun kendisine ait 

hücreleri yabancı hücrelerden ayırt etmesini sağlarlar. MHC sınıf I molekülü α ve 

β2-mikroglobulin olmak üzere iki polipeptid zincirden oluĢur. Üç parçadan oluĢan α, 

insan lökosit antijen (HLA) genleri tarafından kodlanır. Α parçasını kodlayan genler 

HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F, HLA-G, HLA-K, HLA-L ve bu genlerin 

izoformlarından oluĢur. Verici ile alıcı arasındaki dokunun kabulünü ve reddini 

özellikle HLA-A, HLA-B, HLA-C arasındaki uyum belirlemektedir. Bu moleküller 

mezenkimal kök hücrelerin yüzeyinde çok düĢük oranda bulundukları için düĢük 

immün yanıta sebep olmaktadırlar (74).  

MHC sınıf II hücre yüzey molekülleri antijen sunucu hücreler ve lenfositlerin 

yüzeyinde bulunmaktadırlar. MHC sınıf II molekülü α, β ve onlar da kendi içinde α1, 

α2, β1 ve β2 olmak üzere ikiĢer parçadan oluĢur. HLA-DM, HLA-DO, HLA-DP, 

HLA-DQ ve HLA-DR olarak beĢ tip MHC sınıf II biçimlenmesi vardır. Mezenkimal 

kök hücreler genelde  MHC sınıf II moleküllerini barındırmazlar  bu nedenle klinik 

çalıĢmalarda üçüncü Ģahıslardan doku uyumu aranmadan kullanılmaktadırlar (75)  

Steroide dirençli GVHH tedavisinde ilk baĢarılı mezenkimal kök hücre 

deneyimi Le Blanc ve arkadaĢları tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir. Haploidentik nakil 

sonrası steroide dirençli akut GVHH olan 9 yaĢında bir erkek çocukta mezenkimal 

kök hücre kullanılması sonucunda hızla iyileĢme görüldüğü rapor edilmiĢtir. Bir 

süre sonra semptomların tekrarlaması üzerine hastaya tekrar mezenkimal kök hücre 

verilmiĢ ve bu kez kalıcı bir cevap elde edilmiĢtir. 2004 yılında yapılan bu klinik 

deneme mezenkimal kök hücrelerin GVHH tedavisinde kullanılmaları devam eden 

çalıĢmalar için önemli bir dönüm noktasıdır (76). 

2.5. Ġmmunosupresyon 

 BağıĢıklık sistemi kendinden olanı, olmayandan ayırma ve gerekli 

mekanizmayı geliĢtirerek tepki verme üzerine kuruludur. Adaptif immünite antijenle 

karĢılaĢmıĢ olmaya bağlıdır ve esas efektörleri T ve B lenfositlerdir. B lenfositler 

antikor yaparken T lenfositler yardımcı ve regülatör olarak görev alırlar (82).  

Ġmmunosupresyon zayıflatılmıĢ veya inhibe edilmiĢ immun yanıt olarak 

tanımlanan bir durumdur. Hem humoral hem de  hücresel yanıtı oluĢturmaktadır. Bu 
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durum her bir eksilen antikor sınıfının (IgG, IgM, IgA)  değiĢken seviyeleri, azalmıĢ 

immun hücre sayısı ve fonksiyonu, sitokin üretiminin inhibisyonuna yol açan T 

hücreler, sinyal transdüksiyonu ve klonal geniĢleme ile iliĢkilendirilmektedir. 

Ġmmunsupresif tedavi organ nakli, onkoloji ve otoimmun rahatsızlıklar gibi tıbbın 

birçok alanında kullanılmaktadır. Ġmmunosupresyon, immun sistem organlarının 

cerrahi rezeksiyonu ile, X ıĢını kullanılarak fiziksel yöntemlerle veya farmakolojik 

ajanlar kullanılarak kimyasal yöntemlerle indüklenebilir. En çok karĢılaĢılan yöntem 

ise immunsupresif ilaç uygulamalarıdır. Fakat immunosupresyondan beklenen 

iyileĢtirici etki yanında bozulmuĢ bağıĢıklıktan kaynaklı olarak bazı yan etkiler 

görülmektedir. Bunlar dokular üzerindeki toksik etkiler (nefrotoksisite, 

nörotoksisite) veya malignite süreci üzerindeki direkt etkilerdir (77). 

2.5.1. Ġmmunsupresif Ajanlar 

Son evre organ yetmezliği olan hastalar için organ nakli günümüzde 

uygulanan en baĢarılı tedavi yöntemidir. Uluslararası kayıtlara göre böbrek, 

karaciğer ve kalp nakillerinde hayatta kalma oranı % 85 civarındadır. Organ 

nakillerindeki baĢarının büyük bir kısmını immunsupresif tedavideki geliĢmeler 

oluĢturmaktadır. Ġmmunsupresif ajanlardaki geliĢmeler daha hedefe yönelik bir 

tedaviye olanak sağlamaktadırlar (78). Ġmmunsupresyon ile antijen tanınır ve T 

hücrelerinin antijeni tanıma, çoğalma, farklılaĢma ve antikor yapımı iĢlevi 

baskılanır. Ġmmunsupresyon yöntemi temelde nonspesifik ve spesifik olmak üzere 

ikiye ayrılır. Nonspesifik immunsupresyonda immun sistem antijene bağlı 

olmaksızın baskılanmaktadır. Bu immunsupresyon yöntemi immun sistem 

fonksiyonlarını her aĢamada baskıladığı için alıcıyı enfeksiyonlara karĢı duyarlı hale 

getirir. En sık kullanılan ilaçlar steroidler, azathiopirin ve anti-lenfosit 

globülin’lerdir. Spesifik immunsupresyon yönteminde immun sistem yanıtı, 

enfeksiyonlara duyarlılık artıĢı olmadan durdurulmaktadır (79,80). 
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Tablo 3: Solid organ transplantasyonunda kullanılan immunsupresif ajanlar (81). 

Ajanın Sınıfı     Ajan 

Kortikosteroid Prednizolon 

Prednizon 

Metil Prednizolon 

Antiproliferatif Azatiyoprin 

Mikofenolat Mofetil 

Mikofenolat Sodyum 

Kalsinörin Ġnhibitörü Siklosporin 

Takrolimus 

TOR Ġnhibitörü Sirolimus 

Everolimus 

Poliklonal Anti-Lenfosit Antikor Anti-Lenfosit Globulin 

Anti-Timosit Globulin 

Monoklonal Antikor Muromonab-CD3 

Basiliksimab 

Daklizumab 

 

Organ transplantasyonlarında kullanılan immunsupresif ilaçların tedavi gereği 

yaĢam boyu kullanım gerektirmesi hastaları geliĢebilecek olan enfeksiyonlar ve 

kanser açısından riske sokmaktadır. Kalsinörin inhibitörlerinin nefrotoksik ve 

diabetojenik olması farklı klinik durumlardaki kullanımlarını sınırlamaktadır (82). 

 

Tablo 4: Günümüzde sık kullanılan immunsupresif ajanların T hücre 

aktivasyonundaki etki yerleri (82). 

ĠLAÇ   ETKĠ YERĠ 

Glukokortikoidler DNA da glukokortikoid yanıt elemanları (gen transkripsiyonunu 

düzenlerler) 

Muromonab-CD3 T-hücre reseptör kompleksi (antijen tanınmasını bloke eder) 

Siklosporin Kalsinörin (fosfataz aktivitesini inhibe eder) 

Takrolimus Kalsinörin (fosfataz aktivitesini inhibe eder) 

Azatiyopirin Deoksiribonükleik asit (yanlıĢ nükleotit bağlanır) 

Mikofenolat motefil Ġnozin monofosfat dehidrogenaz (aktivitesini inhibe eder) 

Daklizumab,Basiliksimab IL-2 reseptör ( Il-2 aracılıklı T hücre aktivasyonunu bloke ederler) 

Sirolimus Hücre siklusu progesyonunda görev alan protein kinaz (mTOR) 

(aktivitesini inhibe eder) 
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2.5.1.1. Takrolimus ve Etki Mekanizması 

Takrolimus, ilk kez 1984 yılında Streptomyces tsukubaensis isimli toprak 

mantarından üretilmiĢ bir makrolid laktondur. Yapılan çalıĢmalarda Siklosporin-

A’dan daha güçlü immunsupresif etkisi olduğu ve özellikle karaciğer ve böbrek 

transplantasyonunda daha iyi sonuçlar elde edildiği gösterilmektedir. Kapalı formülü  

C44H111N11O12, moleküler ağırlığı 822 dalton olan Takrolimusa ‘FK506’ kodu 

verilmiĢtir (80).  

 

 

ġekil 8: Takrolimusun kimyasal yapısı (83) 

 

Takrolimus immunsupresif etkisini kalsinörini inhibe ederek ve T hücre 

aktivasyonunu durdurarak göstermektedir. Takrolimus hücre içi bir protein olan ve 

yapısal olarak siklosporine benzeyen bir immünofilin olan FK-506-bağlayıcı 

protein-12’ye (FKBP-12) bağlanır. Bağlanma sonrasında ‘Takrolimus-FKBP-12-

Ca
2+

-kalmodülin-kalsinörin’ kompleksi oluĢur ve kalsinörin fosfataz aktivitesi 

inhibe edilir. Fosfataz aktivitesinin inhibisyonu defosforilasyonu  ve NFAT’ın 

nükleer translokasyonunu engeller bunun sonucunda da T hücre aktivasyonu inhibe 

edilmiĢ olur.  Ayrıca Lan ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢma ile Takrolimusun NF-

kappa B aracılığıyla düzenleyici etki yaparak keratinositlerden TNF-α salınımını 

engellediği gösterilmiĢtir (84).  
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Takrolimusun sitokin sentezini CD4 lenfosit düzeyinde inhibe ederek hücresel 

immünitede oynadığı rol; i) T-lenfositlerin oluĢumunu inhibe etmek, ii) IL-1, IL-2 

reseptörleri ve γ-interferon gibi lenfokinlerin üretimini inhibe ederek T-hücresi 

aktivasyonunu baskılamak, iii) B hücre aktivasyonunu engellemek ve TNF-α gen 

transkripsiyonunu bloke etmektir (85).  

 

ġekil 9: Takrolimusun etki mekanizması. Takrolimusun sinyal iletim yollarını bloke 

etmesi aracılığıyla T hücre reseptörü – immünofilin (FK-bağlayıcı protein [FKBP]) 

kompleksi aktive olmuĢ T hücresi nükleer faktörünün (NF-AT) sitoplazmik 

altbiriminin nükleer translokasyonunu inhibe eder. Böylece NF-AT kompleksi 

oluĢumu engellenir ve sitokin genlerinin transkripsiyonu baskılanır. F; fosfat (85). 

 

Takrolimus kullanımını sınırlandıran en önemli yan etkilerden biri 

nefrotoksisitedir. Akut reversibl renal yetmezlik, akut vaskülopati, kronik nefropati 

ve intertisyel fibrozis gibi klinik sendromlara sebep olabilir. Bu sebeple ilaç 

kullanımı süresince serum kreatinin düzeyleri yakından takip edilmelidir. 

Nefrotoksisite dıĢında hipertansiyon, uykusuzluk, böbrek fonksiyon bozukluğu, 

kabızlık ishal, bulantı, hiperkalemi, hiperglisemi, hipofosfotami, lökositoz ve 

infeksiyon gibi yan etkiler görülebilmektedir. Nörotoksik etkiler ise genellikle 

tremor, baĢ ağrısı, insomnia ve parestezi Ģeklinde görülmektedir (81). 
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Takrolimusun kandaki yarılanma ömrü yaklaĢık 40 saattir. Karaciğerde 

sitokrom P-450 III A enzim sistemi ile metabolize olmaktadır. Ketokanozol, 

eritromisin, kortikosteroidler, fenitoin, fenobarbita ve benzeri ilaçlarla etkileĢimi 

vardır. Takrolimus etkileĢimi olduğu baĢka ilaçlarla aynı anda kullanıldığında doz 

ayarlaması gerekmektedir. Ayrıca kan konsantrasyonu da izlenilmelidir. Doku ve 

organ reddini önlemek amacıyla yetiĢkinlerde 0.1-0.15 mg/kg/gün dozda, ikiye 

bölünerek kullanılmaktadır. Çocuklarda emilimi ve atılımı farklılık gösterdiğinden 

dolayı, daha yüksek doza ihtiyaç duyulur bu sebeple 0.15-0.2 mg/kg/gün 

kullanılması önerilmektedir (83).  

2.6. Oksitosin ve Hücresel Tedavideki Yeri 

Oksitosin, insanlarda hipotalamusun supraoptik ve paraventriküler 

nukleuslardan nörohipofiz olarak adlandırılan arka hipofize uzanan akson benzeri 

yapıların presinaptik ĢiĢkinlikleri olan Herring cisimlerinde biriken ve gerektiğinde 

vasküler yapılara salınan bir memeli hormonudur (86). Oksitosin reseptörü beyinde 

(ventromedial hipotalamus, amigdala, omurilik) yaygın olarak bulunmaktadır. 

Beyinde nörotransmitter rolü oynayan oksitosin, Ġtalyan bilim insanı Nicholas 

Farraye tarafından 1835 yılında bulunmuĢtur (87). Moleküler formülü 

C43H66N12O12S2’dir ve 9 amino asitten (Sistein- tirozin- isolösin- glutamin- 

asparagin- sistein- prolin- lösin- glisin) oluĢmaktadır. Oksitosin sekansı çıkarılan ve 

sentezi yapılan ilk peptid hormon olma niteliğini taĢımaktadır. Vincent du Vigneaud, 

1953 yılında oksitosini ilk kez sentezleyerek 1955 yılında Nobel ödülü almıĢtır (88). 

Oksitosin kanda serbest bir peptit olarak dolaĢır. Hormonu kan dolaĢımından 

uzaklaĢtıran baĢlıca organlar böbrekler ve karaciğerdir (89).  

 

 

ġekil 10: Oksitosinin kimyasal yapısı (87). 
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Yenidoğan döneminde, annenin bebeği emzirmesi ile oksitosin salınımı 

uyarılır. Oksitosin, meme süt kanalında bulunan kontraktil miyoepitel hücreleri 

uyararak sütün memeden dıĢarı çıkmasını sağlar. Ovulasyon sonrasında ve menstrüel 

dönemde oksitosin reseptör yoğunluğu artar. Bu nedenle oksitosin menstrüel 

siklusun düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır. Oksitosin, gonadotropin 

salımını düzenler. Preovulatuar dönemde kadınlara oksitosin uygulanması LH 

artıĢına neden olmaktadır. Erkek genital sisteminde ejakülasyonda görev yapan 

oksitosin, steroid sentezinde düzenleyici olarak görev yapmakta ve sperm 

maturasyonunu durdurmaktadır. Pankreasta insülin ve glukagon sekresyonunu artıran 

oksitosinin, glisemik kontrolde de fonksiyonu olduğu görülmüĢtür. Memelilerde 

üreme fizyolojisinin düzenlenmesi, doğum sırasında uterus kasılmaları ve emzirme 

süresince süt ejeksiyonundan sorumludur (90).  

 

 

ġekil 11: Ön-arka hipofiz hormonları ve etkiledikleri yapılar (86). 

 

Oksitosin, anatomik ve fizyolojik olarak memelilerin yaĢamsal faaliyetlerinin 

merkezinde yer almaktadır. Memeli beyni ve pelvisi oksitosin aktivitesiyle fiziksel 

olarak yeniden modellenebilir bir yapıdadır. Büyük kafaya sahip yenidoğan primatlar 
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gibi, bazı türlere özgü durumlarda doğuma izin vermesi yönüyle büyük öneme 

sahiptir. Özellikle doğum sırasında beynin hipoksiden korunmasına yardımcı 

olmaktadır (91). Oksitosin perinatal dönemde merkezi sinir sistemini, adaptif 

psikoloji modellerini ve bireyin davranıĢlarını düzenler. Aynı zamanda otonom sinir 

sistemini de düzenlemektedir. Terapötik durumdaki dokuları koruma ve iyileĢtirmesi 

de Ģu ana kadar keĢfedilen özellikleri arasındadır (92).  

 

 

ġekil 12: Ön-arka hipofizin kontrolü ve damarlanması (86). 

 

Son zamanlarda oksitosin, büyüme ve hücresel farklılaĢma faktörü olarak 

gösterilmektedir. Ayrıca meme kanseri ve diğer tümörlerde, oksitosinin hücre 

büyümesini engelleyici etki gösterdiği kanıtlanmıĢtır (93). Aynı zamanda tümör 

hücreleri üzerindeki bu etkisine karĢılık mitojenik aktivite gösterdiği de görülmüĢtür. 

Oksitosin, timositlerin hücre çoğalmasını ve prostat epitelyum, vasküler endotelyum 

ve trofoblastlardaki mitotik aktiviteyi düzenler (94). Memeli bezlerinde 

miyoepitelyal hücre farklılaĢması ve büyümesini artırdığı da bilinen özellikleri 
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arasındadır. Oksitosin ve reseptörleri, kalp ve ana damarların hepsinde 

bulunmaktadır. Kalpte direkt veya atriyal natriüretik peptid (ANP) ile apoptoz 

önleyici etkiler oluĢturmaktadır. Oksitosinin kardiyak farklılaĢmayı artırdığını, 

somatik kök hücreler de dahil olmak üzere embriyonik kök hücre hatlarında 

kardiyomiyogenezi düzenlediğini gösteren çalıĢmalar mevcuttur (95). Oksitosinin 

mezenkimal kök hücreler ile muamelesi, kalbin korunmasında yararlı olan parakrin 

faktörleri uyarmaktadır.  

Oksitosin nedenli kardiyovasküler olaylar; (i) kan basıncını azaltma (ii) 

negatif inotropik ve kronotropik etki (iii) parasempatik nöromodülasyon, (iv) 

vazodilatasyon (kan damarlarının geniĢlemesi) (v) anti-inflamatuar aktivite (vi) 

antioksidant aktivite ve (vii) metabolik etkilerdir. Oksitosinin anti-inflamatuar ve 

kardiyoprotektif roller oynadığı, vasküler ve metabolik fonksiyonları geliĢtirdiği 

bilinmektedir (96). Hücresel tedavilerdeki kısıtlamaların baĢlıca nedeni; iskemi, 

enflamasyon ve apoptoz arasındaki etkileĢim nedeniyle, transplantasyon sonrasında 

oluĢan hücre kaybıdır. Yapılan bir araĢtırma sonucunda oksitosinle yapılan ön 

koĢullandırma ile mezenkimal kök hücrelerin glukoz tutulumunda belirgin artıĢlar 

olduğu görülmüĢtür. Saptanan sonuçlara dayanarak oksitosin muamelesinin 

mezenkimal kök hücrelerde, intrinsik yolaklar ve kardiyoprotektif faktörlerin 

sekresyonu vasıtasıyla koruyucu bir rol oynadığı gösterilmiĢtir. Ayrıca çeĢitli hücre 

tiplerinin oksitosin ile ön koĢullandırılması onları oksidatif strese karĢı dirençli hale 

getirmektedir (97). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Hücre Kültürü 

Hücre kültürü, hücrelerin in vitro ortamda gerekli koĢullar sağlanarak 

çoğaltılması iĢlemidir. Hücre kültürü çalıĢmalarının ortamın kontrol altında 

tutulabilmesi, hücrelerin üzerideki etkilerin doğrudan doğruya gözlenilebilmesi ve 

organizmada karĢılıklı etkileĢimler nedeniyle yapılamayan araĢtırmaların in vitro 

ortamda yapılabilmesi gibi avantajları vardır. Ayrıca devam eden bir hücre 

kültüründe pasaj ilerledikçe hücre tipi değiĢmeyeceğinden homojenlik sağlanmıĢ 

olur. Bu gibi avantajları nedeniyle çalıĢma kapsamında test edilecek maddelerin in 

vitro ortamda çalıĢılması uygun bulunmuĢtur. 

3.2. Hücrelerin Kültür Ortamında Çoğaltılması 

Ġnsan adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücre hattı (MILLIPORE 

Cat.No: SCC038) ticari olarak temin edilmiĢtir. Hücre hattı için %1 Penisilin-

Streptomisin-Amfoterisin B Mixture (Lonza Cat.No: 17-745E) içeren Human 

Mesenchymal-LS Expansion Medium Kit (MILLIPORE Cat.No: SCM023) ile 

ortam hazırlanmıĢtır. Antibiyotik ile desteklenen ortam bazal besiyeri (480 mL), 

rhFGF-b (0,5 mL, 5ng/mL), Ascorbic Acid (0,5 mL, 50 ug/mL), L-Glutamin 

(18,75mL, 7,5mM), Hidrokortizon Hemisukkinat (0,5 mL, 1,0 µg/mL), rhĠnsülin 

(0,5 mL, 5 µg/mL) ve FBS (10 mL, %2) içermektedir.  

 

 

ġekil 13: Hücrelerin çoğalması için kullanılan özel besiyeri. (Human Mesenchymal-

LS Expansion Medium Kit) 
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Hücreler yatay konumdaki 75 cm
2
’lik filtreli kapaklı flasklar (Nest Cat.No: 

708003) içerisinde kültür edilmiĢtir. Hücreler yeterli sayıya ulaĢana kadar geçen 

süreçte %95 nem ve %5 CO2 içeren etüvde (Thermo Electron Corporation’s Class 

100) 37
o
C’de inkübe edilmiĢtir. Ġhtiyaç fazlası hücreler daha sonraki çalıĢmalarda 

kullanılmak üzere dondurularak ˗86
o
C’de saklanmıĢlardır. Hücrelerin canlılık ve 

proliferasyonlarını gözlemlemek amacıyla ıĢık mikroskobu (Olympus-CH30) 

kullanılmıĢtır. Hücrelerin ortam değiĢimi, pasajlama, dondurma ve çözdürme 

iĢlemleri laminar akım kabininde (ESCO Class II, Biological Safety Cabinets) 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.2.1. Hücrelerin Çözülmesi 

Ticari olarak temin edilen ve sıvı azot içersinde muhafaza edilen hücrelerin 

deneyde kullanılabilmesi için hücrelere çözme iĢlemi uygulanmıĢtır. Hücrelerin 

bulunduğu kriyotüp buz üzerine alınmıĢ ve 15 ml’lik santrifüj tüpüne taze besiyeri 

eklenmiĢtir. Cam pipet aracılığıyla besiyeri yavaĢ yavaĢ kriyotüpe eklenerek 

hücrelerin yavaĢ bir Ģekilde çözülmesi sağlanmıĢtır. Hücrelerin tamamı içinde taze 

besiyeri bulunan 15 ml’lik santrifüj tüpüne alınarak 1200 rpm’de 3 dakika santrifüj 

cihazında (Thermo Scientific Heraeus Labofuge 400) santrifüjlenmiĢtir. Santrifüj 

iĢlemi sonrası süpernatant uzaklaĢtırılarak pellet süspanse edilmiĢ üzerine taze 

besiyeri damla damla bırakılmıĢtır. Aynı Ģartlarda bir santifrüj iĢlemi daha 

gerçekleĢtirildikten sonra süpernatant uzaklaĢtırılıp pellet süspanse edilmiĢ ve 

üzerine taze besiyeri eklenen hücrelerin flasklara ekim iĢlemi uygulanmıĢtır. 

 

 

ġekil 14: 75 cm
2
’lik flasklara ekilen insan adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök 

hücreler. 
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3.2.2. Hücre Canlılığının Hesaplanması 

Hücreler çözüldükten sonra Trypan Blue boyası (Biological industries 

Cat.No:03-102-1B) testi kullanılarak hücrelerin canlılık yüzdesi kontrol edilmiĢtir. 

‘Trypan Blue‘ adı verilen boya negatif yüklü bir boyadır. Eğer hücre canlı ise, 

boyanın hücre içine girmesine izin vermeyeceğinden hücreler Ģeffaf renkte 

görünürler. Ancak canlı olmayan hücreler boyayı absorbe ederek mikroskop altında 

mavi renkte görülürler. Canlılık testi için 50 µl hücre ve 50 µl tripan mavisi boyası 

karıĢtırılarak Neubauer lamına aktarılmıĢtır. Neubauer lamına ıĢık mikroskobu 

altında bakılarak 4X4’lük karelerden oluĢan 4 adet alanda bulunan hücreler sayılmıĢ 

ve ortalamaları hesaplanmıĢtır. Hücrelerin canlılık yüzdelerini bulmak için canlı 

hücre sayısı toplam hücre sayısına oranlanmıĢtır. Canlı hücre sayısını dilüsyon 

faktörü ve 2x10
4
 ile çarparak milimetredeki canlı hücre sayısı hesaplanmıĢtır. 

3.2.3. Hücrelerin Pasajlanması 

Pasajlanma iĢleminde hücreleri yüzeyden kaldırmak için % 0.25’lik tripsin 

(BI, Trypsin EDTA Solution B, Cat. No: 03-052-1B) hücre yüzeyini kaplayacak 

Ģekilde flaska eklenmiĢ ve 5 dakika inkübatörde bekletilmiĢtir. Hücreler yüzeyden 

ayrıldıktan sonra üzerine besiyeri eklenmiĢ ve santrifüj tüplerine alınarak 1200 

rpm’de 5 dakika santrifüjlenmiĢtir. Santrifüj iĢlemi sonunda süpernatant 

uzaklaĢtırılmıĢ, hücre pelleti süspanse edilmiĢ ve üzerine taze besiyeri eklenmiĢtir. 

Hücreler sayılarına bağlı olarak uygun sayıdaki flasklara ekilmiĢlerdir.  

 

 

ġekil 15: Ġnsan adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin üçüncü pasajdaki 

mikroskop görünümü. 
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Hücreler çoğalma hızlarına bağlı olarak milimetredeki sayıları 10
5
-10

6
 

aralığında kalacak Ģekilde pasajlanmıĢ ayrıca 2 günde bir düzenli olarak ortam 

değiĢimleri yapılmıĢtır. 

3.2.4. Hücrelerin Dondurulması 

ÇalıĢmada kullanılmayacak fazla hücreleri ileri dönemlerde yaĢlanmadan 

kullanabilmek için dondurularak muhafaza edilmeleri sağlanmıĢtır. Dondurulacak 

hücreler 15 ml’lik santrifüj tüplerinde 1200 rpm’de 5 dakika santrifüjlenmiĢlerdir. 

Santrifüj iĢleminden sonra süpernatant uzaklaĢtırılmıĢ ve hücre pelleti tekrar 

süspanse edilmiĢtir. Hücreler buz üzerinde hazırlanan (%10) 400 µl DMSO (Dimetil 

sülfoksit) (Amresco Cat.No: N182), (%40) 1600 µl Human Mesenchymal-LS 

Expansion Medium ve (%50) 2000 µl FBS (Fetal Bovine Serum) (Gibco Cat.No: 

10270106) içeren karıĢım ile birlikte kriyotüplere aktarılarak -86
o
C’ye 

kaldırılmıĢlardır.  

3.2.5. Etken maddenin kullanıma hazırlanması 

Bu çalıĢmada kullanılan Takrolimus (FK-506 monohydrate ≥98% (HPLC)) 

Sigma (Cat.No: F4679-5MG)’dan temin edilmiĢtir. Moleküler ağırlığı 822,03 g/mol 

olan Takrolimus son konsantrasyonu 10 mM olacak Ģekilde 1 ml DMSO içinde 

çözülmüĢtür. Deneylerde kullanılan diğer etken madde olan oksitosinin moleküler 

ağırlığı 1007,19 g/mol’dür ve son konsantrasyonu 1 mM olacak Ģekilde 1 ml ortam 

içersinde çözülmüĢtür. Kullanıma hazır hale gelen etken maddelerin çözeltisi insan 

adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücrelere 1 nM ile 100 µM aralığında 

uygulanmıĢtır.  

3.3. WST-1 Testi 

Hücre proliferasyonu, canlılığı ve sitotoksisitesini ölçme amacıyla yapılan 

WST-1 testinin çalıĢma prensibi temel olarak; proliferasyona uğrayan hücrelerin 

artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu kullanarak formazan boya 

üretmesi sonucu görülen renk değiĢiminin absorbans olarak ELISA okuyucu ya da 

spektrofotometre ile ölçülmesine dayalıdır. Hücresel enzimler tetrazolyum tuzlarını 

formazan tuzlarına dönüĢtürürler. Canlı hücre sayısı arttıkça hücrelerdeki 

mitokondriyal dehidrojenaz aktivitesi de artar. Enzim aktivitesinin güçlenmesiyle 

metabolik olarak aktif olan hücrelerin sayısı artar ve dolayısıyla  formazan ile 

boyanan hücre miktarında artıĢ olur. Doksanaltı kuyucuklu plaklara ekilen hücreler 
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30 dk– 4 saat arası WST-1 ile inkübe edildikten sonra meydana gelen formazan 

boya miktarı spektrofotometre ile ölçülür. Ölçülen absorbans değeri ne kadar yüksek 

ise canlı hücre sayısı da o kadar yüksek olur. Doksanaltı kuyucuklu plaklara 1 ml’de 

5x10
4
 hücre olacak Ģekilde her kuyucuğa 50 µl hücre 50 µl besiyeri hacminde ekim 

yapılmıĢtır. Ekilen hücreler 37
o
C, % 5 CO2 içeren etüvde 1 gün inkübe edildikten 

sonra Takrolimus ve oksitosin etken maddeleri 1 nM ile 100 µM doz aralığında her 

kuyucukta son hacim 100 µl olacak Ģekilde hücreler üzerine eklenmiĢtir. Etken 

maddelerin uygulanmadığı son yatay sıradaki hücre grubu kontrol grubu olarak 

alınmıĢtır.  

 

 

ġekil 16: Wst-1 testi plak planı 

 

Etken maddelerin hücrelere eklendikten sonraki 24., 48. ve 72. saatlerinde her 

bir kuyucuğa 10 µl WST-1 solüsyonu  (Roche Cat.No: 11644807001) eklenerek 15 

dakikada bir Multiskan FC (Thermo) mikroplak okuyucusu kullanılarak formazan 

boya oluĢumu fotometrik olarak ölçülmüĢtür. Takrolimus ve oksitosin etken 

maddelerinin insan adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücreler üzerindeki IC50 

değeri Graphad Prism 5.0 (Graphad Software, Inc) yazılımı kullanılarak 

hesaplanmıĢtır.  
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3.4. Ġzobologram Analizi 

Takrolimus ve oksitosin etken maddelerinin kombinasyonlarının olası 

sinerjistik, additif, nötral veya antagonistik etkilerinin değerlendirilmesi amacıyla 

izoblogram analizi gerçekleĢtirildi. Doksanaltı kuyucuklu plaklara 1 ml’de 5x104 

hücre olacak Ģekilde her kuyucuğa 50 µl hücre 50 µl besiyeri hacminde ekim 

yapılmıĢtır. Ekilen hücreler 37
o
C, % 5 CO2 içeren etüvde 1 gün inkübe edildikten 

sonra Takrolimus ve oksitosin etken maddelerinin IC50 dozları her kuyucukta son 

hacim 100 µl olacak Ģekilde hücreler üzerine eklenmiĢtir. Etken maddelerin 

uygulanmadığı son yatay sıradaki hücre grubu kontrol grubu olarak alınmıĢtır. 

 

 

ġekil 17: Ġzobologram analizi için plak planı 

 

Takrolimus için;                                    Oksitosin için; 
A: IC50 x 2                                                A: IC50 x 2 

B: IC50 x 2 x % 80                                    B: IC50 x 2 x % 80 

C: IC50 x 2 x % 60                                    C: IC50 x 2 x % 60 

D: IC50 x 2 x % 40                                    D: IC50 x 2 x % 40 

E: IC50 x 2 x % 20                                    E: IC50 x 2 x % 20 

F: % 3 DMSO                                          F: Ortam 

 

Kombinasyon için; 
A: T (IC50 x 2) + O (IC50 x 2) 

B: T (IC50 x 2 x % 80) + O (IC50 x 2 x % 80) 

C: T (IC50 x 2 x % 60) + O (IC50 x 2 x % 60) 

D: T (IC50 x 2 x % 40) + O (IC50 x 2 x % 40) 

E: T (IC50 x 2 x % 20) + O (IC50 x 2 x % 20) 

F: % 5 DMSO 

 



 

33 
 

Etken maddelerin hücrelere eklendikten sonraki 24., 48. ve 72. saatlerinde her 

bir kuyucuğa 10 µl WST-1 solüsyonu eklenerek 15 dakikada bir Multiskan FC 

(Thermo) mikroplak okuyucusu kullanılarak formazan boya oluĢumu fotometrik 

olarak ölçülmüĢtür. 

3.5. Annexin V Yöntemi ile Apoptoz Analizi 

Hücre zarının sitoplazmik yüzünde fosfatidilserin (PS) bulunmaktadır. Hücre 

zarının iç yüzünde bulunan PS molekülleri hücrenin apoptoza gitmesiyle hücre 

zarının dıĢ yüzüne transloke olmaktadırlar. Bu yer değiĢtirme hücre öülümün erken 

evrelerinde meydana gelmektedir. Anneksin V hücrenin dıĢ yüzeyine transloke olan 

fosfatidilserine bağlanabilen bir proteindir ve floresan bir madde ile iĢaretlenerek 

apoptotik hücreyi görünebilir hale getirmektedir. 

 

 

ġekil 18: Anneksin V’in apoptotik hücrelere bağlanma Ģekli (98) 

 

Apoptoz analizi için 6’lı plağa 1 ml’de 1x10
5
 hücre olacak Ģekilde ekim 

yapılmıĢtır. Ertesi gün ekim yapılan hücrelere WST-1 tesinde bulunan IC50 

dozlarında Takrolimus, oksitosin etken maddeleri ve bunların kombinasyonları 

uygulanmıĢtır. Madde uygulanması iĢleminden sonra hücreler 37
o
C, % 5 CO2 içeren 

etüvde 96 saatlik inkübasyona bırakılmıĢtır.  
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ġekil 19: Apoptoz analizi için deney gruplarının plaktaki yerleĢimi 

 

96 saatlik inkübasyon süresi sonunda apoptoz analizinde kullanılmak üzere her 

bir kuyucuktaki supernatant pipet yardımıyla ayrı ayrı 15’lik falkon tüplere 

alınmıĢtır. Plakta yapıĢık halde bulunan hücrelerin % 0.25’lik tripsin ile 5 dk 

inkübasyonu sonucu kalkmaları sağlanmıĢtır. Hücrelerin kalkıp kalkmadıkları 

mikroskopla kontrol edilmiĢ ve kalkan hücreler daha önceden süpernatantların 

alındığı 15’lik falkon tüplerine eklenmiĢtir. 15’lik falkon tüplerinde bulunan dört 

grup hücre 1000 rpm’da 7 dk santrifüjlenmiĢtir. Santrifüj iĢlemi sonrasında 

supernatantı uzaklaĢtırılarak PBS (Phosphate Buffered Saline, Fosfat Dengeli Tuz 

Solüsyonu) eklenilen  hücreler 3-4 sn vortekslenmiĢlerdir. Dört deney grubu için 

kullanılacak olan mikrosantrifüj tüplerine 10 µl Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit 

(MILLIPORE, Cat. No: MCH100105) ve 10µl hücre eklenerek oda sıcaklığında ve 

karanlık ortamda 20 dk beklemeleri sağlanmıĢtır. Bekleme süresi sonunda 

mikrosantrifüj tüplerinin kapakları kesilmiĢ ve sırasıyla Muse
®
 Cell Analyzer 

kullanılarak erken-geç apoptoz, total apoptoz ve ölü hücre sayıları hesaplanmıĢtır.  

3.6. Ġmmünofloresan Boyama 

Ġmmünofloresan boyama için 6’lı plağa 1 ml’de 6 x 10
3 

hücre olacak Ģekilde 

ekim yapılmıĢtır. Öncelikle kullanılacak olan her kuyucuğa 3 yuvarlak lamel 

koyulmuĢtur. Her lamele 200 µl hücre eklendikten sonra sarsmadan inkübatöre 

alınmıĢtır. Ġki saat sonra hücrelerin yapıĢma durumları kontrol edilerek her bir 

kuyucuk üzerine yaklaĢık 1-2 ml besiyeri eklenilerek 24 saat beklemek üzere 
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inkübatöre kaldırılmıĢtır. 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda besiyeri 

uzaklaĢtırılmıĢ ve WST-1 testinde Takrolimus ve oksitosin için  bulunan IC50 dozları 

ve bunların kombinasyonları hücrelere uygulanmıĢtır. Kontrol grubunda bulunan 

hücrelere sadece taze besiyeri eklenmiĢtir. Daha sonraki aĢamalar için hücreler 

37
o
C, % 5 CO2 içeren etüvde 96 saatlik inkübasyona bırakılmıĢtır. 

 

 

ġekil 20: Ġmmünofloresan boyama için deney gruplarının plak üzerindeki yerleĢim 

planı 

 

96 saatlik inkübasyon süresi sonunda besiyeri uzaklaĢtırılmıĢ ve hücreler PBS 

solüsyonu ile 3 kez 2-3 defa bekletilerek yıkanmıĢtır. Her kuyucuğa %4 

paraformaldehit eklenerek fiksasyonu sağlamak amacıyla oda sıcaklığında 20-30 dk 

bekletilmiĢtir. Paraformaldehiti çektikten sonra PBS solüsyonu ile 3 kez 2-3 dk 

bekleterek yıkama yapılmıĢtır. Hücreler 5 dk % 0.25 Triton X-100’lü PBS’te 

bekletildikten sonra 30 dk % 1’lik BSA [(blok solüsyon)(Super Block, Cat.No: 

UHP125)]’da bekletilmiĢtir. Blok solüsyon yıkamadan uzaklaĢtırıldıktan sonra 

primer antikor olan Ki-67 (Santa Cruz Biotechnology, Cat. No: sc-15402) 

eklenmiĢtir. Daha sonra +4 
o
C’de nemli ortamda 1 gece inkübasyonu sağlanmıĢtır. 

Ertesi gün PBS ile 3 kez 2-3 dk bekleterek yıkandıktan sonra floresan iĢaretli 

sekonder antikor olan anti-vimentin Vim-3B4 (abcam, Cat. No: ab28028) ile 1 saat 

+4 
o
C’ de nemli ortamda inkübasyonu sağlanmıĢtır. PBS ile 3 kez 2-3 dk bekleterek 

yıkandıktan sonra hazır DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole) gömme ortamı 

damlatılmıĢ ve lameller lam üzerine kapatılarak mikroskop görüntüleri alınmıĢtır.  
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3.7. Oksidatif Stres Analiz Parametreleri 

Oksidatif stres ile birlikte oluĢan ve reaktif oksijen metabolitleri lipid, protein 

ve DNA gibi hücre bileĢenlerine zarar vermektedirler.  

3.7.1. Lipid Peroksidasyonu (MDA) Ölçümü 

Yağ asitlerinin oksidasyonu reaktif bir radikal tarafından yağ asitlerinin 

metilen gruplarından bir hidrojen atomunun koparılması ile baĢlar. Karbon merkezli 

radikal oluĢması ve daha sonra moleküler oksijenin bağlanması ile lipid 

hidroperoksitleri meydana gelir. Lipid hidroperoksitleri, lipid peroksidasyonunun 

erken aĢamasını oluĢturur. Lipid hidroperoksitlerinin yıkımı ile de biyoaktif 

aldehitler oluĢur. Bunlardan baĢlıcaları malondialdehit (MDA) ve hidroksialkenaller 

(örn. 4-OH-nonenal)’dir. Bu bileĢikler ya hücre düzeyinde metabolize edilir, ya da 

diffüze olarak diğer hücrelerde hasar yaratırlar. 

Lipid peroksidasyonu ölçümü için Lipid Peroxidation (MDA) 

Colorimetric/Fluorometric Assay Kit (BioVision, Cat. No: K739-100) kullanılmıĢtır 

ve firmanın önerdiği prosedüre bağlı kalınmıĢtır.  

Buz üzerindeki 1 x 10
6 

sayıdaki hücre 300  l MDA Lysis Buffer ve 3 µl BHT 

(X100) ile homojenize edildikten sonra 13000 g’ de 10 dk santrifüjlenmiĢtir. 0.1 M 

MDA solüsyonu hazırlamak için 10 µl MDA standard 407 µl distile su ile dilüe 

edilmiĢtir. Sonrasında 2 mM MDA standard hazırlamak için 20 µl 0.1 M MDA 

solüsyonu 980 µl distile su ile dilüe edilmiĢtir. Kolorimetrik analizler için 

mikrosantrifüj tüplerine 2 mM’lık MDA standart’tan 0,2,4,6,8,10 µl konularak son 

volüm 200 µl olacak Ģekilde distile su eklenmiĢ ve 0,4,8,12,16 ve 20 nmol standard 

elde edilmiĢtir. Florometrik analizler için 2 mM MDA standard 10 kez dilüe 

edilmiĢtir. Daha sonra mikrosantrifüj tüplerine 0, 2, 4, 6, 8, 10 μl 0.2 mM MDA 

standard ve son hacim 200 µl olacak Ģekilde distile su eklenerek 0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 

ve 2.0 nmol Standard oluĢturulmuĢtur. GeliĢim aĢamasında standart ve örneklerin 

bulunduğu her viyal’e 600 µl TBA eklenerek 95
o
C’de 60 dk inkübasyonu 

sağlanmıĢtır. Örnekler oda sıcaklığına getirilmek için 10 dk buz üzerinde 

soğutulduktan sonra  200 µl’si pipetlenerek 96 kuyucuklu plağa eklenmiĢtir. 
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     1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0 mµ 

MDA 

2 mµ 

MDA 

4 mµ 

MDA 

6 mµ 

MDA 

8 mµ 

MDA 

10 mµ 

MDA 
      

B 0 mµ 

MDA 

2 mµ 

MDA 

4 mµ 

MDA 

6 mµ 

MDA 

8 mµ 

MDA 

10 mµ 

MDA 
      

C T O Komb Knt         

D T O Komb Knt         

E             

F             

G             

H             

 

ġekil 21: Lipid Peroksidasyonu ölçümü için hazırlanan plak yerleĢim planı 

 

Kolorimetrik analizler için 532 nm’de, florometrik analizler için Ex/Em = 

532/553 nm’de okutulmuĢlardır. (Ex: nanometredeki eksitasyon dalga boyu, Em: 

nanometredeki emisyon dalga boyu)  

Hesaplama C = [(A/(mg veya ml) ] x 4 x D = nmol/ml veya nmol/mg formülü 

ile yapılmıĢtır. (A: Standart eğrideki örnek MDA miktarı, mg: Kullanılan orijinal 

doku miktarı, ml: Kullanılan plazma volümü, D: Dilüsyon faktörü) 

3.7.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Ölçümü 

Tetramerik bir enzim olan glutatyon peroksidaz sitozolde bulunur ve yapısında 

dört selenyum (Se) atomu yer alır. Hidrojen peroksit ile hidroperoksitlerin 

indirgenmesini sağlayarak zar fosfolipitlerinden, fosfolipaz A2 tarafından salınan 

lipit hidroperoksitlere etki eder. Fagositik hücrelerde önemli bir fonksiyonu vardır. 

Solunum patlaması sırasında serbest radikal hasarı sonucu fagositik hücrelerin zarar 

görmesini engeller. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit birikmesine 

ve hücre hasarına yol açar. GSH-Px, hem lipit peroksidasyonunun baĢlamasını önler, 

hem de lipit peroksidasyonu sonucu oluĢan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasını 

sağlar. Glutatyon peroksidaz ölçümü için Glutathione Peroxidase Activity 

Colorimetric Assay Kit (BioVision, Cat. No: K762-100) kullanılmıĢtır ve firmanın 

önerdiği prosedüre bağlı kalınmıĢtır. 

Buz üzerindeki 1x10
6
 sayıdaki hücre 0.2 ml soğuk Assay Buffer ile 

homojenize edildikten sonra 4
o
C’de 15 dk 10.000 g’de santrifüjlenmiĢtir. Test için 

toplanan süpernatant buz üzerinde bekletilmiĢtir. Örnekler -80
o
C’de saklanmıĢtır. 
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Örneklerin 2-50 µl’si 96 kuyucuklu plağa ekildikten sonra son volüm 50 µl olacak 

Ģekilde Assay Buffer eklenmiĢtir.  

NADPH standart eğrisi için 1 mM NADPH standart oluĢturmak amacıyla 40 

mM NADPH solüsyonun 25 µl’si 975 µl distile su ile dilüe edilmiĢtir. 1 mM 

NADPH’nin 0, 20, 40, 60, 80, 100 μl’si kuyucukta 0, 20, 40, 60, 80,100 nmol 

standart oluĢturmak üzere 96 kuyucuklu plağa eklenmiĢtir. Son volüm 100 µl olacak 

Ģekilde Assay Buffer eklendikten sonra 340 nm’ de ölçümleri yapılmıĢtır.  

Pozitif kontrol için 5- 10 μl GPx Positive Control istenen kuyucuklara 

eklendikten sonra Assay Buffer ile son volüm 50 µl’ye tamamlanmıĢtır. Reaktif 

kontrolü için ise 50 µl Assay Buffer eklenmiĢtir.  

Her kuyucuk için 33 μl Assay Buffer, 3 μl 40 mM NADPH solüsyon, 2 μl GR 

solüsyon, 2 μl GSH solüsyon’dan oluĢan 40 µl’lik reaksiyon karıĢımı hazırlanmıĢtır. 

Her bir örneğe 40 µl reaksiyon karıĢımı eklendikten sonra örnekler 15 dk inkübe 

edilmiĢlerdir. GPx reaksiyonunu baĢlatmak için her kuyucuğa 10 μl Cumene 

Hydroperoxide Solution eklenmiĢtir. Her bir örnek 25
o
C’de 5 dk inkübe edildikten 

sonra 340 nm’de okutulmuĢtur. 

 

 

ġekil 22: Glutatyon Peroksidaz ölçümü için hazırlanan plak yerleĢim planı 

 

Hesaplama  GPx Aktivitesi = 
 

(     )   
  x  Örnek Dilüsyonu = nmol/dk/ml 

= mU/mL  formülü ile yapılmıĢtır. (B: T1 ve T2 arasında nmol’deki azalan NADPH 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0 mµ 

NADPH 

20 mµ 

NADPH 

40 mµ 

NADPH 

60 mµ 

NADPH 

80 mµ 

NADPH 

100 mµ 

NADPH 

      

B 0 mµ 

NADPH 

20 mµ 

NADPH 

40 mµ 

NADPH 

60 mµ 

NADPH 

80 mµ 

NADPH 

100 mµ 

NADPH 
      

C T O Komb Knt PC NC       

D T O Komb Knt PC NC       

E             

F             

G             

H             
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miktarı, T1: Ġlk örneğin dk’daki ilk okunma anı, T2: Ġkinci örneğin dk’daki ikinci 

okunması, V: Reaksiyon kuyucuğunda ml’deki iĢlenmiĢ örnek volümü) 

3.7.3. Katalaz (CAT) Aktivitesi Ölçümü 

Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan ve yapısında hem içeren bir protein olan 

katalaz, H2O2’in moleküler oksijen ve suya çevrilmesini katalizlemektedir. Katalaz 

metil hidroperoksit ve etil hidroperoksit gibi küçük moleküllerin indirgenmesini de 

sağlayabilir, ancak büyük molekül ağırlıklı lipit hidroperoksitlere karĢı etki 

göstermez. 

Katalaz aktivitesini ölçmek için Catalase Activity Colorimetric/Fluorometric 

Assay Kit (BioVision, Cat. No: K773-100) kullanılmıĢtır ve firmanın önerdiği 

prosedüre bağlı kalınmıĢtır.  

Buz üzerindeki 1x10
6
 sayıdaki hücre 0.2 ml soğuk Assay Buffer ile 

homojenize edildikten sonra 4
o
C’de 15 dk 10.000 g’de santrifüjlenmiĢtir. Test için 

toplanan süpernatant buz üzerinde bekletilmiĢtir. 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0µl 

(H2O2) 

2µl 

(H2O2) 

4µl 

(H2O2) 

6µl 

(H2O2) 

8µl 

(H2O2) 

10µl 

(H2O2)   
      

B T O Komb Knt         

C T 

(HC) 

O 

(HC) 

Komb 

(HC) 

Knt 

(HC) 

        

D             
E             
F             
G             
H             

 

ġekil 23: Katalaz aktivitesi ölçümü için hazırlanan plak yerleĢim planı 

 

 

2 - 78 μl örnek veya 1 - 5 μl Pozitive Control Solution her bir kuyucuğa 

eklenerek son volüm 78 µl olacak Ģekilde Assay Buffer ile tamamlanmıĢtır. High 

Control için de aynı miktarda örnek farklı kuyucuklar için hazırlanarak son volüm 
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78 µl olacak Ģekilde Assay Buffer ile tamamlanmıĢtır. HC grubundaki örneklere 10 

µl Stop Solution eklenerek karıĢtırılmıĢ ve örneklerdeki katalaz aktivitesinin 

tamamen durması için 25
o
C’de 5 dk inkübe edilmiĢtir.  

H2O2 Standart Eğrisi oluĢturmak amacıyla 20 mM H2O2 için 0.88 M H2O2’nin 

5 µl’si 215 µl su ile dilüe edilmiĢtir. Daha sonra 1 mM H2O2 için 20 mM H2O2’nin 

50 µl’si 0.95 ml distile su ile dilüe edilmiĢtir. 1 mM H2O2 solüsyonun 0, 2, 4, 6, 8, 

10 µl’si 0, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/kuyucuk olmak üzere 96 kuyucuklu plağa ekilmiĢtir. 

Son volüm Assay Buffer ile birlikte 90 µl’ye getirildikten sonra her kuyucuğa 10 µl 

stop solüsyonu eklenmiĢtir.  

Katalaz reaksiyonunu baĢlatmak için tüm örneklerin ve HC grubundaki 

örneklerin bulunduğu kuyucuklara 12 µl taze 1 mM H2O2 eklenmiĢtir. Örnekler 

25
o
C’de 30 dk inkübe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak için tüm kuyucuklara 

10 µl Stop Solüsyonu eklenmiĢtir.  

Her kuyucuk için 46 μl Assay Buffer, 2 μl OxiRed™ Probe, 2 μl HRP 

solüsyon’dan oluĢan 50 µl’lik büyüme karıĢımı hazırlanmıĢtır. Her bir örneğe 50 µl 

büyüme karıĢımı eklendikten sonra 25
o
C’de 10 dk inkübe edilmiĢlerdir. Plak 

okuyucuda 570 nm’de okutulmuĢlardır.  

Hesaplama Katalaz Aktivitesi = 
 

      
 x Örnek Dilüsyon Faktörü = 

nmol/dk/ml = mU/mL formülü ile yapılmıĢtır. (B: H2O2 Standart Eğri’sinden 

çözünmüĢ H2O2 miktarı, V: Reaksiyon kuyucuklarına eklenen ml’deki iĢlem görmüĢ 

örnek volümü 30: Reaksiyonun 30. dk’sı) 

3.7.4. Süperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ölçümü 

Aerobik tüm hücreler SOD içermektedirler. Hem sitozol, hem de 

mitokondrilerde bulunan bu enzim süperoksit radikallerini etkisizleĢtirerek, hücreleri 

süperoksit radikalinin zararlı etkilerinden korur. Dokularda oksijen basıncının (pO2) 

yükselmesi ile SOD aktivitesi artar. Enzim fagosite edilmiĢ bakterilerin intraselüler 

olarak öldürülmesinde rol oynar ve granülosit fonksiyonu için önemlidir. 

Ġçeriğindeki metal iyonuna göre sitozolik dimerik Cu, Zn-SOD ve mitokondriyal 

tetramerik Mn-SOD olarak adlandırılır. 
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Süperoksit dismutaz aktivitesini ölçmek için Superoxide Dismutase (SOD) 

Activity Assay Kit (BioVision, Cat. No: K335-100) kullanılmıĢtır ve firmanın 

önerdiği prosedüre bağlı kalınmıĢtır. 

Homojenize hale getirilmiĢ hücreler 4
o
C’de 5 dk 14000 g’de santrifüjlendikten 

sonra hücre debrisi atılmıĢtır. 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A BoĢluk1 T O Komb Knt T2 

BoĢluk2 

O2 

BoĢluk2 

Komb2 

BoĢluk2 

Knt2 

BoĢluk2 

BoĢluk3   

B             
C             
D             
E             
F             
G             
H             

 

ġekil 24: Süperoksit dismutaz aktivitesi ölçümü için hazırlanan plak yerleĢim planı 

(Örnek= Takrolimus: T, Oksitosin: O, Kombinasyon: Komb, Kontrol: Knt, 

BoĢluk2= T2, O2, Komb2, Knt2) 

 

1. Örneklerin bulunduğu kuyucuklara ve boĢluk 2’lere 20 µl Sample Solution, 

boĢluk 1 ve boĢluk 3’e 20 µl ddH2O eklenmiĢtir.  

2. Her kuyucuğa 200 µl WST Working Solution eklenmiĢtir.  

3. BoĢluk 2’lere ve boĢluk 3’e 20 µl Dilution Buffer eklenmiĢtir.  

4. Örneklerin bulunduğu kuyucuğa ve boĢluk 1’e 20 µl Enzyme Working 

Solution eĢ zamanlı olarak eklenmiĢtir. 

5. Plak 37
o
C’de 20 dk inkübe edilmiĢtir.  

6. Örnekler mikroplak okuyucuda 450 nm’de okutulmuĢtur.  

Hesaplama SOD Aktivitesi = 
(                 ) (               )

(                 ) 
 x 100 

formülü ile yapılmıĢtır. 

3.8. Ġstatistiksel Değerlendirme Yöntemi 
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Muse cell analyzer ile elde edilen ölü hücre yüzdesi, apoptoz/ölü hücre 

yüzdesi, erken apoptoz yüzdesi, canlı yüzde hücresi, elisa plate ile okutması yapılan 

Katalaz aktivitesi, SOD (% inhibisyon), MDA, GPx için her gruba ait veriler 

Microsoft Office Excel 2010 versiyonu üzerine yazılarak, IBM SPSS 20.00 

Statistics (Statistical Package for Social Sciences) programında oluĢturulan veri 

tabanına aktarıldı ve istatistiksel analizler aynı program ile yapılmıĢtır. Sürekli 

değiĢkenlere ait; ortalama, standart sapma ve hata, minimum ve maksimum değerleri 

ve ortalamalar için %95 güven aralıkları sunulmuĢtur. Tek yönlü varyans analizi 

kullanılarak deney grupları karĢılaĢtırılmıĢtır. KarĢılaĢtırmalar tekrarlar arası 

değiĢkenlik olan gruplar üzerinde yapılmıĢtır. Çoklu karĢılaĢtırmalar sonrası 

grupların ikili analizi için Bonferroni Yöntemi kullanılmıĢtır. DeğiĢkenliğin 

olmadığı grupların diğer gruplar ile karĢılaĢtırmaları, değiĢkenliğin olduğu gruplarda 

varyans analizinde elde edilen güven aralıkları üzerinde yapılmıĢtır. Tüm hipotez 

kontrolleri 0,05 önem seviyesinde gerçekleĢtirilmiĢ, yani p<0.05 anlamlı kabul 

edilmiĢtir.  
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4.BULGULAR 

4.1. Takrolimus (FK506) ve Oksitosinin Ġnsan ADKH Hattının Üzerindeki 

Sitotoksik Etkisinin Değerlendirilmesi 

Takrolimus ve oksitosin etken maddelerinin insan ADKH hattı üzerindeki 

sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amacıyla üç gün ve üç tekrarlı olacak Ģekilde 

kurulan WST-1 testi kullanılmıĢtır. Takrolimus ve oksitosin etken maddelerinin 

insan ADKH’lerinin proliferasyonunu yüzde elli oranında inhibe eden dozu yani 

IC50 değeri GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc) yazılımı kullanılarak 72. 

saatte sırasıyla 17.44 µM ve 13.43 µM olarak bulunmuĢtur.  

 

Grafik 1: ADKH’ lerinde Takrolimusun IC50 dozu 

 

Grafik 2: ADKH’ lerinde oksitosinin IC50 dozu 
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4.2. Ġzobologram Analizi  

Takrolimus ve oksitosin etken maddelerinin IC50 değerleri baz alınarak yapılan 

izobologram analizinin kombinasyon değerleri sonucunda iki maddenin de 

antagonistik etki gösterdiği gözlemlenmiĢtir. 

 

 

Grafik 3: Takrolimus ve oksitosinin 72. saatteki IC50 değeri baz alınarak kurulan 

izobologram analizi bulgusu 
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4.3. Annexin V Yöntemi ile Yapılan Apoptoz Analizi Bulguları 

 

  

Grafik 4: Kontrol grubunda Muse analyzer sonuçları.  

 

      

Grafik 5: Oksitosin grubunda Muse analyzer sonuçları.  
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Grafik 6: Takrolimus grubunda Muse analyzer sonuçları.  

 

            

Grafik 7: Kombine grup (Oksitosin + Takrolimus) grupta Muse analyzer sonuçları.  

 

 Muse
®
 Cell Analyzer ile yapılan ölçümler ve yapılan hesaplamalar 

doğrultusunda etken maddeye maruz kalmayan kontrol grubundaki hücrelerde 

%2.01 oranında erken apoptoz, %1.18 oranında geç apoptoz görülürken ölü hücre 

yüzdesi 0.53, canlı hücre yüzdesi 96.28 olarak hesaplanmıĢtır. Oksitosin grubundaki 

hücrelerde %1.68 oranında erken apoptoz, %1.50 oranında geç apoptoz görülürken 

ölü hücre yüzdesi 0.59, canlı hücre yüzdesi 96.23 olarak hesaplanmıĢtır. Takrolimus 

grubunda erken apoptoz oranı %10.71’e, geç apoptoz oranı %9.77’ye yükselirken 

ölü hücre yüzdesi 5.47, canlı hücre yüzdesi 74.05 olarak hesaplanmıĢtır. Takrolimus 
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+ Oksitosin kombine grup sonuçlarında ise erken apoptoz oranı %1.41, geç apoptoz 

oranı %2.27, ölü hücre yüzdesi 1.52, canlı hücre yüzdesi 94.80 olarak ölçülmüĢtür. 

4.4. Ġmmünofloresan Boyama Bulguları 

4.4.1. Ki-67 Boyaması 

 

 

ġekil 25: Anti-Ki-67 boyaması. A. Kontrol grubu B. Takrolimus grubu C. Oksitosin 

grubu D. Kombine grup  

 

Ki-67 boyamasında kontrol grubu incelendiğinde hücre hattında bölünmeye 

iliĢkin bulguların varlığı saptanmıĢtır. Hücre morfolojilerinin normal yapıda olduğu 

görülmüĢtür. Ki-67 antijeni nükleusta da eksprese olduğu için nükleus boyası olan 

DAPI nin mavi rengi yerine beyaza yakın bir renkte bulunması Ki-67 ekspresyonu 

olarak kabul edilmiĢtir. Takrolimus grubunda hücre sayısı kontrolle 

karĢılaĢtırıldığında daha az sayıdadır. Hücre morfolojilerinde incelme ve iğsi bir 
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görünüm hakimdir. Hücre nükleuslarında DAPI boyasının rengi olan mavinin 

bulunması Ki-67 antijeni eksprese etmediği ya da düĢük seviyede ettiği olarak kabul 

edilmiĢtir. Oksitosin grubunda hücre sayısının kontrol grubuna benzerdir. Bazı 

hücrelerin morfolojilerinin değiĢtiği gözlemlenmiĢtir. Ki-67 antijeni açısından 

yüksek seviyede bir ekspresyon mevcuttur. Kombinasyon grubunda hücre 

morfolojilerinin kontrol grubuna benzemekle birlikte az sayıda hücrede oksitosin 

grubunda görülen hücresel morfolojik değiĢiklik gösteren hücre toplulukları 

gözlemlenmiĢtir. Hücrelerin sayı ve yapı olarak iyi durumda oldukları saptanmıĢ ve 

Ki-67  ekspresyonu yüksek olarak gözlemlenmiĢtir. 

4.4.2. Vimentin Boyaması 

 

 

ġekil 26: Anti-Vimentin boyaması. A. Kontrol grubu B. Takrolimus grubu C. 

Oksitosin grubu D. Kombine grup  

 

Kontrol grubunda vimentin sitoplazma içinde homojen olarak dağılım 

göstermektedir. Takrolimus grubunda dikkat çekici olarak kontrol grubunda görülen 



 

49 
 

ekspresyondan daha az bir ekspresyon varlığı görülmektedir. Bu gruba ait 

hücrelerde vimentinin homojen olarak dağılmadığı perinükleer alanda belli 

bölgelerde yoğunlaĢma gösterdigi ve kısa küt olarak boyama göstermektedir. 

Oksitosin grubunda vimentin immunoekspresyonun azalma göstermesi oldukça 

dikkat çekici bir bulgu olarak saptanmıĢtır. Kombine gruptaki görünüm büyük 

oranda kontrol grubuna benzer olarak saptandı. Az sayıda bir hücre popülasyonunda 

ise Takrolimus grubuna benzer bir görünüm vermektedir. Vimentin ekspresyonu 

yoğun olarak gözlemlenmektedir. Hücre içi kısa küt vimentin (+) alanlar saptansa da 

yoğunlukla kontrol grubu benzeri bir görüntü mevcuttur. 
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4.5. Hücre Canlılık Analizlerinin Ġstatiksel Değerlendirilmesi 

4.5.1. Ölü Hücre Yüzdesi 

 

 
 

Grafik 8: Ölü hücre yüzdesi istatiksel grafiği. 0,05 önem seviyesinde, gruplar 

arasında ikili farkların tümü istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05). Kontrol grubu 

ile karĢılatırıldığında oksitosinin etkisi de anlamlıdır. Kombine gruptaki ölü hücre 

yüzdesi kontrol ve oksitosin grubuna göre farklı olmakla birlikte yakındır. 

 

Tablo 5: Ölü hücre yüzdesi istatiksel tablosu 

  

 N Mean Std. 

Deviation 

Std. Error 95% Confidence Interval for Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

Kontrol 2 ,529500 ,0007071 ,0005000 ,523147 ,535853 ,5290 ,5300 

Takrolimus 2 5,480000 ,0141421 ,0100000 5,352938 5,607062 5,4700 5,4900 

Oksitosin 2 ,585000 ,0070711 ,0050000 ,521469 ,648531 ,5800 ,5900 

Total 6 2,198167 2,5422282 1,0378603 -,469738 4,866072 ,5290 5,4900 
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4.5.2. Geç Apoptoz/Ölü yüzdesi 
 

 
 

Grafik 9: Geç apoptoz/ölü yüzdesi istatiksel grafiği. 0,05 önem seviyesinde, 

Kontrol ve Takrolimus grupları istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05) anlamlı fark 

bulunmuĢtur (p<0,05). Geç apoptoz/ölü hücre yüzdesi oranı kombine grupta kontrol 

ve oksitosin grubuna yakındır. 

 

Tablo 6: Geç apoptoz / ölü yüzdesi istatiksel tablosu 

 

 N Mean Std. Deviation Std. Error 95% Confidence Interval for Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

Kontrol 2 1,175000 ,0070711 ,0050000 1,111469 1,238531 1,1700 1,1800 

Takrolimus 2 9,775000 ,0070711 ,0050000 9,711469 9,838531 9,7700 9,7800 

Total 4 5,475000 4,9652157 2,4826078 -2,425766 13,375766 1,1700 9,7800 
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4.5.3. Erken Apoptoz yüzdesi 
 

 
 

Grafik 10: Erken apoptoz yüzdesi istatiksel grafiği 0,05 önem seviyesinde, gruplar 

arasında ikili farkların tümü istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05). Kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında oksitosinin etkisi de anlamlıdır. Kombine grupta oksitosinin etkisi 

Takrolimusun etkisini minimize etmiĢtir. 

 

Tablo 7: Erken apoptoz yüzdesi istatiksel tablosu 

 

 N Mean Std. Deviation Std. Error 95% Confidence Interval for Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

Kontrol 2 2,010500 ,0007071 ,0005000 2,004147 2,016853 2,0100 2,0110 

Takrolimus 2 10,720000 ,0141421 ,0100000 10,592938 10,847062 10,7100 10,7300 

Oksitosin 2 1,675000 ,0070711 ,0050000 1,611469 1,738531 1,6700 1,6800 

Total 6 4,801833 4,5866524 1,8724930 -,011563 9,615230 1,6700 10,7300 
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4.5.4. Canlı Hücre Yüzdesi 

 

 
 

Grafik 11: Canlı hücre yüzdesi istatiksel grafiği. Canlı hücre yüzdesi açısından 0,05 

önem seviyesinde, gruplar arasında ikili farkların tümü istatistiksel olarak anlamlıdır 

(p<0,05). Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında oksitosinin etkisi de anlamlıdır. 

Kombine grupta oksitosinin etkisi Takrolimusun etkisini minimize etmiĢtir. En az 

canlı hücre Takrolimus grubunda gözlemlenmiĢtir. 

 

  

 

Tablo 8: Canlı hücre yüzdesi istatiksel tablosu 

 

 N Mean Std. Deviation Std. Error 95% Confidence Interval for Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

Kontrol 2 96,2850 ,00707 ,00500 96,2215 96,3485 96,28 96,29 

Takrolimus 2 74,0250 ,03536 ,02500 73,7073 74,3427 74,00 74,05 

Oksitosin 2 96,2400 ,01414 ,01000 96,1129 96,3671 96,23 96,25 

Total 6 88,8500 11,48343 4,68809 76,7989 100,9011 74,00 96,29 
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4.6. Oksidatif Stres Analiz Parametreleri Bulguları 

4.6.1. Lipid Peroksidasyonu (MDA) Ölçümü Bulgusu 

 

 

Grafik 12: MDA standart eğrisi 

 

4.6.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Ölçümü Bulgusu 

 

 

Grafik 13: NADPH standart eğrisi 
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4.6.3. Katalaz (CAT) Aktivitesi Ölçümü Bulgusu 

 

 

Grafik 14: H2O2 standart eğrisi 

 

4.6.4. Süperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ölçümü Bulgusu 

 

 

Grafik 15: SOD Aktivitesi 
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4.7. Oksidatif Stres Parametrelerinin Ġstatiksel Değerlendirilmesi 

4.7.1. Lipid Peroksidasyon (MDA) düzeyi 

 

Grafik 16: MDA düzeyi istatiksel grafiği. 0,05 önem seviyesinde, gruplar arasında 

ikili farkların tümü istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0, 05). 

 

4.7.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) düzeyi 

 

 

Grafik 17: GSH-Px düzeyi istatiksel grafiği. 0,05 önem seviyesinde, Kombine- 

Oksitosin dıĢında tüm gruplar anlamlıdır (p<0, 05). 
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4.7.3. Katalaz (CAT) düzeyi 

 

 

Grafik 18: CAT düzeyi istatiksel grafiği. Takrolimus- Oksitosin grupları arasında 

fark anlamsızdır. Diğer gruplar arasında fark anlamlıdır (p<0,001). 

 

4.7.4. Süperoksit Dismutaz (SOD) düzeyi 

 

 

Grafik 19: SOD düzeyi istatiksel grafiği. 0,05 önem seviyesinde, gruplar arasında 

ikili farkların tümü istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0, 05). 
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Tablo 9: Biyokimyasal parametrelerin istatistiksel değerlendirme tablosu 

 

  



 

59 
 

5. TARTIġMA 

Yapılan bu deneysel çalıĢmada; doku ve organ nakillerinde immünsupresif 

ilaç olarak kullanılan Takrolimusun adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücreler 

üzerindeki etkileri ve antioksidan bir ajan olan oksitosinin takrolimusun oluĢturduğu 

toksik etkinin azaltılması için yeni bir ajan olarak kullanılma potansiyeli 

araĢtırılmıĢtır. 

Takrolimus, Streptomyces tsukubaensis bakterisinden elde edilen ve kuvvetli 

bir makrolid olan kalsinörin inhibitörüdür. Kalsinörin inhibisyonu aktivitesini; 

iltihaba neden olan sitokinlerin azalarak düzenlenmesi, tümör nekrozis faktör-α, 

interlökin-1β ve -6, interferon-c, FK bağlayıcı protein tarafından aktive edilen T 

hücre aktivasyonu aracılığıyla gerçekleĢtirmektedir (99,100). Kalsinörin inhibitörleri 

böbrek baĢta olmak üzere organ nakillerinde hastaların bağıĢıklık sistemini 

baskılayan tedavi yöntemlerinin en önemli yapıtaĢlarıdır (101,102).  

Ġmmünsupresif ilaçların hepsi toksisite ile iliĢkilendirilmektedirler. Bu 

nedenle tedavi süresince sık sık farklı doz ve kombinasyonlar uygulanmaktadır 

(103). Takrolimus nefrotoksisite, nörotoksisite, diyabetojenitesi ve gastrointestinal 

toksisite gibi farklı toksisite profillerine sahiptir (104). Hasdemir ve ark. böbrek 

naklinden sonraki üçüncü haftada Takrolimusun toksisitesinden dolayı hiperozmolar 

hiperglisemik durumun ortaya çıktığını bildirmiĢlerdir (105). Hücresel seviyede 

bakıldığında morfolojik gözlemler tübüler endoteliyal hücreler, vasküler endoteliyal 

hücreler, arteriyo-miyositler ve interstisyel fibroblastların hepsinin Takrolimus 

nefrotoksisitesinin hedefi olduğunu göstermektedir. Klinik biyopsi materyalleri 

incelendiğinde Takrolimusun epiteliyal vakuolizasyon oluĢumunda direkt olarak 

toksik etkisi olduğu gözlemlenmiĢtir (106,107).  

Mezenkimal kök hücreler; doku- organ rejenerasyonuna yardımcı olmaları, 

immün sistemi baskılayıcı özellikte olmaları ve hasarlı dokulara migrasyon 

yetenekleriyle klinik kullanım potansiyeli artmakta olan hücrelerdir (108). 

Ġmmünmodülatör etkilerinden dolayı GVHH ve Crohn hastalığının tedavisinde, 

rejenerasyon özellikleri sebebiyle menisküs, kıkırdak ve kemik hasarlarının 

tamirinde, migrasyon yetenekleri nedeniyle osteoporoz ve omurilik 

yaralanmalarında kullanılmaktadırlar (109). 
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Nörohipofiziyal bir hormon olan oksitosinin antiinflamatuar özelliği, hücre 

proliferasyonunu arttırıcı etkisi ve oksidatif strese karĢı hücreleri koruyucu görev 

yapması sebebiyle rejeneratif tıpta kullanımı gittikçe yaygınlaĢmaktadır (110). 

Literatürde kök hücrelerle birlikte kullanıldıklarında büyüme ve farklılaĢmayı 

düzenleyici etkilerinin olduğuna dair bulgular yer almaktadır (111-113). 

Takrolimusun adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin canlılıkları 

üzerindeki etkileri ile ilgili çalıĢmalar bulunmakla birlikte literatürde tespit edilmiĢ 

herhangi bir IC50 değeri bulunmamaktadır.  

Bu çalıĢmada Takrolimusun insan adipoz doku kökenli mezenkimal kök hücre 

hattı üzerindeki sitotoksik etkisine WST-1 testi ile bakılmıĢ, hücreler üzerindeki IC50 

dozu 72. Saatte 17.44 µM olarak tespit edilmiĢtir. 

Tsuji ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu çalıĢmada Takrolimusun ADKH’lerin 

hücre canlılığı üzerindeki etkilerine 7 gün boyunca MTT testi ile bakılmıĢ, 1. gün 

anlamlı bir değiĢiklik gözlenmezken 7. gün hücre canlılığında %88.6 ± 22.91 

oranında oldukça büyük bir düĢüĢ gözlenmiĢtir (114). Yapılan çalıĢmamızda da 

Takrolimusun IC50 dozunu 72. saatte saptanmıĢ, maruziyet süresinin artmasının 

hücre canlılığını azalttığını düĢündürmektedir.  

Literatürde oksitosinin sıçan uterusu düz kaslarında IC50 değeri bazı 

çalıĢmalarda saptanmıĢken (16 ± 3.14 µg/ml, 27 ± 4.0 µg/ml) insan adipoz kaynaklı 

mezenkimal kök hücreler üzerindeki IC50 değeri ile ilgili veri bulunmamaktadır 

(115,116). 

ÇalıĢmamızda oksitosinin insan adipoz kökenli mezenkimal kök hücre hattı 

üzerindeki IC50 değerini belirlemek amacıyla WST-1 testi yapılmıĢ ve sonuç 72. 

saatte 13.43 µM olarak bulunmuĢtur. 

Literatürde oksitosinin insan adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücreler 

üzerindeki IC50 değeri ile ilgili hiçbir veri bulunmaması sebebiyle, memeli hücreleri 

üzerinde oksitosinin IC50 değerlerinin birbirine yakın olabileceği dıĢında bir tahmin 

yürütmek mümkün değildir.  

Hem in vitro hem de in vivo yapılan çalıĢmalarda Takrolimusun hücreler 

üzerindeki toksik etkileri farklı yöntemlerle kanıtlanmıĢtır. Episkleral ilaç implantı 

yapılan bir çalıĢmada Takrolimusun konjunktiva, iris, siliyer cisim, kornea, sklera, 
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koroid ve retina üzerindeki toksik etkileri yarık-lamba fotoğraflama, fundus 

fotoğraflama, IOP ve histolojik yöntemlerle gösterilmiĢtir (117). 

Böbrek tübüler hücre toksisitesi ile ilgili bir çalıĢmada yüksek 

konsantrasyonlardaki Takrolimusun (10, 50 ve 100 µM) hücrelerde vakualizasyon, 

ĢiĢme ve mitokondriyal büyüme gibi ultrastrukturel değiĢikliklere neden olduğu 

ifade edilmiĢtir (118). 

Mezenkimal kök hücrelerle yapılan bir çalıĢmada ise Takrolimusun kısa süreli 

olarak hücrelerle maruziyetinde toksisite veya apoptozu indüklediğine dair bir 

bulguya rastlanmamıĢtır, fakat 7 gün sonra yüksek dozda Takrolimusun toksisiteyi 

indüklediği görülmüĢtür (119). 

Son zamanlarda tedavilerde bir antioksidan olarak kullanılan oksitosinin 

hücreler üzerindeki toksisiteyi azalttığına dair veriler mevcuttur. Örneğin; ErbaĢ ve 

arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada böbrek rahatsızlıklarında kullanılan Sisplatin isimli 

kemoterapötik ilacın toksik etkilerinin, oksitosinin anti-inflamatuvar özelliği 

sayesinde azaltıldığı açıkça gösterilmiĢtir (120). ÇalıĢmamızda Takrolimus ve 

oksitosinin 72. saatteki IC50 değerleri baz alınarak yapılan izobologram analizi 

sonucunda oksitosinin Takrolimus üzerinde antagonistik etki yarattığı 

gözlemlenerek literatür verilerini destekleyici bir bulgu elde edilmiĢtir. 

Literatüre bakıldığında Takrolimusun çeĢitli hücre tiplerinde apoptozu 

indüklediğine dair bulgular bulunmaktadır. Choi ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada 

Takrolimusun Jurkat T hücrelerinde doza bağımlı olarak apoptozu indüklediği 

gösterilmiĢtir. Takrolimusun nükleer fragmentasyon ve kaspaz-3 aktivasyonu ile 

apoptozu arttırdığı bildirilmiĢtir (121). 

GeçmiĢ yıllarda yayınlanan bir çalıĢmada kalp nakillerinden sonra kullanılan 

Takrolimusun periferal T hücreleri ve mononükleer hücrelerde apoptozu indüklediği 

belirtilmiĢtir (122, 123).  

Takrolimusun apoptozu indüklemesine karĢılık oksitosinin hücre 

proliferasyonunu arttırdığı ve bazı hücre tiplerinde koruyucu rol oynadığını gösteren 

bulgular vardır. Örneğin insan dermal mikrovasküler endoteliyal hücreleri ile 

yapılan bir çalıĢmada oksitosinin hücre prolifersayonunu ve migrasyonunu arttırdığı 

ve bunu oksitosin reseptörünün hücre tipini mRNA ve protein seviyesinde eksprese 

ederek yaptığı tespit edilmiĢtir (124). 
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Mezenkimal kök hücreler ilgili sinyal yolaklarını düzenleyerek osteogeneze 

katkıda bulunmaları nedeniyle kemik erimesi tedavisinde kullanılmaktadırlar (125). 

Bu konu ile ilgili yapılan bir çalıĢmada oksitosinin, mezenkimal kök hücrelerin 

osteoblast-adiposit dengesini sağlamasında major rolü olduğunu gösteren veriler 

elde edilmiĢtir (125).   

Ġnsan prostat modülasyonunda oksitosinin etkisine bakılmıĢ ve oksitosin 

reseptörünün prostat büyümesini düzenlediği gözlemlenmiĢtir (126). 

ÇalıĢmamızda Takrolimus, oksitosin, Takrolimus + oksitosin ve kontrol’den 

oluĢan dört deney grubuna Annexin V yöntemi uygulanarak canlı-ölü hücre yüzdesi 

ve erken geç apoptoz oranları Muse
®
 Cell Analyzer ile hesaplanmıĢtır. Yapılan 

hesaplamalar doğrultusunda etken maddeye maruz kalmayan kontrol grubundaki 

hücrelerde %2.01 oranında erken apoptoz, %1.18 oranında geç apoptoz görülürken 

ölü hücre yüzdesi 0.53, canlı hücre yüzdesi 96.28 olarak hesaplanmıĢtır. Oksitosin 

grubundaki hücrelerde %1.68 oranında erken apoptoz, %1.50 oranında geç apoptoz 

görülürken ölü hücre yüzdesi 0.59, canlı hücre yüzdesi 96.23 olarak hesaplanmıĢtır. 

Oksitosin grubunun kontrol grubu ile neredeyse aynı rakamları vermesi oksitosinin 

hücre canlılığını negatif yönde etkilemediğini ispatlamaktadır. Takrolimus grubuna 

bakıldığında erken apoptoz oranı %10.71’e, geç apoptoz oranı %9.77’ye yükselirken 

ölü hücre yüzdesi 5.47, canlı hücre yüzdesi 74.05 olarak hesaplanmıĢtır. Kontrol 

grubuna kıyasla canlı hücre yüzdesindeki bu düĢüĢ Takrolimusun hücreler 

üzerindeki negatif etkisini açıkça ortaya koymaktadır. Bu analiz literatürde yer alan 

ve bizim WST-1 testi ile gözlemlediğimiz Takrolimusun toksik etkisi sebebiyle 

hücreleri öldürdüğü yönündeki bulguyu destekler niteliktedir. Oksitosin ve 

Takrolimustan oluĢan kombine grup sonuçlarında ise erken apoptoz oranı %1.41, 

geç apoptoz oranı %2.27, ölü hücre yüzdesi 1.52, canlı hücre yüzdesi 94.80 olarak 

hesaplanmıĢtır. Bu sonuçlar Takrolimus grubundaki sonuçlarla kıyaslandığında ölü 

hücre yüzdesindeki düĢüĢ ve canlı hücre yüzdesindeki artıĢın, oksitosin grubunun 

kontrol grubuna benzerliği göz önünde bulundurularak oksitosinden kaynaklandığı 

düĢünülmektedir. 

Literatürde oksitosinin hücre proliferasyonunu arttırdığı yönündeki bulguların 

varlığı, yaptığımız izobologram analizinde oksitosinin Takrolimus üzerinde 

antagonistik etki göstermesi ve apoptoz analizinde kombine grubun Takrolimus 
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grubuna kıyasla canlı hücre yüzdesinde artıĢ meydana geldiği bulgusu bize birbirleri 

ile uyumlu sonuçlar vermektedir. 

Hücre canlılık analizlerinin istatiksel değerlendirmesinde, ölü hücre yüzdesi 

0,05 önem seviyesinde, gruplar arasında ikili farkların tümü istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0,05). Kontrol grubu ile karĢılatırıldığında oksitosinin etkisi de 

anlamlıdır. Kombine gruptaki ölü hücre yüzdesi kontrol ve oksitosin grubuna göre 

farklı olmakla birlikte yakındır. 

Geç apoptoz/ölü yüzdesi istatiksel değerlendirmesinde 0,05 önem seviyesinde, 

kontrol ve Takrolimus grupları istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05). Geç 

apoptoz/ölü hücre yüzdesi oranı kombine grupta kontrol ve oksitosin grubuna 

yakındır. 

Erken apoptoz yüzdesi istatiksel değerlendirmesinde 0,05 önem seviyesinde, 

gruplar arasında ikili farkların tümü istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05). Kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında oksitosinin etkisi de anlamlıdır. Kombine grupta 

oksitosinin etkisi Takrolimusun etkisini minimize etmiĢtir. Canlı hücre yüzdesi 

istatiksel değerlendirmesinde canlı hücre yüzdesi açısından 0,05 önem seviyesinde, 

gruplar arasında ikili farkların tümü istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05). Kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında oksitosinin etkisi de anlamlıdır. Kombine grupta 

oksitosinin etkisi Takrolimusun etkisini minimize ettiği düĢünülmektedir. En az 

canlı hücre Takrolimus grubunda gözlemlenmiĢtir. 

 ÇalıĢmada, immünofloresan boyama yöntemi ile Ki-67 boyaması ve 

Vimentin boyaması yapılmıĢtır. 

Ki-67 geliĢen ve bölünen hücrelerde bulunan, hücrenin G0 dinlenme fazında 

bulunmayan bir antijendir. Hücresel bir protein olan Ki-67 antijeni hücreler 

proliferasyona baĢladığında yükselmektedir (127).  

Ki-67 boyamasında kontrol grubu, hücre hattında bölünmeye iliĢkin bulguların 

varlığı saptanmıĢtır. Hücre morfolojilerinin normal yapıda saptanmıĢtır. Ki-67 

antijeni nükleusta da eksprese olduğu için nükleus boyası olan DAPI nin mavi rengi 

yerine beyaza yakın bir renkte bulunması Ki-67 antijeni ekspresyonuna kanıt olarak 

kabul edilmiĢtir. Takrolimus grubunda hücre sayısında kontrolle karĢılaĢtırıldığında 

az sayıda olduğu görülmüĢtür. Hücre morfolojilerinde incelme ve iğsi bir yapıda 

oldukları saptanmıĢtır. Hücre nükleuslarında DAPI boyasının rengi olan mavinin 
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bulunması Ki-67 antijeni eksprese etmediği ya da düĢük seviyede ettiği olarak kabul 

edilmiĢtir. Oksitosin grubunda hücre sayısının kontrol grubuna benzer olduğu 

saptanmıĢtır. Bazı hücrelerin morfolojilerinin değiĢtiği gözlemlenmiĢtir. Bu da 

hücrelerin diferansiyasyon yönünde oldukları olarak yorumlanmıĢtır. Ki-67 antijeni 

açısından yüksek seviyede bir ekspresyon gösterdiği gözlemlenmiĢtir. Kombinasyon 

grubunda, hücre morfolojilerinin kontrol grubuna benzemekle birlikte az sayıda 

hücrede oksitosin grubunda görülen hücresel morfolojide değiĢiklik gösteren hücre 

toplulukları gözlemlenmiĢtir. Hücrelerin sayı ve yapı olarak iyi durumda oldukları 

saptanmıĢtır. Ki-67 açısından oldukça yüksek bir ekspresyonun varlığı saptanmıĢtır. 

Vimentin hücre iskeletinin yapısına katılan, protein yapıda bir ara filamandır. 

Çoğu ara filaman kararlı yapıya sahipken, vimentinin değiĢken bir yapısı vardır. 

Vimentin organellerin yerini sabitler, hücreye esneklik sağlar ve hücre içinde 

kolesterol taĢınmasında rol oynar. Vimentin ve mikrotübüller arasında sıkı iliĢkiler 

vardır. Genellikle mezenkimal kök hücrelerde bulunan vimentin  bazı ektodermal ve 

endodermal kökenli hücrelerde sitokeratinlerle birlikte bulunmaktadır (128). Hücre 

iskeleti elemanı, ara filamanlar grubunda yer alan ve özellikle mezenkimal kökenli 

hücrelerde bulunan vimentin, çalıĢmamızdaki hücrelerin diferansiyasyonlarının 

takibi amacıyla boyanmıĢtır.  

Kontrol grubunda, Vimentin sitoplazma içinde homojen olarak dağılım 

göstermektedir. Yüksek bir ekspresyon göstermeleri dikkat çekicidir (yeĢil renk 

yoğun). Takrolimus grubunda dikkat çekici olarak kontrol grubunda görülen 

ekspresyonda daha az bir ekspresyon varlığı görülmektedir. Bu gruba ait hücrelerde 

vimentinin homojen olarak dağılmadığı perinükleer alanda belli bölgelerde 

yoğunlaĢma gösterdigi ve kısa küt olarak boyama göstermesi Takrolimusun hücre 

iskeleti yapısı üzerinde olası negatif etkileri olarak yorumlanmıĢtır. Oksitosin 

grubunda, vimentin immunoekspresyonun azalması oldukça dikkat çekici bir bulgu 

olarak saptanmıĢtır. Bu da hücrelerin diferansiyasyon yönünde olduklarını akla 

getirmektedir. Kombine grupta görünüm büyük oranda kontrol grubu ve az sayıdaki 

bir hücre popülasyonunda ise Takrolimus grubuna benzer bir görünüm hakimdir. 

Vimentin ekspresyonu yoğun olarak gözlemlenmektedir. Hücre içi kısa küt vimentin 

(+) alanlar saptansa da yoğunlukla kontrol grubu benzeri bir görüntü mevcuttur. 
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ÇalıĢmamızda deney grupları lipid peroksidasyonu, glutatyon peroksidaz, 

katalaz ve süperoksit dismutaz olmak üzere dört ayrı oksidatif stres parametresi ile 

enzimatik olarak değerlendirilmiĢtir. 

Oksidatif hasarlarda Takrolimus ve Siklosporinin nöroprotektif etkilerinin 

araĢtırıldığı bir çalıĢmada söz konusu immunsupresif ajanların lipid peroksidasyonu 

artıĢına sebep olduğu gösterilmiĢtir (129). Böbrek nakli sonrası immunsupresif ilaç 

olan Takrolimus ve oksidatif stres arasındaki iliĢki araĢtırıldığında da MDA 

seviyesinin artıĢ gösterdiği görülmüĢtür (130). Takrolimus ve mikofenolat mofetil 

kombinasyon tedavisinde immunsupresif ilaçların oksidatif stres üzerinde kuvvetli 

etkisi olduğu ve lipid peroksidasyon seviyesinin arttığı gösterilmiĢtir (131). 

Serbest radikaller olarak tabir edilen serbest oksijen grupları, organizmada 

bazı moleküllerin yapısını bozarak  hücre ve dokularda hasara neden olmaktadırlar. 

Bu moleküllerden lipid peroksidasyonun en önemli ürünü malondialdehittir. 

Meydana gelen malondialdehit, membranda bulunan bileĢiklerin çapraz 

bağlanmasına sebep olmaktadır. Bu sebeple iyon geçirgenliği ve enzim aktivitesinin 

değiĢmesi gibi olumsuz sonuçlar oluĢmaktadır (132,134) 

Bu çalıĢmada, malondialdehit miktarında kontrol verilerine göre uygulama 

gruplarında saptanan değiĢmelerde kontrol 4.736667 nmol/mg, Takrolimus 4.66000 

nmol/mg, oksitosin 4.82000 nmol/mg, kombine grup 4.77000 nmol/mg olarak 

saptanırken istatiksel açıdan 0,05 önem seviyesinde, gruplar arasında ikili farkların 

tümü istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0, 05). 

Glutatyon peroksidaz hücrelerde oluĢan hiperoksitleri uzaklaĢtırma görevi olan 

ve hücreleri çeĢitli hasarlara karĢı koruyan bir enzimdir (135). Hücreleri, lipidlerin 

peroksidasyonundan koruyan en önemli enzim olma özelliğiyle hücrenin yapısını ve 

fonksiyonunu korumaktadır (136).  

YapmıĢ olduğumuz çalıĢmada, GSH-Px aktivitesi kontrol grubunda 0.588333 

mU/ml, tacrolimus grubunda 0.510000 mU/ml, oksitosin grubunda 0.550000 

mU/ml, kombine grupta 0.553333 mU/ml olarak ölçülürken istatiksel açıdan 0,05 

önem seviyesinde, Kombine- Oksitosin dıĢında tüm gruplar anlamlıdır (p<0, 05). 

Katalaz protein yapısında bol bulunan bir enzim olmakla birlikte hücreler için 

toksik olan hidrojen peroksidi uzaklaĢtırma görevini üstlenmiĢtir (137,138).  
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Antioksidan etkiye sahip olan katalaz hücreyi serbest radikal veya diğer reaktif 

moleküllerin oksidatif hasarından korumaktadır (139). 

ÇalıĢmamızda, katalaz aktivitesinin ölçümü sonucunda elde edilen bulgularda 

kontrol grubu 1.660000, Takrolimus grubu 0.350000, oksitosin grubu 0.350000, 

kombine grup 1.166667 olarak ölçülmüĢtür. Ġstatiksel açıdan Takrolimus-oksitosin 

grupları arasında fark anlamsızdır. Diğer gruplar arasında fark anlamlıdır (p<0,001). 

Süperoksit dismutaz enzimi oksijeni metabolize eden tüm hücrelerde 

bulunmaktadır. Oksijen toksisitesine karĢı hücreler üzerinde koruyucu rol 

oynamaktadır. Superoksit dismutaz, superoksit radikallerini, hidrojen peroksit ve 

moleküler oksijene dönüĢtürerek ortadan kaldırmaktadır (140). 

Bu çalıĢmada süperoksit dismutaz enzim aktivitesi ölçümünde inhibisyon 

yüzdeleri kontrol grubunda 99.251770, Takrolimus grubunda 14.340950, oksitosin 

grubunda 99.139547, kombine grupta 98.827780 olarak tespit edilmiĢtir. Ġstatiksel 

açıdan 0,05 önem seviyesinde, gruplar arasında ikili farkların tümü istatistiksel 

olarak anlamlıdır (p<0, 05). 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

1-Takrolimus adipoz kaynaklı mezenĢimal kök hücreler üzerinde sitotoksik 

etki göstermektedir. 

2- Oksitosin hücre kültürü çalıĢmalarında hücre farklanma kapasiteleri 

üzerinde etkiler göstermektedir. 

3- Takrolimus-oksitosin  kombine grupta canlı hücre, ölü hücre, erken ve geç 

apoptoz yüzdeleri açısından kontrol grubuna yakın olarak tespit edilmiĢtir. Bu 

bulguların oksitosin etkisiyle olduğu düĢünülmüĢtür. 

4- Literatürde oksitosinin insan adipoz doku kökenli mezenkimal kök hücreler 

üzerindeki IC50 değeri ile ilgili hiçbir veri bulunamamıĢtır. ÇalıĢmamızda 

oksitosinin insan adipoz kökenli mezenkimal kök hücre hattı üzerindeki IC50 

değerini belirlemek amacıyla WST-1 testi yapılmıĢ ve sonuç 72. saatte 13.43 µM 

olarak bulunmuĢtur.  

5- Takrolimusun adipoz doku kökenli mezenkimal kök hücrelerin hücre 

canlılığı üzerindeki etkileri ile ilgili çalıĢmalar bulunmakla birlikte literatürde tespit 

edilmiĢ herhangi bir IC50 değeri bulunmamaktadır. Bu çalıĢmada Takrolimusun 

insan adipoz doku kökenli mezenkimal kök hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisine 

WST-1 testi ile bakılmıĢ, hücreler üzerindeki IC50 dozu 72. saatte 17.44 µM olarak 

tespit edilmiĢtir. 

6- Doku ve organ nakilleri sonrası immunsupresif tedavi ve adipoz kaynaklı 

mezenĢimal kök hücre uygulaması birlikte yapılan hastalarda oksitosinin kullanımın, 

mezenĢimal kök hücre popülasyonu üzerinde olumlu etkiler oluĢturabileceği 

düĢünülmektedir. Bu anlamda oksitosin klinik uygulamalar için potansiyel yeni bir 

ajan olabileceği düĢünülmektedir.  

7-Konu ile ilgili deney hayvanları ve baĢarılı sonuçlar alınırsa insan 

çalıĢmaları ile hücresel tedavilerde oksitosinin rutin kullanıma sunulması açısından 

önem taĢımaktadır. 
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