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OZET

UVB ISIGINA MARUZ KALAN EPIDERMAL HUCRELERDE iNSAN ADiPOZ
DOKU MEZENKIMAL KOK HUCRELERININ ONARICI VE CANLANDIRICI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

TIN ARSLAN, Y. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya
(Tip) Doktora Programm Doktora Tezi, Aydin, 2019

Epidermal hiicreler, ciltte olusan yaralarin iyilesmesi i¢in dnemli bir rejeneratif kaynaktir.
UVB (Ultraviyole B) 1sigina maruz kalarak yaslanma etkisi olusturulan epidermal
hiicrelerin kendilerini yenileme ve cilt hasarini onarmadaki yetenekleri azalmistir. UV
radyasyonu o6zellikle UVB, insan epidermal hiicrelerin canliligini baskilayarak cildin foton
yoluyla yaslanmasina neden olurlar. Adipoz doku mezenkimal kok hiicre ortam
medyumunun rejeneratif ozelliklere sahip oldugu disiiniilmektedir. Bu ¢aligmada amag,
insan adipoz doku mezenkimal kok hiicrelerin UVB 1s1gmma maruz kalan insan
keratinositlerinde (HaCaT cell lines) onarici ve canlandirici etkilerin arastirilmasidir. Ayrica,
kok hiicrelerin canlandirict etkilerini arastirmak amaciyla Mcl-1 ve p-ERK 1/2 proteinleri
ELISA yontemiyle saptanmistir. Boylece, sayisal veriler kullanilarak yapilan istatiksel

degerlendirme sonucunda daha kantitatif sonuclara ulasmak hedeflenmistir.

Epidermal hiicrteler dort kez pasajlandi ve UVB 1sinina maruz birakildi. Isin almayan
hiicreler ise kontrol grubu olarak kullanildi. Hiicreler farkli konsantrasyonlarda ADMSC
(adipoz doku mezenkimal kok hiicre ortam medyumu) ile tedavi edildi. UVB (-) hiicreler ile
kiyaslandiginda UVB (+) hiicrelerde proliferasyon hizi 6nemli 6l¢iide azaldi (p<0.05).
ADMSC ortam medyumunun uygulanmasiyla hiicre canliliginin arttigit ve %100 ‘lik
ADMSC ortam medyumunda en yiiksek degere ulastigi saptandi. ADMSC ortam
medyumunun migrasyonu artirdig1 belirlendi. Apoptoz analizinde ADMSC ortam medyumu
ile apoptozun arttig1 saptandi. UVB (+) HaCaT hiicrelerinde, Mcl-1 ve p-ERK 1/2
proteinlerinin diizeyleri azalmis ancak ADMSC ortam medyumunun uygulanmasi ile
birlikte doza bagl artiglar goriilmiistiir. Her iki protein diizeyi de %100 ‘lik
konsantrasyonda en yiiksek degerine ulasmisti. ADMSC ortam medyumu igindeki
faktorlerin, 6zellikle UVB (+) keratinositlerin prolifeasyonunu destekledigi, rejeneratif ve

reperatif etkilere sahip oldugu saptanmistir.
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ABSTRACT

REGENERATIVE AND REPARATIVE EFFECTS OF HUMAN ADIPOSE-TiSSUE
DERIVED MESENCYHMAL STEM CELL CONDITIONED MEDiUM ON
PHOTO-AGED EPIDERMAL CELLS

Tin Arslan Y. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences,
Department of Biochemistry, PhD Thesis, Aydin, 2019.

Epidermal cells are an important regenerative source for the healing of wounds on the skin.
Exposure to UVB (Ultraviolet B) light has reduced the ability of epidermal cells to
regenerate and repair skin damage. UV radiation, in particular UVB, causes skin aging
through photon by suppressing the viability of human epidermal cells. Adipose tissue
mesenchymal stem cell media medium is thought to have regenerative properties. The aim
of this study was to investigate the restorative and invigorating effects of human adipose
tissue mesenchymal stem cells on human keratinocytes exposed to UVB light (HaCaT cell
lines). In addition, Mcl-1 and p-ERK 1/2 proteins were determined by ELISA method to
investigate the invigorating effects of stem cells. Thus, it is aimed to reach more quantitative

results as a result of statistical evaluation using numerical data.

Epidermal cells were passaged four times and exposed to UVB. Non-radiating cells were
used as the control group. Cells were treated with different concentrations of ADMSC
(adipose tissue mesenchymal stem cell media medium). When compared with UVB (-)
cells, the rate of proliferation in UVB (+) cells decreased significantly (p <0.05). It was
determined that the cell viability increased with the application of ADMSC medium media
and it reached the highest value in the ADMSC medium media of 100%. ADMSC media
medium increased migration. Apoptosis analysis showed that apoptosis was increased with
ADMSC medium medium. In UVB (+) HaCaT cells, the levels of Mcl-1 and p-ERK 1/2
proteins were decreased but dose-dependent increases were observed with the application of
ADMSC medium medium. Both protein levels reached the highest value at a concentration
of 100%. The factors within the ADMSC medium medium were found to support the

proliferation of UVB (+) keratinocytes, and to have regenerative and reperative effects.

Key words: Human Adipose Tissue, Mesenchymal Stem Cell, Epidermal Cell, UVB Ray,
Regenerative,Reparative.
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1. GIRIS

Insanlarda deri iizerinde giines 1sinlarinin zararh etkileri, 151n yoluyla yaslanma ve
cilt kanserleri artik tartisilmaz olarak acgiktir. Bu etkiler genellikle ultraviyole (UV) 1sinlar
(UVA, 320-400 nm ve UVB, 280-320 nm) yoluyla olmaktadir. UVA/UVB oranlar ise
enlem, mevsim, saat, hava durumu ve ozon tabakasina bagli olarak degismekte olup,
etkilenme durumlar1 da degismektedir. Ornegin, havanmn agik oldugu 6glen zamaninda
giines 151¢1a maruz kalmak hizl bir sekilde glines yanig1 olusturmakta ve oncelikli olarak

UVB 1sinlar1 nedeniyle olmaktadir.

Epidermal hiicreler deride yara iyilesmesinde, yenilenmede 6nemli bir kaynaktir.
Yaslanmis epitel hiicrelerinin kendilerini yenileme ve deride hasari onarma kapasiteleri
diisiiktiir. Isin ile birlikte gelisen yaslanma, kronik olarak UV ile indiiklenen bir durum olup,
deri iizerindeki degisikliklerin olusmasina neden olur. Giineste bulunan UV 1sinlarinin ciddi
zararh etkileri bulunmakta olup, bunlar kizariklik, 6dem, giines yamigi, kirisikliklar, deride
pigmentasyonun artmasi, immunsupresyon ve hatta deri kanseridir. Kisa dalga boylu
ultraviyole 1sinlar1 (UVB) epidermise hasar vermekte ve daha uzun dalga boylu isinlar
(UVA) ise dermise niifus etmektedir. Ayrica, UVA 1sinlar1 total UV radyasyonunun % 90
‘nindan sorumlu olup, tiim y1l boyunca bu oran sabit kalmakla birlikte UVB fotonlari, UVA
ile kiyaslandiginda bunun bin kati1 kadar giines yanigi olusturmakta ve insan epidermal

hiicrelerinde canlilig1 suprese etmek yoluyla ciltte yaslanma olusturmaktadir.

Bu calismada adipoz doku mezenkimal kok hiicrelerinin UVB radyasyonuna maruz
kalan epidermal hiicrelerde onarici ve canlandirici etkilerinin aragtirmak amaglanmustir.
Bunun i¢in, adipoz doku mezenkimal kok hiicre supernatantlarinin UVB 1s18ina maruz
kalan HaCaT (immortalize insan keratinosit) hiicrelerinde proliferasyona ve migrasyona
etkisi arastirilacaktir. Ayrica UVB 1s1gmma maruz kalan HaCaT hiicrelerinde apoptoz
saptanacaktir. Adipoz doku mezenkimal kok hiicrelerinin canlandirict etkilerini gostermek
amaci ile saptanan proteinler olan Mcl-1 ve p-ERK1/2 proteinlerini ELISA teknigi ile

belirlemek amac¢lanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. UVB Isiginin Deri Uzerindeki Etkileri ve Foto yaslanma

Deri viicudumuzun en dis kismini olusturmakta olup ¢evreye, mikroorganizmalara,
ultraviyole radyasyona, toksik ajanlara veya mekanik zararlara karsi koruma saglayan
fiziksel bir bariyerdir. Insan derisi ii¢ temel yap: igermektedir: epidermis, dermis ve

subkutan tabaka (Sekil 1).
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Sekil 1. Derinin Kisimlar1 (https://bodytomy.com)

Epidermis en dis tabaka olup ¢cogunlukla vertikal degisime ugrayan keratinositlerden
skuamoz epitel yapidan meydana gelir. Keratinositlerin farklilagmasinin sonucunda stratum
korneum olugsmakta ve cevresel faktorlere karst en giicli korumayr saglamaktadir.
Epidermis ayn1 zamanda, melanin pigmentlerinin tiretiminden sorumlu melanositleri, deri ve
mukoza i¢in antijen iceren hiicreler olan Langerhans hiicreleri ve sinir aksonunun distal
kismu ile etkilesimi olan Merkel hiicrelerini icermektedir. Dermis, epidermis ve altindaki
subkutan tabaka arasindaki bag dokusunu destekleyici kisimdir. Fibroz ve elastik dokudan
olusmakta olup, derinin elastikiyetini ve saglamligin1 veren tabakadir. Ter bezlerinin bir
kismini, kil koklerini, kan ve lenf damarlarini igermektedir. Dermis, kollajen, elastin ve
yapisal proteoglikanlar gibi ektraselliiller matriks proteinlerini iireten fibroblastlardan
olusmus olup, ayn1 zamanda mast hiicreleri ve makrofajlar gibi immun hiicreleri ihtiva eder.
Subkutan kisim bag dokusu o6zelligini kaybetmis ve dermisin altindaki yag tabakasidir

(Claire ve ark, 2015).

Cilt sadece cevresel faktorlere karsi koruyucu bir bariyer degil ayni zamanda

hormonlarin salgilanmasi ve {iretiminde, glikanlar, proteinler, lipidler gibi yapisal



biyomolekiillerin sentez ve metabolizmasinda fonksiyonlar1 olan hayati bir organdir. Cilt
yaslanmasi, yapisal, hormonal gibi i¢ faktorler ile UV radyasyonu ve kimyasallarin neden
oldugu karmasik bir biyolojik siiregtir. Dermatolojik yaslanma DNA tamiri ve stabilitesi,
mitokondriyal fonksiyon, hiicre dongiisii ve apoptoz, hiicresel metabolizma gibi 6dnemli
hiicresel islemlerdeki eksikliklerden kaynaklanmakta olup ayn1 zamanda ECM ‘nin (ekstra
seliiler matriks) biitiinliiglinlin bozulmasi neden olmaktadir. Ayrica komponenetler
arasindaki iletisimi saglayan kompleks hiicresel sistemlerin kabiliyetlerindeki azalma ve
hormon seviyelerindeki degisiklikler de bu silirece yol agan etmenler arasindadir. Cilt
yaslanmasi ile ilgili fizyolojik degisiklikler ve beraberinde kolojen ve elastin liflerinde
olusan hasar nedeniyle cilt elastikiyetinin ciddi sekilde kaybiyla kendini gosterir. Cildin
rejeneratif ozelliginde azalma, cildin incelmesi, molar yag atrofisi ve pigmentasyon ile

sonuglanir (Makrantonaki ve Zouboulis, 2007; Zouboulis, 2001).

Cildin rejeneratif Ozelligi, normal gelisim siirecinde ve yara iyilesmesinde cilt
yapisinin korunmasi i¢in gereklidir. Cildin yenilenme mekanizmasindaki bozukluklar genel
olarak organizma iizerinde zayiflatic1 etkilere yol acar ve bir¢ok patalojik surumun 6nde
gelen nedenini olusturur. Cildin rejeneratif kabiliyetinin kaynagimi, cilt homeostazisi
sirasinda hiicresel dongiiyii saglamak ve hasarlar1 tamir etmek icin ciltte bulunan kok
hiicreler olusturur. Rejenerasyon ile ilgili morfolojik degisiklikler yogun olarak
arastirilmakla birlikte, epidermiste hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, migrasyonu gibi
karmagik karar siireclerin altinda yatan molekiiler mekanizmalar yeterince anlasilamamistir

(Blanpain ve Fuchs, 2009; Blanpain ve ark, 2007).

Foton yoluyla yaslanma, derinin giines 1s18ina maruz kalmasi yoluyla yaglanmanin
hizlanmasi olarak tamimlanmaktadir. Bunun sonucunda deride ince ¢izgiler, lekelenmeler
olugmakta ve stratum corneum tabakasi kalinlagmaktadir. Bu degisiklikler, biiyiik dlgiide
artan ROS (reaktif oksijen tiirleri) yoluyla tetiklenmekte ve en sonunda ekstraselliiler
matriksin degredasyonu yoluyla DNA ‘da hasar meydana gelmektedir. insan derisine UV
hasarinin etkisini inhibe etmek igin bir¢ok metodlar gelistirilmis olup, bunlar bitkilerden
elde edilen bilesikler, doku yamama ve botoks enjeksiyonu yontemleridir. Ancak bu
yontemlerin tedavide istenen sonuglari vermesi ve gilivenilirligi her zaman yeterli
olmamaktadir. Doku ve kemik iligindeki kok hiicrelerinden salgilanan faktorler ile

yaslanmig ama erken donemdeki kirisiklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Li ve ark, 2016).



Foto yaslanmanin molekiiler mekanizmasinin diger biitiin doku ve organlarda
goriilen kronolojik yaslanmanin mekanizmasi ile ayni oldugu ileri siiriilmektedir. Aradaki
fark, cildin ¢evre ile dogrudan temas ediyor olmasi ve ultraviyole (UV) 1sinlarinin dogrudan
etkisine maruz kalmasidir. Giinese maruziyet ile iligkili olan derideki hasar, i¢sel yaglanma
siirecini de hizlandirmaktadir. Bu sebeple foto-yaglanma, giines 1sinlarinin biyolojik
etkileriyle ortaya ¢ikan i¢ yaslanmanin da bir gdstergesi olmaktadir. ileri derecede telomer
kisalmasi ve diisiik dereceli oksidatif hasarin yol a¢tig1 bozulma kronolojik yaslanmanin en

onemli iki belirtisidir (Fischer ve ark, 1996).

Ileri derece telomer kisalmas1 ve nihayetinde diisiik dereceli oksidatif hasarin birlikte
neden oldugu bozulma, hiicresel yapilar1 da etkilemektedir. Serbest radikal olarak
adlandirilan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) firetilmesiyle hasar baslamaktadir. Zamanla,
DNA ‘nin hasar gormesi sonucu mutasyonlar meydana gelmekte ve protein
fonksiyonlarinda azalma olmaktadir. Membran lipidlerinin peroksidasyonu gerceklesip

transport ve transmembran sinyalizasyonu etkilenmektedir (Kosmadaki ve Glichrest, 2004).

Ciltte protein kinazlar1 aktive eden UV 1smlarma maruz kalma bu mekanizmalari
hizlandirmaktadir. Bdoylece matriks bozucu MMP (metalloproteinaz) enzimleri, niikleer
transkripsiyon faktorii AP-1 (aktivator protein-1) ‘in ekpresyonu ve aktivasyonu
hizlandirilir. MMP ‘lar cilt kollojenini indirgeyerek dermisin yapisin1 bozmaktadir. AP ‘in
ayrica insan dermofibroblastlarindaki |1 ve Il kollojen gen ekspresyonunu ve sentezini
diizenleme etkisine sahip oldugu i¢in, dermiste tip I kollojenin sentezini de olumsuz sekilde

etkileyebilmektedir.

Solar ultraviyole (UV) 1sinlarina maruz kalmak deri fizyolojisini etkileyen en 6nemli
cevresel faktorlerden biridir. Insan derisinin solar UV 1smlarina maruz kalmasiin kisa ve
uzun donem sonuglari eritem, foto-yaglanma, foto-immunsupresyon ve deri kanserleridir.
Diinya yiizeyine ulasan solar UV i1smlart UVB (290-320 nm) ve UVA (320-400 nm)
1sinlarinin kombinasyonudur. UVA 1sinlari, UVA2 veya daha kisa dalga boyu olan UVA
(320-340 nm) ve UVAL veya uzun dalga boylu UVA (340-400 nm) ismlarindan
olusmaktadir. Her ne kadar, UVB 1sinlar1 ¢esitli antimikrobiyal peptidler ve previtamin D
‘nin olusumunu igeren yararl etkiler gostermekte ise de, UVA 1sinlarindan daha fazla
enerjiye sahiptir ve epidermal hiicrelerde direkt DNA hasarina neden olabilmekte ve giines
yanig1 reaksiyonlarini olusturmaktadir. Uzun donemde, kanserlere neden olur. Gergekten,

UVA 1sinlar1 da, UVB 1sinlan ile kiyaslandiginda daha az 6l¢iide de olsa, ciltte daka i¢



tabakalara ulasabilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna ve DNA hasarina
yol agmaktadir. Dermal hasari indiiklemekte ve ¢ogunlukla derinin foto-yaslanmasina neden
olmaktadir. UVA ve UVB ‘nin her ikisi birden deride pigmentasyoin, foto-
immunsupresyon, foto-yaslanma ve foto karsinojenezden sorumlu olduklar1 goésterilmistir
(Claire ve ark, 2015).

Her y11 ABD ‘de bir milyonun iizerinde nonmelanom deri kanseri goriilmekte olup,
bu tilkede en sik goriilen kanser tiirli arasindadir. Tiirkiye ‘de de bu tiir kanserin goriilme
sikligi giderek artmaktadir. Cok yogun olarak yapilan epidemiyolojik, klinik ve biyolojik
caligmalarda giines 1s181nin UV radyasyonuna asir1 derecede maruz kalmanin deri
kanserlerinin % 90 ‘nindan fazlasinin gelismesi ve ilerlemesinden sorumlu oldugu sonucuna
vartmustir. UVB 15181 DNA, proteinler ve lipidler gibi dnemli makromolekiillerde herhangi
bir hasar verici bagka bir ajan olmaksizin, tiimor olusumunu baslatici ve tesvik edici olarak
rol oynamaktadir. Diisiik dozlarda UVB 1sminin hiicresel hasari tamir mekanizmalari
yoluyla yok edilmekle birlikte yiiksek doz UVB ‘e maruz kalindiginda epidermisde hasara
ugrayan hiicrelerin temizlenmesi apoptoz yoluyla baslamaktadir. Hasarin tamir
mekanizmalart veya apoptoz yoluyla onarilmasi basarisiz oldugunda UVB ile indiiklenen
mutasyonlar ve timor olusumundan sorumlu olan hiicre sinyal regiilasyonunda anormal bir
durum olusturmaktadir. Son yillarda UVB radyasyonunun zararli etkileri konusunda
insanlar bilgilendirilse de, primer onleyici yaklagimlar deri kanseri sikliginin azalmasinda
basarist sinirlt kalmistir. Bu durum, UVB ile indiiklenen hasarin ve/veya UVB ‘ye maruz
kalmanin biyolojik etkilerinin Kkarsinojenik potansiyeli olan hasarli hiicrelerin elimine
edilmesini saglayacak bir ajanin gelistirilmesine ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir (Abu-

Yousif ve ark, 2008)

Hali hazirda, UVB ile indiiklenen deri kanserinin 6nlenmesi i¢in iki temel stratejik
yol kullanilmaktadir. ilk yaklasim giines koruyucu ve diger ajanlarin kullanimini saglamak,
boylece kanseri baslatan hiicrelerin olusumu azaltmaktir. ikincisi ise, kanseri baslatict
hiicreleri kemopreventif yolla elimine etmektir. Kanserden korunma “kimyasal 6nleme”
seklinde de tanimlanabilmekte olup bu maddeler dogal olabilir, bir laboratuvarda yapilabilir

veya canli bir kaynatan alinabilir (Abu-Yousif ve ark, 2008).

Isinla yaslanma siirekli olarak ultraviyole (UV) ile indiiklenen yaslanma olup, deride
yaslanmaya bagli goriilen cogu degisikliklerden sorumludur. Reseptore bagli sinyal

mekanizmalar, mitokondrial hasar, protein oksidasyonu, telomer ile iligkili DNA hasari



yoluyla tetiklenmektedir. Isinla hasar goéren deri degisken epidermal kalinlik, dermal
elastoz, azalmis/par¢alanmis kollajen, matriksi parcalayan metalloproteinazlarin artmasi,

artmis inflamasyon, damar ektazisi gosterir (Yaar ve Gilchrest, 2007).

Solar ultraviyole (UV) radyasyon, insan cildi i¢in ¢ok 6nemli bir hasar kaynagi
olarak kabul edilir. Onceki ¢alismalarin sonuglari, deri hiicrelerinin UV radyasyonuna
maruz kalmasi reaktif oksidatif streslerin iiretimi, hiicre dongiisliniin engellenmesi ve
inflamasyonla iligkili proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonunun degismesini de
kapsayan ¢ok ¢esitli hiicresel degisiklikleri uyardigini gostermistir. UV ‘nin hiicre membran
yapisint bozmasinin yani sira, deri hiicrelerinin kaybi ve/veya apoptoz ile sonuglanan
niikleer DNA hasarina yol ac¢tigim1 yoniinde giiglii deliller ileri siiriilmektedir. Bununla
birlikte, keratinositlerde UV ile indiikklenen apoptozun altinda yatan molekiiler ve hiicresel

mekanizmalar arastirilmaya devam etmektedir (Park ve Jang, 2014).

UVB radyasyonu tarafindan keratinosit apoptozunun uyarilmasinda c¢esitli
proteinlerin ve/veya faktorlerin etkisi sayesinde gerclestigi yoniinde onemli deliller 6ne
siiriilmiistiir. Ornegin kaspaz ailesinin bir iiyesi olan kaspaz-9 ‘un aktivasyonu UVB
radyasyonuna maruz kalan keratinositlerde apoptozon baslatilmasinda 6nemli oldugu
gosterilmistir. Ayrica myeloid hiicre 16semi-1 (Mcl-1) gibi B-hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2)
ailesinin birkag {yesinin keratinositlerin UV-indiikli apoptozunda rol oynadigi
gosterilmistir. Bir dizi ¢aligma, protein kinaz B (PKB), mitojenle aktive edilmis protein
kinazlar (MAPKS) ve protein kinaz C ‘ler (PKCs) gibi sinyal proteinlerin aktivasyonunun
insan keratinositlerinin UVB-kaynakli apoptozunda ve deri hiicrelerinin hasarin olusumunda
etkili oldugu vurgulanmistir. Ayrica endoplazmik retikulum (ER) stresi tarafindan uyarlan
bir transkripsiyon faktorii olan C/EBP homolog proteininin (CHOP) asir1 ekspresyonunun
kiiltiirde keratinositlerin apoptozuna neden oldugu gosterilmistir. UVB ile indiiklenen

apoptozda ER stresinin rol oynayabilecegi dnerilmistir (Park ve Jang, 2014).

2.2. Kok Hiicre Nedir?

Viicutta kas, sinir, yag ve deri hiicreleri gibi 6zellesmis yaklagik 200 farkli hiicreden
olugmaktadir. Biitlin hiicreler kok hiicrelerden olusmaktadir. Kok hiicre heniiz 6zellesmemis
bir hiicre olarak tanimlanabilir. Ozellesme islemi “farklilasma” olarak adlandirilir. Viicutta
kok hiicrenin farklilagsma yolunda karar verildikten sonra, artik hiicre diger farkli bir hiicreye

doniisememektedir. Kendini yenilemesiyle (self-renewal) daha fazla kok hiicre olusturmakta



farklilasma sonucunda da O6zellesmis hiicre tiplerine doniisebilmektedir (Gepstein 2002;
Bishop ve ark, 2002). Doku kok hiicreleri ayn1 zamanda “yetiskin kok hiicreler” olarak
adlandirilmakta olup, bu kok hiicreler fetiis, gobek kordonu ve gobek kordonu kanindan
isole edilebilirler. Dokularin ¢ogunda bulunan kok hiicreler onarim ve hiicre kaybinda

hiicrenin yerine gegmektedir (Ural AU, 2016).

Kok hiicreler kendini yeniliyebilme, sinirsiz sekilde ¢ogalabilme ve bir ¢ok farkl
hiicreye farklilagsabilme 6zelligi bulunan hiicre tipidir. Hasarli dokuya verildigi zaman hasari
giderme kabiliyetine sahiptirler. Kok hiicreler bol miktarda bulunur ve elde edilmeleri
kolaydir. Cok farkli hiicre tipine farklilasip, aliciya da giivenli ve etkin bir sekilde nakil

yapilabilmesinden dolay1 da rejeneratif tipta oldukca fazla tercih edilmektedir.

2.2.1. Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Kok hiicreleri hiicreler i¢in temelde iki c¢esit smiflama kullanilabilir. Birinci
simiflama kok hiicrelerin farkli hiicre tiplerine doniisebilme potansiyelleri géz Oniinde
bulundurularak yapilan siniflandirmadir. Ikincisi ise kok hiicrenin kdken aldigi doku dikkate

alinarak yapilan simiflandirmadir ve en sik kullanilandir (Can, 2008).

2.2.1.1. Kok hiicrelerin farklilasma potansiyeline gore siniflandirilmasi

Kok hiicreler farklilasma potansiyellerine gore dorde ayrilir:
a. Totipotent kok hiicreler:

Smursiz farklilagma ve farkli yonlere gidebilme 6zelliginde olan kok hiicrelerdir. Bu
hiicreler embriyo, embriyo-sonrasi tiim doku ve organlar ile embriyo-dist membranlarin ve
organlarin kaynagii olusturan kok hiicre tiirleri olarak tanimlanir (Sekil 2). Dollenmis
yumurta hiicresi ya da zigot viicutta tiim hiicre tiplerine farklilagma kabiliyeti olan hiicredir
ve bu nedenle bu ilk embriyonel hiicre totipotent (her seyi yapabilen) hiicre olarak
adlandirilmaktadir. Erken embriyonel donemde 4 ‘ten 8 hiicreye kadar olan biitlin

blastomerler totipotent 6zellige sahiptir.
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Sekil 2. Kok Hiicrelerin Totipotent, Pluripotent, Multipotent ve Unipotent Tiirleri (Kansu E.
2005).

b. Pluripotent kok hiicreler:

Fertilizasyonu takip eden 5.glinde bu hiicreler i¢i bosluklu olan hiicre topluluklarina
dontisiim gostermekte ve bunlara blastosist denmektedir. Blastosistin i¢ kitlesinde yer alan
hiicreler, endoderm, ekzederm ve mezoderm kaynakli ¢ok fazla hiicre tipine (yaklasik 250
cesit) doniisiim gosterebilmektedir (Ulloa-Montoya, 2005). Bu 6zellige sahip hiicreler
pluripotent olarak isimlendirilirler. insanda blastosistin ig kitlesinden elde edilen hiicreler de
insan embriyonik kok hiicreleridir ve pluripotenttirler (Sekil 2). Sonugta bu hiicreler

organizmada bir¢ok dokunun olusmasina kaynak olusturan kok hiicrelerdir.
C. Multipotent Kok Hiicreler:

Gelisimin ilerleyen evrelerinde hiicreler biraz daha 6zel fonksiyonlar kazanarakn
erigskin kok hiicrelerine farklilagirlar. Bu hiicreler temel olarak koken aldiklart dokunun
hiicre tipine farklilasip bu dokuyu olusturmaktadirlar. Biraz daha 6zellesmis olan bu
hiicreler multipotent hiicreler denir. Yani multipotent hiicreler, pluripotent hiicrelerden daha
sinirl sayida hiicre tipine doniisebilen ve tek yonde farklilagsmak {izere programlanmis
hiicrelerdir. Farklilasma yetenekleri daha kisithidir, sadece kendi grubundaki hiicre ve doku

gruplarina farklilasabilirler (Sekil 2). Pluripotent hiicreler tlim organizmay1 olusturabilecek



giice sahip degillerdir. Bu kok hiicrelere en iy1 6rnek kemik iligi kok hiicreleridir (Herzog ve

ark, 2003).
d. Unipotent kok hiicreler:

Multipotansiyel kok hiicresi ve bu hiicrelerin béliinmesi sonucu olusan ve tek bir

yonde farklilagsmak tizere programlanmis bulunan hiicrelerdir (Sekil 2).

2.2.2.2. KoKk hiicrelerin koken aldiklar1 dokuya gore siniflandirilmasi

Kok hiicreler koken aldiklar1 dokuya goére temelde embriyonik ve embriyonik
olmayan olarak ikiye ayrilir. Embriyonik olmayanlar ise erigkin, fetiis ve kadavra kok
hiicreleri olarak gruplanir.

— Embriyonik Kok Hiicreler
— Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler
1) Eriskin Kok Hiicreler
a) Hematopoetik Kok Hiicreler
b) Mezenkimal (stromal) Kok Hiicreler
¢) Organlarda yerlesik diger kok hiicreler

2) Fetiis Kok Hiicreler

3) Kadavra Kok Hiicreleri

Rejeneratif tip viicudun kendi kok hiicrelerini kullanmak olup hiicrelere dayanan
tedavilerde baskin olmaya baslamistir ( Kim ve ark, 2009). Kok hiicreler, kendisi de

boliiniip iirerken, cesitli farklilasmis hiicre tiplerini olusturabilme kapasitesine sahip

hiicreler olarak tanimlanmiglardir (Dabrowska ve Skopinski 2017).

In vivo olarak farkli kokenleri oldugu bulunmus olup, 3 farkli grupta incelenirler:
embriyonik (ESCs), fotal (FSCs) ve yetiskin kok hiicreler (ASCs), bunlarin iginde
mezenkimal kok hiicreler de vardir (MSCs).



1. Embriyonik kok hiicreler pluripotent olup, blastositlerin (fertilizasyondan 5-6 giin
sonra, pre-implante olmus embriyo donemi) i¢ tabakasindan tiiretilmistir. Organizmalari

olustururlar ve plasental koriyon tabakasina katkida bulunan trofoblast hiicreleri kusatirlar.

2. ASCs ‘ler multipotent dokuda bulunan kok hiicreler olup, aynmi zamanda
progenitor hiicreler olarak isimlendirilirler ve gelismis tim dokularda bulunurlar. Kendi

uygun nislerinde replikasyon ve kendini yenilemeleri i¢in 6zel mikrogevreler yaratirlar.

3. FSCs multipotent hiicreler olup, fotal dokular ve embriyonik baglantida lokalize
olmustur. Hematopoietik hiicreler (kan, karaciger, kemik iligi), mezenkimal hiicreler (kan,
karaciger, kemik 1iligi, akciger, bobrek, pankreas), endotelden tireyen (kemik 1iligi,
plasenta), epitelden tiireyen (karaciger, pankreas) ve noral (beyin, omurilik) hiicrelere
doniistirler. FSCs ‘lar arasinda rejeneratif tipta en biiylik kullanim potansiyeli olan kok
hiicre fotal kanda ve plasentada bulunmaktadir , ciinkii fotusa herhangi bir zarar

vermeksizin ¢ok kolay elde edilebilmektedir.

Rejeneratif tip i¢in hiicrelerin plastisitesi ve transdifferensiyasyona ugrama yetenegi
cok Onemlidir. Plastisite organizma ya da hiicrelerin bulunduklari ¢evreye yanit olarak
fenotiplerini degistirme kapasiteleri olarak tanimlanmaktadir (Dgbrowska and Skopinski

2017).

2.3. Embriyonik Kok Hiicreler

Insan embriyonik kok hiicreleri (hESC) yaklasik on yil énce Gearhart ve Thomson
tarafindan alt1 gilinliik blastositlerin igsel hiicre kitlesinden elde edilmistir. Sperm ile
ovumun birlesmesi sonucu olusan zigot tiim organizmay1 olusturabilecek gilice sahiptir
(totipotent). Dollenmeyi takip eden 4-5 giin icinde bdliinerek c¢ogalan hiicreler de ayni
ozellige sahiptir. Yaklasik olarak 5 giin sonra olusan hiicre kitlesi “blastosist” olarak
tanimlanir (Ozel ve ark, 2008). Bu asamadan sonra blastosistin i¢ tabakasindaki hiicreler
organizmay1 tek basina olusturabilme giiciinii kaybeder (Sahin ve ark, 2005). Embriyonik
kok hiicreler ad1 verilen bu hiicrelerin organizmay1 tek basina olusturabilme giicii yoktur,

ancak viicuttaki tiim hiicre tiplerine doniisebilme (pluripotent) yetenegine sahiptirler

(Odorico ve ark, 2001; Winkel ve Pedersen 1988).
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Sekil 3. Kok Hiicrelerin Temel Ozellikleri. K&k hiicreler bir yeni hiicre ve bir de progenitdr
hiicre olusturan asimetrik hiicre boliinmesi ile boliiniir (A). Progenitor hiicreler daha
fazla boliinen ve daha sonra farklilasmis hiicre tiplerine diferansiye olabilen, daha
cok farklilagmis gecici hiicrelerin (TA) olugmasini saglarlar (B). Kok hiicreler ayrica

in vivo doku spesifik hiicrelere de farklilasabilirler (C). (Ilancherana ve ark, 2009).

Embriyonik kok hiicreler sahip olduklari kendine yenileme ve bir ¢ok farkli dokuya
doniigebilme yetenekleri sayesinde hiicre yenileme ve yapim ¢alismalarinda oldukea ¢ok ilgi
cekmistir. Fakat bunun biz dezavantaji kontrol edilemeyen diferansiyasyonun teratom ve
teratokarsinomlara neden olmasidir. Bunun disinda embriyonik kok hiicre ¢alismalarini en

cok sinirlandiran konu politik ve etik engellerin bulunmasidir (Martin ve ark, 2005).

Kronik ve yasami tehdit eden bir¢cok hastaligin tedavisinde kdok hiicre tedavisinin
sundugu olanaklar, rejeneratif ve onarici Ozelliklerini kullanmak amaciyla bir aragtirma
patlamas1 yaratmistir. Kok hiicreler farklilagma ile hizli proliferasyona ugrayan bir
progenitdr hiicreyi ve kok hiicre havuzunu koruyan, asimetrik hiicre boliinmesi ile kardes
hiicre iiretimini saglayan, 06zellesmemis, farklilasmamis, pasif hiicrelerdir. Potansiyel kok
hiicre bazli tedaviler i¢in temel nokta, kok hiicrelerin farkli hiicre soylarina doniisebilme

yetenegidir. Blastosistlere ek olarak, kok hiicreler fetiis, yenidogan, yetiskin doku ve
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organlardan izole edilmistir. Gestasyonel doku ve amniyotik sivi da giderek onemli kok

hiicre kaynaklar1 haline gelmektedir (Ilancheran ve ark, 2009).

2.4. Yetiskin Kok Hiicreler

Blastosist olusumu ve embriyonik kok hiicrelerin olusumu sonrasinda organizma
geliserek natal donem tamamlanmaktadir. Bununla birlikte yapilan arastirmalar daha sonra
da tiim dokularda yenilelenen ve onarimi sagliyan hiicreler oldugunu ortaya koymustur. Bu
sekilde siirekli yenilenen, viicuttaki hasarlar1 tamir eden hiicrelere yetiskin kok hiicreler

denmektedir.

Yetigkin kok hiicrelerin hem kendi i¢inde bulunduklari dokuyu meydana getiren,
hem de daha bir ¢ok fakl: hiicre tipine doniigebilme kabiliyetleri (multipotent) vardir. Fakat
organizmayl tek basina olusturamazlar (Sahin ve ark, 2005). Yetiskin kok hiicre
kullaniminda embriyoya zarar da verilmemesi nedeniyle emriyonik kok hiicrelerin

kullaniminda karsilagilan etik sorunlar yoktur.

Eriskin kok hiicreleri kemik iligi, periferik kan, miyokart, karaciger, akciger, iskelet
kasi, gastrointestinal sistem, adipoz doku ve beyin gibi neredeyse viicudun tamamindaki
dokularda yer almaktadir. Yetigkin kok hiicreler bu dokularda uyku modundadir (dormant),
gerekli sartlarda uyarilma ile aktif hale gegmektedirler. Erigskin kok hiicreler bulunduklari
dokudan ayristirilip, izole edilmesiyle hastaliklarin tedavisini ve doku onarimini saglamak

amaciyla kullanilmaktadir.

2.4.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Rejeneratif tip biyomedikal arastirmalara ilginin artmasi nedeniyle 6énemli bir alan
olmustur. Tamirdeki amag, hiicre bazli tedavi yoluyla doku veya organlarin hiicrelerinin
onarimi ya da yerine ge¢mektir. Kiiltiir ortaminda iiretilen mezenkimal kok hiicrelerin
heterojen yapida olduklari, farkli olgunlasma doénemlerinde olan progenitor hiicreleri ve
ayn1 zamanda olgun stromal hiicreleri de igerdikleri saptanmistir (Kinzebach ve Bieback,
2013).

Kemik iligi mezenkimal kok hiicreler i¢in ana kaynak olarak degerlendirilmesine
ragmen bu hiicreler kemik iligi disinda pek ¢cok dokudan izole edilebilmektedir. Kati

dokulardan enzimatik yontemler kullanilarak elde edilmektedirler. Bu hiicrelerin kordon
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kani, kordon stromasi, adipoz doku, plasenta, kas dokusu, dis pulpasi, amniyon sivisi,
sinovial sivi ve periferik kandan kiiltiir kabina tutunma 6zellikleri sayesinde ayristirilarak

cogaltilabilmeleri miimkiin olmaktadir (Lu ve ark, 2006; Meirelles ve Nardi, 2009).

Mezenkimal stromal hiicreler (MSCs), popiilasyonunu yenileyebilen ve
orjinlendikleri dokunun tim Ozellesmis hiicre tiplerini olusturmak icin farklilagsmamis
hiicrelerdir. MSC ‘ler geleneksel olarak kemik iliginden izole edilmekle birlikte son birkag
yildir karaciger, kordon kani, dis pulpasi, plesenta, yag dokusu gibi diger yetiskin dokularda
da bulunmustur. Farkli kok hiicreler morfolojik ve immiinofenotik 6zellikleri de kapsayan
bazi ortak Ozelliklere sahiptir. Kemik iligi mezenkimal kok hiicreler (Bone marrow stem

cell, BMSCs) ve adipoz doku mezenkimal kok hiicreler digerlerinden daha iyi bilinir.

Ayrica kok hiicrelerin, 6zellikle MSC ‘lerin onarim siirecinde immiin ve endotelyal
hiicrelerin migrasyonuna katkida bulundugu gosterilmistir. Kiiltiire edilmis MSC ‘ler, CCL2
(MCP-1), CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL20 (MIP-3alpha), CCL26 (eotaxin-3),
CX3CL1 (fractalkine), CXCL5 (ENA-78) CXCL11l (i-TAC), CXCL1 (GROalpha),
CXCL12 (SDF-1), CXCL8 (IL-8), CXCL2 (GRObeta), and CXCL10 (IP-10) ‘i igeren
cesitli kemoaktrant molekiiller salgilarlar (Boomsma ve Geenen 2012, Kapur ve Katz 2013).
Bu molekiiller icin hedef hiicreler agirlikli olarak monositler, eozinofiller, noétrofiller,
bazofiller, hafiza ve T-hiicreleri, B-hiicreleri, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve dentrik hiicreleri
kapsayan inflamatuar hiicreler ve hematopoetik ve endotel hiicrelerdir. Bu nedenle bu
hiicrelerin yara yatagma alinmasi, yara iyilesmesinin inflamatuar fazi ig¢in hiicrelerin
alimmasina yardimci olur. Ayrica MSC-CM, anjiyogenezi destekleyen VEGF ve bFGF ile
endotel hiicrelerin proliferasyon ve migrasyonunu destekledigi ortaya konmustur (Kinnaird

ve ark, 2004).

MSC ‘ler, ana histo-uyumluluk kompleksi (MHC) smif I ‘i orta seviyelerde ekpres
eder, ancak hiimoral veya hiicre aracili immiin yanitlarin kontroliinde rol alan MHC sinif 11
veya kostimiilator molekiiller CD80, CD86 veya CD40 ekspresyonu yapmaz. Cok sayida
calisma, MSC ‘lerin diisiik dogal immiinojeniklige sahip oldugunu ve bu hiicreleri immiin
fonksiyon bozuklugu iceren hastaliklari tedavi etmek igin otolog ve allojenik
transplantasyon ic¢in etkin adaylar yapan bir immiino-modiilasyon ve immiinosiipresyon
fonksiyonuna sahip oldugunu gostermistir (Bartholomew ve ark, 2002, Rasmusson ve ark,
2005). Hasara yanit olarak mikrogevreyi immiinmodiile etmek i¢in MSC ‘lerin yaranin i¢ine

migrasyonunu uyaran pro-enflamuar sitokinler, yara i¢inde salgilanir (Avniel ve ark, 2006,
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Toksoy ve ark, 2007). Hasarli dokudaki yiiksek SDF-1 konsantrasyonu, enflamatuar cevaba
aracilik etmek i¢cin MSC ‘lerin kayda deger bir sekilde go¢ etmesine neden olur. MSC ‘lerin
immiinsiipresif etkisi olmasa da enflamatuar sitokinlere veya kemokinlere maruz kalma,
MSC “leri bol miktarda anti-enflamatuar sitokinler ve kemokinler salgilamak i¢in uyarir
(Yoo ve ark, 2009). Bu nedenle, hasarli durumlarda, toplanan MSC ‘ler, aktive edilmis
lenfositlerin ve monositlerin siipernatanlar1 tarafindan aktive edilebilir (Ren ve ark, 2009).
Aktive MSC ‘ler, enflamatuar tepkiler ve her tiirli immiin hiicre {izerinde giiglii
immiinosiipresif etkilere sahiptir (Shi ve ark, 2010). MSC ‘ler ayn1 zamanda T hiicresi
proliferasyonunu ve B hiicrelerinin plazma hiicrelerine farklilasmasin1 inhibe eden,
sitotoksik T hiicrelerinin gelisimini Onleyen ve dentrik hiicrelerin farklilagmasina,
olgunlasmasina ve fonksiyonlarima miidahele eden prostaglandin E2, indoleamin 2,3-
dioksijenaz salgilarlar (DelaRosa ve ark, 2009; Spaggiari ve ark, 2008). Ayrica arastirmalar,
MSC ‘lerin makrofajlar1 eksozomlar yoluyla mikroRNA ‘ya maruz birakarak enflamatuar
yanit1 diizenleme kabiliyetine sahip oldugunu gdstermistir. Bu RNA immiin hiicrelere katilir
ve pro-enflamatuar sitokinlerin salgilanmasini saglar. Etki ise daha sonra bu mikro RNA
‘nin immiin hiicreler arasinda degisimi yoluyla immiin sistemi modiile ederek yayilmasi

seklinde ger¢eklesmektedir (Alexander ve ark, 2015).

Yaralarin tedavisi i¢in kok hiicre terapisinin gelistirilmesi mezenkimal kok
hiicrelerin incelenmesi ile olmustur. Yara kapanmadaki rolii yillar i¢inde iyi bir sekilde
ortaya konmustur ve doku miihendisigi ve rejenerasyon alanindaki kullanimlart son
zamanlarda onemli sekilde ilgi odagi olmustur. MSC ‘lerin yaralanma alanlarinda trafige
girdigi ve onarimi parakrin bir sekilde tesvik etmek icin sitokinler, kemokinler ve biiylime

faktorleri salgiladigr gosterilmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Mekanizmalart. MSC ‘lerin yara iyilesmesinde hem
dogrudan hem de dolayl etkileri vardir. Dogrudan etkileri farklilasma ile dermal
fibroblast, endotel hiicreleri ve kerotinositler ile iligkilidir. MSC ‘lerin parakrin
etkileri iltihaplanma siirecini modiile etmek, endotel hiicreler yoluyla
neovaskiilerizasyonu diizenlemek i¢in inflamasyon karsit1 sitokinler ve kemokinlerin

salgilanmasini igerir (Strong ve ark, 2015).

MSCs ‘lerin ylizey belirteglerinin ekspresyonu ile ilgili olarak, MSCs ‘ler allo- veya
ksenojenik lenfositlerin immunojenisitesinin yetersiz olmast nedeniyle CD80, CD86 ve
insan-16kosit antijeni-II i¢in negatif ve CD29, CD90 ve CD59 i¢in pozitif olmalidir (Chai et
al. 2017). Temel olarak mezenkimal kok hiicreler yiizeylerinde CD105, CD73,
CD90,CD146, CD29 ekprese ederler; fakat CD28, CD25, CD34, CD45, CD14 eksprese
etmezler (Dominici ve ark, 2006). Hiicresel ozelliklerine dayandirildiginda, gilintimiizde
MSCs ‘ler birgok hiicreye dayali tedavilerde en iyi adaydir. Immunosupresif kapasitesi,
transplantasyonun tolere edilmesinin indiiklenmesinde ve solid organ transplantasyonunun
reddedilmesinden kaynaklanan duruma karst korumaktadir. Otoimmun hastaliklarin
tedavisinde, MSCs ‘lerin asilanmasi serolojik belirleyicilerin diizeylerini diizenler ve ciddi
yan etkilerin ortaya ¢ikmasini Oneleyerek renal fonksiyonlar1 stabilize etmektedir. MSCs

‘ler yaygin olarak kok hiicre kullanilmasina dayanan karaciger sirozu, serebral palsi, tip 1
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diyabet, multiple skleroz ve konakc¢iya doku graftin1 da igeren tedavi amacli bir ¢ok

denemelerde kullanilmaktadir.

2.4.1.1. Mezenkimal kok hiicrelerin in vitro endotel hiicreler iizerindeki etkileri

Kemik iliginden tiireyen mezenkimal kok hiicreler kemik, kikirdak, kas, yag, kemik,
ilik stromasina doniisme yetenegine sahip multipotent yetiskin progenitér kok hiicrelerdir.
Kemik stromasinda, mezenkimal kok hiicre nisi, hemapoietik progenitér hiicrelerin
soyununun siirdiiriilmesini desteklemektedir. Inme veya miyokard enfarktiiste iskemik
dokuya eklendiginde mezenkimal kok hiicrelerin merkezi sinir sistemi ve kalbin
fonksiyonlarmi iyilestirdigi gosterilmistir. Mezenkimal hok hiicrelerin vaskiiler endotel
bliytime faktorii (VEGF), fibroblast biiylime faktorii (FGF), hepatosit biliyiime faktorii
(HGF), insiilin benzeri biiytime faktorii-1 (IGF-1), monosit kemoatraktant protein-2 ve 3
(MCP-2 ve MCP-3) gibi sitokinleri iiretirler. Mezenkimal kok hiicre ortam medyumunda
bulunan VEGF ve FGF veya her ikisinin birden nétralizasyonu endotel hiicrelerinin
migrasyonunu inhibe etmekte olup, tiimiiyle ortadan kaldiramamaktadirlar. Bdylece,
mezenkimal kok hiicreler tarafindan salgilanan parakrin faktorler hiicrenin yasam siiresine
ve ayni zamanda anjiyogeneze katkida bulunmakta olup mezenkimal kdk hiicre ortam
medyumunun hiicrelere dayali tedavilerde kok hiicrelerin pozitif etkilerini arrtirdigi igin bu

yontemlerin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Potapova ve ark, 2007).

Li ve ark (2016) calismalarinda plasentada koryondan tiiretilen kok hiicreleri
(chorion derived stem cells, CDSCs) elde etmisler ve fibroblastlara benzer morfoloji
gosterdigini bulmuslar ve ayni zamanda mezenkimal kok hiicrelerinin (mesenchymal stem
cells, MSCs) bir ¢ok o6zelliklerini eksprese ettigini rapor etmislerdir. Ayrica, plasentadan
tireyen bu hiicrelerin immiinolojik reaksiyonlara dayaniksiz olduklarmmi ve sekresyon
fonksiyonlariin yliksek oldugunu belirtmislerdir. Hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii ve
migrasyonu ve koryon kok hiicreden elde edilen ortam mediumun (CDSC-CNM, chorion-
derived stem cell conditioned medium) UVB i1sinlarina maruz kalmis keratinositlerde
(HaCaT cells) hiicre boliinme kapasitesini tesvik ettigi ve UVB 1s18ina maruz kalmis
keratinositlerde yasam siiresini arttirdigini gostermislerdir. Calismalarinda, CDSCS ‘den
elde edilen supernatantlarin i1gindan koruyucu etkilerinin oldugunu ve bunu da DNA ‘nin
oksidatif hasari ile iliskili olan hiicre i¢i radikallerin (6rn; H,O,, OH ve peroksinitrit)

olusumunu azaltarak yapabilecekleri One siirlilmiistiir. Plasenta fetusun gelisiminde
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besinlerin tedarik edildigi yer olup son calismalar plasentadan elde edilen hiicrelerin
slipernatantlarinda bol miktarda b-FGF (basic fibroblast growth factor), EGF (epidermal
growth factor) ve TGF-B (transforming growth factor-beta) gibi biiyiime faktorleri
bulundugu rapor edilmistir. Bu sitokinlerin yara iyilesmesindeki yenileme etkileri
bilinmektedir. Ayrica, MAPKs (mitogen-activated protein kinases) serin/treonin kinaz
ailesine ait olup, aymi zamanda p38 MAPK, c-jun NH2 terminal kinaz (JNK) ve
ekstraselliiler signal-regulated kinazlar1 (Erk 1/2) icermektedir. MAPKs ‘lar dis stres
uyaricilar yoluyla, 6rnegin; 1si-sok (heat-shock) proteinleri, sitokinler ve UV radyasyonu ile
aktive olmakta ve hiicrelerde proliferasyon, survi ve apoptoz ile iliskili olan molekiillerdir.
UVB 1simnlan insan keratinositlerinde apoptozu tetiklemekte olup bunu cesitli hiicresel
yolaklar ile yapmaktadir; bunlardan biri de MAPK ‘in regiile ettigi yolaklardir. Bu yolaklar
Bcl-2/Mcl-1 ile iligkili proseslerdir. ERK sinyal yolagi normal hiicrelerin
proliferasyonlarinin, survilerinin ve farklilasmalarinin siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol

oynamaktadir (Li ve ark, 2016).

Li ve arkadaglarmin yaptiklar1 calismada foto yash epidermal hiicrelerde CDSC-
CNM ‘nin onarici ve canlandirict etkileri in vitro olarak gosterilmistir. CDSC-CNM ile
tedavi sonrasinda hiicre canliligi artmis, hiicre i¢i ROS {iretimi ve DNA hasar1 azalmstir.
Bunun 1s1831nda CDSC-CNM ‘nin foto yaslanmaya neden olan diger dnemli olaylar1 da
azaltabilecegi onerilmektedir. Molekiiler mekanizmanin aragtirilmasi ve gelecekte in vivo
caligsmalara ihtiya¢ duyulmasina ragmen, CDSC-CNM ‘nin yaslanmaya direngte ve foto

yaslanmanin tedavisinde potansiyel olarak uygulanabilir olduguna inanilmaktadir.

Ayrica, hiicrelerin yenilenmesi ve canlanmasi ile iligkili ¢esitli molekiiller ve
mekanizmalar bulunmakta olup bunlar, UVB ile indiiklenen p53 habercinin inhibisyonu,
Whnt/f-catenin yolunun sinyal yolunun aktivasyonu ve yiiksek diizeyde NF-E2-iliskili
faktor- 2 (Nrf2) aktivitesinin olusarak ROS hasarindan bazal keratinositleri korumasidir.
Koryon kok hiicrelerden elde edilen ortam mediumlarinin, Bcl-2, Mcl-1 ve Bax
ekspresyonlarint ve ayn: zamanda MAPK ve mitokondriyal sinyal yolagi nin regiile ettigi
mekanizmalarca UVB ile indiiklenen HaCaT hiicrelerinde apoptotik mekanizmalarca
Oliimiinii engellemekte oldugu bildirilmistir. Ayrica, ortam mediyumunda bulunan IL-6 ‘nin
HaCaT hiicrelerinde Mcl-1 protein diizeylerinin artisint JAK/STAT sinyal yolag: ile
indiikledigi rapor edilmistir. P-Erk1/2 proteinin diizeyleri ise, MAPK sinyal yolaginin

aktivasyonu ile iligkilidir. MAPK sinyal yolaginin aktivitesinin ise koryon kok hiicre ortam
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mediumu ile arttig1 rapor edilmistir. Boylece, sekretuar faktorlerin UVB 1sinlarina kars,
anti- ve pro-apoptotik efektorlerin ekspresyonu yoluyla HaCaT hiicrelerini korudugu
bildirilmistir. Bununla beraber, koryon kok hiicrelerinde bulunan sekretuar faktorlerin
mekanizmalarimin tam olarak aydinlatilmas1 gerektigi sonucuna varmislardir. Bununla
birlikte, koryon kok hiicrelerinin yaslanmay1 durdurucu ve derideki yaslanmayi iyilestirici

yoniiniin oldugu vurgulanmistir (Li ve ark, 2016).

Li ve ark (2016) koryondan tiireyen kok hiicre ortam mediumun, UVB 1s1gina maruz
kalmis keratinositlerdeki etkilerini aragtirmiglar. UVB 1s18ina maruz kalan HaCaT (insan
keratinosit) hiicrelerinde, hiicrelerde biiyiime medyumu ile biiyiiyen veya kontrol mediumu
(DMEM+%1 FBS+%1 pen-strep) kullanilan hiicreler ile kiyaslandiginda proliferasyonun
onemli dl¢iide azaldiginmi saptamislar. Yine, UVB 15181na maruz kalan hiicreler koryon kok
hiicre ortam medyumu ile bir siire enkiibe edildiginde, kontol mediumundaki hiicrelere
kiyasla proliferasyon oraninin 6nemli 6l¢iide arttigin1 saptamislar. UVB 15181na maruz kalan
hiicrelerde proliferasyon oraninin en ¢ok %75 koryon kok hiicre ortam mediumda
gozlendigi, buna ragmen bu proliferasyon oraninin kontrol mediumundaki hiicrelere kiyasla
daha diisiik oldugunu bildirmislerdir. UVB 1s18ina maruz kalmig HaCaT hiicrelerinde,
koryon kok hiicre ortaminin hiicrelerde migrasyonu arttirdigr ve % 50 konsantrasyonunda
hiicrelerde agilan kismin hizla kapandig1 ve hiicrelerin go¢ ettigi saptanmistir. UVB 15181na
maruz kalmayan hiicrelerde ise kapanma 16 saati bulmustur. UVB 1s1gma maruz kalan
HaCaT hiicrelerinde kdk hiicrelerin % 50 ve % 75 oraninda kullanilan ortam mediumlarinin
hiicrelerin daha hizli migrasyonuna neden olduklar1 rapor edilmistir. Ayrica, UVB 1s181na
maruz kalan HaCaT hiicrelerinde Mcl-1 (diger ad1 Bcl-2-like protein 3 olup, anti-apoptotik
Bcl-2 ailesine ait bir proteindir) ve p-Erk1/2 (phosphorylated Erk1/2) protein diizeyleri
western blot teknigi ile saptanmis olup, Mcl-1 proteininin UVB 1s18ina maruz kalmis
HaCaT hiicrelerinde koryon kok hiicre ortam mediumu ile arttigini, bununla birlikte koryon
kok hiicre ortam mediumun Erk1/2 sinyalini UVB 1s18ina maruz kalmis hiicrelerde
hiicrelerin yasamlarini arttirmak yoluyla modiile ettigi bildirilmistir. Spesifik olarak koriyon
kok hiicre ortam mediumlarinin, UVB yoluyla Erk1/2 molekiilinde olusabilecek

defosforilasyonu 6nledigi bildirilmistir (Li ve ark, 2016).

Li ve ark (2016) g¢alismalarinda UVB 1s1gina maruz kalan HaCaT hiicrelerinde
western blot analizi ile Onemli Olgiide azalmig Mcl-1 ve p-ERK 1/2 proteinlerini

saptamiglardir. Bununla beraber, koryondan elde edilen kok hiicre ortam medyumu ile bu
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degerlerin diizeldigi gosterilmistir. Boylece, UVB 1s181ina maruz kalan HaCaT hiicrelerinde
ERK1/2 sinyal yolunun hiicrelerin survisinin artmasi yoluyla modiile edildigi rapor
edilmistir. Ozellikle, koryondan tiireyen kok hiicrelerin UVB 15181 araciligi ile olusan

ERK1/2 ‘nin defosforilasyonunu engelledigi 6ne stirtilmiistiir (Li ve ark, 2016).

Kayip ECM ve hiicrelerin hizli rejenerasyonu saglayan proliferasyon iizerinde kok
hiicrelerin etkilerinin ok yonlii oldugu gdsterilmistir. Interfolikiiler epidermal kék hiicreler,
cildin en yiizeysel tabakasini yeniden olusturmak i¢in hizli bir sekilde kendini yeniler ve
cogalir. Dermiste bulunan fibroblastlar, ciltteki ana stromal hiicre popiilasyonudur ve ana
islevleri, ECM ‘nin Onciillerini siirekli salgilayarak bag dokunun yapisal biitlinliigtint
korumaktir. MSC ‘lerin yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in dermal fibroblast
proliferasyonunu, migrasyonunu ve ve gen ekspresyonunu diizenledigi bildirilmistir. Ayrica
yara izi MMP ‘lerin olusumlarini en aza indirmek igin organizasyonunda ve matriks
tirlinlerinin diizenli gegisinde 6nemli rol oynamaktadir (Yoon ve ark, 2010; Chen ve ark,
2008). MSC ‘lerden iiretilen CM, timii normal yara iyilesmesi igin proliferasyonun
artirllmasinda o6nemli olan IL-6, IL-8, TGF-B, TNF-0, ve VEGF iceren yiiksek
konsantrasyonda sitokin ve kemokin ekprese ederler. In vitro calismalar dermal
fibroblastlarin integrin alfa 7 ekspresyonunu artirdigini ve intraseliiler adezyon molekiilii-1
(VCAM-1), vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1) ve MMP-11 ‘in ekspresyonunu
azalttigin1 gostermistir (Smith ve ark, 2010). Bu faktorlerin yara yatagindaki bollugu
muhtemelen yara kapanmasini hizlandirir. ASC ‘lerin ayrica, fibroblastlarin go¢iini
uyardig1 ve yarani kapanmasina ve iyilesmis yaranin gerilme direncine katkida bulunan
kollojen tip I wve III ile fibronektin konsantrasyonunu artis yoniinde diizenledigi
gosterilmistir (Kim ve ark 2009). Ayrica kas hiicrelerinin kaybedilen herhangi bir iskelet
kasini olusturmak i¢in ¢ogalma ve farklilagsma gegirdigi gosterilmistir. Cesitli kok hiicreler

hasarli dokunun yeniden olusturulmasina yardimei olmak igin proliferasyona ugrar.

Dokular ozellikle besin ve oksijen ve ayni zamanda atik iriinlerini ¢ikartmak igin
kan damarlarina gereksinirler. Arterler, venler ve kapillerler benzer 6zelliklere sahiptirler.
Kan damarlarmin i¢ kismimnin en dis tabakasi endotel hiicreleri, bazal membran, perisitler ve
diiz kas hiicrelerinden olusurlar. Bununla birlikte, gen ekspresyonu, bir dereceye histolojisi
ve fonksiyonlar1 farkli olabilir. Yeni kan damarlarinin olusumu yani anjiyogenez endotel

hiicrelerinin proliferasyonu, migrasyonu ve yeni kan damarlarimin olusumu olup, c¢esitli
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hiicreler ve bazal membran tarafindan tiretilen faktorler yoluyla regiile edilmektedir (Fariha

ve ark, 2013).

Cesitli kok/progenitor hiicrelerin neovaskiilerizasyon mekanizmasindaki rollerinin
belirlenmesine ihtiyag vardir. Terapide her bir hiicre tipinin rolleri farkli olabilir. Ornegin;
kemik kokenli kok hiicreler (bone marro-derived stem cells, BMC) iskemik myokardiyumu
onlemek icin neovaskiilerizasyonu tesvik eden sagkalimi destekleyen, pro-anjiyogenik
parakrin faktorler salgilar. Yaslanma iki simifa ayrilmaktadir: intrinsik ve ekstrinsik.
Ekstrinsik yaslanma, sigara i¢imi, kimyasal maddelere maruz kalmak ve primer olarak
ultraviyole-B (UVB) 1s1@ina maruz kalmayi igeren ¢evresel faktorlerin araciligi ile
gerceklesmektedir. Ekstrinsik yaslanma ince ve kaba kirisikliklar, cildin piiriizlii olmasi,
kuruluk, sarkiklik ve pigment olusumu ile karakterizedir. Bu tip bir yaslanma epidermal
kalinligin azalmasina ve keratinositlerin yapisinin bozulmasina yol agmaktadir (Kim ve ark.
2009).

2.5. Dermatolojide ve Rejeneratif Tipta Kok Hiicre ve Laboratuvardan Klinige

Kullanimi

Kok hiicreler miikemmel rejeneratif yeteneklere sahiptir. Bu nedenle diabet, kalp
hastaliklari, nérodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde potansiyel kaynak
olusturmaktadir (Pekkanen-Mattila ve ark, 2010, Xu ve ark, 2011) Ayrica organizmanin
gelisim evrelerinin daha iyi aydinlatilabilmesi, kok hiicrelerin temel fonksiyonlariin
belirlenmesi ve konjenital defektlerin nedenlerinin aciga ¢ikartilabilmesi agisindan biiyk
onem arz etmektedir. Kok hiicrelerin temel uygulama alanlar1 sdyle siralanabilir: yeni
ilaglarin denenmesi/toksisite, hiicresel tedavi ve insan gelisiminin incelenmesi (Ylicel ve

Giiltekin, 2015).

Kok hiicreler kendilerini yenileme ve farkli hiicre tiplerine farklilasma kapasitesine
sahiptirler. Bu nedenle reddedilme endisesi olmadan ¢esitli hastaliklar i¢in tatmin edici bir
tedavi yontemi olabilir. Bunun nedeni tedavi igin gereken hiicrelerin hastanin kendi
viicudundan alinmasidir (Walia ve ark, 2012). Rejeneratif tipta diyabetik farelerin
pankreatik beta hiicrelerinin ikame edilmesi, farelerde spinal flizyonun elde edilmesi ve
periferik sinir rejeerasyonunu artirtlmasini igeren ¢esitli 6n ve klinik deneyler yapilmistir

(Ramiya ve ark, 2000; Sheyn ve ark, 2010; Sowa ve ark, 2012). Plastik cerrahide ASC
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transplantlarinin kullanimi sadece kemik ve yumusak doku defektlerinde etkili bir tedavi
secenegi degil ayn1 zamanda estetik amacli islemlerde de faydali olabilmektedir (Salibian ve
ark, 2013).

Bircok arastirmaci rejeneratif tip i¢in kok hiicre salgi faktorlerine odaklanmaktadir
¢linkii kok hiicreler hala membranlarinda 6nemli doku uyumluluk kompleksi (MHC, major
histocompatibility complex) eksprese ederler. Bu da transplantasyonda yabanci madde
olarak kullanildiginda donoér reddi riskine yol acar (Rossignol ve ark, 2009) Cesitli
caligsmalar kok hiicreler tarafindan salgilanan faktorlerin rejeneratif etkilere sahip oldugunu
gostermektedir. Ornegin, adipoz doku k&k hiicreleri UVB 1sinlanmis insan dermal
fibroblastlarda (HDF) proliferasyonu ve tip | kollojen sentezini uyarabilir ve MMP-1
eksresyonunu inhibe edebilir Kim ve ark, 2009; Song ve ark, 2011). Bu etkiler daha 6nce
Kim ve ark tarafindan belirtildigi gibi adipoz doku kok hiicre ortaminin antioksidan etkisine
baglanabilir (Kim ve ark, 2009) Adipoz doku kok hiicrelerine benzer sekilde CDSC ‘ler de
ortam medyumlarina cesitli aktif faktorler salgilarlar. Son yapilan ¢alismalarda koryon
kaynakli materyallerden yliksek sitokin seviyelerinin ¢ikarilabilecegini ve plesanta kaynakli
kok hiicrelerin b-FGF, EGF, TGF-fB, IL-6, IL-8, IL-10 ve metalloproteinaz doku
inhibitorlerini igeren bircok biliylime faktoriinii salgiladigi gosterilmistir (Passeron ve ark,
2009). Bu faktorler UVB 1sinlanmis keratinostler {izerinde hayati birrol oynayabilir. EGF
epidermal hiicrelerin ¢ogalmasini hizlandirmak i¢in 6zellesmistir. Bir siipernatantin TGF-f3
seviyesi hiicre canliligi ile ilgilidir ve TGF-B-smad sinyal yolaginin keratinositlerin gogiinde
onemli oldugu iyi bilinmektedir (Quan ve ark, 2004; Sanchez-Capelo, 2005). Ayrica IL-6 ve
IL-8 keratinosit ve fibroblastlarin migrasyonunu tetikleyerek epitelizasyona neden olur
(Michel ve ark, 1992, Luckett ve Gallucci, 2007). Ayrica UVB ‘nin neden oldugu p53
habercinin inhibisyonu, Wnt/ B-katenin sinyal yolaginin aktivasyonu ile yiiksek NF-E2-
iliskili faktér aktivitesinin dahil oldugu onarici islemlerde ¢esitli molekiiller ve
mekanizmalar igerebilir. Bu sekilde ROS zararindan bazal keratinositler korunur (Lee ve
ark, 2014; Schafer ve ark, 2010). CDSC-CNM Bcl-2, Mcl-1 ve Bax ekspresyonunu modiile
ederek ayrica MAPK ve mitokondriyal sinyal yolaklarini diizenleyerek UVB ‘nin neden
oldugu apoptotik hiicre Oliimiinii onler. Ortam medyumundaki IL-6, JAK/STAT sinyal
yolaginin diizenlenmesiyle HaCaT hiicrelerinde Mcl-1 pretein seviyelerinin artigint uyarir.
MAPK sinyalizasyonunun aktivasyonu ile iliskili olan Erk 1/2 protein seviyesi CDSC-CNM
ile muameleden sonra artmistir. Bu nedenle salgi faktorleri HaCaT hiicrelerini UVB

radyasyonuna karsi korumak i¢in anti-apoptotik efektorlerin ekspresyonunu modiile eder.
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Ancak CDSC ‘lerin salg1 faktorlerininkesin mekanizmalarinin anlasilabilmesi igin daha

fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Rejeneratif tedavi amaciyla kullanilacak olan hiicrelerin veya dokularin eydana
getirilmesi kok hiicrelerin temel uygulama alan1 olarak degerlendirilebilir. Hiicresel ya da
rejeneratif tedavi yas, hastalik, hasar veya dogustan bozukluklar sebebiyle fonksiyonunu
yitiren doku ve organlarin, saglikli hiicrelerin kullanilmasiyla rejenerasyonu ve
fonksiyonunu yerine getirme amaci tasiyan bir tedavi seklidir (Helmy ve ark, 2010).
Gliniimiizde bu amaca yonelik organ transplantasyonu uylulanmakla birlikte, bagislanan
organ sayunin yetersiz olmasi, bekleme siireci ve transplantasyon ile iligkili farkh
komplikayonlarin gelisiyor olmasi gibi olumsuzluklar1 igermektedir. Spesifik doku
hiicrelerine diferansiye olabilen kok hiicreler, felg, diabet, kalp hastaligi, Alzhemier
hastalig1, spinal kord yaralanmalari, yaniklar, osteoartrit gibi birgok hastaligin yani sira
kaybedilen dokunun rejeneratif tedavisi amaciyla gereken hiicre ve dokularin yerine

konmast igin siirekli olarak bir kaynak saglayabilmekedir (Baddour ve ark, 2012).

Derinin yenilenmesi kozmetik yaklagimda odak noktasi olmaya baslamistir ve
dermatologlar yaslanan popiilasyonda gilinese fazla maruz kalmanin etkilerinin tedavi
edilmesinde ve g¢esitli non-invaziv tedavilerde ve topikal kozmetik {iriin olarak 1sinla
yaslanan derinin bazi semptomlarinin ve 6zellikle de kirisiklarin tedavisinde kullaniminda
kok hiicrelerden yararlanmaktadir. Adipoz dokudan tiireyen kok hiicreler (adipose-derived
stem cells, ADSC),subkutan adipoz dokunun stromal-vaskiiler fraksiyonu igindeki
mezenkimal kok hiicreler olup, fenotip olarak cesitli hiicrelere doniisebilme 6zelliginde
olup, yiizey belirleyiciler ve gen profili agisindan kemik iliginden tiiretilen mezenkimal kok
hiicrelere (bone marrow-derived mesencyhmal stem cells, BM-MSC) ile benzer o6zellik

gostermektedir (Kim ve ark, 2009)

Neovaskiilarizasyon, yenilenen yara bolgesine besi saglanmasi ve atik iiriinlern
uzaklastirllmasinda onemlidir. Cesitli kok hiicreler yeni kan damarlarinin olusumuna
katkida bulunurken, son on yilda MSC ‘ler genis c¢apta calisilmistir. MSC ‘lerin
anjiyogeneze katkida bulunan hem EGF, bFGF, trombosit kaynakli biiylime faktori
(PDGF), TGF-B, VEGF, HGF gibi bir¢ok faktorii ile hem de IGF-1 ile tPA, uPA ve MMP
‘ler gibi enzimleri salgiladigi gosterilmistir. Kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin
(Bone-marrow stem cell, BMSCs) cilde tranplantasyonu spesifik EGF sekresyonu yoluyla
anjiyogenezi artirdigi bildirilmistir (Zhou ve ark. 2015, Yang ve ark, 2011). Insan
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mezenkimal kok hiicreleri vaskiiler gecirgenligi ve endotel hiicre proliferasyonunu
destekleyen nitrik oksitin (NO) yan1 sira VEGF ekprese ederler (Bassaneze ve ark, 2010,
Colazzo ve ark, 2014). Benzer coklu kuvvet ve fenotiplere ragmen MSC ‘ler farkli
dokulardan farkli mekanizmalar yoluyla anjiyogenezi destekler. ASC ‘ler minimal olarak
MMP ‘ler ile ve plazmin sistem boyunca damar motfogenezine aracilik eder. Oysa BMSC
‘ler sadece membran tipi MMP ‘leri kullanarak kilcal olusumunu uyarir (Ghajar ve ark,
2010, Kachgal ve Putnam, 2011). Bununla birlikte bu bulgular etki mekanizmasina

bakilmaksizin MSC ‘lerin neovaskiilerizasyonu artirdigini gostermektedir.

Adipoz dokudan tiireyen kok hiicreler (adipose-derived stem cells, ADSCs) ¢ok
farkli plastisite gelismesi gostermekte ve vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF), insiilin
benzeri biliylime faktorii (IGF), hepatosit biiyiime faktorii (HGF) ve transforme edici
biiylime faktorii beta-1 (TGF-B1) salgilamakta olup bu proteinler hasara ugrayan komsu
hiicreleri kontrol etmekte ve onarma yoluna gitmektedir (Kim ve ark, 2009). Apipoz doku
kok hiicresi ortam mediyumunun (ADSC-CM) yara iyilesmesinde kollajen sentezini ve
dermal fibroblastlarin migrasyonunu stimiile ettigi gosterilmistir (Kim ve ark, 2007).
ADSC-CM ‘nun B16 melanom hiicrelerinde melanogenezi tirozinaz ve tirozinaz ile ilgili
protein-1 (TRP-1) ekspresyonu azaltmak yoluyla inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica, ADSCs
ve ADSCs ‘lerden salgilanan faktorler kimyasallar ve UVB ile 1sinlarina maruz kalma ile
indiiklenen oksidatif stresten dermal fibroblastlari korumaktadir. Klinikte, yag dokusundan
aspire edilen i¢inde yaklasik % 20-30 oraninda ADSCs bulunan islenmis hiicrelerin
intradermal enjeksiyonu sonucunda hemotoksilin eozin boyama ile dermal kalinligin arttigi
ve cilt visiyometresi ile kirisitk parametreleri Olgiildiigiinde, kirigiklarin  azaldigi
gosterilmistir. Bu bulgular, ADSCs ‘ler ve onlardan salgilanan faktorlerin deriyi 1sin

hasarindan korumada dnemli bir role sahip oldugunu gostermektedir (Kim ve ark, 2009).

Adipoz doku, kemik iligi kok hiicrelerine benzeyen multipotent kdk hiicrelerin diger
bir kaynagi olarak tanimlanmigtir. Adipoz kok hiicreler (ASCs), spesifik uyarilara yanit
olarak adipojenik, kondrojenik, miyojenik ve osteojenik hiicrelere farklilagabilmektedir
(Mizuno ve ark, 2012, Gimble ve ark.2007). ASCs, minimal hasta rahatsizlig1 ve ihmal
edilebilir dondr bolge morbiditesi ile yeterli miktarda elde dilen liposuction aspiratlarindan
veya eksize edilmis yagdan izole edilebilir. ASC ‘lerin yara onarimi ve doku
rejenerasyonunda hem in vitro hem de in vivo uygulanmasi birkag deney modelinde

gosterilmistir (Sheng ve ark, 2013). ASC ‘lerin uygulanmasinin direk hiicre-hiicre temasi
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yoluyla veya bFGF ve TGF-B ‘nin de dahil oldugu cesitli ¢esitli biiylime faktorlerinin
parakrin salgilanmasi yoluyla insan dermal fibroblast proliferasyonun tesvik ederek kutanoz
yaralarin yeniden epitelizasyonu hizlandirdig: gosterilmistir (Kim ve ark, 2007, Strong ve
ark, 2015). Ayrica bu ASC ‘ler rejenerasyon ve yeniden epitelizasyon i¢in destekleyici bir
yap1 saglamak i¢in adipositlere farklilasir (Koellensperger ve ark.2014)

yara iyilesmesi proteinleri

antioksidan proteinler W}L
FYyyYy w—p-
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"" [anti-aging)

beyazlatic proteinler

ADSC

Sekil 5. Adipoz Doku Kok Hiicrelerinin Cildin Yenilenmesine Etkileri (Kim ve ark, 2009).

ASC ‘leri dogrudan yaralara uygulamannin etkilerine ilave olarak, yeni deri
yapilarinin olusumu i¢in doku miihendisliginde ASC ‘lerin uygulanmasi Onerilmektedir.
Otolog ASC ‘lerin atelokollojen matriks {izerine uygulanmasi diyabetik farelerde diyabetik
iilserin yara iyilesmesini hizlandirmistir (Nambu ve ark, 2011). ipek fibrin-kitosan yap1
iskelesine ekilen insan ASC ‘lerinin topikal uygulmasi da yara onariminda ilerleme gosterdi
ve bu hiicrelerin sulandirilmis dokunun fibrovaskiiler, endotelyal bilesenlerine katkida
bulundugu ve farklilastig1 gosterilmistir (Altman ve ark, 2010). Klinik 6ncesi ¢caligmalarda
elde edilen umut verici ¢aligmalara ek olarak, ASC ‘lerin klinik ¢alismalarda radyasyona
bagli doku hasarmin tedavisi sirasinda doku hidrasyonunu ve yeni damar olusumununu
artirdigr  belirtilmistir (Akita ve ark, 2010). Iyilesme mekanizmasmin tam olarak
anlasilmamasina ragmen, ASC ‘lerin VEGF ve hepatosit biiylime faktérii (HGF) gibi
biiylime faktorlerinin aktif olarak salgilayarak yara onarimi ve doku rejenasyonuna katkida
bulundugu ve sonraki anjiyogenez ile dermal fibroblast ve keratinositlerin proliferasyonunu
destekledigi disiiniilmektedir (Kilroy ve ark, 2007). Bu sonuglarla birlikte ASC ‘lerin yara
onarimi ve doku miihendisligi i¢in uygun bie secenek oldugu onerilmektedir (Strong ve ark,
2017).
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Kronik UV radyasyonu deri rengini ve esnekligini etkileyerek erken yaslanma
(photoaging) neden olur ve insan derisine zarar verir. Bunun semptomlari ise sert doku,
kirigikliklar, lekeli pigmentasyon, gevseklik ve solgunluk ve uzun dénemde pre-kanser6z ve

kanseroz degisiklikler meydana getirmektedir (Kim ve ark. 2009)

Embriyonik kok hiicreler iizerindeki temel bilimsel arastirmalar, bu hiicrelerin
yakin gelecekte klinikte tedavisi miimkiin olmayan bir¢ok hastaliga a¢ilim getirecek sekilde
kullanimin1  olanaklastirmas1 beklenmektedir. Bdylece kendini yenileme ve onarim
kapasitesi olmayan hiicrelerin kaybina bagli olarak gelisen hastaliklar tedavi edilebilecektir.
Bunlar arasinda Parkinson hastaligi, Alzheimer hastali§i, multipl skleroz, kaza sonucu
olusan felgler ve sinir hiicrelerinin (néronlarm) yitirilmesiyle gelisen diger hastaliklar, kalp
krizi sonucu olusan kalp kas1 yetmezligi, kemik ve eklem iltihab1 (osteoartrit) veya ¢esitli
nedenlerle olusan kikirdak ve kemik kayiplari, kanser ve bagisiklik sistemi hastaliklar ile

seker hastalig1 (Tip-1 diabetes mellitus) sayilabilir (Kansu, 2005).

Li ve ark (2016) ¢alismalarinda koryondan tiireyen kok hiicre siipernatantinin hiicre
icinde H,0,, *OH ve peroksinitrit gibi DNA oksidatif hasar1 ile direkt iligkili olan
radikallerin {iretimini azaltarak 1sindan koruyucu bir mekanizmaya sahip oldugu
gostermislerdir. Hiicre ici ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri, Reactive Oxygen Species) deri
tizerindeki UV radyasyonunun en zararli etkilerini olusturmaktadir. Caligmalarinda, kok
hiicre ortam medyumunun UV ile indiiklenen DNA zincir kirilmasinin sayisini azalttigi ve
UV radyosyonunun genotoksik etkilerini azalttigt ve DNA tamir mekanizmasini
korudugunu rapor etmislerdir. Caligsmalarinda, 1sinla yaslandirilan hiicrelere uygulanan %50
ve % 75 oranlarinda kok hiicre ortam medyumlarinin en iyi yenileyici ve onarici etkiye
sahip oldugunu gostermislerdir. Kok hiicrelerden elde edilen ortam medyumlarinda
salgilanan aktif faktorlerin ve besinlerin hiicrelerin biiylimesini sagladiklarini 6ne

stirmiiglerdir (Li ve ark. 2016).

2.6. Kok Hiicrelerin Pro-anjiyogenik Potansiyeli

Mezenkimal kok hiicreler (Mesenchymal stem cells, MSCs) klinik uygulamalarda
multipotent kok hiicrelerinin kilit tipidir. MSCs her yerde bulunur ve kemik iligi, deri, kalp,
adipoz doku, beyin, siit disleri, gobek kordonu ve periferal kandan izole edilebilir. Spesifik
olarak MSCs ‘ler in vivo mikrogevrelerde veya spesifik farklilasma medyumunda kiiltiire

edildiginde adiposit, tenosit, osteoblast, viseral mezodermi de igeren bir¢ok farkli hiicre
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tiplerine doniismektedirler. MSCs ‘ler ayn1 zamanda T hiicreleri, B hiicreleri, natural killer
hiicreler ve antijen salgilayan hiicreler ve komplement sistem gibi immun hiicrelerin

aktivasyonunu ve proliferasyonunu suprese ederek immun yaniti azaltirlar (Chai ve ark,

2017).

Bir ¢ok ¢alismaci, simdilerde onarici (rejeneratif) tipta 6nemli olan kok hiicreden
saliman faktorlere odaklanmis olup, kok hiicrelerin membranlarinda MHC ‘yi (major
histocompatibility complex) eksprese etmesi nedeniyle transplantasyonda dondriin
reddedilme riskine yol agabilmektedir. Cesitli ¢alismalar, kok hiicre ortam medyumuna
hiicreden salinan faktdrlerin onarici 6zelliklere sahip oldugunu géstermistir. Ornegin, adipoz
dokudan tiireyen kok hiicrelerden elde edilen ortam medyumunun UVB ile 1sinlanmis insan
dermal fibroblastlarda proliferasyonu ve tip | kollajen sentezini indiikledigi ve MMP-1
(matrixs metalloproteinase-1) ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu etkilerin,
adipoz dokudan tiireyen kok hiicrelerin ortam medyumunun antioksidan 6zellikleri ile ilgili
oldugu rapor edilmistir. Adipoz dokudan tiireyen kok hiicreye benzer sekilde, koryondan
tireyen kok hiicrelerin ortam medyumlarina gesitli faktorleri salgiladiklart bildirilmistir.
Son bir g¢alismada, koryondan ve plasentadan tiireyen kok hiicrelerin b-FGF (basic-
fibroblast growth factor), EGF (epidermal growth factor), TGF-B (transforming growth
factor-beta), IL-6 (interleukin-6), IL-8 (interleukin-8), IL-10 (interleukin-10), TIMPs (tissue
inhibitors of metalloproteinase) molekiillerini yliksek diizeylerde salgiladiklar:
gosterilmistir. Bu faktorlerin UVB ile 1sinlanmis keratinositler tizerinde yenileyici ve onarict

etkilerinde hayati rol oynayabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Li ve ark, 2016).

2.7. Mcl-1 Molekiilii

Myeloid Hiicre Losemi 1 Proteini (Mcl-1: Myeloid cell leukemia 1 protein) Bcl-2
ailesi proteinlerinden anti-apoptotik bir proteindir. Ilk olarak farklilasan myeloid hiicrelerde
kesfedilmistir (Kozopas ve ark, 1993). Insan myeloid 16semi hiicre serisi (ML-1) forbol
ester ile uyarildiginda Bcl 2 proteinine benzeyen bir protein sentezi tanimlanmis ve bu da
Mcl-1 proteini olarak adlandirilmistir. Mcl-1 proteini diger Bel-2 ailesi iiyelerinden daha
farkli olarak, hiicre disindan gelen uyarilara cevap niteliginde hiicre igindeki Mcl-1diizeyleri

ani olarak degisme ve dalgalanma gostermektedir.

Apoptoz bir organizmanin saglikli kalabilmesi i¢in istenmeyen veya hasara ugramis

hiicrelerin eliminasyonu i¢in fizyolojik dogal bir yoldur. Bu yolda, Bel-2 (B-cell lymhoma-
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2) ailesine ait proteinler regiilator olarak rol almaktadir (Klampfer ve ark, 1999). Gergekten
de, apoptozda regiilasyonun bozulmasi ve hiicrelerin apoptozdan kag¢masi kanserin en
onemli nedenidir. Ayn1 ailede yer alan baz1 proteinler ise tam tersi etkiye sahiptirler. Anti-
apoptotik veya hiicrelerin yasamlarini uzatan Bcl-2, Bcl-X, Bcl-w, Bfl-1/A1 ve Mcl-1 gibi
proteinler hiicreleri canli tutmakta iken pro-apoptotik proteinlerden olan Bim, tBid, Bad,
Puma, Noxa, Bak ve Bax molekiiller hiicre 6liimiinii tesvik etmektedirler. Anti- ve pro-
apoptotik proteinlerin diizeyleri ise hiicrenin yasamasina veya dlmesine karar vermektedir

(Belmar ve Fesik 2016).

Noxa, zayif pro-apoptotik potansiyeli olan bir protein olup, hiicrelerin 6liim
kararinda yasami uzatan bir molekiil olan Mcl-1 ‘in proteozomal degredasyonunu
tetiklemek suretiyle hiicre oliimiine karar veren bir molekiildiir. Noxa, sadece Mcl-1 ve
Bfl/A1 molekiillerine baglanmaktadir (Manuscript 2012). Mcl-1 molekiiliiniin bir ¢ok
fonksiyonu ve 6zelligi olup, anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iginde ¢ok 6zel bir molekiildiir. Mcl-
1 erken embriyogenezde ve ayni zamanda lenfositlerin, ndronlarin, sinovyal fibroblastlarin,
hematopoietik kok hiicrelerin gelisimi ve yasamlarini siirdirmesinde benzersiz bir

molekildir.

Bcl-2 Ailesi

Apoptozu onleyen
W 8C|-2. Bcl-XL
Mci-1, CED-9

e el 2 < A1, Bh-1

Apoptoza gotiiren

> < @~ Bci-Xs
-S> @~ Bik, Bim
D Bad. Bid. Egl-1
O ane @ v
@ o2 S nres
@ Transmambran bilgesi

Sekil 6. Bcl-2 Ailesinin Uyeleri (Simsek ve ark. 1998)

Aym zamanda, Mcl-1, hiicresel sartlara bagli olarak ve Mcl-1 transkripsiyonu,
translasyonu ve degredasyonu yoluyla siki bir sekilde regiile edilen bir ¢ok yolda, ¢cok kisa

yart 6mre (<1-4 h) sahip olmasi nedeniyle essiz bir molekiildiir (Akgiil ve ark, 2000).
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Yapisal olarak,Mcl-1 ‘in N-terminal ucu diger anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinden farkli
olup, iki adet PEST (prolin/glutamik asid/serin/treonin igeren) bolgesine sahiptir, PEST
sekans1 Ozellikle protein degredasyonunda sinyal peptiti olatak rol almaktadir (Rogers ve
ark, 1986). Gergekten de, N-terminal kismin Mcl-1 ‘in turnover hizi, lokalizasyonu ve
fosforilasyonu i¢in regiilator kisim olarak gorev almakta ve boylece cevresel sartlara ve

hiicrelere alimina yanit olarak Mcl-1 ekspresyonunu hizli bir sekilde saglayabilmektedir

(Belmar ve Fesik 2016).

Ozellikle apoptoz mekanizmasinin diizenlenmesi esnasinda, degisken cevre
kosullarina kars1 kilit rol oynadig diisiiniilmektedir (Craig ve ark, 2002; Michels ve ark,
2005).

Mcl-1 aralarinda graniilosit/makrofaj koloni-uyarici faktor, interlokin-1, -3 ve -6,
epidermal biiyiime faktorii, eritropoietin, gonadotropin, activin A ve serumun da yer aldigi
bir grup sitokin ve biiyiime faktoriine verilen yanit neticesinde konsantrasyonu hizli bir
sekilde yiikselebilmektedir (Chao ve ark, 1998; Klampfer ve ark, 1999; Wang ve ark, 1999;
Puthier ve ark, 1999; Kuo ve ark, 2001; Leu ve ark, 2000; Leo ve ark, 1999).

Sitotoksik maddeleki Mcl-1 diizeyini ¢ok hizli bir sekilde diisiirlicii yonde etki
gostermektedir ve bu da hiicrenin apoptoza gitmesini tetikleyici bir faktordiir. Kaspazlar i¢in
Mcl-1 ‘in oldukga etkili, verimli substrattir. Kaspazlarin etkisiyle Mcl-1 ‘in par¢alanmasi bu
onun yasam siirekliligi etkisini ortadan kaldirarak tam tersi olarak 6liim kolaylagtirict

fonksiyon kazanmasina neden olmaktadir (Lomo ve ark,1998; Michels ve ark, 2005).

Mcl-1 ‘in kanser tedavisinde ¢ok 6nemli bir molekiil oldugu yoniinde bir ¢ok kanit
onerilmistir. Ornegin, Mcl-1 ‘in ekspresyonunun artmasi, insanlarda goriilen akciger, meme,
prostat, pankreas, over, servikal kanserler ve ayn1 zamanda melanom ve 16semilerde ¢ok
yaygin goriilen genetik bir bozukluktur. Ayrica, Mcl-1 ‘in asir1 ekspresyonu sik kullanilan
Bcl-2 inhibitorlerine karsi ve aynmi zamanda yaygin olarak kullanilan ¢ogu anti-kanser
tedavisinde kullanilan paclitaxel, vinsristine ve gemcitabine gibi ilaglara direnci
indiiklemektedir. Ustelik, RNA aracilig1 ile Mcl-1 ‘in etkisiz hale getirilmesi, Mcl-1 ‘in asir1
tiretemi olan akciger, kolon, over ve lenfoma hiicrelerinde tiimdr biiyiimesinin inhibisyonu
ve hiicrelerin 6liimii gosterilmistir. Mcl-1 geninin hiicrelerde susturulmasinin kemorezistans
hiicrelerde ilaca hassasiyeti arttirmistir. Bu verilerin sonucunda, Mcl-1 ‘in kanserin

tedavisinde ¢ok fazla {imit verici bir molekiil oldugu gosterilmistir. Bir Mcl-1 inhibit6riiniin
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kanserlere karsi tek bir ajan olarak kullanilmasinin yararli olabilecegi iimit edilmekte ve
Mcl-1 molekiiliiniin asir1 tiretiminin major direng faktorti oldugu durumlarda diger ilaglarda

birlikte kullanimininda yarali olabilecegi rapor edilmistir (Belmar ve Fesik 2016).

2.8. Hiicre Ici Sinyal leti Yolaklari

Hiicrelerde sinyal iletimi parakrin, endokrin ve sinaptik yollarla olabilmektedir.
Sinyal iletiminde proteinler, peptitler, steroidler, gazlar, ATP gibi biyomolekiiller ve

aminoasit tlirevleri rol oynamaktadir.

Hiicrelerde sinyal iletimindeki mekanizma su sekildedir: Molekiil formundaki sinyal
reseptoriine baglanarak aktivasyounun baslamasina neden olur. Reseptore baglanan
molekiiller ligand olarak tanimlanir ve peptit, ila¢ ya da toksin olabilmektedir. Liganddan
gelen sinyal,sinyal tasiyici kaskad sistemi ile ¢ekirdege iletilmekte ve hiicresel yanit
olusmaktadir. Hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi, metabolizmasi gibi hayati fonksiyonlarin

diizenlenmesi saglanmaktadir. (Stimer Turanligil ve Uyanikgil, 2010)

2.8.1. Mitojen ile Aktiflesen Protein Kinazlar (MAPK ‘lar)

MAPK ‘lar tiim o6karyotlarda bulunan, hiicre disindan gelen sinyalleri, hiicre i¢i
sinyal ve yanita doniistiirmede gorev alan, sinyal tasiyan kaskad sistemidir. Her bir MAPK
kaskad1 genel olarak {i¢ protein kinazdan meydana gelmektedir. Bunlar, MAPK, MAPK
kinaz (MAPKK), MAPKK kinaz (MAPKKK) ve bunlara ek olarak, bazen MAPKKK ‘y1
fosforile eden MAPKKKK olarak ifade edilmektedir (Sekil 7).

MAPK ailesi tiyeleri, P+1 bolgesinde Pro substratlar1 fosforillemeleri ayrica
fosforilasyon sirasinda Ser aminoasitlerini tercih etmeleri nedeniyle “proline directed ser-thr

kinases”olarak adlandirilmislardir.

MAPK ‘lar ard1 ardina birbirini takip eden yolaklarla fosforillenerek aktif hale gelir.
Temel fonksiyonu reseptorlerden hiicreye gonderilen bilginin ¢ekirdege tasinmasidir.
Birbirini takip eden fosforilasyon iglemleri sayesinde bilesenler aktif hale ge¢mekte ve
sinyalizasyonun devamliligi saglanmaktadir (Chang ve Karin 2001; Pearson ve ark, 2001).
Bu sekilde uyarilara yanmit olarak gen transkripsiyonu ve hiicre fonksiyonlarinin

diizenlenmesinde rol oynar. Yasama , ¢ogalma, farklilasma, apoptoz gibi durumlarda etkin
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olarak gérev almaktadir (Ichio 1999, Hsu 2005, Platanias 2003; Cobb ve Schaefer, 1996).
MAP kinazlar 3 ana sinifa ayrilmaktadir:

[10J Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK) ailesi

(1] p38 MAP kinaz ailesi

00 c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK) ailesi

Uvancr: Biiviime faktirleri Sitokinler/Stres Sitokinler/Stres
Y

MAPKKK: Raf MEKKI-4, ASK, MLK  MEKK, MLK, ASK 1

1LPKJ‘:- " M

i l v v

MAPK: ERK 1/2 JNK 12,3 p 38

l l v v

Hiicresel yamit:  Proliferasyon Apoptoz Hiicre motilitesi

Gelisim inflamasvon Apoptoz
Farkhlagma Tl'imurugvenez Kromatin degisikligi
Hiicresel sag kahm Osmoregiilasyon

Sekil 7. MAPK Siiper Ailesinin Sinyal Yolagi. Uyartilar, kaskad ve hiicresel yanitin ortaya
cikarilmasi (Aouadi ve ark, 2006; Tonoue ve Nishida 2003). MAPKKK diizenleyici

katmanlar1 ve MAPK tarafindan hiicresel ¢esitlilige yanitlarin olusturulmasi.

MAPK (mitojenle aktive olan protein kinazlar) proliferasyon, farklilasma, motilite,
stres tepkisi, apoptoz ve hayatta kalma gibi ¢esitli temel hiicresel siireclerde yer alan,
oldukc¢a korunmus bir serin/treonin protein kinaz ailesidir. Genellikle kabul gérmiis MAPK
‘ler arasinda, hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinaz 1 ve 2 (Erk1/2 veya p44/42), c-Jun N-
terminal kinazlar1 1-3 (JNK1-3) / stres aktive protein kinazlar1 (SAPK1A, 1B, IC) , P38
izoformlart (p38a, B, y ve 8) ve Erk5 bulunmaktadir. Daha az ¢alisilan atipik MAPK ‘ler
arasinda ise Nemo benzeri kinaz (NLK), Erk3 / 4 ve Erk7 / 8 bulunmaktadir (Cargnello ve
Roux 2011).
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2.8.1.1. ERK1/2 sinyal yolagi

ERK hiicre biiylimesi ile farklilasmasinin diizenlenmesi esnasinda en fazla ¢alisilan
MAPK kaskadidir. ERK 1 ve 2 bu kaskadin temel bilesenlerini olusturmaktadir. ERK sinyal
14 kaskadi; G-protein bagli reseptorler (GPCR), reseptor tirozin kinazlar (RTK), integrinler,
ve iyon kanallarini iceren cesitli reseptorler tarafindan aktive edilir. Epidermal biiyiime
faktori (EGF) gibi biiyime faktorlerinin etkisiyle RTK ‘lar aktive edilmekte ve
sinyalizasyonun baglatilmas1 saglanmaktadir. EGF, reseptoriine baglandiginda tirozin
rezidiieleri lizerindeki otofosforilasyona yol agar ve membranla iliskili Ras ‘1 etkinlestirecek
olan Grb-2-Sos kompleksini ¢agirir. Daha sonra Ras/Raf-Mek 1/2-ERK 1/2 aktive olur.
ERK 1 ve 2 direk olarak niikleusa gegebilir ve DNA sentezini ve hiicrelerin boliinme ve
gelismesine yol agan c-fos, c-myc gibi birkag¢ erken genin ifade edilmesini uyarir (Sun ve

ark, 2009; Koksoy 2002). ERK yolagi sekil 8 ‘de verilmistir.

ERK yolaginin en 6nemli rolii hiicre ¢ogalmasindaki etkisidir. Hiicrenin sahip
oldugu biyolojik fonksiyonlarinin siirekliligini saglamada, hiicre goclinde onemli roller

iistlenmektedir (Wada ve Penninger 2004, Cooper ve Hausman 2006).

ERK yolaginda ¢ogunlukla RTK tarafindan alinan sinyaller Ras proteini sayesinde
iletilmektedir (Darnell ve ark, 1994; Downward, 1998). Ras bir lipid grup ve plazma
membranina baglh sekilde bulunur. Guanin niikleotidinin degisim faktorleri sayesinde GDP
‘nin saliverilmesi ve GTP ile degismesi uyarilarak Ras aktive edilir. Aktivasyon bu sekilde
diizenlenir. Uyar1 olamadigi durumlarda sitozolde bulunan ve SH2 igeren bir protein olan
Grb2 ‘ye baglanan bir protein olan Sos olusturur. Sos bir guanin degisim faktoriidiir.
Reseptorlerin, tirozinden fosforile olmasi Grb2 ‘nin SH2 bdlgesinde bir baglanma
bolgesinin olusumuna neden olmaktadir. Grb2 ‘nin aktive olmus reseptore baglanmasi Sos
‘u, C ucundaki lipid yapis1 sayesinde plazma zarinin i¢ tabakasna tutunmus halde bulunan
Ras proteinleri ile etkilesime girecegi yer olan plazma zarna tagir. GDP bagli oldugunda
inaktif olan Ras GTP baglandiginda aktif hale geger. Ras ‘in aktivasyonu bir serin treonon
kinaz olan Raf ‘in aktivasyonuna sebep olur. Ras ile gergeklesen bu etkilesim sayesinde Raf
plazma zarindan sitozele tasinir. Sitozolde bulunan hem protein-tirozin hem de protein-

serin/treonin kinazlar tarafindan fosforilasyonu sonucunda aktive edilir
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Sekil 8. ERK '42’nin Aktivasyon Mekanizmasi
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Sekil 9. ERK 1/2 Yolaginda Sinyal Iletimi (Dogan ve Giig, 2004)

Raf, MEK olarak ikinci bir protein kinazi foforilleyerek aktivasyonuna yol agar.
Raf’in aktive edilmesi, ERK aktivasyonu saglayan bir protein kinaz kaskadinin aktive
edilme siirecinin baslamasina neden olur. Boylece ERK, protein inazlarin da oldugu bir ¢cok
hedef proteini fosforiller. Aktive olmus olan ERK ‘in bir kismi niikleusa geger ve

transkripsiyon faktorlerini fosforiller.

Kanserin gelisimi ve ilerlemesi esnasinda Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK) sinyal yolagi
¢ok onem arzetmektedir ve bir ¢ok kanser tipinde bu yolak siirekli aktif haldedir. MAPK
yolag1 ionkojenik bir etkiye sahiptir. Bu etki ya Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene
Homolog (KRAS) veya v-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog-B1 (BRAF)
mutasyonunun bir sonucu olarak sinyalin siirekli aktivasyonu ile saglanmaktadir. KRAS ya
da BRAF gibi upstream faktorlerin aktive olmasi veya asir1 sekilde ekprese edilmesi yoluya

ERK yolaginin siirekli olarak aktif olmasi saglanabilmektedir. Bu da downstream protein
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kinazlar ile bir takim transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna sebep olarak tiimoriin

gelisimine katki saglamaktadir (Smolle ve ark, 2013).

2.9. Mcl-1 Molekiilii ve ERK1/2 Sinyal Yolagimin Hiicreler Uzerindeki Etkileri

Chen ve ark. (2015) galismalarinda mezenkimal kok hiicrelerin, akut respiratuar
distres sendromunda akciger hiicrelerinde (A549) ve primer insan kiigik solunum yolu
hiicrelerinde (SAEC) septik durumlarda proliferasyon ve migrasyonun, MAPK (mitogen-
activated protein kinase) yoluyla arttirdign1 saptamiglardir. Mezenkimal kok hiicrelerin,
alveolar epitel hiicrelerinde Jun N-terminal kinazlar (JNK) ve p38 MAPK sinyal yolagini
aktive ettigi ve JNK veya p38MAPK ‘in bloke olmasinin proliferasyon ve migrasyonun
inhibisyonu ile sonuc¢landigini gostermislerdir. Bu verilerin ise, mezenkimal hiicrelerin JNK
ve p38MAPK yoluyla parakrin faktorler salinmasiyla epitel hiicrelerin onarimini yaptigini

gosterdigi rapor edilmistir (Liang ve ark.2007).

UVB ile indiiklenen p53 haberci genin inhibisyonu, Wnt/f-catenin sinyal yolaginin
aktivasyonu ve yiiksek Nrf2 (NF-E2-ile ilgili faktor 2) aktivitesini de igeren ki ROS
hasarindan basal keratinositleri koruyan ¢esitli molekiiller ve mekanizmalar onarict proses
ile ilgili olabilir. CDSC-CNM (chorion-derived stem cell conditioned medium) ile yapilan
calismada insan HaCaT hiicrelerinde UVB ile indiiklenen apoptotik hiicre 6liimiinii Bel-2,
Mcl-1 ve Bax ekspresyonu yoluyla regiile edilmekte olup ayni zamanda MAPK ve
mitokondrial sinyal yolaklar1 tarafindan regiile edilmektedir. Ortam medyumunda IL-6
molekiiliiniin JAK/STAT sinyal yolag: tarafindan regiilasyonu ile HaCaT hiicrelerinde Mcl-
1 protein diizeylerinin artigin1 indiiklemektedir. p-ERK 1/2 diizeyleri, MAPK sinyal
yolagiin aktivasyonu ile korele olup, ayn1 zamanda CDSC-CNM ile muameleden sonra
arttigi  saptanmistir. BOylece, salgi maddeleri anti- ve pro-apoptotik efektorlerin
ekspresyonunu modiile etmek yoluyla HaCaT hiicrelerini UVB radyasyonuna karsi
korudugu rapor edilmistir. Bununla birlikte, CDSCs ‘den salinan molekiillerin
mekanizmasinin tanimlanmasi i¢in ileri ¢alismalara ihtiya¢ oldugu bildirilmistir (Li ve ark,

2016).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

Tablo 1. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Sarflar

Keratinocyte growth kit ATCC PCS-200-040 ATCC
Mesencyhmal stem cell Basal Medium ATCC PCS500-030 ATCC
Mesencyhmal stem cell growth Kit-Low serum ATCC PCS 500-040 ATCC
Human p-ERK 1/2 Elisa kit E-EL-H1698 Elabscience
Fetal Bovin Serum (FBS), 100 ml CP-16-1265 Capricorn
Bovin Serum Albumin (BSA),100 g A-3059 Sigma-Aldrich
Penisilin-Streptomisin, 100X, 20 ml P-4333 Sigma-Aldrich
Tripsin-EDTA (%0,25), 1X, 100 mi T-4049 Sigma-Aldrich
L-Glutamine, 200 Mm, 100 ml G-7513 Sigma-Aldrich
Dulbecco ‘s Modified Eagle Medium .
(DMEM), 500 ml (with glutamin? CP16 208 Capricorn
E(;J(:br(:](l;co s Phosphate Buffer Saline (DPBS), D-8537 Sigma-Aldrich
Amphotericin B, 20 ml A-2942 Sigma-Aldrich
Human Mcl-1 Elisa kit E-EL-H1734 Elabscience
MTT

[(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- M-5655 Merck
diphenyltetrazolium bromide)]

Kollojenaz Tip | C-3867 Sigma-Aldrich
75 “lik steril flask -

Pipet tek kullanimlik steril, 5 ml 160510 Sigma-Aldrich
Pipet tek kullanimlik steril, 10 ml 4488 Costar

25 “lik steril flask - Orange Scientific
1,5 ml ‘lik steril eppendorf tiipii - Axygen Quality
15 ml “lik steril falkon - Orange Scientific
50 ml “lik steril falkon 31434 Sigma-Aldrich
Steril 6 kuyucuklu mikroplak 3513 Costar

3.2. Kullanilan Cihazlar

Inkiibator, Nuaire

Biyogiivenlik Kabini (2.seviye), Heraeus

Invert Mikroskop, (Olympus CK40)

UV-Visible Multiskan Spektrofotometre, (Diagnostik Automation, Inc)

Sogutmali Santrifiij (15 ml falkon i¢in), Hettich D78532

Sogutmali Santrifiij (eppendorf i¢in), Eppendorf 5415R
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Mikroplate Shaker (1sitmal1), Eksper HT

Mikroplate Yikayici, Eksper

EVE™ Otomatik Hiicre Sayim Cihazi, NanoEnTek

Akis Sitometrisi Cihazi, Beckman Coulter, Navios 3L10C

Fototerapi Cihazi, Waldmann, UV 181 BL

3.3. Deneyler
3.3.1. HaCaT Hiicre Hatlarimin Temini ve Hiicre Ekimi

Calismamizda kullanilan hiicreler Adnan Menderes Universitesi Bilim ve Teknoloji
Merkezi (BILTEM) laboratuvarinda -196 °C s1v1 azotta saklanan Fen-Edebiyat Fakiiltesi Dr.
Arastirma Gorevlisi Ozlem ASLANTURK ‘iin hiicre stoklarindan elde edilmistir. HaCaT
hiicreleri immortalize insan keratinosit hiicreleridir. Yaklasik 24 saat i¢cinde biiylime iki
katina ¢ikmakta ve ti¢ giinde bir medyumu degistirilmelidir. Hiicreler, DMEM (Dulbecco ‘s
Modified Eagle Medium) + 2 mM glutamin + % 10 FBS (fetal bovine serum) + penisilin
(100 U/ml) + streptomisin (100 pg/ml) i¢inde biiyiitiilmiis olup, hiicreler % 80 sikliga

eristiklerinde tekrar boliinmiistiir.

Resim 1. HaCaT Hiicresi (x10)
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Resim 2. HaCat Hiicresi % 80-90 Doluluga Ulastiginda (x4)

3.3.2. insan Adipoz Doku Kok Hiicre Eldesi

Insan adipoz doku kok hiicresi izolasyonu ve flow cytometry yontemi ile
tanimlanmasi igin i¢in Zhu ve ark (2013) ve Francis ve ark (2010) yontemlerinden
yararlanilmistir. Plastik cerrrahi operasyonu sonrasinda PBS i¢ine alinan adipoz doku,
ameliyathane sartlarinda ve steril PBS soliisyonuna alindigindan steril kabul edilmektedir.
Alinan doku miimkiin olan en kisa siirede izolasyona tabi tutulmalidir. Oncelikle eger doku
parcasi biiyiik ise, sekilde goriildiigii gibi stromal doku ile birlesmis olan adipoz dokudan
yag damlacigi seklinde daha kii¢iik yag dokusu pargaciklari cerrahi bir makas yoluyla steril
petri icine ayiklanir. Bu yag dokusu falkon tiip i¢ine steril edilmis bir spatiil yardim ile

almir. Caligilacak tiim cerrahi aletlerinin steril olmasi gereklidir (Resim 3).
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Resim 3. Insan Abdominal Bolgesinden Ameliyat Esnasinda Alinan Yag Dokusunun

Atromal Hiicrelerden Ayrilmasi

Makalelerde farkli miktarlarda doku c¢alisilmis alinmis olup, birkag deneme
yaptiktan sonra ortalama 10 gr yag dokusu lizerine 15 ml DPBS i¢inde ¢6ziilmiis ve 0.22
pm filtreden gegirilmis % 0.1 konsantrasyonunda kollajenaz I enzimi koyduk. Ayrilan
yaglar dnce 50 ml ‘lik falkon tiip i¢ine alinmakta ve daha sonra kollajenaz enzimi eklenip 37
°C su banyosuna konmustur. Her 5-10 dakika arayla falkon tiipler siddetli sekilde

calkalanmis ve yaglarin enzim ¢ozeltisi i¢cinde iyice erimesi saglanmistir (Resim 4)
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Resim 4. Yag Dokusunun Kollajenaz | Enzimi Eklendikten ve 2 Saat Su Banyosunda
Enkiibe Edildikten Sonra Dokularin Erimis Hali Goriilmektedir.

Iki saat sonunda su banyosundan ¢ikarilan hiicreler 100 um gdzenekleri olan hiicre
stizgecinden (cell strainer) 1000 ul ‘lik pipet ucu yardimiyla gegirilmis olup, ¢6ziinmeyen
hiicrelerden ayrilmistir (Resim 5). Daha sonra kollejenaz enzimini inhibe etmek ekledigimiz
miktarda biiyiime medyumu eklenip 1200g 10 dk santrifiij edilmistir. Ustteki yag alindiktan
sonra yaklasik 5 ml supernatant kalasiya kadar tistteki sivi aspire edilir ve tekrar en az 15 ml
biiyiime medyumu eklenip tekrar 1200 g ‘de 10 dk santrifiij edilir. Daha sonra iistteki erimis
halde bulunan yag dokusu dikkatli bir sekilde aspire edilmistir (Resim 6).
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Resim 5. Kollejenazda Erimis Hiicrelerin Hiicre Siizgecinden Siiziilmesi

Resim 6. Santrifiij Edilmeden ve Edildikten Sonra Coziinmiis Yag Dokusunun Goriintiisii

Daha sonra tiipiin iistiindeki supernatant 1-2 ml kalasitya kadar bosaltilir ve tiipiin
dibinde biriken VSF (vaskiiler stromal fraksiyon) ve i¢cinde bulunan kok hiicreler tizerine 5-
10 ml arasinda (dipteki hiicre yogunluguna gore) RBC-lizis tamponu (8.26 g NH4CI, 1,19 g
NaHCO; ), tizerine 0.5 M 200 uL EDTA konur ve steril bidistile su ile 100 ml ‘ye
tamamlanir, pH ‘1 7.3 ‘e ayarlanir ve 0.22 pm filtreden gegirilir, bu hazirlanan tampon (10x
olup, kullanilirken steril bidistile su ile 1x ‘e diliie edilir) konur. 10 dakika oda sicakliginda

bekletilir ve eritrositlerin parcalanir. Bu siirenin sonunda RBC tamponu iizerine
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koydugumuz miktarda biiyiime medyumu eklenir ve tekrar 1200 g ‘de 10 dk santrifiij edilir.

Bu islem dipteki hiicreler tiimiiyle eritrositlerinden ayrilincaya kadar yapilabilir (Resim 7).

Daha sonra siipernatant iyice dokiiliir ve dipte kalan hiicreler 75 cm? “lik flask i¢ine
bliylime medyumu ile ekilir. Yaklagik 2 giin sonra yapigsmayan hiicreler ve yine stromal
hiicreleri temizlemek i¢in medyum tazesi ile degistirilir ve en az 3 kez bu tekrarlandiktan

sonra hiicreler pasajlanir (Resim 8)

Resim 7. Coziinmiis Yag Dokusunun Eritrositlerinden Ayrilmasi. {1k resimde dipte yogun
eritrosit bulunmakta olup, bu fraksiyon yikandik¢a ikinci sekilde oldugu gibi

eritrositlerinden ayrilmaktadir.
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Resim 8. Insan Adipoz Doku K&k Hiicresi (2. pasaj) (x40)

3.3.3. Hiicrelerde Yiizey Antijenlerinin Saptanmasi

Literatiirlerde insan adipoz doku mezenkimal kok hiicrelerinin en fazla 5. pasaja
kadar kullanilmasinin uygun oldugu ve en iyi kok hiicrelerin elde edildigi ve kullanima
uygun oldugu pasajin 2-5 arasinda oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, ¢calismamizda ortam
medyumu elde ettigimiz hiicreler 2. ve 3. pasajda kullamilmistir. Besinci pasajdan sonra

hiicrelerin kok hiicre 6zelliklerini yitirdikleri ve farklilastiklar: rapor edilmistir.

Yiizey antijenlerini saptamak ve adipoz doku kok hiicre olup olmadigini ya da ylizde
kac kok hiicre icerdigini bulmak i¢in flaska ekili olan hiicreler tripsin ile muamele edilmis
ve tekrar ¢oktiiriildiikten sonra her bir tiipte 50.000/100 uL fiksasyon tamponu (cihazin
kendi tampon ¢ozeltisi) olacak sekilde tiiplere konmustur. Daha sonra her bir antijenden 5
puL eklenmis ve 30 dakika buz iginde enkiibasyondan sonra cihaz (Beckman Coulter, Navios
3L10C modeli) tarafindan okunmustur. CD29, CD34 ve CD90 yiizey belirteclerinin yiiksek
titrede olmas1 ve CD45 ‘in ¢ok diisiik bulunmasi bize adipoz doku mezenkimal kok hiicre

elde ettigimizi gostermistir (Sekil 10).
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3.3.4. ELISA Cahsmalar i¢in Ortam Medyumunun Elde Edilmesi

HaCaT hiicreleri 6 kuyucuklu plaga her bir kuyucukta 125.000 hiicre olacak sekilde
biilylime medyumu icinde ekilmislerdir. Kuyucuklar 48 saat iginde %80-90 doluluga
ulagtiktan sonra kuyucuklar bosaltilmis ve iki kez DPBS ile yikanmistir. Ardindan
kuyucuklar isaretlenmis ve her kuyucuga ilgili medyumdan 1600 pL eklenmistir. Kok
hiicreden elde edilen ortam medyumu gerekli oranlarda diliie edilmis olup kuyucuklara
konmustur. 10 giin sonra kuyucuklardaki ortam medyumlar1 toplanmistir. Bu ortam
medyumlar1 Mcl-1 ve p-ERK 1/2 diizeylerinin saptanmasi i¢in ELISA testlerinde

kullanilmistir (Resim 9). Miktar tayini kalorimetrik yontem olan BCA yOntemine gore

yapilmistir.
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Sekil 10. Adipoz Doku Mezenkimal Kok Hiicre Akim Sitometrisi Sonuglari
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Resim 9. ELISA Testleri I¢in HaCaT Hiicrelerinin Farkl1 Medyumlar Ile Enkiibasyonu

3.3.5. insan Adipoz Doku Kok Hiicrelerinden Ortam Medyumunun Elde Edilmesi

Ayn1 zamanda 25 cm? “lik 4 ayr flaska HaCaT hiicresi ekilmis (3. pasaj) yine % 80-
90 doluluga ulastiktan sonra DPBS ile hiicreler yikanmistir. Daha sonra hiicrelere 6 mL
DMEM +%1BSA ¢ozeltisi eklenmis olup, bu hiicreler 10 giin boyunca 37°C de %5 CO, de
enkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda flaskin i¢indeki medyumlar toplanmis santrifiij
edilmis tekrar 0.22um ‘lik filtreden gecirilmis olup, MTT, migrasyon ve apoptoz

deneylerinde kullanilmistir.

3.3.6. MTT Deneyi ile Hiicre Canliligimin Saptanmasi

Yontem: 96 kuyucuklu plak i¢inde her kuyucukta 10.000 HaCaT hiicresi olacak
sekilde 100 ul bitylime medyumu olan DMEM i¢inde ekildi (Resim 10). Hiicreler 37 °C ‘de
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% 5 CO; iceren enkiibatérde 24 saat bekletildi. 24 saatin sonunda medyum aspire edildi ve
hiicrelerin kurumamasi i¢in her bir kuyucuga mikropipet yardimiyla birer damla DPBS

eklendi.

Fototerapi alacak olan hiicreler Waldmann UV 181 BL markali fototerapi cihazina
gotiirtldii ve 6 J/em? dozunda UVB 1§11 uygulandi. Fototerapi sonrasinda kuyucuklardaki
DPBS c¢ozeltisi ¢ikartildt ve  ADMSC ortam medyumundan daha Once isaretlenmis
kuyucuklara GM (biiyiime medyumu), CM (DMEM + %1 FBS), %25, %50, %75 ve %100
ADMSC hiicre ortam medyumu (ADMSC ortam medyumu DMEM + % 1 BSA ile diliie
edilmig) 100 pl olacak sekilde eklendi. Li ve ark. (2017) calismalar1 6rnek alinarak tim
medyumlar 72 saate bir degistirildi. Bu uygulama 3 kez tekrar edildi. Bu silire sonunda
kuyucuklardaki medyumlar aspire edildi. MTT ¢d6zeltisi (serum igermeyen DMEM i¢inde
0.5 mg/ml olacak sekilde hazirlanmis) 100 pul olacak sekilde kuyucuklara eklendi. Plaklar 2
saat 37 °C ‘de % 5 CO; enkiibatorde bekledikten sonra (metodda 2-4 saat arasi verilmistir)
kuyucuklarin dibinde formazan olusumu gozle goriiliir hale gelmektedir (Resim 12). Iki
saatin sonunda kuyucuklardaki ¢ozelti dikkatli bir sekilde alindi ve iizerine olusan
formazanin ¢oziilebilmesi igin 200 pl DMSO eklendi ve 15 dakika oda 1sisinda formazanin
¢oziilmesi ve homojen dagilim saglanmasi i¢in mikroplak ¢alkalayicida calkalandi. Bu
stirenin sonunda mikroplak okuyucuda 570 nm ‘de absorbans okumalar1 yapildi.
Calisgmamizda c¢ift kontrol kullanilmis olup, % 10 serum icermeyen medyum kullanilmig
olup, hiicrelerin 6lmesinin ya da yasamasmin % 10 FBS iceren biliylime medyumuna gore
kontrolii saglanmistir. Calisma ayni1 konsantrasyondaki maddeler ile 3 farkli giin 8 6rnek ile
tekrarlandi ve her bir medyumun canliligina olan etkisinin istatistiksel olarak
gosterilebilmesi i¢in 24 veri kullanildi. Bunun sonucunda en iyi proliferasyonu gdsteren kok

hiicre ortam medyumu %100 yani direkt kullanilan ortam medyumu idi.
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Resim 10. Kuyucuklara 10.000 Hiicre Ekildikten Sonra

Bunun sonucunda en iyi proliferasyonu gosteren kok hiicre konsantrasyonu ile
migrasyon ve apoptoz c¢aligmasi yapilmistir. Calismamizda en iyi proliferasyon orani

gosteren kok hiicre ortam medyumu % 100 yani direkt kullanilan ortam medyumu idi.
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Resim 11. Otomatik Olarak Hiicre Sayimlariin Yapildigi Cihaz ve Hiicrelerin Sayildigi

Thoma Lami

Resim 12. MTT Cozeltisi Ekledikten Sonra Kuyucuklarda Iki Saat Sonra Mor Renkli

Formazan Olusumu Goriilmektedir (x40)
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Pl
MTT ASSAY

o " po |
(Cell Viability ="’
Assay) A

Canli olan hiicrelerin mitokondrisi boyay:
almakta olup, olusan bu renk
spektrofotometrede  lgiilmektedir.  Hiicre
canhiligy azaldikga renk azalmaktadur.

Resim 14. MTT Analiz Sonuglariin Okundugu Mikro Plak Okuyucu

3.3.7. Hiicrelerde Apoptozun Saptanmasi

HaCaT hiicrelerinde apoptozun saptanmasi ticari Biolocor ApoPercentage apoptosis
kit ile gerceklestirilmistir. Bu metodda apoptoza ugrayan hiicreler reaktifler i¢indeki boyay1
almakta ve pembe-mor bir renk olusmaktadir. HaCaT hiicreleri 96 kuyucuklugu plaga her
kuyucukta 30.000 hiicre olacak sekilde 200 pl biiytime medyumu (GM) iginde ekildi ve
hiicrelerin kuyucuklarda biiytimesi i¢in ( = 80-90) 24 saat 37 °C, % 5 CO; enkiibatérde
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bekletildi. Daha sonra enkiibasyon medyumu c¢ikartildi ve hiicrelere birer damla DPBS
damlatildi. Hiicreler fototerapiye gotiiriildii ve 10 dk siireyle, 6 jlem?* UVB 1sinina maruz
brrakildu.

Daha sonra kuyucuklardaki DPBS aspire edildi ve kontrol olarak GM ve ADMSC
ortam medyumunun farkli konsantrasyonlar1 eklendi. 48 saat boyunca hiicreler enkiibe
edildi. Enkiibasyon sonunda her bir kuyucuk i¢in 100 pl serum igermeyen medyum iginde 5
uL apoptotik boya olacak sekilde boya eklendi. 30 dakika enkiibasyondan sonra boya aspire
edildi, kuyucukla DPBS ile yikandi ve invert mikroskopta en az 3 saha olmak {izere her bir
kuyucuktan resim ¢ekildi. Toplam 6 kuyucuk calisilmis olup 3 kez tekrarlanmustir.

Apoptosis
o - 4 ™
- 0 »0 -
.‘% . \";:6. (3 . @y
Apoptotik
Normal hiicre ~ Kondenzasyon Fragmentasyon :il;oixl::rer
“
-,
NN

biocolor
Apoptotik bova almus hiicreler

Resim 15. Apoptoz ve Boya Almis Hiicreler
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Normal Hucreler

Resim 16. Apoptotoza Ugrayan Hiicrelerde Apoptotik Cisimciklerin Gosterilmesi

3.3.8. Hiicrelerde Migrasyonun Saptanmasi

Hiicresel migrasyon deneyi Liang ve ark (2007) tarafindan tanimlanan yonteme gore
yapildi. Bunun i¢in 6 kuyucuklu plak i¢ine hiicreler ortalama 125.000 hiicre olacak sekilde
ekilirler. ( = 80-90) 24 saat 37 °C, % 5 CO; enkiibatorde bekletildi. Daha sonra enkiibasyon
medyumu c¢ikartildi ve hiicrelere birer damla DPBS damlatildi. Hiicreler fototerapiye
gotiiriildi ve 6 j/cm2 doz UVB i1smina maruz birakildi. Steril bir pipet ucu yardimi ile
ortadan ikiye ¢izgi ¢ekilir. Ardindan CM ve %100 konsantrasyona sahip ADMSC ortam
medyumu ile inkiibasyon gergeklestirildi. Hiicrelerin birbirlerine yaklagmasi yani
migrasyonu takip edildi.

3.4. istatiksiksel Analizler

Istatistiksel hesaplamalar IBM (International Business Machines) SPSS(Statistical
Package for the Social) istatistik paketi (versiyon 25) ile yapilmistir. Sayisal verilerin her bir
gruptaki dagilimi Shapiro Wilk ‘s testi ile degerlendirilmistir. Levene testi gruplarin
homojenliginin  dagilimin1  degerlendirmek i¢in  kullanilmistir.  Coklu  gruplarin
karsilastirilmasi i¢in F degerlerini (dagilimin homojenizasyonunun gostergesi) veya Welch
degerleri (dagilimm homojen olmamasinin gostergesi) istatistik i¢in kullanilmigtir. Dunnett
T3 metodu Welch-Test igin kullanirken, ikili gruplarin karsilastirilmasinda F-Testi igin
Tukey HSD ydntemi kullanilmistir. Tiim testler a=0.05 degerine gore degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihg1 Sonuglar:

41.1. UVB (+) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta Hiicre Canhhg

Sonuclari

UVB 1s1nina maruz birakilan HaCaT hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda ADMSC
ortam medyumu ile muamele edilmesinin sonrasinda uygulanan MTT testi sonrasindaki

goriinlimii Resim 17 ‘da verilmektedir.

Resim 17. Fototerapi (UVB) Uygulanmis HaCaT Hiicrelerinin ADMSC Ortam Medyumu

ile Enkiibasyonundan Sonraki MTT Sonuglari

ADMSC ortam medyumunun HaCaT hiicreleri iizerinde tedavi edici etkiye sahip
olduklari, deney sonuglarindan gdzlenmistir. Fototerapi almig fakat ortam medyumu ile
muamele edilmeyen kontrol grubunda yer alan (GM ve CM) hiicrelerin ¢ogunun 61digi

ortamda MTT deneyi sonucunda hemen hi¢ renk olmamasindan da anlasilmaktadir.
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Tablo 2. UVB (+) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta MTT Sonuglar1

Gruplar 72 Saflt
(ortalama deger = SD)

GM 0.128+0.015

CM 0.139+£0.02

%25 0.839 £ 0.157°2
%50 1.101 +0.274°
%75 1.114+£0.193°
%100 1.597 + 0.203¢

CM: Control Medyum
GM: Growth Medyum
MTT: [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

SD: Standart Sapma

P?=0.000 GM, CM, d ile kiyaslandiginda
p”°=0.000 GM, CM ile kiyaslandiginda
P°=0.016 d ile kiyaslandiginda

p°=0.004 d ile kiyaslandiginda

p’=0.000 GM, CM, a ile kiyaslandiginda

Tablo 2 ‘ye gore, UVB (+) hiicrelerde kontrol olarak kullanilan GM ve CM arasinda
anlaml bir fark olmadig1 ve bu gruplarda sonuglarin oldukga diisiik oldugu goriilmiistiir.
ADMSC ortam medyumunun konsantrasyon artisi ile birlikte ise arttigi saptanmuistir. %100
‘lik ADMSC ortam medyumunun, %25, %50 ve %75 ‘lik ADMSC ortam medyumundan
daha biiyiik ve bu farkin istatiksel a¢idan 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.05). Ayrica
%100 ‘liik ADMSC ortam medyumunda absorbans yiiksek degerine ulagmistir.
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Sekil 11. UVB (+) Grupta MTT Sonuglarinin Grafiksel Gosterimi (n=8).
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Sekil 12. UVB (+) Hiicrelerde ADMSC Ortam Medyumunun Hiicre Canliligina Etkisinin
Grafiksel Gosterimi (n=8).

:

% Hiicre Canlihgi

Sekil 12 ‘de ADMSC ortam medyumunun uygulanmasiyla hiicre canlilig
degerlerinin arttig1 goriilmektedir. %100 ‘lik ADMSC ortam medyumunda hiicre canlilig1

en yiiksek degerine ulagmistir.
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4.1.2. UVB (-) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta MTT Sonuglari

Resim 18. Fototerapi Uygulanmamis HaCaT Hiicrelerinin ADMSC Ortam Medyumu ile
Enkiibasyonundan Sonraki MTT Sonuglari

Tablo 3. UVB (-) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanmis Grupta MTT Sonuglari

Gruplar 72. saat
(ortalama deger + SD)
GM 0.976+0.224
CM 0.790 + 0.144
%25 0.946 +0.1472
%50 1.077 £0.136°
%75 2.012 +0.493°
%100 3.803 + 0.243¢

CM: Control Medyum
GM: Growth Medyum
MTT: [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

SD: Standart Sapma

P?=0.004 ¢ ile kiyaslandiginda
P?=0.000 d ile kiyaslandiginda
P’=0.014 CM ile kiyaslandiginda

P"=0.010 c ile kiyaslandiginda
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PP=0.000 d ile kiyaslandiginda

P°=0.004 GM, a ile kiyaslandiginda
P°=0.002 CM ile kiyaslandiginda

P°=0.010 b ile kiyaslandiginda

P°=0.000 d ile kiyaslandiginda

P9=0.000 GM, CM,a,b,c ile kiyaslandiginda

Tablo 3 ‘e gore UVB (-) hiicrelerde, GM ve CM arasinda anlamli bir fark
goriillmemektedir. %25 ‘lik ADMSC ortam medyumu ile %75 ve %100 konsantrasyona
sahip ADMSC ortam medyumu arasindaki fark , %50 ‘lik ADMSC ortam medyumunun
CM, %75 ve %100 ADMSC ortam medyumu ile arasindaki fark, %75 ‘lik ile CM, %25 ‘lik,
%50 ‘lik ve %100 ‘lik ADMSC ortam medyumu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
Ayrica %100 ‘liik ADMSC ortam medyumunda sonug¢ en yiiksek degerine ulasmis olup,
diger tiim gruplar ile farki istatiksel agidan 6nemli bulunmustur (Sekil 13).

£.000 |

Absorbans (370 nm)

GM CM 25 50 15 100

Uwgulama
Esror bars: 95% €I

Sekil 13. UVB (-) Grupta MTT Sonuglar1 Grafiksel Gosterimi (n=8).
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4.1.3. UVB (-) ile UVB (+) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Gruplarda MTT

Sonuclari

Tablo 4. UVB (-) ile UVB (+) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Gruplarda MTT

Sonuglar1
Gruplar /2. saat
(ortalama deger = SD)
GM  UVB (+) 0.128+0.015°
UVB (-) 0.976+0.224°
CM  UVB(+) 0.139 + 0.020°
UVB (-) 0.790+0.144°
%25  UVB (+) 0.839 + 0.157¢
UVB (-) 0.946+0.147"
%50  UVB (+) 1.101 + 0.2749
UVB (-) 1.077+0.136"
%75 UVB (+) 1.115 +0.194’
UVB (-) 2.012+0.493)
%100 UVB (+) 1.597 + 0.204
UVB (-) 3.804+0.243'

CM: Control Medyum
GM: Growth Medyum
MTT: [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

SD: Standart Sapma

p*=0.000 b ile kiyaslandiginda
p°=0.000 d ile kiyaslandiginda
p'=0.000 j ile kiyaslandiginda

p“=0.000 I ile kiyaslandiginda

Tablo 4 ‘te UVB (-) ve UVB (+) hiicrelerdeki MTT sonuglari karsilastirildiginda,
%25 ve %50 ‘lik ADMSC ortam medyumlar1 disinda diger tiim gruplarda, UVB (-) ve
UVB (+) arasinda istatiksel agidan anlamli farklar saptanmstir (p<0.05). ADMSC ortam
medyumunun konsantrasyon artisi ile birlikte ile hiicre canliliginda her iki grupta arttig
goriilmektedir (Sekil 13). %100 konsantrasyona sahip ADMSC ortam medyumunda UVB
(-) ve UVB (+) degerleri arasindaki fark en fazladir.
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Sekil 14. UVB (-) ve UVB (+) Grupta MTT Sonuglar1 Grafiksel Gosterimi (n=8)

Resim 19. Fototerapi (UVB) Uygulanmis HaCaT Hiicrelerinin GM ve CM Medyumu ile
Enkiibasyonundan Sonraki MTT Sonuglar1

Bunun sonucunda, UVB alan hiicrelerde 6liimiin gergeklestigi ve bunun biiylime

medyumu ile geri dondiiriilemedigi gézlenmistir.
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Resim 20. UVB Almis HaCaT Hiicrelerinin Ugradigi Degredasyon

4.2. Hiicrelerde Apoptoz Analizinin Sonuclari

HaCaT hiicrelerinde apoptozun saptanmasi ticari Biolocor ApoPercentage apoptosis
kit ile gerceklestirilmigtir. Bu metodda apoptoza ugrayan hiicreler boyay1 almakta ve
pembe-mor bir renk olusmaktadir. UVB (+) HaCaT hiicrelerinde apoptoza ugrayan hiicreler

resim 21 ‘de goriilmektedir.

A B
Resim 21. (A) Invert Mikroskopta x10 Biiyiitmede; (B) x4 ‘lik Biiyiitmede Apoptotik

Hiicreler
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% 75 CM % 100 CM

Resim 22. UVB (+) ve Farkli ADMSC Ortam Medyumu Konsantrasyonlarinda Invert
Mikroskopta x40 Apoptotik Hiicrelerin Gosterilmesi

Resim 22 ‘de GM grubundan itibaren ADMSC ortam medyumunun degisen

konsantrasyonlarinda apoptotik hiicreler goriilmektedir.

Tablo 5. UVB (+) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta apoptoz sonuglari

Gruplar 48. saat
(ortalama deger = SD)
GM 0.056+0.008
%25 0.098 + 0.009°
%50 0.104 +0.021°
%75 0.111 +0.018°
%100 0.260 + 0.063¢

CM: Control Medyum
GM: Growth Medyum

SD: Standart Sapma

p®=0.000 GM ile kiyaslandiginda

59



p*=0.001 d ile kiyaslandiginda
p°=0.002 GM ile kiyaslandiginda
pP=0.001d ile kiyaslandiginda
p°=0.000 GM ile kiyaslandiginda
p=0.002 d ile kiyaslandiginda
p?=0.000 GM ile kiyaslandiginda
p?=0.001 a, b ile kiyaslandiginda
p’=0.002 c ile kiyaslandiginda

Tablo 5 ‘e gore %25, %50 ve %75 ‘lik ADMSC ortam medyumu apoptoz
sonuglariin degerlerinin hem GM, hem de %100 ‘liik ADMSC ortam medyumu grubundan
anlamli olarak farkli oldugu goriilmektedir. UVB (+) hiicrelerde apoptoz sonuglar1 Sekil

14’te verilmistir.
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Sekil 15. UVB (+) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta Apoptoz Sonuglar
Grafiksel Gosterimi (n=8)
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4.3. Hiicrelerde Migrasyon Analizinin Sonug¢lari

Migrasyon analizi sonucu elde edilen goriintiler ADMSC ortam medyumunun
HaCaT hiicreleri tlizerinde hiicresel migrasyonu artirma yetenegi oldugunu gostermistir. 0.
saat kontrol ile karsilastirildiginda %100 ‘lik ADMSC ortam medyumu ile muamelesi
sonrasinda hiicrelerin migrasyona ugradigt ve ¢izigin Onemli Olgiide kapandigi
gbzlemlenmistir. Migrasyon calismalarinda amag, hiicrelerin herhangi bir inhibitér veya
aktivator varliginda gociinli izlemektir. Bilindigi lizere, anjiyogenezde dort basamak olup,
hiicrelerin proliferasyonu, migrasyonu (bazal membrani par¢alamasi), invazyonu ve tiip

yapilarinin olugmasi (anjiyogenez) dir.

A B

Resim 23. Migrasyon Analizi Sonucu. A-kontrol, ADMSC Ortam Medyumu Muamelesi

Sonrasi

4.4. Mcl-1 Sonuglari

4.4.1. UVB (+) ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta Mcl-1 Sonuglar:

Tablo 6. UVB (+) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta Mcl-1 Sonuglari

Gruplar (ortalama deger + SD)
GM 0.537+0.199
CM 0.501+ 0.168
%25 0.875 + 0.0802
%50 0.895 +0.105°
%75 1.042 +0.141°
%100 1.728+ 0.066°
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CM: Control Medyum
GM: Growth Medyum

SD: Standart Sapma

P?=0.000 GM, CM, d ile kiyaslandiginda
P°=0.000 GM, CM, d ile kiyaslandiginda
P°=0.000 GM, CM, d ile kiyaslandiginda
PY=0.000 GM, CM, a, b, c ile kiyaslandiginda

Tablo 6 ‘ya gore, %25, %50 ve %75 ‘lik ADMSC ortam medyumu Mcl-1
degerlerinin GM, CM ve %100 ‘liik ADMSC ortam medyumundan farkli ve bu farkin
istatiksel acidan anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05). %100 ‘lik ADMSC ortam

medyumun tiim gruplar ile olan farki da anlamlidir.

4.4.2. UVB (-) ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta Mcl-1 Sonuclar:

Tablo 7. UVB (-) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta Mcl-1 Sonuglari

Gruplar (ortalama deger + SD)
GM 1.786+0.330

CM 1.660+ 0.400

%25 1.591 + 0.036°

%50 1.637 £0.052°

%75 2.034 + 0.088°

%100 2.056% 0.083¢

CM: Control Medyum
GM: Growth Medyum

SD: Standart Sapma

p* = 0.003 ¢ ile kiyaslandiginda
p* = 0.002 d ile kiyaslandiginda
p® = 0.010 c ile kiyaslandiginda

p® = 0.005 d ile kiyaslandiginda
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p° = 0.017 CM ile kiyaslandiginda
p°= 0.003 a ile kiyaslandiginda
p° = 0.010 b ile kiyaslandiginda
p®=0.010 CM ile kiyaslandiginda
p? =0.002 a ile kiyaslandiginda
p’ =0.005 b ile kiyaslandiginda

Tablo 7 ‘ya gore, %25 ‘lik ADMSC ortam medyumun %75 ve %100 ‘lik ADMSC
ortam medyumu ile, %50 ‘lik ADMSC ortam medyumun %75ve %100 ‘lik ADMSC ortam
medyumu ile, %75 ‘lik ADMSC ortam medyumun CM ve %25 ‘lik ADMSC ortam
medyumu ile, %100 ‘lik ADMSC ortam medyumunun CM, %25 ‘lik ve %50 ‘lik ADMSC

ortam medyumu ile ola farki istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 16. UVB (+) ile UVB (-) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Gruplarda Mcl-1
Sonuglarinin Grafiksel Gosterimi (n=8) (U/mg protein)
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Sonuglan

4.4.3. UVB (-) ile UVB (+) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Gruplarda Mcl-1

Tablo 8. UVB (-) ile UVB (+) ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Gruplarin Mcl-1

Sonuglar1
U/mg protein
Gruplar (ortalangl seger + SD)
GM  UVB () 1.786+0.330°
UVB (+) 0.536+0.199°
CM  UVB(-) 0.660 = 0.400°
UVB (+) 0.501+0.168°
%25  UVB (-) 1.591 + 0.036°
UVB (+) 0.875+0.080"
%50  UVB (-) 1.637 +0.052°
UVB (+) 0.895 + 0.105"
%75 UVB(-) 2.034 + 0.088'
UVB (+) 1.042+0.141
%100 UVB (-) 2.056 + 0.083%
UVB (+) 1.728 +0.066'

CM: Control Medyum
GM: Growth Medyum

SD: Standart Sapma

Tablo 8 ‘de tiim gruplarin UVB (-) ve UVB (+) degerinin birbirinden farkli ve bu
fakin anlaml oldugu saptanmistir (p<0.05). Bu sonuglar sekil 15 ‘te de grafiksel olarak

goriilmektedir.

4.5. p-ERK 1/2 Sonuglari
4.5.1. UVB (-) ve ADMSC Ortam Medyumu p-ERK 1/2 Sonuclari

Tablo 9. UVB (-) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta p-ERK 1/2 Analiz

Sonuglari
U/mg protein
Gruplar (ortalamg geger + SD)
GM 1292 + 107.147
CM 1305.38 + 73.253
%25 1255.88 + 75.146°
%50 1364.88 + 63.429°
%75 1370.88 + 30.889°
%100 1434.00+ 47.102¢

CM: Control Medyum
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GM: Growth Medyum

SD: Standart Sapma

P?=0.038 b ile kiyaslandiginda
P?=0.025 c ile kiyaslandiginda
P?=0.000 d ile kiyaslandiginda
P°=0.038 a ile kiyaslandiginda
P°=0.025 a ile kiyaslandiginda
PY=0.003 GM ile kiyaslandiginda
P9 =0.009 CM ile kiyaslandiginda
PY=0.000 a ile kiyaslandiginda

Tablo 9 ‘e gore, p-ERK 1/2 sonuglar1 incelendiginde, %25 ‘lik ADMSC ortam
medyumu ile %50, %75 ve %100 ‘lik ADMSC ortam medyumu arasindaki fark, ayrica
%100 ‘liik ADMSC ortam medyumu ile GM, CM arasindaki fark istatiksel agidan anlaml
olarak saptanmistir (p<<0.05).
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Sekil 17. UVB (+) ile UVB (-) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta p-ERK 1/2
Sonuglarinin Grafiksel Gosterimi (n=8) (U/mg protein)
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4.5.2. UVB (+) ADMSC Ortam Medyumu p-ERK 1/2 Sonugclari

Tablo 10. UVB (+) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta p-ERK 1/2 Analiz

Sonuglari
U/mg protein
Gruplar (ortalama deger = SD)
GM 1148.75 £ 29.913
CM 1157.38 £129.417
%25 1429.25+ 82.430°
%50 1472.38 + 64.950"
%75 1400.63 + 106.293°
%100 1540.63+160.324°

CM: Control Medyum
GM: Growth Medyum

SD: Standart Sapma

P?=0.000 GM, CM ile kiyaslandiginda
P°=0.000 GM, CM ile kiyaslandiginda
P°=0.000 GM, CM ile kiyaslandiginda
P®=0.000 GM, CM ile kiyaslandiginda

Tablo 10 ‘a gore tiim konsantrasyonlardaki ADMSC ortam medyumu p-ERK 1/2
degerleri ile GM ve CM arasinda anlamli farklar saptanmistir (p<0.05). Sekil 16 ‘da
goriildigi gibi %100 konsantrasyona sahip ADMSC ortam medyumunda en yliksek degere

ulagmaktadir.
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4.5.3. UVB (-) ile UVB (+) ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Grupta p-ERK 1/2

Sonuglan

Tablo 11. UVB (-) ile UVB ve ADMSC Ortam Medyumu Uygulanan Gruplarin p-ERK 1/2

Sonuglar1
U/mg protein
Gruplar (ortalama deger = SD)
GM  UVB () 1292.00+107.47
UVB (+) 1148.75429.913°
CM  UVB(-) 1305.38+ 73.253°
UVB (+) 1157.38+129.417¢
%25  UVB (-) 1255.88 + 75.146°
UVB (+) 1429.25+82.430"
%50  UVB (-) 1364.88 + 63.429°
UVB (+) 1472.38 + 64.950"
%75 UVB(-) 1370.88 + 30.889'
UVB (+) 1400.63+106.293
%100 UVB (-) 1434.00 + 47.102%
UVB (+) 1540.63 +160.374'

CM: Control Medyum
GM: Growth Medyum

SD: Standart Sapma

P#=0.006 b ile kiyaslandiginda
P®=0.014 d ile kiyaslandiginda
P® = 0.001 f ile kiyaslandiginda

P%=0.005 h ile kiyaslandiginda

Tablo 11 ‘da gorildigi gibi, GM, CM, %25 ve %50 ‘lik ADMSC ortam
medyumunda UVB (-) ve UVB (+) hiicreler arasinda istatiksel ag¢idan anlamli fark

gbzlenmistir (p<0.05).
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5. TARTISMA

Epidermal hiicreler deride yara iyilesmesinde yenilenmede Onemli kaynaktir.
Yaglanmis epitel hiicrelerinin kendilerini yenileme ve deride hasar1 onarma kapasiteleri
diisiiktiir. Isin ile birlikte gelisen yaslanma, kronik olarak UV ile indiiklenen bir durum olup,
deride i¢ tabakalarda ve deri tizerinde bir takim degisikliklere neden olur. Giineste bulunan
UV 1sinlarinin ciddi zararh etkileri bulunmakta olup, bunlar kizariklik, 6dem, giines yanigi,
kirigikliklar, deride pigmentasyonun artmasi, immunsupresyon ve hatta deri kanseridir.
Genel olarak UV isinlari, UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm), UVC (200-280 nm ve
VUV (vacum UV, 100-200 nm) igerirler. Her ne kadar VUV ve UVC oksijen ve ozon
tabakasi tarafindan absorblanmakta ise de, UVB ve UVA 1sinlar1 derimize ulasmakta ve 1sin
yolu ile yaslanmaya onemli katkida bulunmaktadir. Kisa dalga boylu ultraviyole 1sinlar
(UVB) epidemise hasar vermekte ve daha uzun dalga boylu 1sinlar (UVA) ise dermise niifus
etmektedir. Ayrica, UVA 1sinlar total UV radyasyonunun % 90 ‘nindan sorumlu olup, tiim
y1l boyunca bu oran sabit kalmakla birlikte UVB fotonlari, UVA ile kiyaslandiginda bunun
bin kat1 kadar giines yanig1 olusturmakta ve insan epidermal hiicrelerinde canlilig1 suprese
etmek yoluyla foton ile deride yaslanma olusturmaktadir (Yaar ve Gilchrest, 2007; Li ve
ark, 2016).

Foto yaslanma ciltte kirisikliklara, hiper-pigmentasyona, epidermal hiperplazi ve
deri kanserine dahi neden olabilmektedir. UVB 1sinlari, derinin epidermal basal hiicre
tabakasini etkilemekte, giines yanigina, esmerlesmeye ve pigment lekelerine neden olup
derinin yaslanmasin1 hizlandirmaktadir. Sagligin korunmasi i¢in, ¢ok daha fazla insan foto
yaslanmaya dikkat etmekte ve derilerini giinesten korumaya 6zen gostermektedirler.
Yiyecekle alinan bitkisel triinler derinin émiir boyu korunmasina énemli 6lgiide katkida
bulunmaktadir (Latha ve ark, 2013; Reich ve ark, 2013). Karnosol, naringeninler,
rosmarinik asit, yesil ¢ay polifenolleri ve prunella vulgaris 6ziitii, hem UV radyasyonunun
hem de iyonlastirict radyasyonun hiicreye zarar veren etkilerini hafifletmek igin etkili
ajanlar olarak kabul edilmistir (Vostalava ve ark, 2010; Jones ve ark, 2012; Psotova ve ark,
2006). Ayrica dis etinden izole edilen otolog geng fibroblastlar, dolgu maddeleri ve karin
bolgesinden otolog adipoz hiicreler kirigikliklar: tedavi etmek i¢in kullanilmistir (Zhao ve
ark, 2015). Cilt onarmmi i¢in kok hiicre enjeksiyonu ve doku rejenerasyonunda somatik
hiicrelerin tekrar programlanmasi gibi birgok yontem kullanilmistir. Bununla birlikte, 151n

yoluyla hasar olusmus cildin etkili ve giivenli tedavi yollar1 igin bu alanda g¢alismalara
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ihtiya¢ vardir. Calismamizda, ADMSC ortam medyumunun farkli konsantrasyonlarmin
UVB radyasyonuna gramis HaCaT hiicrelerinde rejeneratif ve reperatif etkileri
aragtirllmisttr. ADMSC ortam medyumunun proliferasyon, migrasyon, apoptoz iizerine

etkileri incelenmis ve p-ERK 1/2 ile Mcl-1 protein diizeyleri saptanmustir.

Daha oOnce yaplan caligmalarda koryon kaynakli kok hiicreler (CDSCs) insan
plesantasindan izole edilmis olup, cogalma ve farklilagsma yetenegine sahip mezodermal kok
hiicrelerin en bol kaynagini olusturdugu gosterilmistir (Kmiecik ve ark, 2013). Li ve ark
(2016) ‘larinin yaptig1 ¢alismada CDSC ‘lerin mezenkimal kok hiicrelere 6zgii belirtegleri
salgiladiklar1 belirtilmistir (Fariha ve ark, 2011; Portmann ve ark, 2006). Hiicre
proliferasyonu, hiicre dongiisii ve migrasyon sonuglart CDSC ‘lerin hiicre boliinmesini
destekledigini ve UVB 1sm1 uygulanmis keratinositlerin yasam siirelerini artirdigi
gosterilmistir.  Sonuglar, CDSC silipernatantlarinin  foto  koruyucu 6zelliklerinin
mekanizmasimin dogrudan DNA oksidatif hasari ile baglantili olan H,O,, OH" ve peroksi
nitrit gibi hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini azaltama kapasitesi ile iliskili olabilecegini
ortaya koymustur (Li ve Wang, 2011; Wang ve ark, 1999). Bizim ¢alismamizda da ADMSC

ortam medyumunun HaCaT hiicrelerinin proliferason ve migrasyonu artirdig1 saptanmustir.

Li ve ark (2016) ° larmmn yaptig1 ¢alismada % 75 ‘lik CDSC-CNM (koryon kok
hiicre ortam medyumu), UVB (+) epidermal hiicreler tizerinde en iyi canlandirici ve onarici
etkiyi gostermislerdir. Kiiltiire edilen CDSC ‘ler aktif faktorleri salgilamakta olup,
supernatantta bulunan besin maddelerinin ayni hiicreler tarafindan hiicrelerin biiylimesi igin
kullanildig1 rapor edilmistir. Bizim ¢alismamizda da UVB 1simnina maruz kalan hiicrelerde,
ADMSC ile muamele sonrasinda hiicre canliligi artmis ve %100 kosantrasyona sahip

ADMSC ortam medyumunda en yiiksek degere ulasmistir.

CDSC ‘ler aktif faktorleri salgilamakta olup, keratinosit hiicrelerin biliylimesi stimiile

ettigi gosterilmisti. Bizim calismamizdaki veriler de bu durumu desteklemektedir.

Li ve ark (2016), GM veya CM ile kiiltiire edilen UVB (+) hiicrelerin proliferasyon
hizinin, UVB (-) hiicreler ile karsilastirildiginda 6nemli Slgiide azaldigi gosterilmistir.
Calismamizda da, GM ve CM ‘de kiiltiire edilen HaCaT hiicrelerinin, UVB (+) hiicre
canlilig1 UVB (-) ile kiyaslandiginda 6nemli 6l¢iide diisiik bulunmustur.

Li ve ark (2016) calismalarinda UVB (+) hiicrelerin hiicre dongiilerindeki

degisiklikleri incelemek ig¢in hiicrelerin DNA dagilimlarinin flow sitometrik OSlgiilerini
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yaparak ti¢ hiicre alt popiilasyonunu (G0/G1, S and G2/M) degerlendirdi. UVB (+) HaCaT
hiicrelerinin S ve G2/M alt popiilasyonlarinda, CM ile kiyaslandiginda bir azalma
gosterilmistir. Bu da UVB (+) HaCaT hiicrelerinin hiicre boliinmesinin ve proliperatif
Ozelliklerinin azaldigini gosterir. Ancak UVB (+) hiicrelerde tedaviden sonra S ve G2/M
fazindaki hiicre sayilarinin ¢esitli oranlarda arttigi gosterilmistir. Veriler %75 ‘lik CDSC-

CNM ‘de daha fazla hiicrenin proliferatif faza girmesinin saglandigini géstermektedir.

Li ve ark. CDSC-CNM “de kiiltiire edilen foto yash hiicrelerin hiicresel migrasyonu
iyilestirdigini gdsterdi. Bu sonug, CDSC-CNM ‘nin UVB (+) HaCaT hiicrelerinin hiicresel
migrasyonunu artirdigini ortaya koymaktadir. %50 ‘lik CDSC-CNM ‘nin hiicresel ¢izik
iyilesmesini en hizli gésteren ortam oldugu ve UVB (-) HaCaT hiicrelerinin ¢izigi 16 saatte
tamamen kapattigi gosterilmistir. Koryon kaynakli kok hiicre, hem %50, hem de %75
CDSC-CNM konsantrasyonda kiiltiire edilen UVB (+) HaCaT hiicrelerinin hiicresel
migrasyonu CM ‘dekiler ile kiyaslandiginda 6nemli 6l¢iide arttigi ortaya konmustur. Bu
calismada goriintiiler ters mikroskop kullanilarak alinmistir. Cizigin bir tarafi ve diger tarafi
arasindaki mutlak uzaklik goriintiilii yazilim cihazi kullanilarak, belli araliklarla 6lgiildii.
Her bir ¢izigin kapanma mesafesini elde etmek icin, 0 ‘dan son zamana kadar olan

goriintiiler karsilastirilarak migrasyon kapasitesi tayin edildi (Li ve ark, 2016).

UVB (+) HaCaT hiicrelerinde Mcl-1 ve p-ERK 1/2 proteinlerinin ekspresyonlari
western blot yontemiyle gdsterilmis olup, bunlarin azaldig: fakat CDSC ortam medyumu ile
ekspresyonlarinin arttig1 gosterilmistir (Li ve ark.2016). CDSC ortam medyumunun UVB
(+) hiicrelerin hayatta kalmas: lehine Erk 1/2 sinyalizasyonunu diizenlediklerini
gozlemlemislerdir. Spesifik olarak da, CDSC ortam medyumu, UVB isinlar1 yoluyla ERK
1/2 molekiiliiniin defosforilasyonunu 6nledigini 6ne slirmiiglerdir. Bizim ¢alismamizda da,
Mcl-1 ve p-ERK 1/2 sonuglarinin UVB (+) hiicrelerde azaldigi, fakat farklh
konsantrasyonlarda uygulanan ADMSC ortam medyumu ile doza bagli olarak yiikseldigi

saptanmistir.

ADSC ‘lerin bir ¢ok hastalik iizerinde tedavi edici ve parakrin fonksiyonlar
sayesinde yararl etkileri gosterilmistir (Kim ve ark, 2009). Doku kaynakli kdk hiicreler
doku miihendisliginde ve rejeneratif tipta umut verici etkilere sahiptir ve ADSC ‘ler yetiskin
kok hiicreler arasinda en bol bulunan ve kolayca elde edilebilen bir kaynaktir ve uygun
kiiltiir kosullarinda endotelyal , myosit ve noral hiicrelere diferansiye olabilmektedir. Ayrica

yag dokularindan elde edilen ADSC ‘ler patalojik kosullar1 iyilestirmek i¢in parakrin
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etkisine dayali tedavinin uygun kaynagi olarak disinilmiistir ve anti-apoptotik,
anjiyojenik, anti-inflamatuar, kirisiklik karsit1 ve yara iyilestirme etkilerine sahip oldugu
gosterilmistir. Caligmamizda saptanan ADMSC ortam medyumunun migrasyonu artirmasi

yara iyilesmedeki desteklemektedir.

Adipoz kaynakli kok hiicreler (ADSC), biiyiime faktorlerinin salgilanmasi ve dermal
fibroblastlarin aktivasyonu yoluyla insan derisi iizerinde yara iyilestirici ve antioksidan
etkilere sahiptir. Kim ve ark (2008) yaptiklari ¢alismada ADSC ile ultraviyole-B (UVB)
kaynakli kirigikliklart azaltan parakrin mekanizmayi arastirmiglardir. Fareler 8 hafta
boyunca UVB radyasyonuna maruz birakilmis olup kirigikliklarin olusmasi saglanmistir.
Analizlerde orta seviye ve yliksek doz ADSC ile kirisikliklar1 igeren parametrelerin
iyilestigi goriilmiistir. ADSC enjekte edilen grupta dermiste dermal kalinlik ve kolojen
icerikleri de artmistir. ADSC ‘lerin kirisiklik karsiti etkilerini igeren parakrin mekanizmasini
karakterize etmek i¢in insan dermal fibroblastlari (HDF) ile ¢alisildi. UVB radyasyonunun
HDF ‘nin proliferasyonunu azaltsada bu durumun doza baglh bir sekilde ADSC ortam
medyumu uygulanmasi ile tersine ¢evrildigi gosterilmistir. Kim ve ark (2008), hiicre sikliisii
analizinde ADSC-CM ‘nin HDF ‘nin azalmig G1 alt faz1 sayesinde UVB indiiklii apoptotik
hiicre 6limii azalttiklarini ortaya koymuslardir. Ayrica ADCS-CNM ‘nin HDF ‘de kollojen
tip I protein ekspresyonunu artirdigin1 ve matriks metalloproteinaz 1 seviyesini
diisiirdiigiinii gostermislerdir. Bu dermiste artan kollojen igerigini agiklamaktadir (Kim ve

ark, 2008).

Igsel ve dissal yaslanma faktorlerinin cilt dokusu ve terapiler iizerindeki birlikte
etkileri daha 6nce nadir olarak ¢alisilmistir. ADSC ‘ler cilt yaslanmasina karsgi savasma
yontemlerinde gelecek vaat eden yoOntemleri kapsayan anti-aging alanina popiilerlik
kazanmistir. Wang ve ark (2015) yaptiklar1 caligmada igsel veya digsal yaslanma
faktorlerine veya her ikisine maruz kalan ve hasarli HDF ‘ler iizerinde ADSC ‘nin etkisini
incelemek amaciyla HDF ‘leri farkli seviyelerde UVB 1sinina tabi tutmuslar ve daha sonra
ADSC-CNM ile tedavi etmislerdir. 48 saat sonra hiicresel proliperatif aktivite, morfoloji,
SA- B (Senescence-Associated beta-Galactosidase) salinimi, kollojen I kollojen IIT ve
elastinin mRNA ekspresyonu, apoptoz tespit edilmistir. Yaslanma faktorlerinin hiicresel
proliferasyonu inhibe ettigi ve yaslanma oranini artirdigi, Kollojen I, kollojen III ve elastin
MRNA ekspresyonunu azalttigi saptanmistir. ADSC-CNM tedavisinin hiicresel proliperatif

aktiviteyi onemli Slgiide artirdigi ve hem i1ginlanmis hem de i1sina tabi tutulmamig HDF
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‘lerde (Human dermal fibroblast) fonksiyonlarin eski hale geri dondiigii gosterilmistir.
Bizim c¢alismamizda da UVB 1smima maruz birakilan HaCaT hiicrelerinde hiicresel
prolipereratif —aktivite Onemli Ol¢lide azalmis fakat tedavi sonrasinda biitiin

konsantrasyonlarda artislar gézlemlenmistir (Wang ve ark, 2015).

Timpanik membran onariminda si¢an modellerinde iyilesmeyi artirmak igin
mezenkimal kok hiicreler kullanarak deneysel basarilar gosterilmis olup, mekanizmalar tam
acik degildir. Ong ve ark (2016), yaptiklar1 ¢calismada ADSC ‘lerin insan timpanik membran
keratinositleri (hnTM) ve 6liimsiizlestirilmis insan keratinositleri (HaCaT) i¢in yara iyilesme
mekanizmalar1 tizerindeki parakrin etkilerini in vitro olarak arastirmislardir. ADSC-CNM
‘nin keratinosit proliferasyonu ve migrasyonu yoniinden parakrin aktivitesi agisindan
degerlendirilmistir. ADSC-CNM keratinosit kiiltlirleri serum igcermeyen kiiltiire kiyasla
hiicre sayisinda onemli oranda artig gosterdigi belirtilmistir. Hipoksik sartlarda olan ADSC-

CNM “de ise artiglar daha da 6nemli oranda olmustur.

Keratinositler ve fibroblast hiicreleri, cilt yara iyilesmesi siirecinde 6nemli rol oynar
ve travma tarafindan aktive edilen hiicre tipleridir. Aktive hiicre yayilimi, epitelizasyon,
graniilasyon, skar dokusu olusumu, yara diizeltme modellemesi ve anjiyogenezde, gé¢ ve
proliferasyon da dahil olmak tizere bir dizi hiicresel aktivite ile gergeklesir. Kim ve ark ‘nin
(2018), yaptiklar1 ¢alismada da ADMSC ortam medyumunun insan keratinositlerinin ve
fibroblastlarin migrasyonunu ve c¢ogalmasini uyardigr gosterilmistir. Bu ¢aligmadaki

sonuglar da bizim ¢alismamizdaki sonuglar1 desteklemektedir.

Yara iyilesmesi, hiicresel ve biyokimyasal olaylarin karmasik sekilde etkilesimini
iceren, oldukea iyi diizenlenmis fizyolojik bir siiretir. Insan amniyotik epitel kok hiicreleri
(HAESCs) de yara iyilesmesinde onemli bir kaynak olarak gosterilmistir. Zhao ve ark
(2016), calismalarinda amniyon kaynakli kok hiicrelerin keratinositlerin gocii ve ¢ogalmasi
tizerindeki pozitif yondeki artislar1 gostermislerdir. Bu calismada bizim caligmamizdaki
sonugclar1 desteklemektedir. Ayrica Zhao ve ark (2016) insan amniyotik epitel kok hiicreleri
ortam medyumu (HAESC-CM) ile yapilan tedavi sonrasinda p-ERK konsantrasyonunun
Oonemli oranda arttigini gostermislerdir. Bu calismada bizim c¢alismamizdaki sonuglari
desteklemektedir. Bizim galismamizda da keratinositlerin UVB 1smnina tabi tutulmasinin p-
ERK1/2 degerlerini azalttigi fakat ADMSC ortam medyumlari ile muamelesi sonrasinda bu
durumun tersine dondiigii ve ERK 1/2 konsantrasyonunun arttigi goriilmiistir. Zhuang ve

ark (2018) tarafindan yapilan ¢alisgmada HaCaT hiicrelerinin UVB 1sinina maruz kalmasinin
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sonrasinda p-ERK 1/2 sinyal yolaginin inhibe edildigi gosterilmistir (Zhuang ve ark, 2018)
Sonuglar literatiirdeki bilgileri desteklemektedir.

Mcl-1 temel olarak epidermal yasam proteinidir ve Mcl-1 ekspresyonunun degismesi
UVB kaynakli apoptozu etkiledigi onerilmektedir. Park ve Jang (2014) yaptiklar1 ¢alismada
HaCaT hiicrelerini UVB 1s1nina maruz biraktiktan sonra Mcl-1 konsantrasyonunun énemli
oranda azaldigini gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda, tiim gruplarda UVB (-) ve UVB (+)
hiicrelerde Mcl-1 degerleri arasinda istatiksel agidan anlaml farklar saptanmustir. Ozelikle
GM ve CM grubunda bu fark en fazladir. Fakat ADMSC ortam medyumunun farkli
konsantrasyonlar1 ile muamelesi sonrasinda Mcl-1 degerinin orantili olarak yiikseldigi ve

%100 ‘liilk ADMSC ortam medyumunda en yiiksek degerine ulagtig1 goriilmiistiir.

Bir tiir yumusak doku yaralanmasi olan cilt yaralariin yaslanmada iyilesmesi
giictiir. Cilt hiicrelerinin farklilagmasi, gocii ve apoptozu yara iyilesme siire¢lerinde anahtar
faktorler olarak tanimlanir. Mezenkimal kok hiicrelerin yara iyilesmesi tedavisinde olasi
adaylar oldugu gosterilmistir, ¢linkii kullanimlar1 bir¢cok dokunun rejeneratif kapasitesini
artirmaktadir. Bununla birlikte Ma ve ark (2018), adipoz doku kok hiicre eksozomlarinin
(ADSC-exos) bu yondeki etkilerini belirlemeye ¢alismiglardir. Bu ¢alismada, ADSC ‘den
eksozomlar izole edilmistir. HaCaT hiicreleri cilt lezyon modelinin olusturulabilmesi i¢in
H,O, ‘ye maruz birakilmis ve ADSC-eksozom ile tedavi sonrasina proliferasyon,
migrasyonun arttigin1 goézlemlemislerdir. ADSC-eksozom, H,O; ile apoptoza giden hiicre
sayisinin azalmasina neden olmustur. Bunun sonucunda ADSC-eksozom ‘un HaCaT
hiicrelerinin proliferasyonunda, migrasyonunda destekleyici bir rol iistlendigi ortaya

konmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizdan elde edilen sonuglar1 6zetleyecek olursak;

1- Calismamizda hem UVB (+), hem de UVB (-) HaCaT hiicrelerinde, ADMSC
ortam medyumunun uygulanmasiyla birlikte hiicre canliliginda artiglar gozlenmistir. Bu
artiglarin 6zellikle UVB (+) hiicrelerde daha fazla oldugu ve %100 ‘lik ADMSC ‘de en
yiksek diizeye ulastifi saptanmis olup, ADMSC ‘nin keratinositlerde hiicre canliligimi

arttirdigini diigiinmekteyiz.

2- ADMSC ortam medyunun UVB (+) hiicrelerde migrasyonu arttirdigi bunun da
yara iyilesmesi gibi durumlarda 6zellikle gilines yaniklarinda ya da gilineste hasar goren

hiicrelerde tamir mekanizmasi i¢in degerli oldugunu diistiinmekteyiz.

3- Apoptoz analizinde ise ADMSC ortam medyumu ile muamelenin hiicrelerde doza
bagli apoptozu arttirdigt ve bu bulgularin bir paradoksal olusturdugu diisiiniilse de,
calismamizda ortam medyumu ile muameleyi 48h ile smrli tuttugumuzdan, fototerapi
sonucunda apoptoza ugrayan hiicrelerin canlanmaya firsat bulamadigini diistinmekteyiz. Bu
baglamda bu deneyin tipki hiicre canliligi deneyinde oldugu gibi 72 saat ii¢ kez ortam

medyumu degisimi ile yapilmasinin sonuglari etkileyebilecegi diisiincesindeyiz.

4- UVB (+) HaCaT hiicrelerinde, Mcl-1 ve ERK 1/2 proteinlerinin diizeyleri azalmig
ancak ADMSC ortam medyumunun uygulanmastyla beraber doza bagl artislar goriilmiistir.
Her iki protein diizeyi de %100 ‘lik ASDMSC ‘de en yiiksek diizeyde saptanmuistir.
ADMSC ‘nin hiicrelerin hayatta kalmalarin1 desteklemek i¢in Mcl-1 ekspresyonunu ve ERK
1/2 sinyal yolagini modile ettigini, ERK 1/2 ‘nin defosforilasyonunu onledigini

diisiinmekteyiz.

5- Apoptoz analizinde ise ADMSC ortam medyumu ile muamelenin hiicrelerde
doza bagli apoptozu arttirdig1r ve bu bulgularin bir paradoksal olusturdugu diisiiniilse de,
calismamizda ortam medyumu ile muameleyi 48h ile smirlt tuttugumuzdan, fototerapi
sonucunda apoptoza ugrayan hiicrelerin canlanmaya firsat bulamadigini diisiinmekteyiz. Bu
baglamda bu deneyin tipki hiicre canliligi deneyinde oldugu gibi 72 saat {ic kez ortam

medyumu degisimi ile yapilmasinin sonuglari etkileyebilecegi diisiincesindeyiz.

74



6- ADMSC ortam medyumu i¢indeki faktorlerin, 6zellikle UVB (+) keratinositlerin

prolifeasyonunu destekledigi, rejeneratif ve reperatif etkilere sahip oldugu saptanmastir.
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