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Insan Spinal Foraminal Yag Dokusundan Mezenkimal Kok Hiicresinin
Izolasyonu ve Karakterizasyonu

Ogrencinin Adi: Bilgehan SOLMAZ
Damsmani: Prof. Dr. Erkan KAPTANOGLU
Anabilim Dal: Sinir Bilimleri

1. OZET

Amag: Spinal foraminal (epidural) yag dokusu mezenkimal kok hiicrelerinin (YDMKH)
farklilagsma yeteneginin tanimlanmasi ve deri altt YDMKH’leri ile karsilastiriimasi

amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: Insan deri alt1 ve epidural yag dokusu drnekleri, lomber spinal cerrahi
sirasinda birincil insizyonel bolgeden ve lomber epidural bosluktan toplandi, YDMKH’ler

izole edildi.

Bulgular: Her iki YDMKH tiiriiniinde mezenkimal kok hiicre yiizeyi isaretleyicilerini
ifade ettigi gosterildi; bununla birlikte epidural YDMKH'ler, deri altt YDMKH'lerden
daha diisik CD90 ekspresyonu gosterdi. Ayrica, epidural YDMKH'lerin osteojenik ve
ndrojenik farklilasma kapasitesinin, subkutan MKH'lerinkinden daha belirgin oldugu

gosterilmistir.

Sonuglar: Spinal epidural YDMKH’lerin karakterizasyonu dural ve merkezi sinir sistemi
yaralanmalarinin tedavisinde yeni bir tedavi anlayisinin gelismesine katki yapacak ileri

calismalara temel teskil edebilir.

Anahtar Sozciikler: Epidural yag dokusu, yag dokusu kaynakli kok hiicre, CD90



Isolation and Characterization of Mesenchymal Stem Cell from Human Spinal
Foraminal Adipose Tissue

Student Name: Bilgehan SOLMAZ
Supervisor: Prof. Dr. Erkan KAPTANOGLU
Institute of Neurological Sciences

2. SUMMARY

Aim: It was aimed to define the differentiation ability of spinal foraminal (epidural)
adipose tissue mesenchymal stem cells (ATMSCs) and to compare them with
subcutaneous ATMSCs.

Materials and Methods: Human subcutaneous and epidural adipose tissue samples were
collected from the primary incisional site and lumbar epidural space during lumbar spinal

surgery, ATMSCs were isolated.

Results: Both types of ATMSCs were shown to express mesenchymal stem cell surface
markers; however, epidural ATMSCs showed lower CD90 expression than subcutaneous
ATMSCs. In addition, it has been shown that the osteogenic and neurogenic differentiation
capacity of ATMSCs derived from epidural adipose tissue is more pronounced than that
of subcutaneous ATMSCs.

Conclusions: Characterization of stem cells originating from spinal epidural adipose
tissue may be the basis for further studies that will contribute to the development of a new

treatment approach in the treatment of dural and central nervous system injuries

Keywords: Epidural adipose tissue, adipose tissue derived stem cell, CD90



3. GIRIS ve AMAC

Omurga cerrahisinin uzun geg¢misine ragmen, primer su sizdirmaz dural
kapatma, beyin cerrahisindeki en zorlu konulardan biridir. Mevcut dural kapatma
prosediirleri beyin omurilik sivist (BOS) sizintisinin  6nlenmesi i¢in yeterli
olmayabilir. Sonu¢ olarak, BOS sizintinin tedavisi siklikla uzun siireli postoperatif
hastanede yatis, subaraknoid drenaj yerlestirilmesi ve cerrahi revizyon gerektirir. Bu
stirecler siklikla derin ven trombozu, pulmoner emboli, pndmoni, idrar yolu
enfeksiyonu, subdural veya serebellar hematomlar gibi baska komplikasyonlara ve
ayrica artan tibbi masraflara yol acabilir (Cammisa ve ark., 2000). Primer dura
onarimina ek olarak ¢ok sayida cerrahi teknik ve sentetik veya otolog adjuvan materyal
¢Ozlim i¢in ortaya ¢ikmistir, bu da bagka komplikasyonlara veya yan etkilere neden
olabilir (Shaffrey ve ark., 1990). Dura sizintisinin tedavisi, noral dokunun korunmasi
ve dura onarimi i¢in daha dnce subkutan otolog serbest yag dokusu grefti kullanimi
Onerilmistir (Black 2002, Mayfield 1980). Bununla birlikte, deri alti yag dokusu
greftleri ile dura onarimi arasindaki temel hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin tam
olarak arastirilmasi gerekmektedir. Ayrica, dural iyilesme mekanizmasi hakkindaki

mevcut bilgiler hala biiyiik 6l¢iide belirsizdir (Costantino ve ark.,2000).

Bir yaralanmadan sonra doku onarimi veya doku iyilesmesi mekanizmalari
gelisen dinamik tepkilerle olduk¢a komplekstir. Cilinkii doku tipleri, yaralanmanin
siddeti ve immiin yanit bu siireclerde yakindan iligkilidir. Son ¢alismalar, endojen kok
hiicrelerin doku iyilegsmesinde kritik bir rol oynadigini ortaya koymustur (Wong ve
ark., 2012). Ayrica, yetigkin endojen kok hiicreler, iyilesme siirecini desteklemek igin
hiicre dis1 matriksten gelen sinyaller yoluyla yag dokusu gibi farkli kok hiicre
nislerinden de toplanabilir (Lu ve ark.,2018). Sonug olarak, yeni rejeneratif tedavi
stratejileri gelistirmek i¢in hem yara bolgesindeki hem de ¢evre dokulardaki kok hiicre
kaynaklariin tanimlanmas1 gerekmektedir. Her ne kadar noral parankimal hasara bir
yanit olarak meninkslerde noral kok/progenitdr hiicre aktivitesi gdsterilmis olsa da
(Decimo ve ark., 2011), spinal endojen dural veya meningeal kok hiicrelerin rolleri

bliylik ol¢iide bilinmemektedir.



Meninksler, beyin ve omuriligin bag dokusu kaplamalari olan pia, araknoid ve
dura materden olusur. Kranial duranin aksine, spinal dura, posterior longitudinal
ligament, ligamentum flavum ve vertebral lamina ile iligkili bir dizi pial kalinlasma ve
epidural ligament olan bag dokusu dizileri ile vertebral kanal i¢inde sabitlenir (Tardieu
ve ark., 2016). Sonug olarak, spinal dura ve vertebral kanal arasinda, kafatasinin
tabanindan sakral hiatusa uzanan epidural bosluk adi verilen gercek bir potansiyel
bosluga sahiptir. Embriyolojik olarak, fetiiste dura mater farklilagmasinin 13. haftada
tamamlanmasindan hemen sonra epidural bosluk olusur (Beaujeux ve ark., 1997).
Baslangigta, bu bosluk farklilasmamis gevsek bir mezenkimal doku ile doldurulur. 32.
hafta civarinda, farklilagsmis adipositler belirgin hale gelir ve daha sonra erigkinlerde
bu boslugun ana bilesenini epidural yag dokusu olusturur. Bu olgun adipositler,
cokgen hiicre sekli ve ayrica spinal sinir kdklerini saran dural kiliflar arasinda meydana

gelen benzersiz bir petek desenli sekil sergiler (Reina ve ark.,2009).
Arastimanin hipotezi:

Bu anatomik ve ultrastriiktiirel yakin iliski nedeniyle, basit bir dolgu
materyalinin 6tesindeki epidural yag dokusu, spinal meninkslerin gelisimi ve bakimi
icin dinamik bir olusum olarak kabul edilebilir. Ayrica, dural kiliflar arasindaki bu
benzersiz epidural adiposit hiicre dizilim modeli, bir kok hiicre nisi olarak kritik bir rol
oynayabilir. Boylece, epidural ve ayrica deri alt1 yag dokusu kaynakli kok hiicreleri

meningeal yaralanma ve merkezi sinir sistemi onarimi i¢in endojen bir arag olabilir.

Calismamiz insan epidural yag dokusu kaynakli kok hiicrelerinin
fenotipik o6zellikleri ve farklilagma kapasitelerinin degerlendirilmesi agisindan énem
tagimaktadir. Spinal epidural yag dokusu kaynakli kok hiicrelerinin karakterizasyonu
dural ve merkezi sinir sistemi yaralanmalarinin tedavisinde yeni bir tedavi anlayisinin

gelismesine katki yapacak ileri calismalara temel teskil edebilir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Kok hiicre tanim ve cesitleri

Kok hiicre kendi kendini yenileyebilen ve ¢esitli hiicre tiplerine farklilasabilen
hiicrelerdir. Kok hiicreler bu farklilasma 6zelliklerine gore totipotent, pluripotent,

multipoint ve unipotent olarak siniflandirilabilir.

Totipotent Hiicreler; erkek ve kadin haploid iireme hiicrelerinin birlesmesi ile
olusan diploid hiicre (zigot) tek basina embriyonun tiim hiicrelerini ve ekstra
embriyonik dokuyu yani plansentayr meydana getirebilir (Sagso6z ve Ketani 2008).
Diger ifade ile bir totipotent hiicre, tam ve eksiksiz bir organizma olusana kadar
boliinme potansiyeline sahiptir. Zigot igin kabul edilen bu durum, erken embroyonik

donem olarak adlandirilan, ilk 5 giine kadar ki blastomerler i¢in gegerlidir.

Pluripotent hiicreler; gelisimin 5. giinii sonras1 olusan hiicreler viicuttaki tiim
hiicrelere doniisebilme kabiliyetine sahip olsa da tek basina bir canliyi meydana
getiremezler (Brignier ve Gewirtz 2010). Blastosist asamasindaki embriyoda i¢ hiicre
kitlesinden elde edilirler. Embriyonik kok hiicre adi verilen bu hiicreler plasentay:
meydan getiremezler. Proliferasyon kapasiteleri yiiksektir. Mezoderm, endoderm ve

ektodermden olusan her 3 germ tabakasina ait 200’den fazla hiicreye farklilasabilirler.

Multipotent hiicreler; pluripotent hiicreye gore daha smnirli farklilagma
potansiyelleri vardir. Bu hiicreler sinirl farklilasma kapasitesine sahip olmalarina
ragmen igerisinde yer aldiklar1 germ tabakasina ait birgok sayida hiicre tiiriine
farklilasabilmektedirler (Barlow ve ark.,2008). Ornegin mezoderm kaynakli kemik
iliginde yer alan bu kok hiicreler kanda yer alan sekilli hiicrelerin hepsine
farklilagabilir. Multipotent hiicreler kordon kani1 ve yag dokusunda da bol miktarda

bulunmaktadirlar

Unipotent hiicreler; yalniz tek tip hiicre tipine doniisebilme kapasitesine sahip
kok hiicrelerdir. Ureme kaynakli yumurta, spermatogonyum, korneal ve endotel kok

hiicreleri eriskin organizmada, tek seri icerisinde farklilagmaktadirlar (Young ve Black
2004).
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Sekil 4.1. Kok hiicre hiyerarsisi (Ragina ve Cibelli 2009): Morula asamasina kadar olan zigot bir
organizma olusturabildikleri i¢in totipotent olarak tanimlanir. Blastokist asamasinda, yalnizca ig¢ hiicre
kiitlesinin (IHK) embryonik kok hiicreleri (EKH) {i¢ germ tabakasmni endoderm, mezoderm ve
ektodermi ve ayrica primordial germ hiicrelerini (PGH) olusturma kapasitesini sahiptir. Erigkin
dokularda ve organlarda kayip veya hasarli hiicrelerin yerini almak i¢in multipotent kok ve progenitor
hiicreler bulunur. Yetigkin kok hiicrelerin diger kok hiicre soylarina transdiferansiye olabilir (kesikli

cizgiler).

4.2. Kok hiicre kaynaklar:

Kok hiicreler, insan embriyolarindan veya eriskinlerdeki somatik dokulardan elde
edilebilir veya zaten farklilagmis bir somatik hiicrede dis etki yapilarak olusturulabilir.
Embriyonik kok hiicreler tipik olarak implantasyon dncesi blastokistden elde edilir. insan
kaynakli EKH tiiretmek icin kullanilan teknikler, hiicrelerin tiiretildigi blastokisti bozar.
Bu yontem etik kaygilar nedeniyle, diger kok hiicre kaynaklarina yonelik arastirmalart

tesvik etmistir.



Yetiskin kok hiicreleri dokularin hepsinde olmasa da ¢ogunda mevcut oldugu ve yasam
boyunca kalict oldugu ayrica dokunun korunmasi ve yaralanmaya yanit i¢in temel
olusturduklart diisiiniilmektedir. Bu hiicreler 6zelikle kan, deri ve bagirsak gibi hiicre
dongiisiiniin yiiksek oldugu dokularda bulunurlar. Hiicre devir hizinin daha diisiik oldugu
baz1 dokular (kas, beyin ve bobrek) icin olast bir kok hiicre popiilasyonu i¢inde kanitlar
vardir (Montarras ve ark., 2005; Reynold ve Weiss 1992). Kok hiicre potansiyeli ile
gelisim asamasi arasindaki yakin iliski kavrami 2006'da carpici bigimde degisti. Dikkat
¢ekici bir dizi deneyde, pluripotent EKH’lerinde ifade edilen, ancak genellikle olgun
hiicrelerde olmayan transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler alindi ve olgun hiicrelere
retroviral transfeksiyon yontemi ile yerlestirildi. (Takahashi ve Yamanaka 2006). Bunu,
genlerin artik "ektopik olarak" ifade edilecegi, yani genin normal olarak ifade edilmedigi
bir hiicre tipinde ifade edilecegi sekilde yaptilar. Az sayida olgun hiicre, EKH benzeyen
olgunlagmamis bir hiicre durumuna geri dondii. Siire¢ daha 6nce farklilasmis bir hiicre
tipinden bir pluripotent durumun uyarilmas: veya yeniden programlama olarak

adlandirildi. Bu hiicrelerede uyarilmis pluripotent kok hiicreler ad1 verildi.

4.3. KoKk hiicre nisi

Her dokuya 6zgii yetiskin kok hiicre, 6lmekte olan hiicreleri degistirerek ve
cogalma ile farklilasmay1 dengeleyerek organinin yapisini ve iglevini korumaktan
sorumludur. Doku kok hiicreleri, destekleyici hiicrelere bagli olduklari, zararli
uyaranlardan korunduklar1 ve uyarilma sinyalleri ile diizenlendigi nis ad1 verilen 6zel
ortamlarda bulunur. Kararli durum sirasinda, epidermistekiler gibi baz1 kok hiicreler
yalnizca tek bir spesifik hiicreye farklilasirken, bagirsak veya hematopoetik sistemdeki
gibi digerleri ¢oklu soylara farklilasabilirler. Kok hiicre yenilenmesi stirekli
(epidermis, bagirsak ve akciger hava yollarinda oldugu gibi), ¢ok yavas (kas ve ter
bezlerinde) veya rejeneratif aktivite patlamasi gerceklesen emzirenlerin meme

bezlerinde goriildiigi gibi ileri diizeyde olabilir (Gonzales ve Fuchs 2017; 43).

Kok hiicreleri islevlerinde 6zerklik gosterseler de dokunun stirekli degisen
ithtiyaclar1 ve talepleri hakkinda bilgi iletmek i¢in komsu cevreleriyle uyum iginde
hareket ederler ve onlara bagimlidirlar. Bu etkilesimler hassas bir sekilde ayarlanir.

Kok hiicre aktivitesi fazla oldugunda, doku asir1 biiylimesi ve kanser ortaya ¢ikabilir.



Buna karsilik, kok hiicre aktivitesinde azalma, kusurlu doku rejenerasyonu ve bariyer
disfonksiyonu ile sonuglanabilir. Bu nedenle nis, kok hiicrelere siirekli degisen
fiziksel, metabolik, enflamatuar ve yaralanma kaynakli degisiklikleri iletmeye ve
davraniglarint buna gore diizenlemeye hazir olmalidir. Nisler mezenkimal hiicreler
bagisiklik hiicreleri, periferik noronlar, vaskiiler ve lenfatik damarlardan olusan bir
hiicre dis1 matriks olmak tizere ¢ok sayida farkli bileseni bulunan bir yapidir. Bunlara
ek olarak, kok hiicreler, iirettikleri uyarici veya engelleyici sinyallere dogrudan yanit
vererek komsu nesilden etkilenir. Bu nedenle, dokuda yerlesik kok hiicrelerin
kaderinin belirlenmesi, ¢evresel sinyaller ve bunlara uygun sekilde yanit verme igsel

yetenekleri arasindaki kompleks entegrasyona baglidir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Kok hiicre nis mikro ortamu (Gola ve Fuchs, 2021). Kok hiicre (KH) nisi, dokuya 6zgii ¢ok
sayida hiicresel bileseni (kan damarlari, sinir lifleri, fibroblastlar, immiin hiicreleri), salgilanan faktorleri
ve bazal membran1 (BM) igerir (a). Homeostaz durumunda, KH nisi, KH islevlerini ve akibetini
etkileyen yapisal ve trofik destek, topografik bilgi ve fiziksel ipuglari (¢oziiniir parakrin veya otokrin
salg1 sinyalleri ve ayrica mekanik uyaranlar) saglar. (b) KH davransi igsel (IF) ve dissal faktorlerin

(DF) zaman icinde entegrasyonu seklinde &zetlenebilir



4.4. Kok hiicre plastisitesi

Yetiskin KH'ler, yerel ¢ogalma ve farklilasma yoluyla homeostazi ve doku
biitiinliglinii korurlar. Bununla birlikte, ¢evresel degisikliklere ve doku stresorlerine,
ozellikle de yaralanmaya yanit olarak, yetiskin KH'ler, KH'lere saglanan farklilasma
seceneklerinin daha esnek hale geldigi bir plastisite durumuna girer. Buna kismen
homeostatik kanonik transkripsiyon faktorlerinin kayb1 ve kromatin erisilebilirliginde
meydana gelen degisiklikler ve diger KH soylarina 6zgii transkripsiyon faktorlerinin
birlikte ekspresyonu aracilik eder. Bu degisiklikler, doku hasarini onarmak i¢in daha
bliyiik kapasiteye sahip KH'leri giiclendirir (Wagers ve Weissman 2004). KH
plastisitesinin erken kanitlari, hiicre kiiltiiriinli takiben seri transplantasyon ve/veya
asilamalarindan ortaya ¢ikmistir. Kendi nisleri tarafindan uygulanan kontroller altinda
olmayan bu nakledilen KH'ler, fizyolojik kisitlamalar1 dahilinde normalde
yaptiklarindan daha genis bir hiicresel soy aralig: iiretebilirler (Blanpain ve Fuchs

2014).

Homeostatik kosullar altinda, her KH bdlmesi karsilik gelen yerlesik KH'ler
tarafindan korunur. Cevresel bozulmalardan, lokalize hiicre ablasyonundan veya doku
yaralanmasindan sonra, KH'ler daha plastik hale gelir (yani, soy seg¢enekleri genisler
ve daha esnek hale gelir) ve nislerinden disar1 ¢ikabilir, bu da lokal doku hasarini
onarmak i¢in artan kapasiteye izin verir. Ayrica, farklilasmis progenitdr hiicreler
benzer sekilde farklilasmadan gegebilir. Cevresel uyaranlara ve stresorlere maruz
kalma, KH {iizerinde uzun siireli bir etkiye sahip olabilir. Yetiskin KH'ler ayrica,
giiclerini korumak icin bazal membran (BM) ile yakindan etkilesime girer. Mekanik
uyaranlarin KH hafizasi ve islevi lizerinde genis etkileri vardir. KH bellegi, genellikle
kromatin diizeyinde, uzun siireli hiicresel degisikliklere neden olur. Cevresel
stresOrlere yeniden maruz kaldiklarinda, KH'ler daha hizli stres tepkisi (yeniden
epitelizasyon), yiiksek inflamatuar sitokin iiretimi (interferon gama ve tiimor nekroz
faktor alfa) ve degismis hiicre sonlanma kararlar1 (artan miyelopoez) gibi degismis

davranislar sergileyebilir.

Dissal biyokimyasal faktorlere benzer sekilde, disaridan uygulanan fiziksel
kuvvetlerden kaynaklanan mekanik ipuglari, KH islevi, kaderi ve hafizasi iizerinde

genis etkilere sahiptir. Yetiskin KH’ler, hiicre kaderlerini ve doku organizasyonlarini
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siirdiirmek icin ekstraselliiler biyomatriks ile fiziksel etkilesimler igerisinde olmasini
gerektirir (Vining ve Mooney 2017; Shyer ve ark., 2017). Aslinda, adipoz veya kemik
iligi dokusundan tiiretilen MKH’nin vitro farklilasmasi, kismen matriks bilesiminin
esnekligi tarafindan diizenlenir [Huebsch ve ark., 2010; Engler ve ark., 2006) Sert
matris  kiiltiirleri, MKH'in  yayilmasmna, = YAP-TAZ  transkripsiyonel
koaktivatorlerinin niikleer translokasyonuna (Evet ile iligkili protein ve PDZ-
baglanma alanina sahip transkripsiyonel koaktivator) ve osteogeneze farklilasmaya
neden olur. Buna karsilik, yumusak matrisler {izerinde kiiltiirlenen MKH'ler, hiicre
yuvarlamasi, YAP/TAZ'n sitoplazmik lokalizasyonu ve adipogenez ile sonuglanir.
MKH'lerde mekanik hafiza, MKH fibrojenik programini tesvik eden mikroRNA-21
seviyeleri tarafindan ayrica diizenlenir (Li ve ark., 2017). Ayrica histon asetilasyonu
ve kromatin organizasyonunun, matriks maruziyetinin siiresine ve bilesimine bagl
olarak geri dondiiriilebilir veya geri dondiiriilemez bir siire¢ olan matriks sertligine

hizla uyum saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Killaars ve ark., 2019).

45. Mezenkimal kok hiicreler

MKH'ler, karakteristik igsi sekilde, tek hiicrelerden koloniler tiiretebilen
mezodermal kokenli ancak hematopoietik olmayan progenitér hiicrelerin
koleksiyonunu temsil eder. MKH'lerin bagisik sisteminden imtiyazli oldugu kabul
edilir ve osteoblastlar, adipositler, kondroblastlar, fibroblastlar ve perisitler dahil
olmak {izere cesitli tipte bag dokusu hiicreleri iiretebilir. MKH'lerin rejeneratif
etkilerine Oncelikle parakrin sinyalleme, 6zellikle immiinomodiilatorlerin,
antioksidan, antiapoptotik, anjiyojenik ve kemotaktik ajanlarin salinimi yoluyla
aracilik ettigi diigiiniilmektedir (Merino-Gonzalez ve ark., 2016). MKH’leri ileriye
doniik olarak izole etmek i¢in 1yl tanimlanmis evrensel ylizey belirtegleri
bulunmadigindan, spesifik olmayan bir teknik olan polistiren doku kiiltiirii plastigine
dogal olarak yapisma yetenekleriyle tipik olarak izole edilirler. Uluslararasi Kok

Hiicre Arastirma Komitesinin tarafindan belirlenmis MKH 6zellikleri sirasiyla;

I.  Hiicre kiiltiir ortaminda kiiltiir kabinin plastigine yapisabilen igsi

fibroblast benzeri 6zellikte olmalar,
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ii.  MKH’lerde ifade edilen yiizey isaretleyicileri CD105, CD73, CD90,
CDA44 ve ifade edilmeyen (hematopoetik spesifik markerlar) CD45,
CD34, CD11b, CD14, CD31, CD79A, HLA-DR’dir

iii.  Adiposit, osteosit ve kondrositlere farklilasma kapasitesi,

gostermelidir (Volarevic ve ark., 2017).

4.6. Yag dokusu mezenkimal kok hiicreleri

Yag dokusu mezenkimal kok hiicreler, kendi kendini yenileme kapasitesine
sahip olan ve diger hiicre soylar1 arasinda adipositler, kondrositler, miyositler,
osteoblastlar ve ndrositlere farklilagabilen mezenkimal hiicrelerdir (Thomson ve ark.,
2011). Yag dokusu mezodermden kaynaklanan adipositler ve vaskiiler diiz kas
hiicreleri, endotelyal hiicreler, fibroblastlar, monositler, makrofajlar, lenfositler ve
YDMKH'leri igeren stromal hiicrelerin bir kismi tarafindan olusturulan bir dokudur.
YDMKH'leri mezodermal ve ektodermal kokenli hiicrelere farklilasabilirler (Brown
ve ark.,2017). Yag dokusunda bulunan vaskiiler stromanin ayrilmasina dayanan
prosediir sayesinde, embriyonik dokuya basvurmadan kok hiicrelere erisime izin
saglanmis ve rejeneratif tipta kullanimini kolaylagtirmistir (Gimble ve ark., 2009).
CD34 pozitif YDMKH'ler hematopoietik olmayan kolonileri ayirt edebilen ve
olusturabilenlerdir, sirayla c¢esitli alt popiilasyonlarin tanimlandigr bir bdlme
olustururlar: proendotelyal (CD146 + / CD31 + / CD34 +); perisitler (CD146 + /
CD31-/ CD34-), gegici bir alt popiilasyon (CD146 +/ CD31-/ CD34 +); ve adiposit
olusturmak igin daha biiyiik bir potansiyel gosteren stromal hiicrelerdir (CD146— /
CD31-/CD34 +) (Zimmerlin ve ark., 2013). Spesifik indiikleyiciler kullanilarak, bu
YDMKH'lerin ihtiya¢ duyulan hiicresel hatta farklilasma yetenegine sahip oldugu
gosterilmigtir (Lindroos ve ark., 2011).

4.7. Yag dokusu mezenkimal kok hiicrelerinin uygulama alanlar:

Literatiirde hayvan modeli ¢cok sayida calisma mevcuttur. Kemik dokusunu
yenilemek icin YDMKH'erin implante edildigi bir osteoporoz modelinde

kullanilmistir ve etkilenen kemik dokusunun rejenerasyonu saglanmistir (Cui ve
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ark.,2007). Kas dokusu rejenerasyonunun olusup olusmadigini degerlendirmek ig¢in
YDMKH’lerden farklilasan hiicrelerin hasarli tibialis anterior kasina enjekte edildigi
sicanlar iizerinde yapilan bir ¢alisma belgelenmistir; tedavi edilen grupta 60 giin sonra,
kas kesiti ve maksimum kasilma kuvveti, tedavi edilmeyen kontrol grubuna kiyasla
artmistir (Bacou ve ark., 2004). Bu arada, bagka bir aragtirmaci, YDMKH’lerin
nakledildiginde, bir Duchenne miiskiiler distrofi modelinde farelerde distrofin
tiretimini bildirmistir (Rodriguez ve ark., 2005). Siganlarda yapilan bir otoimmiin
tiroidit modelinde, YDMKH transplantlarinin terapétik etkileri incelenmigtir. Hem
allojenik hem de singenik YDMKH'lerde, antitiroglobulin otoantikorlarinin
miktarinda ve ayrica inflamatuar yanitta bir azalma olmus ve Th1/Th2 arasindaki
denge yeniden saglanmistir (Choi ve ark., 2014). Hem hayvan modellerinde hem de
insanlarda kalp krizinden sonra kalp kasi bolgelerinin yeniden doldurulmasi igin
girisimlerde bulunulmustur. Ancak sonuglar tatmin edici olmamistir. Goriinilise gore,
nakledilen hiicrelerin sabitlenebilecegi ve ¢ogalabilecegi bir sinsityumun yoklugu bu
basarisizliklarin temel nedenlerinden biridir ve bu nedenle, iic boyutlu olarak kendi
kendine bir araya gelebilen peptit nanolifleri gibi birka¢ biyomatriks tanimlanmustir.
Bu aglar ve nakledilen hiicrelerin alikonmasi ve ¢ogalmasinda daha iyi sonuglar
vermistir (Kochegarov, Lemanski 2016). YDMKH'lerin genetik manipiilasyonu, farkli
karaciger veya kalp rahatsizliklarinin arastirilmasini ve tedavisini iceren deneysel
modellerde mevcuttur (Hu ve ark., 2010; Bagno ve ark., 2016). YDMKH

transplantlarinin rekonstriiktif tipta uygulanmasina bir 6rnekleride mevcuttur.

Kok hiicreler, ¢ok potansiyellilik ve kendi kendini yenileme gibi bilinen
ozelliklerine ek olarak, tiimor hiicrelerine dogru gog egilimide gosterirler, bu da tedavi
i¢in bir avantajdir, ancak ayni zamanda parakrin uyaranlarin bir sonucu olarak timor
fenotipine dogru farklilasma olasiligimida arttirir. Otolog YDMKH kullanimi ile
iligkili olabilecek malign transformasyon risklerine iliskin korkulara ragmen, 6zelikle
meme rekonstriiksiyonu onerilen kanser hastalarinda ¢ok diisiik lokal-bdlgesel tiimor

niiks siklig1 bildirilmistir (Walked ve ark., 2016; De Decker ve ark., 2016).
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4.8. Yag dokusu

Yag dokusu doku rengine gore gozle ayirt edilebilen beyaz yag dokusu (BYD)
ve kahverengi yag dokusu (KYD) olmak iizere iki tipte siniflandirilmigtir. Enerji
depolama, endokrin iletisim ve insiilin duyarlilig1 i¢in kritik olan beyaz yag dokusu,
insanlar dahil ¢ogu memelide en biiylik yag dokusu hacmini olusturur. Buna karsilik,
KYD, memelilerde dogum sonrasi ve kis uykusu sirasinda belirgindir. KYD’nin viicut
1s1s1nin korunmast i¢in kritik rolii olan titremeyen 1s1 iiretiminde kullanilir. KYD'in
baslangicta sadece bebek insanlarda oldugu diisiintiliirken, goriintiileme calismalari
yetigkinlerin supraklavikiiler ve torasik bolgelerinde metabolik olarak aktif KYD"
ortaya ¢ikarmigtir (Nedergaard ve ark., 2007). Kahverengi ve beyaz yag hiicreleri
sekil, boyut ve organellerinin hiicre i¢i yapis1 bakimindan farklilik gosterir (Sekil 3).
Beyaz yag hiicreleri genellikle kiire seklindedir ve her biri, ¢cekirdek de dahil olmak
tizere diger tiim organelleri hiicrenin ¢evresine iten biiyiik, tek bir lipid damlacig
icerir. KYD ‘da hiicreye ve bir biitiin olarak dokuya kahverengimsi bir renk veren,
demir igeren mitokondrilerle zenginlestirilmis daha elips seklinde bir hiicre boyunca
dagilmis coklu lipid damlaciklar1 icerir. Kahverengi adipositlerin termojenik
aktivitesi, enerji lireten proton gradyanini kisa devre yapan ve proton akisi sirasinda es
zamanl1 1s1 liretimine izin veren bir proton tasiyicist olan, uncoupling protein 1 igeren
cok sayida mitokondrisinin varligi ile saglanir (De Sa ve ark., 2017). Son zamanlarda,
iki ek yag dokusu tonu bej ve pembe tanimlanmistir. Bej yaglar hem kahverengi hem
de beyaz yag hiicrelerinin 6zelliklerini gosterir ve tipik olarak farkli bir preadiposit alt
kiimesinden deri ali BYD i¢inde veya mevcut beyaz adipositlerin
transdiferansiasyonu yoluyla gelisir (Wu ve ark., 2012; Himms ve ark.,2000). Bununla
birlikte, gen ekspresyon analizleri, bej yag hiicrelerinin farkli bir termojenik yag
hiicresi tipini temsil ettigini gdstermektedir. Pembe yag hiicreleri, disi farelerin deri
alt1 BYD'inda gebeligin 17-18 giinlerinde ortaya ¢ikan ve emzirme boyunca devam
eden yag dokusu olarak tanimlanmistir. Bu yag hiicrelerinin, siit salgilayan alveoller
olusturmak i¢in epitel benzeri 6zellikler alan ve dokuya pembe bir renk veren beyaz
adipositlerden tiiredigi goriilmektedir (Giordano ve ark.,2014). Pembe adipositler,
boliimlere ayrilmis lipid damlaciklari, sitoplazmik c¢ikintilar ve mitokondri,
peroksizomlar ve daha tipik epitelyal hiicrelere 6zgii bir yap1 gosteren kaba

endoplazmik retikulum dahil olmak iizere bol organeller ile karakterize edilir.
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4.9. Epidural alan ve epidural yag dokusu

Spinal dura mater veya dura, omuriligi, sinir kdklerini ve kauda equina'y1 saran
meninkslerin en dis tabakasidir. Makroskopik olarak, spinal dura beyaz, kalin ve giiclii
bir kolajen zardir. Ancak goriiniimii ve kalinlig1 kisinin yas1 ve omurga diizeyine gore
degisiklik gosterebilir (Hong ve ark. 2011). Ultrastriiktiirel olarak ii¢ tabakadan olusur;
dista gevsek fibroelastik, ortada fibr6z ve en igte hiicresel alt tabakalardir
(Vandenabeele ve ark. 1996). Kraniyal duranin aksine, spinal dura, yag hiicreleri
acisindan zengin ve ayrica sinir kokleri, lenfatikler, kiiglik arterler ve venoz pleksuslari
iceren gevsek bag dokusu ile dolu gercek bir potansiyel epidural bosluga sahiptir (Sekil
4). Epidural alan, kafatasinin tabanindan sakral hiatusa kadar uzanir. Kafatasi siniri,
spinal dura ile foramen magnumun kenari ve ikinci ve l¢ilincii servikal vertebra
gbdvdesinin arka ylizeyinin birlesmesiyle olusur. Kaudal sinir sakrokoksigeal membran
tarafindan kapatilir. Ventral sinir, posterior longitudinal ligament, vertebral cisimler
ve disklerdir. Dorsal smir vertebral lamina ve ligamentum flavumdur. Vertebral
pedikiiller ve intervertebral foramen epidural boslugun lateral sinirlarini olusturur
(Sakka ve ark., 2016). Eriskinlerde epidural boslugun ana bileseni yag dokusudur

ancak tiim spinal kanalda metamerik topografi ile yani kesintili bir dagilimi1 mevcuttur.

alan alan

Epidural Dura
yag

Sekil 4.9. Epidural alan ve epidural yag dokusu: Spinal epidural yag dokusu ve spinal sinir kokiinii

saran dural katlar arasindaki yag izlenmektedir (Reina ve ark.,2009).
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4.10. Stromal vaskiiler fraksiyon

Farklilagmamis mezenkimal kok hiicre goriiniimiinde projenitdr hiicrelerin elde
edilmesi ilk kez 2000’li yillarin basinda gergeklestirilmistir (Zuk ve ark., 2002).
Yapilan immunositokimyasal ve immunofloresan tekniklere gore kok hiicre
populasyonunun perivaskiiler alanda lokalizedir ve burada perisit ve endotelyal
hiicrelerle birlikte bulunur. Yag dokusu ameliyat sirasinda veya lokal anestezi altinda
igne ile veya agik biyopsi ile elde edilebilir. Cikarilan yag dokusu Ringer Laktat gibi
tuzlu bir solusyon veya %10 sigir serumu igeren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) gibi bir medyum igerisine alinir. Yag dokusunun elde edilip
tasinmasi ile ilgili biitiin siiregler steril sartlar altinda yapilmalidir (Hutley ve ark.,
2001). Stromal vaskiiler fraksiyon (SVF), elde edilen bu yag dokusunun enzimatik ya
da nonenzimatik yontemle ayristiritlmasi sonucu hiicrelerin izole edildigi heterojen bir
karisimdir. Bu hiicre toplulugunda endotelyal hiicreler, perisitler, -eritrositler,
fibroblastlar, lenfositler ve makrofajlar yer almaktadir (Frese ve ark., 2016). Yaygin
yontem kollajenaz, tripsin ve dispaz enzimleri kullanilarak yapilan enzimatik
izolasyondur. Yag doku pargalar1 enzimler ile inkiibe edilir ve sindirimi santrifiije
edilir ve boylece yiizen olgun adiposit popiilasyonunu topaklanmis SVF ayrilir. Bu
heterojen hiicre toplulugu igerisinde plastige yapisan mezenkimal kok hiicre
fraksiyonu kiiltiir pasaji sonrasi ayrilmis olur ve bu yolla daha homojen bir hiicre

populasyonu elde edilir.
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5. GEREC ve YONTEMLER

5.1.

5.2.

Kullanilan Geregler

Tam giivenlikli Laminar Air Flow Kabin (BioAir Safemate 1.2%)

CO2’li Inkiibatér (SANYO MCO-18AIC®)
Calkalamali su banyosu (Memmert®)

Vorteks (MS2 Minishaker®)

Inverted floresan mikroskop (Leica DM-IL LED®)
Konfocal mikroskop (Zeiss LSM700%)

Isik mikroskobu (Zeiss Primovert®)

Santrifiij (Hettich zentrifugen®)

Hassas terazi (Denver instrument®)

Buzdolab1 (Argelik®)

Otomatik pipet (Ependorf®)

Sarzli otomatik pipet (Brand accujet®)

Akis sitometri (BD, FACS Calibur)

ChemiDoc (Biorad) goriintiileme cihazi

Sarf Malzemeler

Kollajenaz Tip 1 (Biochrome™)

DMEM Medium (Gibco™)

DPBS, no calcium, no magnesium (1X) (Invitrogen™)
Penisilin / Streptomisin (Invitrogen™)
L-Glutamin (Invitrogen™)

Tripsin EDTA (Invitrogen™)

Trypan mavisi (Sigma™)

Alizarin Red S (Merck-Millipore™)

Oil Red O (Sigma™)

Formaldehid (Merck™)

75 mm’lik cell culture flask (Greiner-Bio one™)
25 mm’lik cell culture flask (Greiner-Bio one™)
10 ml’lik serolojik pipet (Greiner-Bio one™)

5 mI’lik serolojik pipet (Greiner-Bio one™)
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CNPase Anktikor (ABclonal)

GFAP Anktikor (ABclonal)

MAP2 Anktikor (ABclonal)

Nestin Anktikor (ABclonal)

Donkey anti- Mouse IgG Secondary Antikor (Invitrogen™)

Donkey anti- Rabbit IgG Secondary Antikor (Invitrogen™)

Human Recombinant bFGF

Human BDNF Recombinant Protein

L-Ascorbic acid 2- phosphate (Sigma™)

Indomethacin (Sigma™)

Dexamethasone (Sigma™)

Isobutylmethylxanthine (Sigma™)

PSC Neurarl Induction Medium Kit (Gibco™)

B-Glycerophosphate disodium salt (Sigma™)

Bu calisma Marmara Universitesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu (Protokol
kodu: 09.2017.019) tarafindan Helsinki Bildirgesi'ne uygun olarak onaylanmistir.
Hastalardan, planlanan lomber spinal cerrahi operasyonundan once bilgilendirilmis
onam formlarmi doldurmalar1 istenmistir. Calisma katilimcilari, herhangi bir
otoimmiin veya sistemik hastaligi olmayan, yaslar1 35 ile 50 arasinda degisen 3
hastadan olusturulmustur. Ayni1 kisiden lomber spinal operasyon sirasinda lomber deri
alt1 ve epidural bolgeden cerrahi olarak yag dokusu 6rnekleri alinmigtir. Cilt altindan
ve epidural mesafeden alinan adipoz dokulari, serum fizyolojik igeren steril cam tiip
icinde kok hiicre izolasyonu igin ameliyathaneden Marmara Universitesi Genetik ve
Metabolik Arastirma ve Uygulama Merkezi (GEMHAM) laboratuvarina transfer
edildi. Adipoz doku alindiktan sonra biitiin deneysel islemler GEMHAM

laboratuvarinda gergeklestirildi.

5.3. Epidural ve deri alti mezenkimal kok hiicrelerinin izolasyonu

Elde edilen yaklasik 3-5 gram yag doku 6rnekleri fazla kan, kiiciik damarlar ve
bag dokularini ¢ikarmak i¢in iki kez fosfat tamponlu salin (FTS) ile yikandi. Ardindan

temizlenen yag dokular1 ¢ok kiiclik parcalara boliinerek iki veya {li¢ adet 50 mL'lik
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falkon tiiplere konuldu. Daha once literatiirde tanimlandig1 gibi, her bir falkon tiipiine
%0.075 tip II kollajenaz ilave edildi, ardindan 37 °C'de 60 dakika inkiibe edildi
(Gagliardi ve Bunnell 2011). Parcalama islemi esit hacimde FTS eklenerek
durduruldu ve numuneler daha sonra oda sicaklifinda 600 gravitede 15 dakika
santriflij edildi. Olgun adipositler, kalintilar ve siv1 kisim atildi ardindan SVF ¢oktii.
SVF, PTS i¢inde yeniden siispanse edildi ve daha sonra 20 °C'de 10 dakika boyunca
400 gravitede santrifiije edildi ve daha sonra kiiltiir siselerine aktarildi. Her bir siseye
yaklagik 50 x 103/ cm2 karisik SVF hiicresi aktarildi. Daha sonra, %10 sigir serumu
ile desteklenen DMEM ortami, her kiiltir sisesine eklendi ve %5 CO2 ve
nemlendirilmis hava ile 37 °C'de inkiibatore yerlestirildi. 48 saatlik inkiibasyondan
sonra hiicreler, kiiltlir ortamini ve yapismayan hiicreleri ¢ikarmak icin yikandi. Ayrica
kiiltiir ortam1 her 72 saatte bir taze ortam ile yenilendi. Kiiltiir kabinda doluluk orani
%85-90’e ulasinca yag dokusundan tiiretilen mezenkimal kok hiicreler enzimatik
yontem (%0.25 tripsin + %0.04 EDTA) kullanilarak kiiltiir kab1 tabanindan ayrildi.
Hiicrelerin oldugu medyum santrifiije edilerek hiicresel pellet elde edildi. Ardindan,
hiicre sayisi, hiicre canlilig1 ve saflik Tripan mavisi (Invitrogen Carlsbad, CA, ABD)
kullanilarak hemositometre ile degerlendirildi. Canli hiicreler boyanmazken &lii

hiicrelerin boyandig1 goriildii. Sonraki pasajlar i¢in ekim yapildi.

5.4. Epidural ve deri alt1 yag dokusu kaynakhh mezenkimal kok hiicrelerinin

fenotipik karakterizasyonu

Yag dokusu kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerinin yiizey belirtegleri, daha
Once tanimlanan akis sitometrisi kriterleri kullanilarak analiz edildi (Bourin ve ark.,
2013). Hiicreler, akis sitometrisi analizi yoluyla hiicre yiizeyi isaretleri kullanilarak
karakterize edildi. Kiiltiir icerisinde yapisik hale bulunan hiicreler, FTS icinde
¢oziinmiis %3 s1gir serum albiimini (SSA) ile muamele edildi. Ugiincii pasajdan alinan
1 x 10° hiicrelere u2922-PE ve PE-Cy5 konjuge primer antikorlar1 antikorlara eklendi.
Antikorlara yapigsmasi i¢in karanlik ortamda YDMKH'ler 30 dakika 4 °C’de bekletildi.
Negatif kontrol olarak CD34-PE ve CD45-PE-Cy5 ve pozitif kontrol ve izotipik
kontrol olarak CD90-FITC ve CD105-FITC kullanildi. Bekleme sonunda hiicrelerin
tizerine 500 pl isodiluent eklenerek, 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi ardindan
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tiplere 500 ul isodiluent eklendikten sonra BD FACS Calibur akis sitometri cihazinda
(Becton, Dickinson and Company, ABD) analizleri yapildi.

5.5. 1In vitro farklilasma analizleri

Yag dokusuna, osteojenik ve noronal farklilasma deneyleri, daha once
aciklanan yontemlere gore kiiclik modifikasyonlarla (Gagliardi ve Bunnell 2011)

yapildi.

5.6. Yag dokusu farkhilagsmasi

YDMKH’ler, DMEM'in 50 ug/mL indometasin, 10-7 M deksametazon ve 50
ug/mL askorbat-sodyum 2-fosfat ile desteklenmesiyle olusturulan adipojenik
farklilasma ortaminda inkiibe edildi (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD). Kiiltiir
ortam1 her 72 saatte bir yenilendi. 14 giin sonra, farklilasmis hiicreler 1 saat %10
formalin ile sabitlendi ve %60 izopropanol ile yikand: ve 10 dakika boyunca Oil red
O ile boyandi. Boyanan hiicreler, %100 izopropanol i¢inde ¢oziindiiriildii. Daha sonra

151k mikroskobu altinda morfolojik olarak tespit edildi.

5.7. Osteojenik farkhilasma

YDMKH’ler osteojenik farklilasma ortaminda 10 mM B-gliserol fosfat, 50
ug/mL askorbat sodyum 2-fosfat ve 10-7 M deksametazon, %1 antibiyotik (Sigma-
Aldrich) ile desteklenmis DMEM igerisinde inkiibe edildi. Hiicrelerin
farklilasmasindan sonra, 10 dakika boyunca etanol kullanilarak sabitlendi ve Alizarin

red S ile boyandi. Daha sonra 151k mikroskobu altinda morfolojik olarak tespit edildi.

5.8. Noronal farkhllasma

Noronal farklilagmay indiiklemek i¢in hiicreler, farklilasma ortaminda 5 giin
boyunca kiiltiirlendi (DMEM ortam1 0,5 m Misobutilmetilksantin, 10 ng/mL beyin
kaynakli norotrofik faktor, 10 ng/mL epidermal biiytime faktorii, 10 ng/mL bazik

fibroblast biiylime faktorii, %20 noral kok hiicre proliferasyon takviyesi ile
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desteklendi). Noronal farklilagma, Nestin, glial fibriler asidik protein (GFAP) ve 2',3'-
Cyclic-niikleotid 3'-fosfodiesteraz (CNPase) gibi morfolojik degisiklikler ve noral
marker ekspresyonu ile degerlendirildi. Noral indiiksiyondan sonra hiicreler, oda
sicakliginda 15 dakika boyunca %4 paraformaldehit ile sabitlendi, 30 dakika siireyle
blokaj soliisyonunda inkiibe edildi (%5 (w/v) SSA, FTS i¢inde %0,6 (h/v) Triton X-
100) ve ardindan her bir birincil antikor anti-Nestin (A11861, ABclonal), anti-GFAP
(A10873, ABclonal) ve anti-CNPase (A1018, ABclonal) ile oda sicakliginda 3 saat
stireyle inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler, yikama tamponu ile durulandi ve uygun
florokrom konjuge sekonder antikorlarla 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
Mikroskopi analizi, lazer konfokal mikroskopi (Zeiss LSM 700, Oberkochen,
Almanya) ile yapildu.

5.9. Western Blot analizi

Her iki hiicre tiiriinden toplam protein, hiicre liziz tamponu (Cell Signaling
Technology, Inc., Danvers, MA, ABD) kullanilarak ekstre edildi. Siipernatanlarin
protein konsantrasyonlari, bisinkoninik asit tahlili ile belirlendi. Ilk olarak, 30 pg
protein numunesi %10-12 SDS-PAGE jelleri ile molekiiler agirliklarina gore ayrildi.
Sonrasinda jelden nitroseliiloz membranlara protein aktarimi yapildi. Membranlar,
Nestin, GFAP ve CNPase'e karsi birincil antikorlarla inkiibe edildi. Horseradish
peroksidazla konjuge ikincil antikorlarin ve bir kemiliiminesans kitinin (Cell Signaling
Technology, Inc.) kullanilmasinin ardindan, blotlar ChemiDoc (Biorad) goriintiileme

cihaz ile olciildii ve gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (Gapdh) ile normallestirildi.
5.10. Istatiksel analiz

Istatistiksel analiz Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD)
yazilimi kullanilarak yapildi. Farkliliklarin istatistiksel anlamliliginin belirlenmesi
icin, eslestirilmemis t testi, ardindan 2- tail testi yapildi ve P <0,05 istatistiksel olarak

anlamli olarak kabul edildi.

20



6. BULGULAR

6.1. Deri alt1 ve epidural yag dokusu kaynakh kok hiicrelerin morfolojik

degerlendirilmesi

Deri alt1 yag dokusundan alinan hiicrelerin, resim 6.1a'da goriildiigii gibi, ilk
pasajda ince ve uzun hiicre siirecleri ile 1§ sekli gibi mezenkimal kok hiicre
morfolojisine sahip oldugu gozlendi. Epidural yag dokusundan alinan hiicrelerin,
resim 6.1b'de goriildiigii gibi, ilk pasajda iiggen, ¢cokgen, kiigiik oval ve ig sekli gibi

heterojen morfolojiye sahip oldugu gozlendi.

Resim 6.1. Deri alt1 ve epidural yag dokularindan izole edilen YDMKH'lerin morfolojisi. Deri alti
dokudan izole edilen hiicreler ig seklinde (siyah oklar) daha diizgiin fibroblast benzeri sekle biiriindii
(a). Epidural dokudan izole edilen hiicreler, farkli yonlenmeler ve sekillerde oldugu izlendi; ig seklinde
(kirmiz1 ok) tiggen (mavi ok), cokgen (yesil ok), kiigiik oval (sar1 ok) ve dairesel (siyah ok) (b).
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6.2. Deri alt1 ve epidural yag dokusu kaynakhh mezenkimal kok

hiicrelerin fenotipik karakterizasyonu

Akis sitometrisi analizi, deri alt1 ve epidural YDMKH’lerin sirasiyla 0.85 +
0.56 ve 1,07 £ 0.49 ve 1,27 £ 0,60 ve 1,76 = 0,78 ortalama yiizdelerle, 6nemli 6l¢iide
diisiik bir CD34 ve CD45 ylizdesi ifade ettigini ortaya koydu (Tablo 1 A,B). Kok
hiicrelerin tipik ylizey belirtegleri olan CD90 ve CD105, her iki MKH tipinde de ifade
edildi; bununla birlikte, epidural YDMKH'ler, deri alti YDMKH’lerden 6nemli 6l¢iide
daha diistik CD90 ekspresyonu sergilemistir; ortalam yiizdeleri sirasiyla 47,07 + §,.25
ve 96,71 + 1,95°tir.

Deri alti YDMKH’ler Epidural YDMKH’ler
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Tablo 6.2. Deri alt1 ve epidural YDMKH'ler i¢in yiizey farklilasma antijenleri: Akis sitometrisi analiz
sonuglari (A), hem deri alt1 hem de epidural YDMKH'lerin 6nemli 6l¢iide diisiik bir CD34 ve CD45
yiizdesi ifade ettigini gosterdi (B). Kok hiicrelerin tipik yiizey belirtegleri CD90 ve CD105, her iki
MKH tipinde (2B) ifade edildi; bununla birlikte, epidural YDMKH'ler, deri altt YDMKH’lerden
onemli dl¢giide daha diisiik CD90 ekspresyonu sergilemistir
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6.3. Farkhlasmamis deri alt1 ve epidural yag dokusu kaynaklhh mezenkimal kok

hiicreler tarafindan noral ve glial proteinlerin ekspresyonu

Nestin (noral kok hiicrelerde tarif edilen bir ara filament proteini), GFAP
(astrositler ve ependimal hiicreler dahil olmak {izere santral sinir sisteminin ¢ok sayida
hiicre tipi tarafindan ifade edilen bir ara filament proteini) ve CNPase'nin (miyelin
iliskili enzim) protein ekspresyonlar1 western blot ile arastirildi. Her iki farklilagsmamis
grup, Nestin, GFAP ve CNPase proteininin ekspresyonlarint gosterdi. Tablo 6.3’de
goriildiigl gibi Nestin, GFAP ve CNPase i¢in deri alt1 ve epidural MKH'ler arasinda
anlamli bir fark vardi (P <0.05).
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Tablo 6.3. Western blot analizi: Noral indiiksiyondan 6nce, deri alt1 ve epidural YDMKH'ler noral hiicre
proteinleri sirastyla (A, B, C) Nestin, GFAP ve CNPase ifadeleri izlenmektedir. Nestin (*P < 0,05),
GFAP (*P <0.05) ve CNPase (*P < 0,05) genlerinin ekspresyonu, epidural YDMKH lerde istatistiksel
olarak anlamlidir.
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6.4. Deri alt1 ve epidural mezenkimal kok hiicrelerin yag dokusuna

farkhlasmasinin karsilastirilmasi

Deri alt1 ve epidural YDMKH'ler, adipojenik farklilagsmay1 incelemek icin
standart bir adipojenik indiiksiyon kiiltiiriine indiikklendi ve ardindan resim 6.4.a
ve.b'de goriildiigii gibi kontrol hiicreleri ile karsilastirildi. Oil red O boyama sonuglari,
deri alt1 ve epidural YDMKH'lerde sitoplazmalarinda kiiciik lipid damlaciklarini
gosterdi (Resim 6.2.c ve 6.2.d). Kontrol 6rneklerinde Oil red O-pozitif hiicreler
gozlenmedi. Ayrica, Sekil 6.4.b'de gosterildigi gibi, epidural YDMKH'lerin

indiiklenmemis kontrollerinde farklilagmis hiicreler izlendi.

Deri altt MKH’ler Epidural MKH’ler

Kontrol

indiiklenmis

Resim 6.4. Isik mikroskobunda adipojenik farklilasmanin morfolojik gozlemleri: Normal biiyiime
ortamindal4 giin boyunca kiiltiirlenen deri alt1 ve epidural YDMKH'ler (a,b). Adipojenik ortamda 14
giin boyunca kiiltiirlenmis deri alt1 ve epidural YDMKH'lerde kirmizi boyanan lipid damlaciklariin
olusumunu gosterildi. Epidural YDMKH'lerin kontroliinde farklilasmis yildiz seklindeki hiicreler
izlendi (siyah oklar), kutu daha fazla bilyiitiilmiis bir gériiniimii gdsterir (b).
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6.5. Deri alt1 ve epidural yag dokus kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin

osteojenik farkhlasmasimin karsilastirilmasi

Deri alt1 ve epidural YDMKH'ler standart bir osteojenik indiiksiyon kiiltiiriine
indiiklendiler kontrol hiicreleri ile karsilastirildilar. Alizarin kirmizis1 S boyama
sonuglari, epidural YDMKH'lerde deri alti YDMKH'lere kiyasla daha yiiksek olan bir
kalsiyum kristalleri birikimini gosterdi (Resim 6.5.d). Kontrol kiiltiirlerinde hicbir
Alizarin kirmizisi pozitif hiicre gzlenmedi. Ayrica, resim 6.5.b'de gosterildigi gibi,

epidural YDMKH'lerin indiiklenmemis kontrollerinde farklilagmis hiicreler gozlendi,

Deri altt MKH’ler Epidural MKH’ler

Kontrol

Indiiklenmis

Sekil 6.5. Isik mikroskobunda osteojenik farklilasmanin morfolojik gozlemleri: 21 giin boyunca
normal biiylime ortaminda kiiltiirlenmis deri alt1 ve epidural YDMKH'ler (a,b). 21 giin boyunca
osteojenik ortamda kiiltiirlenmis deri alti epidural YDMKH'ler. Alizarin kirmizisi boyamasi,
indiiklenen her iki grupta da kalsiyum kristallerinin ¢okeldigini gosterdi (c,d). Oklar, epidural
kontroliinde dairesel farklilagmis hiicreleri gosterir.



6.6. Deri alt1 ve epidural yag dokusu kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin

norojenik farkhlasmasinin karsilastirilmasi

Deri alti ve epidural YDMKH'ler, norojenik farklilasmay1 incelemek icin
standart bir norojenik indiiksiyon kiiltiiriine indiiklendi ve kontrol hiicreleri ile (Resim
6.6.a ve b) karsilastirildi. Noral indiiksiyonun 2. giiniinde, epidural YDMKH’ler deri
altt YDMKH’lere kiyasla ndronal veya glial benzeri hiicrelere farklilasmistir (Resim
6.6.c, ve d). 5 giin sonra, her iki hiicre grubu da sitoplazmanin biiziilmesi, akson
olusumu ve dendrit benzeri sitoplazmik cikintilar dahil olmak iizere hiicresel
morfolojilerinde degisiklikler gosterdiler (Resim 6.6.e ve f). Ancak bu morfolojik
farklilasma epidural YDMKH'lerde daha belirgindi. Ayrica, resim 6b'de gosterildigi
gibi, epidural YDMKH'lerin indiiklenmemis kontrollerinde ndroglia benzeri hiicreler

gozlendi.

Deri alti MKH'ler

Kontrol

indiiklenmis 2.giin

indiiklenmis 5.giin

Resim 6.6. Isik mikroskobunda nérojenik farklilasmanin morfolojik gozlemleri: Normal biiyiime
ortaminda kiiltiirlenen 5. giiniinde deri alt1 ve epidural YDMKH'ler (oklar néroglia benzeri hiicreleri
gosterir). Norojenik ortamda kiiltiirlenmis epidural YDMKH’lerde 2. giinde ndron benzeri bir hiicre
izlendi (d). Deri alt1 ve epidural YDMKH'ler nérojenik ortamda ndron veya glial benzeri hiicrelerin
farklilastig izlenmektedir (e, f).

26



6.7. Deri alt1 ve epidural YDMKH'lerin néral indiiksiyonundan sonra

immiinositokimya ile karsilastirmali morfolojik analizi

Deri alt1 ve epidural MKH'lerden tiiretilen noral farklilasmis hiicrelerde Nestin,
CNPase, GFAP ve MAP-2 belirteclerinin ekspresyonunu aragtirmak igin
immiinositokimya boyamasi yapildi (Resim 6.7). Her iki hiicre grubunda da noral
indiiksiyonun 5. giiniinde belirtecler gosterildi. Bununla birlikte, tiim numunelerde
deri alt1 ve epidural MKH'ler arasinda norojenik farklilagsmis hiicrelerde dikkate deger

bir morfolojik fark vardi.

CNPase DAPI/Nestin/CNPase

Deri alti

Epidural

Nestin GFAP DAPI/Nestin/GFAP

Deri alti

Epidural

DAPI Nestin MAP2 DAPI/Nestin/MAP2

C

Resim 6.7. Lazer konfokal mikroskopi altinda deri alti ve epidural MKH'lerin nérojenik
farklilagmasinin morfolojik goézlemleri: A, B ve C panellerinde goriildiigii gibi DAPI (4°,6-diamidino-
2-fenilindol) isaretli hiicre ¢ekirdeklerinin (mavi) floresan mikrograflari izlenmektedir. Tiim panellerde
Nestin isaretleyici ifadesi yesil renk goriildii. A3 ve A7 panellerinde CNPase isaret¢isinin kirmizi
renkteki ifadesi izlendi. B3 ve B7 panellerinde GFAP isaretcisinin kirmiz1 ifadesi izlenmektedir. Panel
C3 ve C7'de MAP2 isaret¢isinin kirmizi ifadesi izlenmektedir.

Deri alti

Epidural

27



7. TARTISMA ve SONUC

Yag dokusu esas olarak yag depolayan hiicrelerden (adipositler) ve yapisal bir
lif ag1 icindeki diger hiicre tiplerinden (yani endotelyal hiicreler, fibroblastlar, ndronal
hiicreler ve 16kositler) olusan bag dokusudur (Berry ve ark., 2013; Martinez ve ark.,
2014). Yag dokusu, yag depo alanlar1 olarak da adlandirilan belirli anatomik
yerlesimlerde bulunur. insanda bu depolar esas olarak viicudun iist ve alt kisimlarinda
deri alt1 yerlesimli ve karin i¢i veya viseral yag birikintileri olarak siniflandirilir
(Tchkonia ve ark., 2013). Makroskopik goriiniimii itibari ile bunlara beyaz yag dokusu
adi verilir. Diger 6zel yag birikintisine, yliksek mitokondri yogunlugu nedeniyle koyu
bir pigmente sahip olan kahverengi yag dokusudur. Mevcut ¢alismamizda, lomber-
epidural ve lomber-spinal subkutan yag dokularindan alinan her iki numune de bu
geleneksel siniflandirmaya gére BYD’dir (Reina ve ark., 2009). BYD'lerin birincil
islevi enerji dengesindeki degisikliklere yanit olarak yag asidi molekiillerini
depolamak ve serbest birakmaktir. Ayrica, BYD'lerin immiin, endokrin, mekanik ve
termal fonksiyonlar dahil olmak tiizere farkli rolleride vardir (Kruglikov ve Scherer
2016). Bu biiyiik BYD depo alanlarina ek olarak, genellikle kiiciik boyutlu ve viicudun
her yerine genis bir sekilde dagilmis doku ile iligskili BYD birikintileri vardir. Bu
depolar bitisik anatomik yapilarla yakindan iligkilidir. Dura mater ve epidural yag
dokusu ile anatomik ve ultrastriiktiirel yakin iligkileri g6z oniine alindiginda, doku ile
iligkili ayr1 bir yag birikimi oldugu varsayilabilir. Son ¢alismalar, doku iligkili BYD
birikimlerinin, 6zellikle kok hiicreden zengin dokuda (yani kemik iligi, deri ve meme
bezi) doku biiylimesinin modiilasyonu ve doku onarimi veya rejenerasyon siireci gibi

cesitli islevlere sahip oldugunu gostermistir (Zwick ve ark.2018).

Epidural yag dokusu hakkindaki bilgiler, sadece vertebral kolonun
hareketine kars1 dura mater ve sinir kokleri gibi ¢cevre dokular i¢in biyomekanik destek
ile ilgilidir (Reina ve ark., 2009). Bununla birlikte, farkli islevlerinin
tanimlanmasindaki ilerlemeler nedeniyle, spinal patolojilerle iligkili yeni terapotik
yaklagimlarin ortaya ¢ikmast muhtemeldir. Sonu¢ olarak, doku ile iligskili BYD
yataklarmin islevlerini anlamanin ilk adimi, onlarin gelisimsel kokenlerini anlamaktir.
Bununla birlikte, yag dokusu, daha 6nce belirtildigi gibi olgun adipositler disinda, SVF

olarak bilinen heterojen bir hiicre karigimina sahiptir. Bu nedenle, her bir yag
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deposunun gelisimsel kokeni i¢in tek bir kaynak oldugunu soylemek zordur (Sanchez
ve ark., 2014). Ek olarak, SVF bol miktarda multipotent kok hiicre popiilasyonu igerir
(Raposio ve ark., 2007; Zuk ve ark., 2002). Yag dokusundan elde edilen mezenkimal
kok hiicrelerin CD90, CD105, CD73, CD44 ve CDI166 gibi YDMKH yiizey
belirteglerini ve ayrica CD45, CD34 ve HLA-DR hematopoietik yiizey belirteglerinin
negatif ekspresyonunu ifade etmesi beklenir. Ancak bu belirtecler, Y DMKH'lerin tiim
Ozelliklerini tutarli bir sekilde ifade etmez ve profil ifadesi, kiiltiir zamani1 ve ortamina

gore degisebilir (Baer ve Geiger, 2012).

Mevcut sonuglara gore, Y DMKH'ler, CD90 ve 105 i¢in pozitif ve CD34
ve CD45 icin negatif olan tek tip karakteristik isaretler gdstermistir. Bununla birlikte,
calismamizin sonuglar, CD90 ekspresyonunun epidural MKH'lerde (%47.07)
subkutan MKH’lere (%96,7) kiyasla daha diisiik bir ylizde oldugunu ortaya koydu.
Thy-1 olarak da bilinen CD90, MKH'lerde eksprese edilen 25-37 kDaltonluk bir
glikosilfosfatidilinositol baglantili glikoproteindir (Williams ve Gagnon, 1982). CD90
ekspresyonunun islevi ile ilgili ¢esitli hiicre tiplerinde yara iyilesmesinden norit
bliyime modiilasyonuna kadar artan sayida c¢alismaya ragmen, kok hiicre
biyolojisindeki islevi belirsizligini koruyor. Ayrica osteogeneze doniisebilen
molekiiler yolaklar tam olarak aydinlatilamamistir. Bununla birlikte, CD90
ekspresyonundaki bir azalma, daha etkili bir osteojenik farklilasmaya yol acar (Chen
ve ark., 1999; Moraes ve ark., 2016; Wiesmann ve ark., 2006). Bizim ¢alismamizda,
CD 90 ekspresyonunun azalmasi, deri alti YDMKH'lere kiyasla epidural
YDMKH'lerde osteojenik indiiksiyondan sonra osteojenik matriksin daha belirgin

olusumunu agiklayabilir.

Farklilagmamis YDMKH'lerin bir bagka karakteristik 6zelligi,
fibroblast benzeri hiicreler olarak adlandirilan tipik olarak bipolar veya ¢ok kutuplu
uzun sekilleridir (Frese ve ark., 2016). Calisma sonuglari, izole epidural
YDMKH'lerin, deri altt YDMKH'lerin aksine, fibroblast benzeri morfoloji disinda
heterojen sekiller sergiledigini ortaya koydu (Resim 1). Hiicre sekli, i¢ faktorler yani
biyokimyasal ve genetik faktorler ile sikistirma, gerilim gibi dis kuvvetler tarafindan
dengelenen aktif 6zellikler ile iliskilidir (Cardozo ve ark., 2012). Bu anlamda, dura

etrafina ve ayrica dural kiliflarin i¢ine yayilmis olan olgun epidural adipositler, hiicre
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yiizeyine uygulanan fiziksel kuvvetlerin dengesi ile dogrudan iligkili olan diizenli bir
altigen sekle sahip olabilir. Bu dis kuvvetler, dural kesedeki beyin omurilik sivisi
basing dalgalanmasina ve spinal epidural bosluk basincina baglanabilir. Ilging bir
sekilde, son arastirmalar, bu dis fiziksel faktorlerin, kok hiicrelerin seklini ve
farklilasma kaderini etkiledigini gdstermistir. Ornegin, artan yer¢ekimi, YDMKH'lerin
seklinin degismesine neden oldugu ve hiicrelerin osteoblastlara farklilagdigi
gosterilmistir (Andreazzoli ve ark., 2017). Sonug olarak, epidural bosluk ic¢indeki
mekanik kuvvetler olgun epidural adipositlerde izlenen diizenli altigen seklin ve
epidural YDMKH'lerin fiziksel sekil degisikliklerininde nedeni olabilir. Bunun
Otesinde, noroglia hiicrelerine benzer farklilagsmis hiicreler, epidural YDMKH'lerin
hem adipojenik hem de noérojenik kontrol kiiltiirlerinde herhangi bir noral indiiksiyon
olmaksizin gozlendi. Bugiine kadar, sadece tek bir ¢alisma, YDMKH'lerde herhangi
bir biliylime faktorii olmadan noral benzeri hiicrelerin kendiliginden olusumunun
meydana gelebilecegini bildirmistir (Kang ve ark., 2004). Bu nedenle, farklilasmamis
kiltir ortaminda epidural ve deri ali YDMKH'ler arasindaki noral farklilasma
belirteclerinin ekspresyon seviyesi karsilagtirildi ve istatistiksel olarak yiiksek
seviyelerde noral kok hiicre belirteci, Nestin, GFAP ve CNPase epidural
YDMKH'lerde gozlendi belirgin olarak gozlemlendi. Kok hiicre morfolojilerinin ve
gen veya protein ifadelerinin kaynak dokularina bagli olarak farkli olabilecegi iyi
bilinmektedir. Ayrica, farklilasmamis YDMKH'ler dogal olgunlasmamis noral
proteinleri ifade edebilir, ancak ndronal farklilasmadan sonra bu ifadeler azalacaktir
(Ashjian ve ark., 2003; Jang ve ark., 2010). Ancak, bu ¢calismada, noral indiiksiyondan
sonra, epidural YDMKH'lerde, deri altt YDMKH'lere kiyasla norojenik farklilagsmanin
daha belirgin oldugu ve daha erken basladig1 gézlendi. Bununla uyumlu olarak, in vitro
norojenik farklilagtirilmis epidural YDMKH'lerin Nestin, GFAP, CNPase ve MAP-2
icin immiinoreaktiviteleri gorsellestirildi. ilging bir sekilde, epidural YDMKH'lerin
tiim Orneklerinde hemen hemen her mikroskobik alanda yildiz seklinde farklilagmis
kok hiicreler gozlendi. Bu bulgular, epidural yag dokusunun santral sistemi i¢in bir
kok hiicre nisi olabilecegini diisiindiirdii. Sonucta hem epidural hem de deri alt1 yag
dokularindan izole edilen bu kok hiicreler, kaynak doku ile uyumlu karakteristik
morfolojilere ve 6zel islevlere sahip olgun hiicre tiplerine doniigebilmelidir. Bu

anlamda epidural ve deri ali YDMKH'lerin adipojenik farklilagsma potansiyelleri
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arasinda morfolojik bir fark yoktu. Bununla birlikte, kok hiicre seklinin heterojenligi
ve norojenik farklilasma yetenegi, epidural YDMKH'lerin gelisimsel kodkenini
gosterebilir. Aslinda, son ¢caligmalar, YDMKH'lerin genel olarak kabul edilen kaynagi
olan mezoderm disinda farkli gelisimsel kokenler olabilecegini dnermistir (Feng ve
ark. 2011; Majka ve ark., 2010, Slukvin ve ark., 2011). Spesifik olarak, soy izleme
caligmalari, az sayida YDMKH'nin, sefalik bolgedeki bazi belirli alanlarda noral
krestten kaynaklandigini ortaya koymustur (Billon ve ark., 2007; Lemos ve ark.,
2012). Bu farkl kiigtik kok hiicre popiilasyonlart hem noéral krest progenitorleri hem
de preadipositler i¢in belirtegler sergilemislerdir (Sowa ve ark., 2013). Bu hiicrelerin
tam islevleri belirsizligini koruyor olsa da ilging bir sekilde, karakteristik fibroblast
benzeri sekilden farkli olan bipolar ve multipolar hiicre morfolojileri sergilediler
(Sowa ve ark., 2013). Noral krestin memelilerde spinal meninkslerin gelisimsel bir
kokeni oldugu gergegi 15181nda, ndral krestten tiiretilen kok hiicrelerin insan epidural

yag dokusunun olusumuna da katkida bulunabilecegi diisiiniilebilir.

Sonug olarak bu calisma ile epidural YDMKH'lerin osteojenik ve
norojenik farklilasma kapasitesinin deri ali YDMKH'lerden daha belirgin oldugunu
gosterdik. Bununla birlikte, osteojenik ve norojenik farklilagma mekanizmalarinin tam

olarak aydinlatilmasina yonelik daha ileri ¢aligsmalarin planlanmasi gerekmektedir.
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