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OZET

OKSITOSININ TAKROLIMUSA MARUZ KALMIS ADIiPOZ DOKU
KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRE HATTI UZERINE
ETKILERININ INCELENMESI

Takrolimus (FK 506) organ nakillerinde alici bireyde immiin cevabin
olugsmasini engellemek i¢in kullanilan ve bu etkiyi kalsindrin sinyal yolagi tizerinden
T hiicrelerinin uyarilmasin1 engelleyerek yapan kemoterapotik bir kimyasaldir.
Metabolik olarak incelendiginde viicutta temel olarak karacigerde sitokrom P450
enzim sistemi tarafindan metabolize edilen takrolimusun farkli hiicreler iizerinde

yiiksek toksik etkilerinin oldugu bilinmektedir.

Mezenkimal kok hiicreler doku yenilenmesi ve hiicresel tedavide
kullanilabilmeleri sebebiyle son zamanlarda olduk¢a O6nem kazanmislardir. Bazi
Klinik vakalarda organ nakli sonrasinda hastaya destekleyici amagla mezenkimal kok
hiicreler nakledilmektedir. Mezenkimal kok hiicreler immiinomodiilator etkileri ve
rejenerasyona yardimci olmalari sebebiyle giiniimiizde gittikge yayginlasan bir

kullanima sahiptir.

Oksitosin, primer olarak insanda ndromodiilator olarak iglev géren ve hipofizin
norohipofiz kismindan salgilanan peptit bir hormondur. Oksitosinin hiicreler
tizerinde oksidatif strese karsi direng kazandirmak, proliferasyonu arttirmak ve

rejenerasyona yardimet olmak gibi etkileri vardir.

Yapilan ¢aligmada takrolimus adli etken maddenin, insan adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok  hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerinin  arastirilmasi
hedeflenmistir. Bunun yaninda yine ayni sekilde noral bir peptit hormon olan
oksitosinin, adipoz doku kaynakli mezenkimal hiicreler {izerinde takrolimus kaynakli

olusan toksisiteyi inhibe edip etmedigi aragtirilmistir.

Insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre hatt {izerinde takrolimusun
sitotoksik etkisi WST-1 analizi kullanilarak zaman ve doza bagimli olarak
degerlendirilmistir. Belirlenen zaman ve doz ile yapilan izobologram analizleri

sonucunda madde kombinasyonlarmin endeks degerleri belirlenmistir.



Takrolimus ve oksitosinin 1Cso dozu (72. saat) insan adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok hiicreler i¢in sirasiyla 17.44 pM ve 13.43 uM olarak belirlenmistir.
Izobologram analizleri sonucu antagonistik olarak belirlenen iki etken maddenin
kombinasyonlarmin endeks degerleri ED50: 1.418, ED75: 1.25719, ED90: 1.23533
olarak kaydedilmistir.

Apoptotik ve nekrotik 6liim oranlarimi belirlemek amaciyla anneksin V
yontemi uygulanmistir. Analiz sonucunda apoptotik olmayan, erken apoptotik, gec
apoptotik, toplam apoptotik ve 6lii hiicreler hem yiizde olarak hem de hiicre/ml

olarak hesaplanmustir.

Oksidatif stres ile birlikte olusan ve reaktif oksijen metabolitlerinin verdigi
zarart belirlemek amaciyla lipit peroksidasyonu, siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi, katalaz (CAT) aktivitesi, glutatyon peroksidaz (GPX) aktivitesi

Olclilmiistiir.

Ayrica antijen-antikor baglanma prensibine gore calisan immiinofloresan
boyama yontemi ile hiicrelerin igerisinde bulunan yapitaslart ve meydana gelen

kimyasal reaksiyonlar gosterilmistir.

Yapilan ¢alismada elde edilen veriler dogrultusunda takrolimusun adipoz doku
kaynakli mezenkimal kok hiicreler tizerinde oksidatif stres yaratarak hiicrelerin erken
apoptoza gitmelerine neden oldugu goriilmistiir. Oksitosine maruz birakilan
hiicrelerde proliferasyonun arttii  gozlemlenirken takrolimus ve oksitosin
kombinasyonlarinda takrolimusun hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisinin azaldig
belirlenmistir. Calisma sonunda belirlenen dozun alicitya modifiye edilmesiyle, hem
immiinosupresif ilacin hem de mezenkimal kok hiicrelerin birbirlerinden negatif
yonde etkilenmeden immiin sistem iizerinde gerekli baskiyr olusturacaklar
diistiniilmektedir. Bu duruma bagli olarak organ nakilleri sonrasinda uygulanan
tedavi protokollerinde destekleyici olarak oksitosinin kullanimina 1s1k tutacagi da

ongoriilen sonuglar igerisindedir.

Anahtar kelimeler: takrolimus; oksitosin; adipoz doku kaynakli mezenkimal kok

hiicre; oksidatif stres



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 uM and 13.43 uM, 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.



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.GIRiS

Organ ve doku nakli, viicuttaki gdrevini yerine getiremeyecek bir organin,
baska bir tibbi ¢6ziim olmadigr durumlarda canli bir vericiden veya kadavradan
alman saglam bir doku veya organ ile degistirilmesi islemidir. Kisinin kendi
dokusunun yeniden kendisine nakledilmesi bagisiklik sistemi bakimindan sorun
yaratmamaktadir ¢iinkii bu durumda bagisiklik sistemi kendi doku ve hiicrelerini
tanimaktadir. Fakat farkli vericiden yapilan transplantasyon islemlerinde alicinin
bagisiklik sistemi yabanci hiicre, doku ve organlara karsi viicudu korumaya galisarak
onlar reddetmektedir. Organ nakillerinde karsilasilan en biiyiik engel doku reddidir

ve bu engelin asilmasi organ nakillerindeki basari oranmin artmasinda énemli bir

unsurdur (1-3).

Transplantasyon isleminde alicinin kendine nakledilen dokular1 yabanci
saymasini Onlemek amaciyla immiinosupresyon adi verilen yontem uygulanmaktadir.
Immiinosupresyon, bagisiklik sisteminin gesitli yontemlerle baskilanmasi islemidir.
Immiinosupresyonda antijen taninarak T hiicrelerinin antijeni tanimasi, ¢ogalmast,

farklilasmasi ve antikor yapimi islevi baskilanmaktadir (4,5).

Immiinsupresif ajanlardan biri bu calismada da kullanilan Takrolimus adl
etken maddedir. Takrolimus ilk kez 1984 yilinda Streptomyces tsukubaensis isimli
toprak mantarindan iiretilmis bir makrolid laktondur. Takrolimusun immunsupresif
etkisini kalsindrin inhibisyonu yaparak, T hiicre aktivasyonunu ve interlokin-2 (IL-
2), IL-4, IL-5 gibi inflamatuar sitokinlerin salinimini inhibe ederek gosterdigi
diistiniilmektedir. Sitokinlerin transkripsiyonel aktivasyonunda temel rol oynayan
kalsinorin, hedef proteinlerden fosfat gruplarini ayirarak kalsiyum aktivasyonu

yapmaktadir. Bu sebeple immunosupresyon yapmak igin iyi bir hedeftir (6-9).

Mezenkimal kok hiicrelerin rejeneratif tip alaninda ve doku tamirinde
kullanilmalarinin disinda, diger kok hiicrelerden farkli olarak, immiin sistem
lizerinde diizenleyici etkileri olduklar1 kesfedilmistir (10-12). In vitro ortamda
mezenkimal kok hiicrelerin T ve B hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, regiilator T
hiicre gelisimini destekledigi, dogal Oldiiriicii hiicreler (NK) ve sitotoksik T
lenfositlerin  litik  aktivitesini  azalttigi, monositlerin  dendritik  hiicrelere
farklilasmasini inhibe ettigi ve onlarin antijen sunucu fonksiyonlarina zarar verdigi

gosterilmistir. Bu nedenle artik organ nakillerinde immiinosupresyon amactyla



mezenkimal kok hiicrelerin de aliciya transplante edilmektedir (13,14).
Takrolimusun tek basma kullanildiginda toksik etkisinin diisiik oldugunu bildiren
literatiirler bulunmakla birlikte farkli immiin baskilayici ajanlarla birlikte
kullanildiginda toksik etkisinin arttigin1 gosteren ¢alismalar mevcuttur (15,16).
Ayrica daha once yapilmig olan bazi ¢alismalarda, basta lenfositler olmak iizere
farkl1 hiicreler igin toksik etkiye sahip oldugu da belirtilmektedir (17,18). Fakat s6z
konusu kimyasalin mezenkimal kok hiicreler iizerinde olasi etkileri heniiz tam olarak

bilinmemektedir (19,20).

Oksitosin; insanlarda nérohipofiz olarak adlandirilan arka hipofizde yerlesen
ve Dburaya hipotalamus’tan gelen supraoptik ve paraventrikiiler nukleuslardan
salgilanan 6zellesmis hiicreler tarafindan sentezlenen bir memeli hormonudur. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda in vitro yada in vivo ortamda oksitosinin bir gok
hiicrede oksidatif strese karsi diren¢ kazandirdigi, hiicre proliferasyonunu arttirdigi

ve mezenkimal hiicrelerin farklilasmasini diizenledigi bildirilmektedir (21-23).

Yapilan bu deneysel ¢alismada; doku ve organ nakillerinde immiinsupresif ilag
olarak kullanilan Takrolimusun adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler
tizerindeki etkileri ve antioksidan bir ajan olan oksitosinin takrolimusun olusturdugu
toksik etkinin azaltilmasit ig¢in yeni bir ajan olarak kullanilma potansiyeli

arastirilmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler kendilerini yenileyebilme, siirsiz ¢ogalabilme ve kendilerinden
baska hiicrelere farklilasabilme, hasarli dokuya verildiginde hasarli yapiy1
onarabilme ozellikleri ile tanimlanan 06zel hiicrelerdir (24). Bol miktarda
bulunmalari, kolay elde edilebilmeleri, birgok hiicre tipine farklilasarak
cogalabilmeleri, otolog veya allojenik alicilara gilivenli ve etkin bir sekilde
transplante edilebilmeleri sebebiyle rejeneratif tip uygulamalarinda tercih
edilmektedirler (25).

Sperm ve yumurta hiicresinin birlesmesi sonrasi sirasiyla zigot, 4-8 hiicreli
blastomerler, morula ve blastosist evreleri izlenir. Embriyonik kok hiicreler ve
embriyonik germ hiicreleri blastosist igerisindeki i¢ hiicre kiitlesinde bulunurlar. Bu

hiicreler mezoderm, endoderm, ektoderm ve germ hiicrelerini olustururlar (26).

Gelismekte olan  organizmalarda ise embriyonik kok  hiicreler
bulunmamaktadir. Bu organizmalarda yetiskin kok hiicre adi verilen, c¢esitli
organlarda ve bu organlarin belli doku bélgelerinde ¢ogalabilen ve farklilagabilen
hiicreler yerlesmistir. Ornegin; derideki epidermisi veya bagirsak epitelini yenileyen
kok hiicreler yetiskin kok hiicrelerdir (27).

Kok hiicreler farklilasma yeteneklerine gore totipotent, pluripotent,

multipotent ve unipotent olarak 4 grupta toplanabilirler.

BLASTOSIST Pluripotent
. Kk Hiicre
kiiltiir

Totipotent Kok Hiicre

ziGoT

Embriyonik Kok Hiicre
EMBRiYO

« Pluripotent Somatik
! K&k Hiicre

4
i
-\.a

Merkezi Periferal  Kan Karaciger Deri Mezenklmal v5
Sinir Sinir

Prll'l’lltlf Germ Hiicresi Sistemi  Sitemi

Multipotent Kok Hiicre

Sekil 1: Farklilagsma yeteneklerine gore kok hiicreler (28).



Diinya saglik Orgiitiiniin totipotent terimi i¢in ‘organizmanin tamamini
gelistirebilme kapasitesi’ ve ‘tiim hiicre ve doku tiplerine farklilagabilme’ olmak
tizere iki tanimi vardir. Bu iki tanim arasindaki farklilik totipotensi teriminin tanimi
acisindan karigikliklara sebep olmakla birlikte 6nemsizdir (29). Totipotensi bir
hiicrenin bir organizmayi olusturan tiim hiicre tiplerine farklilagabilme yetenegidir.
Zigot organizmay1 olusturacak tiim hiicre tiplerine farklilasma potansiyeline sahip
olan ilk totipotent hiicredir (30). Totipotent hiicreler, ekstraembriyonik yapi olan
gbbek kordonu, amniyon kesesi, Wharton Jeli ve plasentay1 olusturarak pluripotent,

multipotent, unipotent 6zellik gosterebilirler (31).

Pluripotensi hiicre biyolojisinde; bir kok hiicrenin {i¢ germ tabakasi olan
endoderm, mezoderm ve ektoderm tabakalarina farklilasabilmeleri anlaminda
kullanilir. Pluripotent kok hiicreler, fotal veya yetiskin hiicre tiplerini olusturabilir
fakat bir organizmay1 olusturacak yetenege sahip degildirler (30). Pluripotent kok
hiicreler kardiyak rahatsizliklar ve diyabet gibi bir¢cok hastaligin tedavisi i¢in kendini
yenileyebilen, saglikli doku ve hiicre kaynagi olusturma imkan1 sunmaktadir. Yanik
hasarlar1 ve otoimmiin bir etiyolojisi olan Parkinson gibi hastaliklarin tedavisinde de
pluripotent kok hiicrelerin 1iyilestirme potansiyellerinden yararlanilmaktadir.
Hastaliklarin tedavisinde kas, kan, kalp, sinir hiicresi gibi genis hiicre potansiyeline
sahip pluripotent kok hiicreler ayn1 zamanda hiicre ve doku transplantasyonlarinda

da kullanilmaktadirlar (28).

Multipotent hiicreler insan viicudunda sadece birkag hiicre tiiriine doniisebilen
hiicrelerdir. Laboratuvar ortaminda gerekli kosullar ve sinyaller saglandiginda daha
fazla hiicre tiiriine doniisebilmeleri miimkiindiir. Bu hiicrelere verilebilecek en 1yi

ornek hematopoietik kok hiicrelerdir (32).

Unipotent hiicreler gelismis bir organizmada tek bir hiicre grubuna farklilagsma
yetenegi olan hiicrelerdir. Doku yenilenmesinde de rol oynarlar fakat genis doku
hasarlarinin tamiri i¢in pluripotent kok hiicrelere ihtiya¢ vardir. Deri kok hiicreleri

ve kas dokusunda bulunan uydu hiicreleri unipotent hiicrelere 6rnektir (33).
2.2. Kok Hiicrelerin Genel Ozellikleri

Kok hiicreler; pluripotensi (kokliiliik), kendi kendisini yenileyebilme ve farkl

hiicre tiplerine farklilagsabilme yetenegine sahip hiicrelerdir.



2.2.1. Kokliiliik (Pluripotensi)

Kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran hiicresel ve molekiiller 6zellikleri ifade
eden bir terim olan °‘kokliilik’ kok hiicrelerin imzasi olarak kabul edilir. Bu
Ozellikler 6zglin gen ifadeleri veya translasyon sonrasi meydana gelen birtakim
degisimleri icerir ve bunlar sayesinde kok hiicreler farklilasmadan 6zgiin yapilarini

ve islevlerini korurlar.

Kok hiicre tipleri; hiicre sinyal yolaklar1 lizerinde veya hiicrelerin yiizeyinde
yer alan hiicre-hiicre yapisma molekiilleri olarak rol oynayan belirtecgler ile
belirlenebilirler. Bu belirteglerin  ¢ogu Farklanma Kiimeleri (Clusters of
differentiation) bashig1 altinda toplanmigslardir. Bu baslik kisaca ‘CD’ olarak ifade
edilir (34).

2.2.2. Kendini Yenileme

Kendini yenileme; kok hiicrenin asimetrik veya simetrik olarak bdliinerek,
gelisme potansiyeli anne hiicre ile ayn1 olan bir veya iki yavru hiicre meydana
getirme islemidir. Kendini yenileyebilme 6zelligi; gelisim siirecinde hiicrelerin
yayilmasi, yetiskin dokularin korunmasi ve yaralanma sonrasi iyilesme i¢in kok
hiicrelerin sahip oldugu temel bir 6zelliktir. Bu 6zellik, hiicrenin farklilagmamig
diizeydeki korundugu siireci ifade eder (35). Kendini yenileme programi iki temel
mekanizma arasindaki denge sayesinde gerceklesir. Bu mekanizmalar; kendini
yenilemeyi uyaran proto-onkogenler ve kendini yenilemeyi sinirlayan timor
baskilayicilardir. Bu mekanizmalar hiicre disindan 6zellikle de nis bolgesindeki
elemanlardan aldiklar1 sinyallerle harekete gecerler. Dis sinyaller sayesinde

hiicrelerin kendini yenileme siireglerinin kontrolii saglanir (27).
2.2.3. Farkhlasma

Farklilagma, hiicrelerin olgunlasma doneminde gegirdikleri bir dizi
biyokimyasal olaylardan olusan degisimi tanimlamak icin kullanilir. Bu
biyokimyasal olaylar sitokinlerin, biiyiime ve farklanma faktorlerinin, hiicre disi
matriks proteinlerinin ve hiicrelerarasi iletisimlerin kombine etkisiyle gerceklesir.
Farklilasma asamasindaki hiicre boliinmeyi durdururken ayni zamanda hiicre
disindan gelen sinyallere cevap vermeye hazirlanir. Kok hiicre tiirlerinin elde
edildikleri kaynaga bagli olarak farklilasma potansiyelleri farklilik gosterir (36).

Kok hiicreler ii¢ germ tabakasi olan endoderm, mezoderm ve ektoderm



hiicrelerinden meydana gelirler ve bu {i¢ germ tabakasi viicudun tiim hiicrelerinin

embriyonik kaynagini olusturur (37).

Tablo 1: Ug germ tabakasinin meydana getirdigi olusumlar (27).

Ektoderm Mezoderm Endoderm
Merkezi sinir sistemi Bag dokusu, tendonlar, Sindirim borusu
meninksler ve meninkslerin kan
damarlari

Periferik sinir sistemi Kan dokusu Karaciger

Epidermis, Kemik, kikirdak, eklem ve kemik | Pankreas

melanositler iligi

Dermis, deri ve ekleri Kas dokulari Solunum sistemi

(sag, kil ve tirnak) stromasi (larinks,
trakea, akcigerler)

Epitel dokusu Epitel dokusu Epitel

Agiz ve agiz Kalp, kan ve lenfatik dolagim Farinks

bosluguna agilan salgi1 | sistemi Tiroid, paratiroid

bezleri Dalak ve lenf diigiimleri Timus, tonsilla

Nazal yollar Urogenital sistem Orta kulak

Go6z (mercek, kornea, Viicut bosluklar1

Retina) Dermis

Kulak (ig, dis)

Meme bezleri, ter Plevra, periton, perikard, Mesane, iiretra

bezleri, yag bezleri mezotelyum

Disin mine tabakasi Bobrekiistii bezinin korteksi Vajina

Bezlerin stromast Bezlerin stromasi

Tiroid,paratiroid Tiroid,paratiroid

Timus, tonsilla Timus, tonsilla

Tiikiirik, gozyast Tikiiriik, gézyast

Orta kulak ve Ostaki Orta kulak ve Ostaki

borusu borusu

Hipofiz, Epifiz Bagirsak duvari

Bobrekiistii bezinin Solunum sistemi duvari

medullasi

2.3. Kok Hiicre Kaynaklari

Kok hiicreler temelde elde edildikleri kaynaga gore ikiye ayrilirlar;
embriyonik kok hiicreler ve embriyonik olmayan kok hiicreler. Embriyonik kok
hiicreler, embriyonun erken gelisim siirecinde blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde
edilen hiicrelerdir. Embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kdk hiicreler ise;
eriskin kok hiicreler, fetiis kok hiicreleri, kadavradan elde edilen kok hiicreler, gobek

kordonu ve plasenta kok hiicreleridir.



Yetiskin bir insan viicudunun neredeyse tiim doku ve organlarinda kok
hiicrelerin varoldugu bilinmektedir. Deri, kas, kalp kemik, yag, sinir ve kan gibi
bircok doku ve organlarda yer alan kok hiicreler cesitli sebeplerle meydana gelen

hasarlar1 viicut igersinde onarir ve iyilestirirler (38).

Embriyonik
Kok
Hucreler

Kok
Hiicreler

Embriyonik
Olmayan

Lo ra0,

£

Kok Kok
Hiicreler : 3 Organlardaki 3
: Kok Hiicreler Y

}

Sekil 2: Kok hiicre kaynaklar (39).



2.3.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler blastosist evresinde embriyonun i¢ hiicre kitlesinde

yer alan ve pluripotent 6zellikteki hiicrelerdir (40).

Sekil 3: Farklilasmamis haldeki insan embriyonik kok hiicre kolonisi (41)

Embriyonik kok hiicreler viicuttaki tiim hiicre ve dokular1 olusturabilme
kapasiteleri sebebiyle doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda oldukg¢a biiytlik
potansiyele sahiptirler. Fare embriyonik kok hiicreleri ilk defa yaklasik 30 yil dnce
gelismekte olan blastosistin i¢ hiicre kitlesinden izole edilmesi ve in vitro ortamda
¢ogaltilmasi sonucu tanimlanmiglardir (41,42). Daha sonra yine fare embriyolarinda
bu hiicrelerin tim hiicre hatlarina katildig1 gosterilmistir (43). Fare embriyonik kok
hiicreleri in vitro’da farklilasmamis halleri ile siiresiz olarak ¢ogalmislar fakat uygun
sinyaller tarafindan indiiklendikleri zamanlarda tiim viicut fenotiplerine farklilasma
kapasitelerini  stirdiirmiislerdir (44). 1998 yilinda insan embriyonik kok hiicreleri
elde edilmisler ve insan hastaliklarinda miimkiin olabilecek tedaviler i¢in rejeneratif
tip ve doku miihendisligi alaninda yapilacak c¢alismalara olanak saglamiglardir (45-

47).

Insan embriyonik kok hiicre hatlari ilk olarak laboratuvar ortamida déllenmis
veya ailelerin onay: alinarak bagislanmis embriyolardan elde edilmislerdir. Ureme
amagch yaratilan embriyolarin yedek olanlar1 yalnizca etik agidan uygun bulundugu

takdirde tibbi arastirmalarda kullanilabilmislerdir. Insan embriyonik kok hiicre elde
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edilmesiyle ilgili diger bir yaklasim somatik hiicre nukleus transferi yani
klonlama’dir. Bu prosediire gore bireyin g¢ekirdegi ¢ikarilmis yumurta hiicresine
somatik hiicre nukleusu transfer edilir. Bu hiicreler embriyonik gelisimin blastosist
evresine geldikten sonra i¢ hiicre kitlesinden izole edilen embriyonik kok hiicreler

donor dokulari ile genetik olarak uyumlu olurlar (48).

O Déllenmis Yumurta
@ 4 Hucreli Yumurta

Blastosist ‘

Trofektoderm

Hucre ici Kutlesi

Embriyonik K&k Hucre

Sekil 4: Embriyonik kok hiicrelerin blastosist evresindeki yeri (49).

Embriyonik kok hiicreler kiiltlir ortaminda ya da gelismekte olan bir embriyo
icinde erigskin organizmadaki tiim hiicreleri olusturma ve sonsuza kadar yayilma
yetenegine sahiptirler. Bu yetenek embriyonik kok hiicrelerin pluripotent 6zellikte
olduklarin1 gostermektedir. Hiicre i¢inde pluripotentligin siirdiiriilmesini saglayan
baz1 faktorler vardir. Bu faktorler; homeodomain transkripsiyon faktérii Oct4
(Octamer-binding transcription factor), varyant homeodomain transkripsiyon faktorii

Nanog ve yiiksek mobilite grubu (HMG)-box transkripsiyon faktori Sox2’dir (50).
2.3.2. Eriskin Kok Hiicreler

Gelismekte olan bir organizmada c¢esitli organlarda ve bu organlarin belirli
doku bolgelerinde kendi kendine ¢ogalabilen, kararlanabilen ve farklanabilen

hiicreler varligini siirdiiriir. Bu hiicrelere eriskin kok hiicreler adi verilmektedir.



Eriskin kok hiicreler totipotent Ozellikte olmadiklart i¢in az sayida hiicre tipine
farklilagabilirler bu sebeple oncii hiicre olarak da degerlendirilebilirler. Somatik kok
hiicreler olarak da adlandirilan bu hiicreler hasarlanan dokularin yenilenmesinde de

gorev alirlar (36).

Son zamanlarda en ¢ok c¢alisilan eriskin kok hiicre tipleri hematopoetik kok
hiicreler, mezenkimal kok hiicreler, noral kok hiicreler, bagirsak kok hiicreleri ve
endotel kok hiicrelerdir. Bunlarin disinda kalp, karaciger, akciger, pankreas, goz,
burun, kulak gibi organlarda bulunan hiicrelerin koken aldigi kok hiicrelerden s6z
edilebilir (51).

Eriskin kok hiicreler arasinda multipotent, oligopotent hatta unipotent hiicreler
goriilebilir. Bu hiicreleri dncii hiicrelerden ayiran en biiyiik 6l¢iit, asimetrik hiicre
boliinmesiyle birbirinden farkli iki yavru hiicreye boliinmeleridir. Bu bdliinme tipi
kok hiicre havuzunun yenilenmesini ve sayilarinin azalmadan siirdiiriilebilmesini

saglar (52).

Eriskin kok hiicrelerde goriilen bir 6zellik de plastisitedir. Ornegin ektoderm
kokenli bir kék hiicrenin uygun kosullar altinda endoderm ve mezoderm kdkenli

hiicrelerin de kaynagi olabilmesi bu hiicrelerin yiiksek plastisitesi sonucudur (27).

Eriskin kok hiicrelerin sayilari sinirlidir. Cesitli sebeplerle hasara ugrayan
hiicrelerin yerini alacak hiicrelere yon verirler ve dokudaki dengenin saglanmasina
yardimct olurlar. Erigkin kok hiicreler tiim viicuda yayilmislardir ve bulunduklari
mikrogevre sartlarina gore farklilasirlar. Fakat bu hiicrelerin belirli bir yerlesimleri

olmadiklar1 i¢in elde edilmeleri kolay olmamaktadir (53).
2.3.2.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

1960’larda Friedenstein ve arkadaglari, fare kemik iligi stromasini bagka bir
dokuya nakletmisler ve burada stroma hiicrelerinin yag, kikirdak, kemik ve
retikulum hiicrelerine doniisebildigini gostermislerdir. Boylece kemik iliginde
hematopoetik olmayan Oncii hiicrelerin varoldugu anlagilmistir. Bu hiicreler
fibroblast kolonisi olusturan birim CFU-F (colony-forming unit-fibroblast)
etkinligiyle oOlgiilerek fibroblastlarin Onciisii hiicreler olarak tanimlanmislardir.
Hiicrelerin genel ozellikleri plastik yiizeye yapismalart ve in vitro olarak
cogaltilabilmeleridir (54). Yillar sonra bu hiicreler Pittenger ve arkadaslari

tarafindan in vitro ortamda adiposit, kondrosit ve osteoblasta farklilastirilmistir.
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Birden fazla hiicre tipine farklilasabilmeleri ve in vitro ¢ogalabilmeleri nedeniyle bu

hiicreler mezenkimal kok hiicre olarak adlandirilmiglardir (55).

Erigkin kok hiicre tipi olan mezenkimal kok hiicreler kendi kendini
yenileyebilen ve farkli hiicre tiplerine farklilasabilen multipotent stromal hiicreler
olarak ifade edilirler. Mezenkimal kok hiicreler doku yenilenmesi ve hiicresel
tedavide kullanilabilmeleri sebebiyle son zamanlarda olduk¢a 6nem kazanmislardir.
Bu hiicrelerin izolasyon ve Kkiiltiirlerinin kolay olmasmin yani sira ex-vivo
potansiyelleri yiiksektir ve in vitro kosullarda uzun siire kiiltiir edilebilirler. Uygun
mikro ¢evre kosullarinda basta bag doku olmak iizere ¢ok cesitli hiicre tiplerine
farklilagabilirler. In-vitro kosullarda uygun uyaranlarla yag, kemik, kikirdak, kas,
tendon, ligament gibi hiicrelere farklilagtiklar gosterilmistir (56).

Yetigkin Dokular Fotal Dokular

Kemik iligi Kemik iligi
Sat digi Karaciger
Yag Akciger
Kil folikala Plasenta
Periferal kan Dalak

Periondotal ligament Kordon Kani
Kirig kemigi

Kafa derisi subkttanoz doku

iskelet kasi J_

S A .
> /
P \ AN

o P4 / \ \ N
= P 5 \ \ N -
~ e 4 . R /4
\@ ) 9/
= . -/
Osteosit Kondrosit Adiposit Miyosit Tenosit Stromal Hiicre

Sekil 5: Mezenkimal kok hiicre kaynaklari ve plastisitesi (56)

Cogu mezenkimal doku canliliklar1 boyunca bigim degistirmislerdir. Bigim
degistirmenin en u¢ 6rnedi; hasar gérmiis dokunun tam bir yenilenme gostermesidir.
Farkli bireylerin yani sira ayni bireye ait farkli dokular arasindaki yenilenme

kapasitesi kayda deger farkliliklar gostermektedir (57).
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Mezenkimal kok hiicrelerin tipik belirtegleri heniiz tam olarak bulunamamastir.
En ¢ok kabul goren belirtegleri CD105, CD90 ve CD73 olup, hematopoetik belirteg
olan CD45, CD34, CD14 ve CDI11b’den yoksundurlar. Ayrica bu belirteglere ek
olarak mezenkimal kok hiicrelerin CD13, CD29, CD44, CD166 ve trombosit
kaynakli bliytime faktorii tagidiklart kabul edilmektedir.

Hiicrelerin, mezenkimal kok hiicre olarak tanimlanabilmesi i¢in Uluslararasi

Hiicresel Tedaviler Toplulugunun bildirdigi 3 6zellik vardir:
1. Hiicrelerin kiiltiir ortaminda plastik yiizeye tutunabilmeleri.

2.Yizeylerinde CD105 (SH2), CD73 (SH3/4)ve CD90 gibi hematopoetik
olmayan hiicre yiizey belirteclerini eksprese ederlerken, CD45, CD34, CD14 veya
CD11b, CD79 veya CD19 ve HLA-DR (Human Lymphocyte Antigen-DR) gibi

tipik hematopoetik belirtegleri eksprese etmemeleri.
3. In vitro ortamda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilasabilmeleri (58).
2.3.2.1.1. Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler

Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicreler yag dokusunun damarl
bolgesinin stromasindan (stromal vascular fraction, SVF) yag hiicrelerinin
uzaklastirilmasiyla elde edilmektedirler. Kollojenaz tip 1 veya tip II igersinde
sindirilebilen yag dokusundan elde edilen adipoz kokenli kok hiicrelerin (AKH)
kiiltiir ortaminda ¢ogalabilme kapasiteleri vericinin yasi ile ters orantilidir. Adipoz

doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler igin;

Pozitif belirtegler; CD9, CD13, CD29, CD44, CD54, CD73, CD90, CD105,
CD106, CD117, CD140b, CD146, CD166 ve HLA 1.

Negatif belirtecler; CD11b, CDI14, CDI19, CD31, CD34, CD45, CD79q,
CD133 VE CD144 olarak bilinmektedirler (27).

Adipoz doku tiim memeli tiirlerinde embriyonik gelisim evresinde
mezodermden kokenlenmektedir. Adipoz doku tipki bir endokrin organ gibi
calisarak yag depolama yoluyla enerji metabolizmasinin siirdiiriilebilirligini
saglamaktadir. Kahverengi ve beyaz olmak {izere iki tipi olan adipoz dokunun beyaz
tipinden, adipoz kaynakli kok hiicre elde edilmektedir. Adipoz kok hiicreleri ile ilgili
ilk calismalar 1992’de arastirmacilarin domuzdan alman preperitoneal yagi

kullanmasiyla baglamistir (59). Adipoz kok hiicreleri, subkiitanéz ve omental yag
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iceren beyaz yag dokusunun her tiirlinde bulunabilmektedir. Bu hiicreler doku
miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda gelecek vaat etmektedirler. Bol bulunmalari
ve mezodermin diger doku tiplerine farklilagabilmeleri nedeniyle g¢esitli
uygulamalarda kullanilabilmektedirler (60). Osteoartrit, diyabet, kalp hastaligi,
yumusak doku yenilenmesi, mastektomi sonrasi yeniden yapilanma ve deri onarimi
gibi durumlarda kullanilmaktadirlar. /n vitro calismalar sayesinde dondriin
cinsiyetinin, viicut kiitle indeksinin ve anatomik lokasyonunun adipoz kdok
hiicrelerinin potansiyeli lizerindeki etkileri ile ilgili daha ¢ok bilgi edinilmistir. Son
yillarda obezitenin artmasiyla siklasan yag aldirma islemi ve bunun giivenli olmasi
sebebiyle lipoaspirasyon yontemi adipoz kok hiicreleri i¢in ideal kaynak olarak
goriilmektedir. Ayrica klinik uygulamalarda giivenli otolog hiicre kaynagi olarak
gosterilmektedir (61, 62).

Aspnre et Yag aspire et ve 30-60 dk

kollajenaz icerisinde

Vaskuler

(Lipoaspirat)

Y|ka S pargalanmasini sagla
.? Stromal
Adipoz Doku P
)

Hasta

Yag

7 Kemlk

Potensiyel Ad|poz Kok Hiicresini

Klinik Uygulamalar Farklilagtir

Stromal vaskuler fraksiyonu
kiiltiriinden Adipoz Kok
Hiicresi elde et

Kikirdak

r
|

Sekil 6: Insan adipoz kaynakli kok hiicre izolasyonu, farklilastirilmasi ve klinik
kullanimi (63).

Adipoz kok hiicrelerinin in vitro ortamda sayilarini iki katina ¢ikarma siireleri
kiiltlir ortamina ve pasaj sayilarina bagli olarak iki ile dort giin arasindadir.
Arastirmacilar tarafindan doku iyilesmesi ve tamirinde 6zel bir mekanizmaya sahip

olmadiklar1 kabul edilmistir. Yaralanmis veya hasta bir dokuya nakledilen adipoz
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kaynakli kok hiicreler sitokinler ve biiyiime faktorleri saglayarak parakrin yollarla
iyilesmeyi saglamaktadirlar. Yiiksek oranda epidermal biiylime faktorii (EGF),
vaskiiler endoteliyal biiylime faktérii (VEGF), temel fibroblast biiyiime faktorii
(bFGF), keratinosit biiyiime faktorii (KGF), platelet kaynakli biiyiime faktori
(PDGF), hepatosit biiyiime faktorii (HGF), doniistiiriicii biiyiime faktorii beta (TGF-
B), insiilin benzeri biiylime faktdrii (IGF) ve beyin kaynakli nérotrofik faktor
(BDNF) salgilamaktadirlar. Aymi zamanda FIt-3 (Fms benzeri tirozin kinaz 3)
ligand, graniilosit koloni stimiile edici faktor (G-CSF), graniilosit/makrofaj koloni
stimiile edici faktor (GM-CSF), interlokin-6 (IL-6), interlokin-7 (IL-7), interlokin-8
(IL-8), interlokin-11 (IL-11), interlokin-12 (IL-12), 16semi inhibitor faktorii (LIF) ve
timor nekrozis faktorii alfa (TNF-a) gibi sitokinleri salgilarlar. Otolog adipoz kdk

hiicrelerinin diizenleyici olmalari ve doku uyumu gibi avantajlar1 vardir (64,65).
2.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin immiin Sistem Uzerindeki Etkileri

Mezenkimal kok hiicrelerin rejeneratif tip alaninda ve doku tamirinde
kullanilmalarinin disinda, diger kok hiicrelerden farkli olarak, immiin sistem
tizerinde diizenleyici etkileri olduklari kesfedilmistir. Hem in vivo hem de in vitro’da
gosterilen antiinflamatuar ve immiinomodiilatdr etkiler agirlikli olarak; parakrin
faktorler, donistiiriicti biiylime faktori 3, prostaglandin E,, interlokin 10, indolamin
2,3-dioksijenaz araciligiyla gergeklestirilmektedir. /n vitro ortamda mezenkimal kok
hiicrelerin T ve B hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, regiilatér T hiicre gelisimini
destekledigi, dogal oOldiiriicii hiicreler (NK) ve sitotoksik T limfositlerin litik
aktivitesini azaltarak diizenledigi, monositlerin dendritik hiicrelere farklilagmasini

inhibe ettigi ve onlarin antijen sunucu fonksiyonlarna zarar verdigi gosterilmistir

(58).
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Tablo 2: Mezenkimal kok hiicrelerin immunomodiilator etkilerinde rol alan

mekanizmalar (27).

Etki Mekanizma
Lenfositlerin cogalmasinin baskilanmasi- Indolamin dioksijenaz; nitrik oksit
engellenmesi
T lenfositi anerjisinin® uyarilmasi Eriyik faktorler ve/veya hiicre-hiicre temasi
T lenfositi apopitozunun uyarilmasi Indolamin dioksijenaz ve interferon y; HLA-

G’ye dayali mekanizma

Diizenleyici T hiicrelerinin (Tdiiz) (CD4+, Eriyik faktorler ve/veya hiicre-hiicre temasi
CD25+) uyarilmasi

Antijen sunucu hiicrelerin islevlerini MHC smuf II proteinlerinin ifadesini azaltmak;
diizenleme es-uyarict molekiiller olan CD80 ve CD86 nin

ifadesini azaltmak; interferon y, TNFa, IL-2 ve
IL-2’nin salgisini azaltmak

Yapilan bircok c¢alismada mezenkimal kok hiicrelerin alloantijenler,
mitojenler, anti-CD3 ve anti-CD28 antikorlar1 tarafindan uyarilan T hiicre
proliferasyonunu baskiladigi kanitlanmistir (66). Bu baskilamanin sebebinin hiicre
dongiisiiniin - Go/G; fazinda hiicrelerin  birikmesinden kaynakli olarak hiicre
boliinmesi ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir. Molekiiler seviyede; siklin D2
ekspresyonunda asagi regiilasyon oldugunda p27 ekspresyonunda yukari regiilasyon
goriilmesi mezenkimal kok hiicrelerin T hiicre proliferasyonu ve interferon gama
(IFN)-vy tiretimini neden etkiledigini agiklayabilmektedir. Mezenkimal kok hiicreler
tarafindan T hiicre proliferasyonu hiicre-hiicre etkilesimleri ve (IFN)-y, interlokin
(IL)-1B gibi faktorlerin salinimi ile gerceklestirilmektedir (67). Doniistiiriicti
bliylime faktorii (TGF)-B1, hepatosit biiyiime faktorii (HGF), indolamin 2,3-
dioksijenaz (IDO) ve prostoglandin E;(PGE;) gibi mezenkimal kok hiicre kaynakli
molekiillerin T hiicre yanitlar1 lizerinde immiinomodiilator etki yarattigi tahmin
edilmektedir. Notralizan antikorlarin tersine TGF-B ve HGF, mezenkimal kok
hiicreler tarafindan indiiklenen T hiicre proliferasyonu baskilanmasini
diizenleyebilmektedirler. T hiicreler ile mezenkimal kok hiicrelerin ko-kiiltiirii
yiikselen PGE; seviyesi ile sonuglanmaktadir. PGE; inhibitérleri ile tedavinin ise
mezenkimal kok hiicrelerle baglantili olan immiinomodiilasyonu azalttig1

bilinmektedir. Mezenkimal kok hiicreler tarafindan nitrik oksit (NO) iiretimi ayni
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zamanda mezenkimal kok hiicrelerin T hiicre proliferasyonunu engellemektedir.
NO, T hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu i¢in gerekli bir transkripsiyon faktorii
olan transkripsiyon-5’in sinyal iletimi ve aktivatoriiniin (STATS) (Signal transducer
and activator of transcription 5) fosforilasyonunu baskilayarak T hiicre
proliferasyonunu engellemektedir (68). Mezenkimal kok hiicreler tarafindan insan
16kosit antijen-G5 (HLA-GS5)’in sekresyonu sonucunda; T hiicre ve NK hiicre
fonksiyonunun baskilanmakta ve allojenik T hiicre yanitinin yardimci T hiicre 2

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

Mezenkimal kok hiicreler diisiik seviyede HLA simif I molekiiliinii eksprese
etmelerine karsin T hiicresi ile iligkili immiin yanitta énemli olan HLA smif II
molekiiliinii eksprese etmezler. Son yillarda regiilator T (Treg) hiicrelerinin de Thl
ve Th2 hiicrelerinin fonksiyonlarini baskilayarak immunspresif etki gosterdikleri

rapor edilmistir (69,70).

Mezenkimal kok hiicreler anti-immiinoglobulin (Ig) antikorlar, antiCD40L
antikoru ve sitokinler (IL-2 ve IL4) ile B hiicre proliferasyonunu baskilamaktadirlar.
Mezenkimal kok hiicreler yalniz (IFN)-y varliginda B hiicrelerinin proliferasyonunu
inhibe etmektedir. Bunun sebebinin (IFN)-y’nin mezenkimal kok hiicrelerin IDO
tiretimine sebep oldugu diistiniilmektedir (71). Efektor hiicrelerin proliferasyonunun

baskilanmasi triptofan yolu araciligiyla gerceklesmektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerin immiinomodiilator etkisinin goriildiigii bir diger
hiicre grubu dogal oldiriici (NK) hiicrelerdir. Mezenkimal kok hiicreler NK
hiicrelerin proliferasyonunu ve IL-2 veya IL-15 tarafindan tetiklenen (IFN)-y

tiretimini baskilarlar (72).
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Sekil 7: Mezenkimal kok hiicrelerin immiinositler {izerindeki etkileri.
Mezenkimal kok hiicreler; T hiicre, B hiicre, dendritik hiicreler (DC), regiilator T
hiicreler (Treq), dogal oldiiriicti (NK) hiicreler ve gama delta T hiicreleri (yo T) gibi
cok sayida immiin hiicre ve onlarin etkilesimleri tarafindan olusan immiin yanitlari
modiile ederler. Mezenkimal kok hiicrelerin inhibitdr rolii salgiladiklart soliibl
faktorlere ve hiicre-hiicre etkilesimlerine baglhidir. HGF: hepatosit biliylime faktori,
iDC: olgunlagsmamis dendritik hiicre, IDO: indolamin 2,3-dioksijenaz, IL-10:
interlokin-10, mDC: olgunlasmis dendritik hiicre, NO: nitrik oksit, PGE;:
prostoglandin E, TGF-B: doniistiirticti biiyiime faktori  (73).

2.4.1. Graft Versus Host Hastaliginda Mezenkimal Kok Hiicre Uygulamasi

Graft versus host hastaligi (GVHH), dondrden alinip hastaya kok hiicrelerle
birlikte verilen saglikli T hiicrelerin sebep oldugu immiinolojik yanit sonucunda
goriilen zor ve Oliimciil bir komplikasyondur. Kok hiicre nakli sonrasi verici T
hiicreleri hastanin dokularina immiin aracili olarak hasar verirler ve agir inflamatuar
olaylara sebep olurlar. Bu sebeple immunsupresif ilaglar hastalar i¢in hayati 6nem
tagirlar. Son zamanlarda mezenkimal kok hiicreler immiinmodiilatér etkileri ve
immiin cevabi diizenlemeleri nedeniyle GVHH tedavisinde alternatif bir yaklasim
olarak kullanilmaya baslamislardir. Mezenkimal kok hiicreler, T hiicre
proliferasyonunu temel doku uyumlulugu kompleksi (Major Histocompability

Complex, MHC) gozetmeden baskilarlar.
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MHC sinif I hiicre yiizey molekiilleri tiim cekirdekli hiicrelerde bulunurlar
fakat eritrosit ve kan plaketlerinde az bulunmaktadirlar. Hiicreye 6zgii protein
parcalarimi sitotoksik T hiicrelerine sunarak immiin sistemin viicudun kendisine ait
hiicreleri yabanci hiicrelerden ayirt etmesini saglarlar. MHC sinif I molekiili a ve
B2-mikroglobulin olmak iizere iki polipeptid zincirden olusur. Ug parcadan olusan a,
insan 16kosit antijen (HLA) genleri tarafindan kodlanir. A parcasini kodlayan genler
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F, HLA-G, HLA-K, HLA-L ve bu genlerin
izoformlarindan olusur. Verici ile alici arasindaki dokunun kabuliinii ve reddini
ozellikle HLA-A, HLA-B, HLA-C arasindaki uyum belirlemektedir. Bu molekiiller
mezenkimal kok hiicrelerin yiizeyinde ¢ok diisiik oranda bulunduklari i¢in diisiik

immiin yanita sebep olmaktadirlar (74).

MHC smif II hiicre yiizey molekiilleri antijen sunucu hiicreler ve lenfositlerin
yiizeyinde bulunmaktadirlar. MHC sinif IT molekiilii a, B ve onlar da kendi i¢inde oy,
ay, B1 ve P2 olmak iizere ikiser par¢adan olusur. HLA-DM, HLA-DO, HLA-DP,
HLA-DQ ve HLA-DR olarak bes tip MHC smif II bigimlenmesi vardir. Mezenkimal
kok hiicreler genelde MHC simuf II molekiillerini barindirmazlar bu nedenle klinik

caligmalarda tiglincii sahislardan doku uyumu aranmadan kullanilmaktadirlar (75)

Steroide direngli GVHH tedavisinde ilk bagarili mezenkimal kok hiicre
deneyimi Le Blanc ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilmistir. Haploidentik nakil
sonrast steroide direncli akut GVHH olan 9 yasinda bir erkek ¢ocukta mezenkimal
kok hiicre kullanilmasi sonucunda hizla iyilesme goriildiigii rapor edilmistir. Bir
siire sonra semptomlarin tekrarlamasi iizerine hastaya tekrar mezenkimal kok hiicre
verilmis ve bu kez kalic1 bir cevap elde edilmistir. 2004 yilinda yapilan bu klinik
deneme mezenkimal kok hiicrelerin GVHH tedavisinde kullanilmalar1 devam eden

calismalar i¢in 6nemli bir doniim noktasidir (76).
2.5. Immunosupresyon

Bagisiklik sistemi kendinden olani, olmayandan aymrma ve gerekli
mekanizmay gelistirerek tepki verme iizerine kuruludur. Adaptif immiinite antijenle
karsilasmis olmaya baglidir ve esas efektorleri T ve B lenfositlerdir. B lenfositler

antikor yaparken T lenfositler yardimei ve regiilator olarak gorev alirlar (82).

Immunosupresyon zayiflatilmis veya inhibe edilmis immun yanit olarak

tanimlanan bir durumdur. Hem humoral hem de hiicresel yanit1 olusturmaktadir. Bu
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durum her bir eksilen antikor sinifinin (IgG, IgM, IgA) degisken seviyeleri, azalmig
immun hiicre sayis1 ve fonksiyonu, sitokin iiretiminin inhibisyonuna yol acan T
hiicreler, sinyal transdiiksiyonu ve klonal genisleme ile iliskilendirilmektedir.
Immunsupresif tedavi organ nakli, onkoloji ve otoimmun rahatsizliklar gibi tibbin
birgok alaninda kullanilmaktadir. Immunosupresyon, immun sistem organlarmin
cerrahi rezeksiyonu ile, X 1sin1 kullanilarak fiziksel yontemlerle veya farmakolojik
ajanlar kullanilarak kimyasal yontemlerle indiiklenebilir. En ¢ok karsilasilan yontem
ise immunsupresif ila¢ uygulamalaridir. Fakat immunosupresyondan beklenen
iyilestirici etki yaninda bozulmus bagisikliktan kaynakli olarak bazi yan etkiler
goriilmektedir. Bunlar dokular T{izerindeki toksik etkiler (nefrotoksisite,

norotoksisite) veya malignite siireci lizerindeki direkt etkilerdir (77).
2.5.1. Immunsupresif Ajanlar

Son evre organ yetmezIligi olan hastalar i¢in organ nakli gilinlimiizde
uygulanan en basarili tedavi yontemidir. Uluslararasi kayitlara gore bobrek,
karaciger ve kalp nakillerinde hayatta kalma orant % 85 civarindadir. Organ
nakillerindeki basarinin biiyiikk bir kismim1 immunsupresif tedavideki gelismeler
olusturmaktadir. immunsupresif ajanlardaki gelismeler daha hedefe yonelik bir
tedaviye olanak saglamaktadirlar (78). Immunsupresyon ile antijen taninir ve T
hiicrelerinin antijeni tanima, c¢ogalma, farklilasma ve antikor yapimi islevi
baskilanir. Immunsupresyon yéntemi temelde nonspesifik ve spesifik olmak iizere
ikiye ayrilir. Nonspesifik immunsupresyonda immun sistem antijene baglh
olmaksizin baskilanmaktadir. Bu immunsupresyon yontemi immun sistem
fonksiyonlarii her agamada baskiladigi i¢in aliciyr enfeksiyonlara karsi duyarl hale
getirir. En stk kullanilan ilaglar steroidler, azathiopirin ve anti-lenfosit
globiilin’lerdir. Spesifik immunsupresyon yonteminde immun sistem yaniti,

enfeksiyonlara duyarlilik artis1 olmadan durdurulmaktadir (79,80).
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Tablo 3: Solid organ transplantasyonunda kullanilan immunsupresif ajanlar (81).

Ajanin Sinifi Ajan

Kortikosteroid Prednizolon
Prednizon
Metil Prednizolon
Antiproliferatif Azatiyoprin
Mikofenolat Mofetil
Mikofenolat Sodyum
Kalsindrin Inhibitorii Siklosporin
Takrolimus
TOR Inhibitérii Sirolimus
Everolimus
Poliklonal Anti-Lenfosit Antikor Anti-Lenfosit Globulin
Anti-Timosit Globulin
Monoklonal Antikor Muromonab-CD3
Basiliksimab
Daklizumab

Organ transplantasyonlarinda kullanilan immunsupresif ilaglarin tedavi geregi
yasam boyu kullanim gerektirmesi hastalar1 gelisebilecek olan enfeksiyonlar ve
kanser ag¢isindan riske sokmaktadir. Kalsin6rin inhibitorlerinin nefrotoksik ve

diabetojenik olmasi farkli klinik durumlardaki kullanimlarini sinirlamaktadir (82).

Tablo 4: Giinimiizde sik kullanilan immunsupresif ajanlarin @ T  hiicre

aktivasyonundaki etki yerleri (82).

ILAC ETKI YERI

Glukokortikoidler DNA da glukokortikoid yanit elemanlari (gen transkripsiyonunu
diizenlerler)

Muromonab-CD3 T-hiicre reseptor kompleksi (antijen taninmasini bloke eder)

Siklosporin Kalsinorin (fosfataz aktivitesini inhibe eder)

Takrolimus Kalsinorin (fosfataz aktivitesini inhibe eder)

Azatiyopirin Deoksiriboniikleik asit (yanlis niikleotit baglanir)

Mikofenolat motefil Inozin monofosfat dehidrogenaz (aktivitesini inhibe eder)

Daklizumab,Basiliksimab |IL-2 reseptor ( 11-2 aracilikli T hiicre aktivasyonunu bloke ederler)

Sirolimus Hiicre siklusu progesyonunda goérev alan protein kinaz (mTOR)
(aktivitesini inhibe eder)
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2.5.1.1. Takrolimus ve Etki Mekanizmasi

Takrolimus, ilk kez 1984 yilinda Streptomyces tsukubaensis isimli toprak
mantarindan iiretilmis bir makrolid laktondur. Yapilan ¢alismalarda Siklosporin-
A’dan daha giliclii immunsupresif etkisi oldugu ve Ozellikle karaciger ve bobrek
transplantasyonunda daha iyi sonuglar elde edildigi gosterilmektedir. Kapali formiilii
Ca4H111N11012, molekiiler agirligt 822 dalton olan Takrolimusa ‘FK506° kodu
verilmistir (80).

HO'O \>nl“'

Sekil 8: Takrolimusun kimyasal yapisi (83)

Takrolimus immunsupresif etkisini kalsinorini inhibe ederek ve T hiicre
aktivasyonunu durdurarak gostermektedir. Takrolimus hiicre i¢i bir protein olan ve
yapisal olarak siklosporine benzeyen bir immiinofilin olan FK-506-baglayict
protein-12’ye (FKBP-12) baglanir. Baglanma sonrasinda ‘Takrolimus-FKBP-12-
Ca?*-kalmodiilin-kalsinorin’ kompleksi olusur ve kalsindrin fosfataz aktivitesi
inhibe edilir. Fosfataz aktivitesinin inhibisyonu defosforilasyonu ve NFAT’in
niikleer translokasyonunu engeller bunun sonucunda da T hiicre aktivasyonu inhibe
edilmis olur. Ayrica Lan ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alisma ile Takrolimusun NF-
kappa B araciligiyla diizenleyici etki yaparak keratinositlerden TNF-o salinimini

engelledigi gosterilmistir (84).
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Takrolimusun sitokin sentezini CD4 lenfosit diizeyinde inhibe ederek hiicresel
immiinitede oynadigi rol; i) T-lenfositlerin olusumunu inhibe etmek, ii) IL-1, IL-2
reseptorleri ve y-interferon gibi lenfokinlerin {liretimini inhibe ederek T-hiicresi
aktivasyonunu baskilamak, iii) B hiicre aktivasyonunu engellemek ve TNF-o gen

transkripsiyonunu bloke etmektir (85).

- N :ﬂ
’/ / D

a2+l —» Kalmodulin
® NF-AT Kompleks

Antijen

Sitokin Gen Transkripsiyonu

Sekil 9: Takrolimusun etki mekanizmasi. Takrolimusun sinyal iletim yollarini bloke
etmesi araciligiyla T hiicre reseptorii — immiinofilin (FK-baglayici protein [FKBP])
kompleksi aktive olmus T hiicresi niikleer faktoriiniin (NF-AT) sitoplazmik
altbiriminin niikleer translokasyonunu inhibe eder. Boylece NF-AT kompleksi

olusumu engellenir ve sitokin genlerinin transkripsiyonu baskilanir. F; fosfat (85).

Takrolimus kullanimint  sinirlandiran en 6nemli yan etkilerden biri
nefrotoksisitedir. Akut reversibl renal yetmezlik, akut vaskiilopati, kronik nefropati
ve intertisyel fibrozis gibi klinik sendromlara sebep olabilir. Bu sebeple ilag
kullanim1 = siiresince serum kreatinin diizeyleri yakindan takip edilmelidir.
Nefrotoksisite disinda hipertansiyon, uykusuzluk, bobrek fonksiyon bozuklugu,
kabizlik ishal, bulanti, hiperkalemi, hiperglisemi, hipofosfotami, lokositoz ve
infeksiyon gibi yan etkiler goriilebilmektedir. Norotoksik etkiler ise genellikle

tremor, bas agrisi, insomnia ve parestezi seklinde goriilmektedir (81).
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Takrolimusun kandaki yarilanma Omrii yaklagik 40 saattir. Karacigerde
sitokrom P-450 III A enzim sistemi ile metabolize olmaktadir. Ketokanozol,
eritromisin, kortikosteroidler, fenitoin, fenobarbita ve benzeri ilaglarla etkilesimi
vardir. Takrolimus etkilesimi oldugu baska ilaglarla ayn1 anda kullanildiginda doz
ayarlamasi gerekmektedir. Ayrica kan konsantrasyonu da izlenilmelidir. Doku ve
organ reddini onlemek amaciyla yetiskinlerde 0.1-0.15 mg/kg/glin dozda, ikiye
boliinerek kullanilmaktadir. Cocuklarda emilimi ve atilimi farklilik gosterdiginden
dolay1, daha yiiksek doza ihtiya¢ duyulur bu sebeple 0.15-0.2 mg/kg/giin

kullanilmasi onerilmektedir (83).
2.6. Oksitosin ve Hiicresel Tedavideki Yeri

Oksitosin, insanlarda hipotalamusun supraoptik ve paraventrikiiler
nukleuslardan norohipofiz olarak adlandirilan arka hipofize uzanan akson benzeri
yapilarin presinaptik siskinlikleri olan Herring cisimlerinde biriken ve gerektiginde
vaskiiler yapilara salinan bir memeli hormonudur (86). Oksitosin reseptorii beyinde
(ventromedial hipotalamus, amigdala, omurilik) yaygin olarak bulunmaktadir.
Beyinde ndrotransmitter rolii oynayan oksitosin, Italyan bilim insan1 Nicholas
Farraye tarafindan 1835 yilinda bulunmustur (87). Molekiiler formilii
Ca3HesN12012S,°dir ve 9 amino asitten (Sistein- tirozin- isolosin- glutamin-
asparagin- sistein- prolin- 16sin- glisin) olugsmaktadir. Oksitosin sekansi ¢ikarilan ve
sentezi yapilan ilk peptid hormon olma niteligini tasimaktadir. Vincent du Vigneaud,
1953 yilinda oksitosini ilk kez sentezleyerek 1955 yilinda Nobel 6diili almistir (88).
Oksitosin kanda serbest bir peptit olarak dolasir. Hormonu kan dolasimindan

uzaklastiran baslica organlar bobrekler ve karacigerdir (89).

Sekil 10: Oksitosinin kimyasal yapist (87).

23



Yenidogan doneminde, annenin bebegi emzirmesi ile oksitosin salinimi
uyarilir. Oksitosin, meme siit kanalinda bulunan kontraktil miyoepitel hiicreleri
uyararak siitlin memeden digar1 ¢ikmasini saglar. Ovulasyon sonrasinda ve menstriiel
donemde oksitosin reseptér yogunlugu artar. Bu nedenle oksitosin menstriiel
siklusun diizenlenmesinde Onemli rol oynamaktadir. Oksitosin, gonadotropin
salimin1 diizenler. Preovulatuar donemde kadinlara oksitosin uygulanmasit LH
artisina neden olmaktadir. Erkek genital sisteminde ejakiilasyonda gorev yapan
oksitosin, steroid sentezinde diizenleyici olarak gorev yapmakta ve sperm
maturasyonunu durdurmaktadir. Pankreasta insiilin ve glukagon sekresyonunu artiran
oksitosinin, glisemik kontrolde de fonksiyonu oldugu goriilmiistir. Memelilerde
iireme fizyolojisinin diizenlenmesi, dogum sirasinda uterus kasilmalar1 ve emzirme

sliresince siit ejeksiyonundan sorumludur (90).
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Hypothalamustan
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On hipofiz hormonlan ' Arka hipofi2 hormonlar
TSH ACTH  psH PRL Endérfinler AL( Oksitosin
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Sekil 11: On-arka hipofiz hormonlar1 ve etkiledikleri yapilar (86).

Oksitosin, anatomik ve fizyolojik olarak memelilerin yasamsal faaliyetlerinin
merkezinde yer almaktadir. Memeli beyni ve pelvisi oksitosin aktivitesiyle fiziksel

olarak yeniden modellenebilir bir yapidadir. Biiyiik kafaya sahip yenidogan primatlar
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gibi, bazi tiirlere 6zgii durumlarda doguma izin vermesi yoniiyle biiyilk Gneme
sahiptir. Ozellikle dogum sirasinda beynin hipoksiden korunmasina yardimci
olmaktadir (91). Oksitosin perinatal donemde merkezi sinir sistemini, adaptif
psikoloji modellerini ve bireyin davraniglarini diizenler. Ayni1 zamanda otonom sinir
sistemini de diizenlemektedir. Terapotik durumdaki dokular1 koruma ve iyilestirmesi

de su ana kadar kesfedilen 6zellikleri arasindadir (92).

Paraventrikiiler Salgilatici hormon
cekirdek salglayan
hipothalamik néronlar
Supraoptik /
cekirdek
Supraoptiko-
hipofizival
traktus T /
,/ Eminentia mediana
Ve
s 4 Hipotalamohipofizer traktus
Superiyor
hipofiziyal Primer portal pleksus

arter
Nérohipofiz vendz
Uzun portal ven pleksusu

Kisa portal ven

Sekonder portal Sistemik dolasima
pleksus aglan venler
Sistemik dolasima
acgilan venler

Inferior hipofiziyal arter

On lob

Sekil 12: On-arka hipofizin kontrolii ve damarlanmas (86).

Son zamanlarda oksitosin, biiyiime ve hiicresel farklilasma faktorii olarak
gosterilmektedir. Ayrica meme kanseri ve diger tiimorlerde, oksitosinin hiicre
biiyiimesini engelleyici etki gosterdigi kanitlanmistir (93). Ayni zamanda tiimor
hiicreleri iizerindeki bu etkisine karsilik mitojenik aktivite gosterdigi de goriilmiistiir.
Oksitosin, timositlerin hiicre ¢ogalmasini ve prostat epitelyum, vaskiiler endotelyum
ve trofoblastlardaki mitotik aktiviteyi diizenler (94). Memeli bezlerinde

miyoepitelyal hiicre farklilasmasi ve biiylimesini artirdigi da bilinen ozellikleri
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arasindadir. Oksitosin ve reseptorleri, kalp ve ana damarlarin hepsinde
bulunmaktadir. Kalpte direkt veya atriyal natriiiretik peptid (ANP) ile apoptoz
Onleyici etkiler olusturmaktadir. Oksitosinin kardiyak farklilasmay1 artirdigini,
somatik kok hiicreler de dahil olmak iizere embriyonik kok hiicre hatlarinda
kardiyomiyogenezi diizenledigini gosteren c¢alismalar mevcuttur (95). Oksitosinin
mezenkimal kok hiicreler ile muamelesi, kalbin korunmasinda yararli olan parakrin

faktorleri uyarmaktadir.

Oksitosin nedenli kardiyovaskiiler olaylar; (i) kan basincimi azaltma (ii)
negatif inotropik ve kronotropik etki (iii) parasempatik noromodiilasyon, (iv)
vazodilatasyon (kan damarlarinin genislemesi) (v) anti-inflamatuar aktivite (vi)
antioksidant aktivite ve (vii) metabolik etkilerdir. Oksitosinin anti-inflamatuar ve
kardiyoprotektif roller oynadigi, vaskiiler ve metabolik fonksiyonlar1 gelistirdigi
bilinmektedir (96). Hiicresel tedavilerdeki kisitlamalarin baslica nedeni; iskemi,
enflamasyon ve apoptoz arasindaki etkilesim nedeniyle, transplantasyon sonrasinda
olusan hiicre kaybidir. Yapilan bir arastirma sonucunda oksitosinle yapilan 6n
kosullandirma ile mezenkimal kok hiicrelerin glukoz tutulumunda belirgin artislar
oldugu goriilmistiir. Saptanan sonuglara dayanarak oksitosin muamelesinin
mezenkimal kok hiicrelerde, intrinsik yolaklar ve kardiyoprotektif faktorlerin
sekresyonu vasitasiyla koruyucu bir rol oynadigi gosterilmistir. Ayrica ¢esitli hiicre
tiplerinin oksitosin ile 6n kosullandirilmas1 onlar1 oksidatif strese karsi direngli hale

getirmektedir (97).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirli, hiicrelerin in vitro ortamda gerekli kosullar saglanarak
cogaltilmas: islemidir. Hiicre kiiltiirii c¢aligmalarinin ortamin kontrol altinda
tutulabilmesi, hiicrelerin {izerideki etkilerin dogrudan dogruya gozlenilebilmesi ve
organizmada karsilikli etkilesimler nedeniyle yapilamayan arastirmalarin in vitro
ortamda yapilabilmesi gibi avantajlari vardir. Ayrica devam eden bir hiicre
kiiltiirlinde pasaj ilerledik¢e hiicre tipi degismeyeceginden homojenlik saglanmig
olur. Bu gibi avantajlar1 nedeniyle ¢alisma kapsaminda test edilecek maddelerin in

vitro ortamda galisilmasi uygun bulunmustur.
3.2. Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda Cogaltilmasi

Insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre hatti (MILLIPORE
Cat.No: SCCO038) ticari olarak temin edilmistir. Hiicre hatt1 i¢in %1 Penisilin-
Streptomisin-Amfoterisin B Mixture (Lonza Cat.No: 17-745E) igeren Human
Mesenchymal-LS Expansion Medium Kit (MILLIPORE Cat.No: SCMO023) ile
ortam hazirlanmistir. 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 pg/mL), rhinsiilin
(0,5 mL, 5 pg/mL) ve FBS (10 mL, %2) igermektedir.

Sekil 13: Hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in kullanilan 6zel besiyeri. (Human Mesenchymal-

LS Expansion Medium Kit)
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Hiicreler yatay konumdaki 75 cm®lik filtreli kapakli flasklar (Nest Cat.No:
708003) igerisinde kiiltiir edilmistir. Hiicreler yeterli sayiya ulagsana kadar gecen
stiregte %95 nem ve %5 CO; iceren etiivde (Thermo Electron Corporation’s Class
100) 37°C’de inkiibe edilmistir. ihtiyac¢ fazlasi hiicreler daha sonraki caligmalarda
kullanilmak {iizere dondurularak -86°C’de saklanmislardir. Hiicrelerin canlilik ve
proliferasyonlarint gézlemlemek amaciyla 151tk mikroskobu (Olympus-CH30)
kullanilmistir. Hiicrelerin ortam degisimi, pasajlama, dondurma ve ¢ozdiirme
islemleri laminar akim kabininde (ESCO Class II, Biological Safety Cabinets)
gerceklestirilmistir.

3.2.1. Hiicrelerin Coziilmesi

Ticari olarak temin edilen ve sivi azot igersinde muhafaza edilen hiicrelerin
deneyde kullanilabilmesi ic¢in hiicrelere ¢6zme islemi uygulanmistir. Hiicrelerin
bulundugu kriyotiip buz iizerine alinmis ve 15 ml’lik santrifiij tiipiine taze besiyeri
eklenmistir. Cam pipet aracilifiyla besiyeri yavas yavas kriyotiipe eklenerek
hiicrelerin yavas bir sekilde ¢oziilmesi saglanmistir. Hiicrelerin tamami i¢inde taze
besiyeri bulunan 15 mI’lik santrifiij tiipiine alinarak 1200 rpm’de 3 dakika santrifiij
cihazinda (Thermo Scientific Heraeus Labofuge 400) santrifiijlenmistir. Santrifiij
islemi sonrast slipernatant uzaklastirilarak pellet slispanse edilmis {izerine taze
besiyeri damla damla birakilmistir. Aynmi sartlarda bir santifriij islemi daha
gerceklestirildikten sonra siipernatant uzaklastirilip pellet siispanse edilmis ve

lizerine taze besiyeri eklenen hiicrelerin flasklara ekim islemi uygulanmaistir.

Sekil 14: 75 cm?’lik flasklara ekilen insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kdk

hiicreler.
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3.2.2. Hiicre Canlihiginin Hesaplanmasi

Hiicreler ¢oziildikten sonra Trypan Blue boyasi (Biological industries
Cat.N0:03-102-1B) testi kullanilarak hiicrelerin canlilik yiizdesi kontrol edilmistir.
‘Trypan Blue® adi verilen boya negatif yiiklii bir boyadir. Eger hiicre canli ise,
boyanin hiicre i¢ine girmesine izin vermeyeceginden hiicreler seffaf renkte
goriiniirler. Ancak canli olmayan hiicreler boyay1 absorbe ederek mikroskop altinda
mavi renkte goriiliirler. Canlilik testi i¢in 50 ul hiicre ve 50 ul tripan mavisi boyasi
karistirilarak Neubauer lamina aktarilmistir. Neubauer lamina i1sik mikroskobu
altinda bakilarak 4X4’liik karelerden olusan 4 adet alanda bulunan hiicreler sayilmis
ve ortalamalar1 hesaplanmistir. Hiicrelerin canlilik yiizdelerini bulmak i¢in canli
hiicre sayis1 toplam hiicre sayisina oranlanmistir. Canli hiicre sayisimi diliisyon

faktorii ve 2x10* ile carparak milimetredeki canli hiicre sayis1 hesaplanmustir.
3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Pasajlanma isleminde hiicreleri yiizeyden kaldirmak igin % 0.25’lik tripsin
(BI, Trypsin EDTA Solution B, Cat. No: 03-052-1B) hiicre yiizeyini kaplayacak
sekilde flaska eklenmis ve 5 dakika inkiibatorde bekletilmistir. Hiicreler yiizeyden
ayrildiktan sonra {izerine besiyeri eklenmis ve santrifiij tiiplerine alinarak 1200
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonunda siipernatant
uzaklastirilmis, hiicre pelleti siispanse edilmis ve lizerine taze besiyeri eklenmistir.

Hiicreler sayilarina bagli olarak uygun sayidaki flasklara ekilmislerdir.

Sekil 15: Insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin iigiincii pasajdaki

mikroskop goriiniimii.
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Hiicreler ¢ogalma hizlarina bagli olarak milimetredeki sayilart 10°-10°
araliginda kalacak sekilde pasajlanmis ayrica 2 giinde bir diizenli olarak ortam

degisimleri yapilmistir.
3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Calismada kullanilmayacak fazla hiicreleri ileri donemlerde yaslanmadan
kullanabilmek i¢in dondurularak muhafaza edilmeleri saglanmistir. Dondurulacak
hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiiplerinde 1200 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmislerdir.
Santrifiij isleminden sonra siipernatant uzaklastirilmis ve hiicre pelleti tekrar
stispanse edilmistir. Hiicreler buz tizerinde hazirlanan (%10) 400 ul DMSO (Dimetil
stilfoksit) (Amresco Cat.No: N182), (%40) 1600 ul Human Mesenchymal-LS
Expansion Medium ve (%50) 2000 pl FBS (Fetal Bovine Serum) (Gibco Cat.No:
10270106) igeren karisim ile birlikte kriyotiiplere aktarilarak -86°C’ye
kaldirilmislardir.

3.2.5. Etken maddenin kullanima hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan Takrolimus (FK-506 monohydrate >98% (HPLC))
Sigma (Cat.No: F4679-5MG)’dan temin edilmistir. Molekiiler agirligi 822,03 g/mol
olan Takrolimus son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde 1 ml DMSO iginde
¢Oziilmiigtiir. Deneylerde kullanilan diger etken madde olan oksitosinin molekiiler
agirhigr 1007,19 g/mol’diir ve son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde 1 ml ortam
icersinde ¢oziilmiistiir. Kullanima hazir hale gelen etken maddelerin ¢ozeltisi insan
adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelere 1 nM ile 100 uM araliginda

uygulanmustir.
3.3. WST-1 Testi

Hiicre proliferasyonu, canliligi ve sitotoksisitesini 6l¢gme amaciyla yapilan
WST-1 testinin c¢aligma prensibi temel olarak; proliferasyona ugrayan hiicrelerin
artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu kullanarak formazan boya
tiretmesi sonucu goriilen renk degisiminin absorbans olarak ELISA okuyucu ya da
spektrofotometre ile dl¢lilmesine dayalidir. Hiicresel enzimler tetrazolyum tuzlarini
formazan tuzlarina dontstiiriirler. Canli  hiicre sayis1 arttikga hiicrelerdeki
mitokondriyal dehidrojenaz aktivitesi de artar. Enzim aktivitesinin giiclenmesiyle
metabolik olarak aktif olan hiicrelerin sayis1 artar ve dolayisiyla formazan ile

boyanan hiicre miktarinda artis olur. Doksanalti kuyucuklu plaklara ekilen hiicreler
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30 dk— 4 saat arast WST-1 ile inkiibe edildikten sonra meydana gelen formazan
boya miktar1 spektrofotometre ile dlgiiliir. Olgiilen absorbans degeri ne kadar yiiksek
ise canli hiicre sayis1 da o kadar yiiksek olur. Doksanalt1 kuyucuklu plaklara 1 ml’de
5x10* hiicre olacak sekilde her kuyucuga 50 pl hiicre 50 pul besiyeri hacminde ekim
yapilmistir. Ekilen hiicreler 37°C, % 5 CO, igeren etiivde 1 giin inkiibe edildikten
sonra Takrolimus ve oksitosin etken maddeleri 1 nM ile 100 uM doz araliginda her
kuyucukta son hacim 100 pl olacak sekilde hiicreler iizerine eklenmistir. Etken
maddelerin uygulanmadig1 son yatay siradaki hiicre grubu kontrol grubu olarak

alinmustir.

A: 100 uM
B: 10 uM
C: 1 pmM
D: 100 nM
E: 50 nM
F: 10 nM

G:1nM

H: Kontrol

Sekil 16: Wst-1 testi plak plani

Etken maddelerin hiicrelere eklendikten sonraki 24., 48. ve 72. saatlerinde her
bir kuyucuga 10 ul WST-1 soliisyonu (Roche Cat.No: 11644807001) eklenerek 15
dakikada bir Multiskan FC (Thermo) mikroplak okuyucusu kullanilarak formazan
boya olusumu fotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Takrolimus ve oksitosin etken
maddelerinin insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler tizerindeki ICs
degeri Graphad Prism 5.0 (Graphad Software, Inc) yazilimi kullanilarak

hesaplanmustir.
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3.4. izobologram Analizi

Takrolimus ve oksitosin etken maddelerinin kombinasyonlarinin olast
sinerjistik, additif, nétral veya antagonistik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla
izoblogram analizi gerceklestirildi. Doksanalt1 kuyucuklu plaklara 1 ml’de 5x104
hiicre olacak sekilde her kuyucuga 50 pl hiicre 50 upl besiyeri hacminde ekim
yapilmistir. Ekilen hiicreler 37°C, % 5 CO, igeren etiivde 1 giin inkiibe edildikten
sonra Takrolimus ve oksitosin etken maddelerinin ICsy dozlar1 her kuyucukta son
hacim 100 pl olacak sekilde hiicreler iizerine eklenmistir. Etken maddelerin

uygulanmadigi son yatay siradaki hiicre grubu kontrol grubu olarak alinmistir.

Sekil 17: Izobologram analizi igin plak plan

Takrolimus i¢in; OKksitosin icin;
A IC5ox 2 A IC5o x 2

B: I1C5 X 2 X % 80 B: IC5 X 2 X % 80
C:IC50x2x % 60 C:I1C50x2x % 60
D: IC50x 2 X % 40 D: IC50x 2 X % 40
E: 1C50x 2 X% 20 E: 1C5ox 2 X% 20
F: % 3 DMSO F: Ortam

Kombinasyon i¢in;

AT (|C50X 2) +0 (|C50X 2)

B: T (ICs x 2 x % 80) + O (ICs0 X 2 X % 80)
C: T (ICs0x 2 x % 60) + O (IC50 X 2 X % 60)
D: T (ICs0x 2 X% 40) + O (IC50X 2 X % 40)
E: T (ICs0x2x% 20) + O (ICsox 2 X % 20)
F: % 5 DMSO
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Etken maddelerin hiicrelere eklendikten sonraki 24., 48. ve 72. saatlerinde her
bir kuyucuga 10 pul WST-1 soliisyonu eklenerek 15 dakikada bir Multiskan FC
(Thermo) mikroplak okuyucusu kullanilarak formazan boya olusumu fotometrik

olarak olctilmiistiir.
3.5. Annexin V Yontemi ile Apoptoz Analizi

Hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Hiicre
zarmin i¢ ylziinde bulunan PS molekiilleri hiicrenin apoptoza gitmesiyle hiicre
zarmin dis yiiziine transloke olmaktadirlar. Bu yer degistirme hiicre 6iiliimiin erken
evrelerinde meydana gelmektedir. Anneksin V hiicrenin dis ylizeyine transloke olan
fosfatidilserine baglanabilen bir proteindir ve floresan bir madde ile isaretlenerek

apoptotik hiicreyi goriinebilir hale getirmektedir.
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PS molekiilleri hiicre membraninin dis yiizeyine transloke
olurlarken Anneksin V onlara kolaylikla baglanabilir.

Sekil 18: Anneksin V’in apoptotik hiicrelere baglanma sekli (98)

Apoptoz analizi igin 6’l1 plaga 1 ml’de 1x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapilmigtir. Ertesi giin ekim yapilan hiicrelere WST-1 tesinde bulunan ICs
dozlarinda Takrolimus, oksitosin etken maddeleri ve bunlarin kombinasyonlar
uygulanmistir. Madde uygulanmasi isleminden sonra hiicreler 37°C, % 5 CO, igeren

etlivde 96 saatlik inkiibasyona birakilmistir.
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Sekil 19: Apoptoz analizi i¢in deney gruplarinin plaktaki yerlesimi

96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda apoptoz analizinde kullanilmak tizere her
bir kuyucuktaki supernatant pipet yardimiyla ayrt ayrt 15°lik falkon tiiplere
alimmistir. Plakta yapisik halde bulunan hiicrelerin % 0.25’lik tripsin ile 5 dk
inkiibasyonu sonucu kalkmalar1 saglanmistir. Hiicrelerin kalkip kalkmadiklar
mikroskopla kontrol edilmis ve kalkan hiicreler daha 6nceden siipernatantlarin
alindig1 15°lik falkon tiiplerine eklenmistir. 15°lik falkon tiiplerinde bulunan dort
grup hiicre 1000 rpm’da 7 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonrasinda
supernatanti uzaklastirilarak PBS (Phosphate Buffered Saline, Fosfat Dengeli Tuz
Soliisyonu) eklenilen hiicreler 3-4 sn vortekslenmiglerdir. Dort deney grubu igin
kullanilacak olan mikrosantrifiij tiiplerine 10 pl Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit
(MILLIPORE, Cat. No: MCH100105) ve 10ul hiicre eklenerek oda sicakliginda ve
karanlik ortamda 20 dk beklemeleri saglanmistir. Bekleme siiresi sonunda
mikrosantrifiij tiiplerinin kapaklar1 kesilmis ve sirasiyla Muse® Cell Analyzer

kullanilarak erken-gec apoptoz, total apoptoz ve 6lii hiicre sayilart hesaplanmistir.
3.6. iImmiinofloresan Boyama

Immiinofloresan boyama i¢in 6°li plaga 1 ml’de 6 x 10% hiicre olacak sekilde
ekim yapilmistir. Oncelikle kullanilacak olan her kuyucuga 3 yuvarlak lamel
koyulmustur. Her lamele 200 pl hiicre eklendikten sonra sarsmadan inkiibatore
alinmigtir. ki saat sonra hiicrelerin yapisma durumlari kontrol edilerek her bir

kuyucuk iizerine yaklasik 1-2 ml besiyeri eklenilerek 24 saat beklemek {izere
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inkiibatore kaldirilmigtir. 24  saatlik  inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri
uzaklastirilmis ve WST-1 testinde Takrolimus ve oksitosin i¢in bulunan ICsy dozlari
ve bunlarin kombinasyonlar1 hiicrelere uygulanmistir. Kontrol grubunda bulunan
hiicrelere sadece taze besiyeri eklenmistir. Daha sonraki asamalar igin hiicreler

37°C, % 5 CO; igeren etiivde 96 saatlik inkiibasyona birakilmustir.

1 2 3

kombinasyon

Sekil 20: immiinofloresan boyama icin deney gruplarimnn plak iizerindeki yerlesim

planm

96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri uzaklastirilmis ve hiicreler PBS
soliisyonu ile 3 kez 2-3 defa bekletilerek yikanmistir. Her kuyucuga %4
paraformaldehit eklenerek fiksasyonu saglamak amaciyla oda sicakliginda 20-30 dk
bekletilmistir. Paraformaldehiti ¢ektikten sonra PBS soliisyonu ile 3 kez 2-3 dk
bekleterek yikama yapilmistir. Hiicreler 5 dk % 0.25 Triton X-100’li PBS’te
bekletildikten sonra 30 dk % 1°lik BSA [(blok soliisyon)(Super Block, Cat.No:
UHP125)]’da bekletilmistir. Blok soliisyon yikamadan uzaklastirildiktan sonra
primer antikor olan Ki-67 (Santa Cruz Biotechnology, Cat. No: sc-15402)
eklenmistir. Daha sonra +4 °C’de nemli ortamda 1 gece inkiibasyonu saglanmistir.
Ertesi glin PBS ile 3 kez 2-3 dk bekleterek yikandiktan sonra floresan isaretli
sekonder antikor olan anti-vimentin Vim-3B4 (abcam, Cat. No: ab28028) ile 1 saat
+4 °C’ de nemli ortamda inkiibasyonu saglanmistir. PBS ile 3 kez 2-3 dk bekleterek
yikandiktan sonra hazir DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) géomme ortami

damlatilmis ve lameller lam {izerine kapatilarak mikroskop goriintiileri alinmistir.
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3.7. Oksidatif Stres Analiz Parametreleri

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

ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar vermektedirler.
3.7.1. Lipid Peroksidasyonu (MDA) Ol¢iimii

Yag asitlerinin oksidasyonu reaktif bir radikal tarafindan yag asitlerinin
metilen gruplarindan bir hidrojen atomunun koparilmasi ile baslar. Karbon merkezli
radikal olusmasi ve daha sonra molekiiler oksijenin baglanmasi1 ile lipid
hidroperoksitleri meydana gelir. Lipid hidroperoksitleri, lipid peroksidasyonunun
erken asamasini olusturur. Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile de biyoaktif
aldehitler olugur. Bunlardan baslicalar1 malondialdehit (MDA) ve hidroksialkenaller
(6rn. 4-OH-nonenal)’dir. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilir, ya da

diffiize olarak diger hiicrelerde hasar yaratirlar.

Lipid peroksidasyonu oOl¢iimii  i¢in  Lipid Peroxidation (MDA)
Colorimetric/Fluorometric Assay Kit (BioVision, Cat. No: K739-100) kullanilmistir

ve firmanin 6nerdigi prosediire bagl kalinmistir.

Buz iizerindeki 1 x 10° sayidaki hiicre 300 pl MDA Lysis Buffer ve 3 pl BHT
(X100) ile homojenize edildikten sonra 13000 g’ de 10 dk santrifiijlenmistir. 0.1 M
MDA soliisyonu hazirlamak i¢in 10 pl MDA standard 407 pl distile su ile diliie
edilmistir. Sonrasinda 2 mM MDA standard hazirlamak i¢in 20 pul 0.1 M MDA
solisyonu 980 pl distile su ile diliie edilmistir. Kolorimetrik analizler icin
mikrosantrifiij tiiplerine 2 mM’lik MDA standart’tan 0,2,4,6,8,10 pul konularak son
voliim 200 pl olacak sekilde distile su eklenmis ve 0,4,8,12,16 ve 20 nmol standard
elde edilmistir. Florometrik analizler icin 2 mM MDA standard 10 kez diliie
edilmistir. Daha sonra mikrosantrifiij tiiplerine 0, 2, 4, 6, 8, 10 ul 0.2 mM MDA
standard ve son hacim 200 pl olacak sekilde distile su eklenerek 0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6
ve 2.0 nmol Standard olusturulmustur. Gelisim asamasinda standart ve 6rneklerin
bulundugu her viyal’e 600 pl TBA eklenerek 95°C’de 60 dk inkiibasyonu
saglanmistir. Ornekler oda sicakligina getirilmek ig¢in 10 dk buz iizerinde

sogutulduktan sonra 200 pl’si pipetlenerek 96 kuyucuklu plaga eklenmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 (8 |9 |10|11 )12
A Omp |(2mp | 4mp 6mup | 8mp | 10 mp
MDA | MDA | MDA MDA | MDA | MDA
B Omp |(2mp | 4mp 6mup | 8mp | 10 mp
MDA | MDA | MDA MDA | MDA | MDA
C T (@] Komb | Knt
D T O] Komb | Knt
E
F
G
H

Sekil 21: Lipid Peroksidasyonu 6l¢iimii i¢in hazirlanan plak yerlesim plani

Kolorimetrik analizler i¢in 532 nm’de, florometrik analizler i¢in Ex/Em =
532/553 nm’de okutulmuslardir. (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 formiilii
ile yapilmugtir. (A: Standart egrideki 6rnek MDA miktari, mg: Kullanilan orijinal

doku miktar1, ml: Kullanilan plazma voliimii, D: Diliisyon faktorii)
3.7.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Ol¢iimii

Tetramerik bir enzim olan glutatyon peroksidaz sitozolde bulunur ve yapisinda
dort selenyum (Se) atomu yer alir. Hidrojen peroksit ile hidroperoksitlerin
indirgenmesini saglayarak zar fosfolipitlerinden, fosfolipaz A2 tarafindan salinan
lipit hidroperoksitlere etki eder. Fagositik hiicrelerde 6nemli bir fonksiyonu vardir.
Solunum patlamasi sirasinda serbest radikal hasar1 sonucu fagositik hiicrelerin zarar
gormesini engeller. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit birikmesine
ve hiicre hasarina yol acar. GSH-PX, hem lipit peroksidasyonunun baslamasini 6nler,
hem de lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasini
saglar. Glutatyon peroksidaz Ol¢liimii icin Glutathione Peroxidase Activity
Colorimetric Assay Kit (BioVision, Cat. No: K762-100) kullanilmigtir ve firmanin

onerdigi prosediire bagl kalinmistir.

Buz iizerindeki 1x10° sayidaki hiicre 0.2 ml soguk Assay Buffer ile
homojenize edildikten sonra 4°C’de 15 dk 10.000 g’de santrifiijlenmistir. Test i¢in

toplanan siipernatant buz iizerinde bekletilmistir. Ornekler -80°C’de saklanmistir.
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Orneklerin 2-50 ul’si 96 kuyucuklu plaga ekildikten sonra son voliim 50 ul olacak
sekilde Assay Buffer eklenmistir.

NADPH standart egrisi i¢in 1 mM NADPH standart olusturmak amaciyla 40
mM NADPH soliisyonun 25 ul’si 975 ul distile su ile diliie edilmistir. 1 mM
NADPH’nin 0, 20, 40, 60, 80, 100 ul’si kuyucukta 0, 20, 40, 60, 80,100 nmol
standart olusturmak {izere 96 kuyucuklu plaga eklenmistir. Son voliim 100 pl olacak

sekilde Assay Buffer eklendikten sonra 340 nm’ de 6l¢limleri yapilmastir.

Pozitif kontrol i¢in 5- 10 ul GPx Positive Control istenen kuyucuklara
eklendikten sonra Assay Buffer ile son volim 50 pl’ye tamamlanmistir. Reaktif

kontrolii i¢in ise 50 pl Assay Buffer eklenmistir.

Her kuyucuk icin 33 pl Assay Buffer, 3 ul 40 mM NADPH soliisyon, 2 pl GR
soliisyon, 2 ul GSH soliisyon’dan olugan 40 pl’lik reaksiyon karigimi hazirlanmistir.
Her bir 6rnege 40 pl reaksiyon karisimi eklendikten sonra ornekler 15 dk inkiibe
edilmiglerdir. GPx reaksiyonunu baslatmak i¢in her kuyucuga 10 pl Cumene
Hydroperoxide Solution eklenmistir. Her bir érnek 25°C’de 5 dk inkiibe edildikten

sonra 340 nm’de okutulmustur.

1 2 3 4 5 6 7189|110 |11 |12
Al 0mp 20 mp 40 mp 60 mp 80 mp 100 mp
NADPH | NADPH | NADPH NADPH | NADPH | NADPH
Bl 0 mp 20 mp 40 mp 60 mp 80 mp 100 mp
NADPH | NADPH | NADPH NADPH | NADPH | NADPH
C|T ®) Komb | Knt PC NC
DT ®) Komb | Knt PC NC
E
F
G
H

Sekil 22: Glutatyon Peroksidaz 6l¢limil i¢in hazirlanan plak yerlesim plani

Hesaplama GPx Aktivitesi = x Ornek Diliisyonu = nmol/dk/ml

(T2-TDx V

= mU/mL formiili ile yapilmistir. (B: T; ve T, arasinda nmol’deki azalan NADPH
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miktari, Ty: ik 6rnegin dk’daki ilk okunma ani, T,: Ikinci 6rnegin dk’daki ikinci

okunmasi, V: Reaksiyon kuyucugunda ml’deki islenmis 6rnek voliimii)
3.7.3. Katalaz (CAT) Aktivitesi Ol¢iimii

Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan ve yapisinda hem igeren bir protein olan
katalaz, H,O,’in molekiiler oksijen ve suya g¢evrilmesini katalizlemektedir. Katalaz
metil hidroperoksit ve etil hidroperoksit gibi kiigiik molekiillerin indirgenmesini de
saglayabilir, ancak biiyilkk molekiil agirlikli lipit hidroperoksitlere karsi etki

gostermez.

Katalaz aktivitesini 6lgmek icin Catalase Activity Colorimetric/Fluorometric
Assay Kit (BioVision, Cat. No: K773-100) kullanilmistir ve firmanin Onerdigi

prosediire bagl kalinmistir.

Buz iizerindeki 1x10° sayidaki hiicre 0.2 ml soguk Assay Buffer ile
homojenize edildikten sonra 4°C’de 15 dk 10.000 g’de santrifiijlenmistir. Test icin

toplanan siipernatant buz {izerinde bekletilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 |8 |9)1011]12
A | Oul 2l 4nl 6ul 8ul 10pl

(H20;) | (H20;) | (H20;) (H20;) | (H,07) | (H20;)
B|T (0] Komb Knt
C|T @] Komb Knt

(HC) (HC) (HC) (HC)

I T mao

Sekil 23: Katalaz aktivitesi dl¢limii i¢in hazirlanan plak yerlesim plani

2 - 78 ul 6rnek veya 1 - 5 pl Pozitive Control Solution her bir kuyucuga
eklenerek son voliim 78 pl olacak sekilde Assay Buffer ile tamamlanmistir. High

Control i¢in de aynm1 miktarda 6rnek farkli kuyucuklar i¢in hazirlanarak son voliim
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78 ul olacak sekilde Assay Buffer ile tamamlanmigtir. HC grubundaki 6rneklere 10
ul Stop Solution eklenerek karistirilmis ve oOrneklerdeki katalaz aktivitesinin

tamamen durmasi i¢in 25°C’de 5 dk inkiibe edilmistir.

H,0, Standart Egrisi olusturmak amaciyla 20 mM H;0; i¢in 0.88 M H,0,’nin
5 ul’si 215 pl su ile diliie edilmistir. Daha sonra 1 mM H;0; i¢in 20 mM H,0;’nin
50 pul’si 0.95 ml distile su ile diliie edilmistir. 1 mM H,O; soliisyonun 0, 2, 4, 6, 8,
10 ul’si 0, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/kuyucuk olmak iizere 96 kuyucuklu plaga ekilmistir.
Son voliim Assay Buffer ile birlikte 90 ul’ye getirildikten sonra her kuyucuga 10 pl

stop soliisyonu eklenmistir.

Katalaz reaksiyonunu baslatmak i¢in tiim Orneklerin ve HC grubundaki
orneklerin bulundugu kuyucuklara 12 pl taze 1 mM H,0, eklenmistir. Ornekler
25°C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak i¢in tiim kuyucuklara
10 pl Stop Soliisyonu eklenmistir.

Her kuyucuk i¢in 46 pl Assay Buffer, 2 pl OxiRed™ Probe, 2 pul HRP
sollisyon’dan olusan 50 pul’lik biiylime karigimi hazirlanmistir. Her bir 6rnege 50 pl
biiyiime karisimi eklendikten sonra 25°C’de 10 dk inkiibe edilmislerdir. Plak

okuyucuda 570 nm’de okutulmuslardir.

Hesaplama Katalaz Aktivitesi = x Ornek Diliisyon Faktorii =

30xV
nmol/dk/ml = mU/mL formili ile yapilmistir. (B: H;O, Standart Egri’sinden
¢oziinmiis HyO, miktari, V: Reaksiyon kuyucuklarina eklenen ml’deki islem gormiis

ornek voliimii 30: Reaksiyonun 30. dk’s1)
3.7.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ol¢iimii

Aerobik tiim hiicreler SOD igermektedirler. Hem sitozol, hem de
mitokondrilerde bulunan bu enzim siiperoksit radikallerini etkisizlestirerek, hiicreleri
stiperoksit radikalinin zararl etkilerinden korur. Dokularda oksijen basincinin (pO2)
yiikselmesi ile SOD aktivitesi artar. Enzim fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler
olarak oldiiriilmesinde rol oynar ve graniilosit fonksiyonu i¢in Onemlidir.
Icerigindeki metal iyonuna gore sitozolik dimerik Cu, Zn-SOD ve mitokondriyal
tetramerik Mn-SOD olarak adlandirilir.
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Stiperoksit dismutaz aktivitesini 6lgmek i¢in Superoxide Dismutase (SOD)
Activity Assay Kit (BioVision, Cat. No: K335-100) kullanilmigtir ve firmanin

Onerdigi prosediire bagh kalinmistir.

Homojenize hale getirilmis hiicreler 4°C’de 5 dk 14000 g’de santrifiijlendikten

sonra hiicre debrisi atilmistir.

1 6 7 8 9 10 11| 12

Boslukl | T| O] Komb | Knt | T2 02 Komb2 | Knt2 Bosluk3
Bosluk2 | Bosluk2 | Bosluk2 | Bosluk2

N
w
I
ol

Tlo|nmlololmo >

Sekil 24: Siiperoksit dismutaz aktivitesi 6l¢limil i¢in hazirlanan plak yerlesim plant

(Ormek= Takrolimus: T, Oksitosin: O, Kombinasyon: Komb, Kontrol: Knt,
Bosluk2= T2, 02, Komb2, Knt2)

1. Orneklerin bulundugu kuyucuklara ve bosluk 2’lere 20 pl Sample Solution,
bosluk 1 ve bosluk 3’e 20 pul ddH,0 eklenmistir.

2. Her kuyucuga 200 pl WST Working Solution eklenmistir.

3. Bosluk 2’lere ve bosluk 3’e 20 pl Dilution Buffer eklenmistir.

4. Orneklerin bulundugu kuyucuga ve bosluk 1’e¢ 20 ul Enzyme Working
Solution es zamanli olarak eklenmistir.

5. Plak 37°C’de 20 dk inkiibe edilmistir.

6. Ornekler mikroplak okuyucuda 450 nm’de okutulmustur.

(Abosluk1—Abosluk3)—(Aornek—Abosluk2)
(Abosluk1—-Abosluk3)

Hesaplama SOD Aktivitesi = x 100
formiilii ile yapilmistir.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme Yontemi
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Muse cell analyzer ile elde edilen Ol hiicre yiizdesi, apoptoz/olii hiicre
yiizdesi, erken apoptoz yilizdesi, canli yiizde hiicresi, elisa plate ile okutmasi yapilan
Katalaz aktivitesi, SOD (% inhibisyon), MDA, GPx i¢in her gruba ait veriler
Microsoft Office Excel 2010 versiyonu iizerine yazilarak, IBM SPSS 20.00
Statistics (Statistical Package for Social Sciences) programinda olusturulan veri
tabanina aktarildi ve istatistiksel analizler ayni program ile yapilmistir. Siirekli
degiskenlere ait; ortalama, standart sapma ve hata, minimum ve maksimum degerleri
ve ortalamalar igin %95 giiven araliklari sunulmustur. Tek yonlii varyans analizi
kullanilarak deney gruplart karsilastirilmistir. Karsilastirmalar tekrarlar arasi
degiskenlik olan gruplar iizerinde yapilmistir. Coklu karsilastirmalar sonrasi
gruplarin ikili analizi i¢in Bonferroni Yontemi kullanilmistir. Degiskenligin
olmadig1 gruplarin diger gruplar ile karsilagtirmalari, degiskenligin oldugu gruplarda
varyans analizinde elde edilen giiven araliklar iizerinde yapilmistir. Tiim hipotez
kontrolleri 0,05 onem seviyesinde gergeklestirilmis, yani p<0.05 anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Takrolimus (FK506) ve Oksitosinin insan ADKH Hattimin Uzerindeki

Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Takrolimus ve oksitosin etken maddelerinin insan ADKH hatt1 {izerindeki
sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla ii¢ giin ve ii¢ tekrarli olacak sekilde
kurulan WST-1 testi kullanilmistir. Takrolimus ve oksitosin etken maddelerinin
insan ADKH’lerinin proliferasyonunu yiizde elli oraninda inhibe eden dozu yani
ICs0 degeri GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc) yazilimi kullanilarak 72.
saatte sirastyla 17.44 uM ve 13.43 uM olarak bulunmustur.

Median-effect plot Dose-effect curve

10 0.80 g

05_| X 0.60_
= s
ES k]
8 0 ; — ; i @ 040
§ 05 e 15 20 W
T 05 020 /

i : 2 @ 80 8 160

log(D) Dose
XTAKRO 72 XTAKRO 72
Grafik 1: ADKH’ lerinde Takrolimusun I1Csy dozu
Median-effect plot Dose-effect curve
10_ 1.00.
E 0.80_| IS
= 0 T T T 1 3
2 05 __—10 15 20 g 0604
z 2 g
8 10 w 040
0.20_
204 0 s T T T T ]
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log(D) Dose
XOXI 72 XOXI 72

Grafik 2: ADKH’ lerinde oksitosinin ICso dozu
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4.2. izobologram Analizi

Takrolimus ve oksitosin etken maddelerinin 1Csy degerleri baz alinarak yapilan
izobologram analizinin kombinasyon degerleri sonucunda iki maddenin de

antagonistik etki gdsterdigi gozlemlenmistir.

Median-effect plot Dose-effect curve
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Grafik 3: Takrolimus ve oksitosinin 72. saatteki ICsy degeri baz alinarak kurulan

izobologram analizi bulgusu
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4.3. Annexin V Yontemi ile Yapilan Apoptoz Analizi Bulgular

. POPULATION PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
© iDead Late|Apop./Dead
- 10.53 % 1.18 %
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Grafik 4: Kontrol grubunda Muse analyzer sonuglart.
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Grafik 5: Oksitosin grubunda Muse analyzer sonuglari.

45



POPULATION PROFILE APOPTOSIS PROFILE
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Grafik 6: Takrolimus grubunda Muse analyzer sonuglari.
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Grafik 7: Kombine grup (Oksitosin + Takrolimus) grupta Muse analyzer sonuglari.

Muse® Cell Analyzer ile yapilan Olgiimler ve yapilan hesaplamalar
dogrultusunda etken maddeye maruz kalmayan kontrol grubundaki hiicrelerde
%2.01 oraninda erken apoptoz, %1.18 oraninda ge¢ apoptoz goriiliirken 6l hiicre
yiizdesi 0.53, canli hiicre yiizdesi 96.28 olarak hesaplanmistir. Oksitosin grubundaki
hiicrelerde %1.68 oraninda erken apoptoz, %1.50 oraninda ge¢ apoptoz goriiliirken
olii hiicre yiizdesi 0.59, canli hiicre yiizdesi 96.23 olarak hesaplanmistir. Takrolimus
grubunda erken apoptoz oram1 %10.71°e, ge¢ apoptoz orant %9.77’ye yiikselirken

oli hiicre yiizdesi 5.47, canli hiicre yiizdesi 74.05 olarak hesaplanmustir. Takrolimus
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+ Oksitosin kombine grup sonuglarinda ise erken apoptoz oran1 %1.41, ge¢ apoptoz

orani %2.27, 6lii hiicre ylizdesi 1.52, canli hiicre yiizdesi 94.80 olarak ol¢iilmiistiir.

4.4. Immiinofloresan Boyama Bulgular

4.4.1. Ki-67 Boyamasi

Sekil 25: Anti-Ki-67 boyamasi. A. Kontrol grubu B. Takrolimus grubu C. Oksitosin
grubu D. Kombine grup

Ki-67 boyamasinda kontrol grubu incelendiginde hiicre hattinda boliinmeye
iligkin bulgularin varlig1 saptanmistir. Hiicre morfolojilerinin normal yapida oldugu
goriilmiistiir. Ki-67 antijeni niikleusta da eksprese oldugu i¢in niikleus boyasi olan
DAPI nin mavi rengi yerine beyaza yakin bir renkte bulunmasi Ki-67 ekspresyonu
olarak kabul edilmistir. Takrolimus grubunda hiicre sayisi kontrolle

karsilastirildiginda daha az sayidadir. Hiicre morfolojilerinde incelme ve igsi bir
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goriinim hakimdir. Hiicre niikleuslarinda DAPI boyasinin rengi olan mavinin
bulunmasi Ki-67 antijeni eksprese etmedigi ya da diisiik seviyede ettigi olarak kabul
edilmistir. Oksitosin grubunda hiicre sayisinin kontrol grubuna benzerdir. Bazi
hiicrelerin morfolojilerinin degistigi gozlemlenmistir. Ki-67 antijeni ag¢isindan
yiksek seviyede bir ekspresyon mevcuttur. Kombinasyon grubunda hiicre
morfolojilerinin kontrol grubuna benzemekle birlikte az sayida hiicrede oksitosin
grubunda goriilen hiicresel morfolojik degisiklik gosteren hiicre topluluklar
gozlemlenmistir. Hiicrelerin say1 ve yapi olarak iyi durumda olduklari saptanmis ve

Ki-67 ekspresyonu yiiksek olarak gézlemlenmistir.

4.4.2. Vimentin Boyamasi

Sekil 26: Anti-Vimentin boyamasi. A. Kontrol grubu B. Takrolimus grubu C.

Oksitosin grubu D. Kombine grup

Kontrol grubunda vimentin sitoplazma i¢inde homojen olarak dagilim

gostermektedir. Takrolimus grubunda dikkat ¢ekici olarak kontrol grubunda goriilen
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ekspresyondan daha az bir ekspresyon varligi goriilmektedir. Bu gruba ait
hiicrelerde vimentinin homojen olarak dagilmadigi periniikleer alanda belli
bolgelerde yogunlagsma gosterdigi ve kisa kiit olarak boyama gostermektedir.
Oksitosin grubunda vimentin immunoekspresyonun azalma gostermesi oldukca
dikkat ¢ekici bir bulgu olarak saptanmigtir. Kombine gruptaki goériinim biyiik
oranda kontrol grubuna benzer olarak saptandi. Az sayida bir hiicre popiilasyonunda
ise Takrolimus grubuna benzer bir goriinim vermektedir. Vimentin ekspresyonu
yogun olarak gozlemlenmektedir. Hiicre i¢i kisa kiit vimentin (+) alanlar saptansa da

yogunlukla kontrol grubu benzeri bir goriintii mevcuttur.
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4.5. Hiicre Canhlik Analizlerinin Istatiksel Degerlendirilmesi

4.5.1. Olii Hiicre Yiizdesi

95% C1 Olii Hiicre Yiizdesi
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Grafik 8: Olii hiicre yiizdesi istatiksel grafigi. 0,05 6nem seviyesinde, gruplar

arasinda ikili farklarin tiimii istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Kontrol grubu

ile karsilatirildiginda oksitosinin etkisi de anlamlidir. Kombine gruptaki 6lii hiicre

yiizdesi kontrol ve oksitosin grubuna gore farkli olmakla birlikte yakindir.

Tablo 5: Olii hiicre yiizdesi istatiksel tablosu

N Mean Std. Std. Error | 95% Confidence Interval for Mean | Minimum Maximum
Deviation 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 2,56422282 | 1,0378603 -,469738 4,866072 ,5290 5,4900
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4.5.2. Ge¢ Apoptoz/Olii yiizdesi
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Grafik 9: Geg¢ apoptoz/0lii yiizdesi istatiksel grafigi. 0,05 Onem seviyesinde,

Kontrol ve Takrolimus gruplari istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05) anlamli fark

bulunmustur (p<0,05). Geg¢ apoptoz/dlii hiicre yiizdesi oran1 kombine grupta kontrol

ve oksitosin grubuna yakindir.

Tablo 6: Geg apoptoz / 6lii yiizdesi 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 yiizdesi
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Grafik 10: Erken apoptoz yiizdesi istatiksel grafigi 0,05 6nem seviyesinde, gruplar

arasinda ikili farklarin tiimii istatistiksel olarak anlamlidir (p<<0,05). Kontrol grubu ile

karsilastirildiginda oksitosinin etkisi de anlamlidir. Kombine grupta oksitosinin etkisi

Takrolimusun etkisini minimize etmistir.

Tablo 7: Erken apoptoz yiizdesi 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. Canh Hiicre Yiizdesi

95% CI Canh Hiicre ylizdesi
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Grafik 11: Canli hiicre yiizdesi istatiksel grafigi. Canli hiicre yiizdesi agisindan 0,05

Onem seviyesinde, gruplar arasinda ikili farklarin timii istatistiksel olarak anlamlidir

(p<0,05). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda oksitosinin etkisi de anlamlidir.

Kombine grupta oksitosinin etkisi Takrolimusun etkisini minimize etmistir. En az

canli hiicre Takrolimus grubunda gézlemlenmistir.

Tablo 8: Canli hiicre yiizdesi 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 Bulgular:
4.6.1. Lipid Peroksidasyonu (MDA) Ol¢iimii Bulgusu
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R?=0,9896
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Grafik 12: MDA standart egrisi

4.6.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Ol¢iimii Bulgusu

NADPH

Grafik 13: NADPH standart egrisi
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4.6.3. Katalaz (CAT) Aktivitesi Ol¢iimii Bulgusu
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Grafik 14: H,0O; standart egrisi
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4.6.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ol¢ciimii Bulgusu
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Grafik 15: SOD Aktivitesi
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4.7. Oksidatif Stres Parametrelerinin Istatiksel Degerlendirilmesi

4.7.1. Lipid Peroksidasyon (MDA) diizeyi
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Grafik 16: MDA diizeyi istatiksel grafigi. 0,05 6nem seviyesinde, gruplar arasinda

ikili farklarin tiimii istatistiksel olarak anlamlidir (p<O0, 05).

4.7.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) diizeyi
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Grafik 17: GSH-Px diizeyi istatiksel grafigi. 0,05 onem seviyesinde, Kombine-
Oksitosin disinda tiim gruplar anlamlidir (p<0, 05).
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4.7.3. Katalaz (CAT) diizeyi
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Grafik 18: CAT diizeyi istatiksel grafigi. Takrolimus- Oksitosin gruplar1 arasinda

fark anlamsizdir. Diger gruplar arasinda fark anlamlidir (p<0,001).

4.7.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) diizeyi
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Grafik 19: SOD diizeyi istatiksel grafigi. 0,05 dnem seviyesinde, gruplar arasinda
ikili farklarin tiimii istatistiksel olarak anlamlidir (p<0, 05).
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Tablo 9: Biyokimyasal parametrelerin istatistiksel degerlendirme tablosu

N Mean Std. Deviation Std Eror | 95% Confidence Interval for Mean | Minimum | Maximum
LowerBound | Upper Bound

Kontrol 3 1,660000 0100000 0057735 1,635159 1,684841 1,6500 1,6700

Takrolimus. 3 350000 0100000 0057735 325159 374841 3400 L3600

Katalaz Aktivitesi  Qksitasin 3 350000 0100000 0057735 325159 374841 3400 3600
Kombine 3 1,166667 0087735 0033333 1,152324 1,181009 1,1600 1,1700

Total 12 881667 5844785 1687244 510307 1,253027 3400 1,6700

Kontrol 3 998251770 0000100 0000058 99251745 99,251795 99,2518 99,2518

S Takolimus [ 3| 14340950 0000100|  0000058|  14,340925 14340075| 143409 | 143410
o Oksitasin 3| 99139547 0000058 0000033 99139532 99139561 99,1395 99,1396
inhibyzven) Kombine 3 98,827780 0000100 0000058 98,827755 98,827805 98,8278 98,8278
Total 12 77.880012 38,3218695 | 11.0625708 53,541457 102,238566 14,3409 99,2518

MDA (nmaolimg)  Kontrol 3 4736667 0057735 0033333 4722324 4751009 47300 47400
Takolimus [ 3|  4.660000 0100000 0057735 4,635159 4,684841 4,6500 4,6700

Oksitosin 3 4,820000 0100000 0057735 4795150 4844841 4.8100 4,8300

Kombine 3 4770000 0100000 0057735 4745159 4794841 47600 47800

Total 12 4, 746667 0612496 0176812 4707751 4, 785583 4,6500 4,8300

GPx (mUml)  Kontrol 3 588333 0028868 0016667 581162 595504 5850 5900
Takrolimus | 2 510000 0100000 0057735 485150 534841 5000 5200

Oksitasin 3 550000 0100000 0057735 525159 AT74841 5400 5600

Kombine 3 553333 0057735 0033333 538991 LDETETE 5500 5600

Total 12 550417 0297305 0085825 531527 569307 5000 5900
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5. TARTISMA

Yapilan bu deneysel ¢alismada; doku ve organ nakillerinde immiinsupresif
ilag olarak kullanilan Takrolimusun adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler
tizerindeki etkileri ve antioksidan bir ajan olan oksitosinin takrolimusun olusturdugu
toksik etkinin azaltilmasit i¢in yeni bir ajan olarak kullanilma potansiyeli

arastirilmastir.

Takrolimus, Streptomyces tsukubaensis bakterisinden elde edilen ve kuvvetli
bir makrolid olan kalsindrin inhibitoriidiir. Kalsinérin inhibisyonu aktivitesini;
iltihaba neden olan sitokinlerin azalarak diizenlenmesi, timor nekrozis faktor-a,
interlokin-1p ve -6, interferon-c, FK baglayici protein tarafindan aktive edilen T
hiicre aktivasyonu aracilifiyla gergeklestirmektedir (99,100). Kalsindrin inhibitérleri
bobrek basta olmak iizere organ nakillerinde hastalarin bagisiklik sistemini

baskilayan tedavi yontemlerinin en 6nemli yapitaslaridir (101,102).

Immiinsupresif ilaglarin hepsi toksisite ile iliskilendirilmektedirler. Bu
nedenle tedavi siiresince sik sik farkli doz ve kombinasyonlar uygulanmaktadir
(103). Takrolimus nefrotoksisite, norotoksisite, diyabetojenitesi ve gastrointestinal
toksisite gibi farkli toksisite profillerine sahiptir (104). Hasdemir ve ark. bobrek
naklinden sonraki ti¢lincii haftada Takrolimusun toksisitesinden dolay1 hiperozmolar
hiperglisemik durumun ortaya g¢iktigini bildirmislerdir (105). Hiicresel seviyede
bakildiginda morfolojik gézlemler tiibiiler endoteliyal hiicreler, vaskiiler endoteliyal
hiicreler, arteriyo-miyositler ve interstisyel fibroblastlarin hepsinin Takrolimus
nefrotoksisitesinin hedefi oldugunu gostermektedir. Klinik biyopsi materyalleri
incelendiginde Takrolimusun epiteliyal vakuolizasyon olusumunda direkt olarak

toksik etkisi oldugu gézlemlenmistir (106,107).

Mezenkimal kok hiicreler; doku- organ rejenerasyonuna yardimci olmalari,
immiin sistemi baskilayici 0Ozellikte olmalar1 ve hasarli dokulara migrasyon
yetenekleriyle klinik kullanim potansiyeli artmakta olan hiicrelerdir (108).
Immiinmodiilatér etkilerinden dolay1 GVHH ve Crohn hastaliginin tedavisinde,
rejenerasyon Ozellikleri sebebiyle meniskiis, kikirdak ve kemik hasarlarinin
tamirinde, migrasyon yetenekleri  nedeniyle osteoporoz ve omurilik

yaralanmalarinda kullanilmaktadirlar (109).

59



Norohipofiziyal bir hormon olan oksitosinin antiinflamatuar 6zelligi, hiicre
proliferasyonunu arttiric1 etkisi ve oksidatif strese karsi hiicreleri koruyucu gorev
yapmasi sebebiyle rejeneratif tipta kullamimi gittikge yayginlasmaktadir (110).
Literatiirde kok hiicrelerle birlikte kullanildiklarinda biiylime ve farklilasmay1
diizenleyici etkilerinin olduguna dair bulgular yer almaktadir (111-113).

Takrolimusun adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin canliliklar
tizerindeki etkileri ile ilgili ¢alismalar bulunmakla birlikte literatiirde tespit edilmis

herhangi bir ICsy degeri bulunmamaktadir.

Bu calismada Takrolimusun insan adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre
hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisine WST-1 testi ile bakilmuis, hiicreler tizerindeki 1Csg

dozu 72. Saatte 17.44 uM olarak tespit edilmistir.

Tsuji ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada Takrolimusun ADKH’lerin
hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerine 7 giin boyunca MTT testi ile bakilmis, 1. giin
anlamli bir degisiklik gozlenmezken 7. giin hiicre canliliginda %88.6 + 22.91
oraninda oldukga biiylik bir diislis gozlenmistir (114). Yapilan ¢alismamizda da
Takrolimusun 1Csy dozunu 72. saatte saptanmis, maruziyet siiresinin artmasinin

hiicre canliligini azalttigini diisiindirmektedir.

Literatiirde oksitosinin sigan uterusu diiz kaslarinda ICsy degeri bazi
caligmalarda saptanmigken (16 + 3.14 pg/ml, 27 + 4.0 pg/ml) insan adipoz kaynakl
mezenkimal kok hiicreler iizerindeki ICso degeri ile ilgili veri bulunmamaktadir
(115,116).

Calismamizda oksitosinin insan adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre hatti
tizerindeki ICsp degerini belirlemek amaciyla WST-1 testi yapilmis ve sonug 72.

saatte 13.43 uM olarak bulunmustur.

Literatiirde oksitosinin insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler
tizerindeki ICso degeri ile ilgili higbir veri bulunmamasi sebebiyle, memeli hiicreleri
tizerinde oksitosinin ICsy degerlerinin birbirine yakin olabilecegi disinda bir tahmin

yiirtitmek miimkiin degildir.

Hem in vitro hem de in vivo yapilan ¢alismalarda Takrolimusun hiicreler
tizerindeki toksik etkileri farkli yontemlerle kanitlanmistir. Episkleral ila¢ implant1

yapilan bir ¢alismada Takrolimusun konjunktiva, iris, siliyer cisim, kornea, sklera,
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koroid ve retina {iizerindeki toksik etkileri yarik-lamba fotograflama, fundus

fotograflama, IOP ve histolojik yontemlerle gosterilmistir (117).

Bobrek tlibiiler hiicre toksisitesi ile 1ilgili bir ¢alismada yiiksek
konsantrasyonlardaki Takrolimusun (10, 50 ve 100 uM) hiicrelerde vakualizasyon,
sisme ve mitokondriyal biiyiime gibi ultrastrukturel degisikliklere neden oldugu
ifade edilmistir (118).

Mezenkimal kok hiicrelerle yapilan bir ¢alismada ise Takrolimusun kisa siireli
olarak hiicrelerle maruziyetinde toksisite veya apoptozu indiikledigine dair bir
bulguya rastlanmamustir, fakat 7 giin sonra yiiksek dozda Takrolimusun toksisiteyi

indiikledigi goriilmiistiir (119).

Son zamanlarda tedavilerde bir antioksidan olarak kullanilan oksitosinin
hiicreler {izerindeki toksisiteyi azalttigma dair veriler mevcuttur. Ornegin; Erbas ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada bobrek rahatsizliklarinda kullanilan Sisplatin isimli
kemoterapotik ilacin toksik etkilerinin, oksitosinin anti-inflamatuvar 6zelligi
sayesinde azaltildigi agik¢a gosterilmistir (120). Calismamizda Takrolimus ve
oksitosinin 72. saatteki 1Cso degerleri baz alinarak yapilan izobologram analizi
sonucunda  oksitosinin  Takrolimus {izerinde antagonistik etki yarattigi

gozlemlenerek literatiir verilerini destekleyici bir bulgu elde edilmistir.

Literatire bakildiginda Takrolimusun g¢esitli hiicre tiplerinde apoptozu
indiikledigine dair bulgular bulunmaktadir. Choi ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada
Takrolimusun Jurkat T hiicrelerinde doza bagimli olarak apoptozu indiikledigi
gosterilmigtir. Takrolimusun niikleer fragmentasyon ve kaspaz-3 aktivasyonu ile
apoptozu arttirdig bildirilmistir (121).

Gegmis yillarda yaymlanan bir ¢calismada kalp nakillerinden sonra kullanilan
Takrolimusun periferal T hiicreleri ve mononiikleer hiicrelerde apoptozu indiikledigi
belirtilmistir (122, 123).

Takrolimusun  apoptozu  indiiklemesine  karsilik  oksitosinin  hiicre
proliferasyonunu arttirdig1 ve bazi hiicre tiplerinde koruyucu rol oynadigint gésteren
bulgular vardir. Ornegin insan dermal mikrovaskiiler endoteliyal hiicreleri ile
yapilan bir ¢alismada oksitosinin hiicre prolifersayonunu ve migrasyonunu arttirdigi
ve bunu oksitosin reseptoriiniin hiicre tipini mRNA ve protein seviyesinde eksprese

ederek yaptig1 tespit edilmistir (124).
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Mezenkimal kok hiicreler ilgili sinyal yolaklarini1 diizenleyerek osteogeneze
katkida bulunmalar1 nedeniyle kemik erimesi tedavisinde kullanilmaktadirlar (125).
Bu konu ile ilgili yapilan bir ¢calismada oksitosinin, mezenkimal kok hiicrelerin
osteoblast-adiposit dengesini saglamasinda major rolii oldugunu gosteren veriler

elde edilmistir (125).

Insan prostat modiilasyonunda oksitosinin etkisine bakilmis ve oOksitosin

reseptoriiniin prostat biiyiimesini diizenledigi gozlemlenmistir (126).

Calismamizda Takrolimus, oksitosin, Takrolimus + oksitosin ve kontrol’den
olusan dort deney grubuna Annexin V yontemi uygulanarak canli-6lii hiicre yiizdesi
ve erken ge¢ apoptoz oranlari Muse® Cell Analyzer ile hesaplanmistir. Yapilan
hesaplamalar dogrultusunda etken maddeye maruz kalmayan kontrol grubundaki
hiicrelerde %2.01 oraninda erken apoptoz, %1.18 oraninda ge¢ apoptoz goriiliirken
o0li hiicre yiizdesi 0.53, canli hiicre yiizdesi 96.28 olarak hesaplanmigtir. Oksitosin
grubundaki hiicrelerde %1.68 oraninda erken apoptoz, %1.50 oraninda geg¢ apoptoz
goriiliirken 6li hiicre yilizdesi 0.59, canli hiicre ylizdesi 96.23 olarak hesaplanmustir.
Oksitosin grubunun kontrol grubu ile neredeyse ayni rakamlar1 vermesi oksitosinin
hiicre canliligini negatif yonde etkilemedigini ispatlamaktadir. Takrolimus grubuna
bakildiginda erken apoptoz oran1 %10.71’e, gec apoptoz oran1 %9.77’ye yiikselirken
ol hiicre yiizdesi 5.47, canli hiicre yiizdesi 74.05 olarak hesaplanmistir. Kontrol
grubuna kiyasla canli hiicre yilizdesindeki bu diisiis Takrolimusun hiicreler
tizerindeki negatif etkisini agik¢a ortaya koymaktadir. Bu analiz literatiirde yer alan
ve bizim WST-1 testi ile gozlemledigimiz Takrolimusun toksik etkisi sebebiyle
hiicreleri  6ldiirdiigii  yoniindeki bulguyu destekler niteliktedir. Oksitosin ve
Takrolimustan olusan kombine grup sonuglarinda ise erken apoptoz orani %1.41,
ge¢ apoptoz orani %2.27, 6lii hiicre yiizdesi 1.52, canli hiicre yiizdesi 94.80 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar Takrolimus grubundaki sonuglarla kiyaslandiginda 6li
hiicre yiizdesindeki diisiis ve canli hiicre ylizdesindeki artisin, oksitosin grubunun
kontrol grubuna benzerligi gz onilinde bulundurularak oksitosinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Literatiirde oksitosinin hiicre proliferasyonunu arttirdig1 yontindeki bulgularin
varhigl, yaptigimiz izobologram analizinde oksitosinin Takrolimus {izerinde

antagonistik etki gostermesi ve apoptoz analizinde kombine grubun Takrolimus
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grubuna kiyasla canli hiicre yiizdesinde artis meydana geldigi bulgusu bize birbirleri

ile uyumlu sonuglar vermektedir.

Hiicre canlilik analizlerinin istatiksel degerlendirmesinde, 6li hiicre yiizdesi
0,05 onem seviyesinde, gruplar arasinda ikili farklarin tiimi istatistiksel olarak
anlamhidir (p<0,05). Kontrol grubu ile karsilatirildiginda oksitosinin etkisi de
anlamlidir. Kombine gruptaki 6lii hiicre yiizdesi kontrol ve oksitosin grubuna gore

farkli olmakla birlikte yakindir.

Geg apoptoz/dlii yiizdesi istatiksel degerlendirmesinde 0,05 6nem seviyesinde,
kontrol ve Takrolimus gruplar istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Geg
apoptoz/0lii hiicre yiizdesi orani kombine grupta kontrol ve oksitosin grubuna

yakindir.

Erken apoptoz yiizdesi istatiksel degerlendirmesinde 0,05 6nem seviyesinde,
gruplar arasinda ikili farklarin tiimii istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda oksitosinin etkisi de anlamlidir. Kombine grupta
oksitosinin etkisi Takrolimusun etkisini minimize etmistir. Canli hiicre yilizdesi
istatiksel degerlendirmesinde canli hiicre yiizdesi acisindan 0,05 6nem seviyesinde,
gruplar arasinda ikili farklarin tiimii istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda oksitosinin etkisi de anlamlidir. Kombine grupta
oksitosinin etkisi Takrolimusun etkisini minimize ettigi disiinilmektedir. En az

canli hiicre Takrolimus grubunda gézlemlenmistir.

Calismada, immiinofloresan boyama yontemi ile Ki-67 boyamasi ve

Vimentin boyamas1 yapilmustir.

Ki-67 gelisen ve boliinen hiicrelerde bulunan, hiicrenin Gy dinlenme fazinda
bulunmayan bir antijendir. Hiicresel bir protein olan Ki-67 antijeni hiicreler

proliferasyona basladiginda yiikselmektedir (127).

Ki-67 boyamasinda kontrol grubu, hiicre hattinda boliinmeye iliskin bulgularin
varhigr saptanmigtir. Hiicre morfolojilerinin normal yapida saptanmistir. Ki-67
antijeni niikleusta da eksprese oldugu i¢in niikleus boyasi olan DAPI nin mavi rengi
yerine beyaza yakin bir renkte bulunmasi1 Ki-67 antijeni ekspresyonuna kanit olarak
kabul edilmistir. Takrolimus grubunda hiicre sayisinda kontrolle karsilagtirildiginda
az sayida oldugu goriilmiistiir. Hiicre morfolojilerinde incelme ve igsi bir yapida

olduklar1 saptanmistir. Hiicre niikleuslarinda DAPI boyasinin rengi olan mavinin

63



bulunmasi Ki-67 antijeni eksprese etmedigi ya da diisiik seviyede ettigi olarak kabul
edilmistir. Oksitosin grubunda hiicre sayisinin kontrol grubuna benzer oldugu
saptanmistir. Bazi hiicrelerin morfolojilerinin degistigi gozlemlenmistir. Bu da
hiicrelerin diferansiyasyon yoniinde olduklar1 olarak yorumlanmistir. Ki-67 antijeni
acisindan yiiksek seviyede bir ekspresyon gosterdigi gézlemlenmistir. Kombinasyon
grubunda, hiicre morfolojilerinin kontrol grubuna benzemekle birlikte az sayida
hiicrede oksitosin grubunda goriilen hiicresel morfolojide degisiklik gdsteren hiicre

topluluklar1 gozlemlenmistir. Hiicrelerin say1 ve yapi olarak iyi durumda olduklar1

saptanmistir. Ki-67 acisindan oldukga yiiksek bir ekspresyonun varligi saptanmistir.

Vimentin hiicre iskeletinin yapisina katilan, protein yapida bir ara filamandir.
Cogu ara filaman kararli yapiya sahipken, vimentinin degisken bir yapisi vardir.
Vimentin organellerin yerini sabitler, hiicreye esneklik saglar ve hiicre iginde
kolesterol taginmasinda rol oynar. Vimentin ve mikrotiibiiller arasinda sik iligkiler
vardir. Genellikle mezenkimal kok hiicrelerde bulunan vimentin bazi ektodermal ve
endodermal kokenli hiicrelerde sitokeratinlerle birlikte bulunmaktadir (128). Hiicre
iskeleti elemani, ara filamanlar grubunda yer alan ve 6zellikle mezenkimal kokenli
hiicrelerde bulunan vimentin, calismamizdaki hiicrelerin diferansiyasyonlarinin

takibi amaciyla boyanmustir.

Kontrol grubunda, Vimentin sitoplazma iginde homojen olarak dagilim
gostermektedir. Yiiksek bir ekspresyon gostermeleri dikkat cekicidir (yesil renk
yogun). Takrolimus grubunda dikkat ¢ekici olarak kontrol grubunda goriilen
ekspresyonda daha az bir ekspresyon varligi goriilmektedir. Bu gruba ait hiicrelerde
vimentinin homojen olarak dagilmadigi periniikleer alanda belli bdlgelerde
yogunlagsma gosterdigi ve kisa kiit olarak boyama gostermesi Takrolimusun hiicre
iskeleti yapisi {izerinde olas1 negatif etkileri olarak yorumlanmustir. Oksitosin
grubunda, vimentin immunoekspresyonun azalmas: oldukg¢a dikkat ¢ekici bir bulgu
olarak saptanmistir. Bu da hiicrelerin diferansiyasyon yoniinde olduklarini akla
getirmektedir. Kombine grupta goriiniim biiyiik oranda kontrol grubu ve az sayidaki
bir hiicre popiilasyonunda ise Takrolimus grubuna benzer bir goriiniim hakimdir.
Vimentin ekspresyonu yogun olarak gozlemlenmektedir. Hiicre i¢i kisa kiit vimentin

(+) alanlar saptansa da yogunlukla kontrol grubu benzeri bir goriintii mevcuttur.
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Calisgmamizda deney gruplart lipid peroksidasyonu, glutatyon peroksidaz,
katalaz ve siiperoksit dismutaz olmak iizere dort ayr1 oksidatif stres parametresi ile

enzimatik olarak degerlendirilmistir.

Oksidatif hasarlarda Takrolimus ve Siklosporinin noroprotektif etkilerinin
arastirildigi bir ¢aligmada s6z konusu immunsupresif ajanlarin lipid peroksidasyonu
artigina sebep oldugu gosterilmistir (129). Bobrek nakli sonrasi immunsupresif ilag
olan Takrolimus ve oksidatif stres arasindaki iliski arastirildiginda da MDA
seviyesinin artig gosterdigi gortlmistir (130). Takrolimus ve mikofenolat mofetil
kombinasyon tedavisinde immunsupresif ilaglarin oksidatif stres lizerinde kuvvetli

etkisi oldugu ve lipid peroksidasyon seviyesinin arttig1 gosterilmistir (131).

Serbest radikaller olarak tabir edilen serbest oksijen gruplari, organizmada
bazi1 molekiillerin yapisini bozarak hiicre ve dokularda hasara neden olmaktadirlar.
Bu molekiillerden lipid peroksidasyonun en oOnemli iiriinii malondialdehittir.
Meydana gelen malondialdehit, membranda bulunan bilesiklerin  gapraz
baglanmasina sebep olmaktadir. Bu sebeple iyon gecirgenligi ve enzim aktivitesinin

degismesi gibi olumsuz sonuglar olugsmaktadir (132,134)

Bu calismada, malondialdehit miktarinda kontrol verilerine gore uygulama
gruplarinda saptanan degismelerde kontrol 4.736667 nmol/mg, Takrolimus 4.66000
nmol/mg, oksitosin 4.82000 nmol/mg, kombine grup 4.77000 nmol/mg olarak
saptanirken istatiksel agidan 0,05 6nem seviyesinde, gruplar arasinda ikili farklarin

tiim{i istatistiksel olarak anlamlidir (p<0, 05).

Glutatyon peroksidaz hiicrelerde olusan hiperoksitleri uzaklastirma gorevi olan
ve hiicreleri ¢esitli hasarlara karsi koruyan bir enzimdir (135). Hiicreleri, lipidlerin
peroksidasyonundan koruyan en 6nemli enzim olma 6zelligiyle hiicrenin yapisini ve

fonksiyonunu korumaktadir (136).

Yapmis oldugumuz ¢alismada, 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 olgiiliirken istatiksel agidan 0,05

onem seviyesinde, Kombine- Oksitosin disinda tiim gruplar anlamlidir (p<0, 05).

Katalaz protein yapisinda bol bulunan bir enzim olmakla birlikte hiicreler i¢in

toksik olan hidrojen peroksidi uzaklastirma goérevini tstlenmistir (137,138).
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Antioksidan etkiye sahip olan katalaz hiicreyi serbest radikal veya diger reaktif

molekiillerin oksidatif hasarindan korumaktadir (139).

Calismamizda, katalaz aktivitesinin 6l¢iimii sonucunda elde edilen bulgularda
kontrol grubu 1.660000, Takrolimus grubu 0.350000, oksitosin grubu 0.350000,
kombine grup 1.166667 olarak olgiilmiistiir. Istatiksel agidan Takrolimus-oksitosin

gruplar arasinda fark anlamsizdir. Diger gruplar arasinda fark anlamlidir (p<0,001).

Stiperoksit dismutaz enzimi oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde
bulunmaktadir. Oksijen toksisitesine karst hiicreler iizerinde koruyucu rol
oynamaktadir. Superoksit dismutaz, superoksit radikallerini, hidrojen peroksit ve

molekiiler oksijene doniistiirerek ortadan kaldirmaktadir (140).

Bu calismada siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi Olglimiinde inhibisyon
ytizdeleri kontrol grubunda 99.251770, Takrolimus grubunda 14.340950, oksitosin
grubunda 99.139547, kombine grupta 98.827780 olarak tespit edilmistir. Istatiksel
acidan 0,05 onem seviyesinde, gruplar arasinda ikili farklarin tiimii istatistiksel

olarak anlamlidir (p<0, 05).
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6. SONUC VE ONERILER

1-Takrolimus adipoz kaynakli mezensimal kok hiicreler iizerinde sitotoksik

etki gostermektedir.

2- Oksitosin hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda hiicre farklanma kapasiteleri

tizerinde etkiler gdstermektedir.

3- Takrolimus-oksitosin  kombine grupta canli hiicre, 6lii hiicre, erken ve geg
apoptoz yiizdeleri agisindan kontrol grubuna yakin olarak tespit edilmistir. Bu

bulgularin oksitosin etkisiyle oldugu diistinilmiistiir.

4- Literatiirde oksitosinin insan adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicreler
tizerindeki ICsg degeri ile ilgili higbir veri bulunamamistir. Calismamizda
oksitosinin insan adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre hatt1 ilizerindeki ICsg
degerini belirlemek amaciyla WST-1 testi yapilmis ve sonug 72. saatte 13.43 pM

olarak bulunmustur.

5- Takrolimusun adipoz doku koékenli mezenkimal kok hiicrelerin hiicre
canlilig: lizerindeki etkileri ile ilgili calismalar bulunmakla birlikte literatiirde tespit
edilmis herhangi bir ICsy degeri bulunmamaktadir. Bu ¢alismada Takrolimusun
insan adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre hatti {izerindeki sitotoksik etkisine
WST-1 testi ile bakilmis, hiicreler {izerindeki ICso dozu 72. saatte 17.44 uM olarak
tespit edilmistir.

6- Doku ve organ nakilleri sonrasi immunsupresif tedavi ve adipoz kaynakl
mezengimal kok hiicre uygulamas: birlikte yapilan hastalarda oksitosinin kullanimin,
mezensimal kok hiicre popiilasyonu {izerinde olumlu etkiler olusturabilecegi
diistiniilmektedir. Bu anlamda oksitosin klinik uygulamalar i¢in potansiyel yeni bir

ajan olabilecegi diisiiniilmektedir.

7-Konu ile ilgili deney hayvanlari ve basarili sonuglar alinirsa insan
caligmalar1 ile hiicresel tedavilerde oksitosinin rutin kullanima sunulmasi agisindan

Onem tasimaktadir.
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