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OZET

Doktora Tezi

KOPEK MEZENKIMAL KOK HUCRELERININ IN-VITRO NOROJENIK
FARKLILASTIRILMASI VE OZELLIKLERININ INCELENMESI

Zeynep KURT

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Y. Murat ELCIN

Bu calismada kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu, kiiltiiri,
karakterizasyonu ve in-vitro ortamda norojenik nesile farklilastirilmasi incelenmistir.
Kopegin iliak krestinden toplanan kdpek kemik iligi mezenkimal kdk hiicreleri (K-
MKH) hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltildi. Cogaltilan hiicrelerin karakterizasyonu igin
koloni olusturma potansiyelleri, empedansa dayali hiicre analiz sistemi ile hiicre
bliylime egrisi, ¢oklu soy ve akim sitometri analizleri gerceklestirildi. Bu asamadan
sonra kopek KI-MKH’leri, gelistirilen iki-asamali norojenik farklilastirma protokoliine
tabi tutuldu. Norokiire olusturmak amaciyla yapilan ilk indiiksiyon asamasinda hiicreler;
epidermal biiylime faktorii (EGF) ve bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) iceren
ndrobazal vasatta kiiltiire alindi. Ug giin siiren ilk indiiksiyon asamasidan sonra elde
edilen noérokiireler 151k mikroskobunda goriintiilendi. Norokiire olusum asamasindan
sonra ndrojenik farklilasmanin ikinci basamagi olan noéron-benzeri hiicre olusum
asamasina gecildi. Dagitilan norokiireler, sinir bliylime faktorii (NGF), beyin-kaynakli
norotrofik faktorii (BDNF) iceren ndrobazal vasatta alti giin kiiltiire alindi. Ikinci
indiiksiyon asamasi sonunda ndrojenik nesile farklilastirilmis kdpek Ki-MKH’lerinin
immunhistokimya boyamalar1 yapildi. In-vitro ortamda, kdpek kemik iliginden izole
edilen hiicrelerin mezenkimal karakterde oldugu, ndronal ve glial isaretcileri ifade eden
hiicrelere farklilasabildigi ve bu hiicrelerin ise gelecekte sinir doku hasarlarinin
tedavisinde fonksiyonel yenilenme icin kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu
gozlendi.

Ekim 2017, 81 sayfa

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, Hiicre kiiltiirii, Norojenik farklilagsma,
Norokiire



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

IN-VITRO NEUROGENIC DIFFERENTIATION OF CANNE MESENCHYMAL
STEM CELLS AND EVALUATION OF PROPERTIES

Zeynep KURT

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Y. Murat ELCIN

In this study, we have investigated the mesenchymal properties and neurogenic
differentiation potentials of cultured canine bone marrow stem cells. Canine
mesenchymal stem cells isolated from the iliac crest of canine were proliferated under
sterile conditions. The mesenchymal properties of the cultured cells were confirmed
using coloniy forming unit, impedance-based cell analysis system, lineage and flow
cytometry analysis. At passage 2; BM-MSCs were induced into the neurogenic lineage
by a two-step differentiation protocol. Cells were placed in tissue culture flasks coated
with poly(hydroxyethylmethacrylate) and cultured in the B-27 and N-2 containing
neurobasal medium. At the second step, the acquired neurospheres were disaggregated
and the cell suspension was plated in tissue culture flasks which were coated with poly-
L-ornithine. The neurosphere-derived cell suspension was then cultured for six days in
the neurobasal medium supplemented with nerve growth factor (NGF) and brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) for further induction into the neurogenic lineage.
For determination of neurogenic differentiation of the mesenchymal stem cells, primary
antibodies were used. The findings indicated that mesenchymal stem cells differentiate
into cells expressing neuronal and glial markers in vitro and some mesenchymal stem
cells exhibit neural potential.

October 2017, 81 pages

Key Words: Mesenchymal stem cell, Cell culture, Neurogenic differentiation,
Neurosphere
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her tiirlii imkan1 saglayan, biitiin varligin1 sadece ¢ocuklarina adayan canim annem ve
babama, kardesleri oldugum i¢in gurur duydugum agabeyim Ahmet AKTAS’a ve
kardesim Oguzhan AKTAS’a ve hala olma duygusunu bana yasatan ailemizin en kii¢iik
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1. GIRIS

Kok hiicreler viicudumuzda biitiin doku ve organlari olusturan ana hiicrelerdir. Heniiz
farklilasmamis olan bu hiicreler smirsiz bdéliinebilme, kendini yenileme, organ ve
dokulara doniisebilme yetenegine sahiptir ve gerekli kosullar saglandiginda istenilen

hiicre tipine doniisebilmektedir.

Son yillarda kok hiicre alanindaki arastirmalarin hizlanmasi ve bu konuda artan bilgi
birikimi kék hiicrelerin potansiyel klinik uygulamalarina yonelik ilgiyi artirmustir (Inang
vd. 2011). Bunun sonucu olarakta; kok hiicre ¢alismalarinin sayisi ve galigilan kok
hiicre tiirlerinde de artis gozlenmektedir (Trounson vd. 2015). Ayrica kdk hiicre klinik
caligmalarinin  izlenmesi ve degerlendirilmesiyle ilgili ¢ok Onemli yatirimlar
yapilmaktadir. Ornegin 2014 yilinda gergeklestirilen hiicresel tedavi calismalarinin
yaklasik % 70’1 akademik kurumlarin (kamu finansmani), % 30’u ise 6zel sirketlerin

sponsorlugunda gerceklestirilmistir (Bersenev 2015).

Her ne kadar klinik arastirma ve ¢aligmalarin sayis1 zamanla etkileyici sayilara ulagsmis
olsa da; uygulamalar sonucunda elde edilen basar1 orani olduk¢a diisiiktiir. Bununla
birlikte hala devam eden klinik ¢alismalar ile bu alandaki ilerlemelerin devam etmesi

beklenmektedir.

Farkli kok hiicre tiirleri ile yapilan tedavilerin g¢esitli hastalik ve yaralanmalara maruz
kalan hastalara fayda saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Literatiir incelendiginde; sinir
kok hiicrelerinin rejeneratif onarim i¢in umut verici oldugu, pluripotent kok hiicrelerin
rejeneratif tipta genis bir potansiyele sahip oldugu ve mezenkimal kdk hiicrelerin
(MKH’ler) klinik c¢aligmalarda en cok tercih edilen kok hiicre tiirii oldugu acikca
goriilmektedir (Trounson vd. 2015).

Hem embriyonik kok hiicreler (EKH), hem de indiiklenmis pluripotent kdk hiicreler
(IPKH) tedavi edici ozellikleri sebebiyle klinik arastirmalarda genis yer bulmaktadir.

Embriyonik kok hiicreler ile yapilan calismalar ¢izelge 1.1°de goriilmektedir.



Cizelge 1.1 Embriyonik kdk hiicre uygulama alanlari (Trounson vd. 2015)

Sponsor Hastalik Tiirii | Hiicre Tedavisi Hasta | Faz
Sayisi

Chabiotech Co. | Makiila Insan embriyonik kok 12 Faz I/11
Ltd. (S. Korea) | dejenerasyonu | hiicre (IEKH) kaynakli

retina pigmentli epitel

hiicreleri
Ocata Stargardt's IEKH kaynakli retina | 16 Faz I/l
Therapeutics makiila pigmentli epitel hiicreleri
(MA, USA) distrofisi (RPE'ler)
Pfizer (UK) Makiila IEKH kaynakli retina | 10 Faz |

dejenerasyonu | pigmentli epitel hiicreleri

(RPE'ler)
Cell Cure | Makiila IEKH kaynakli retina | 15 Faz I/l
Neurosciences | dejenerasyonu | pigmentli epitel hiicreleri
Ltd. (Israel) (RPE’ler)
ViaCyte (CA, | Tip 1 diyabet Insan-EKH-kaynakl1 40 Faz I/l
USA) pankreatik endoderm

hiicresi
International Parkinson insan parthenogenetik | ----- Faz I/l
Stem Cell | hastaligi kaynakl sinir ~ kok
Corp. hiicreler
(Australia)
Asterias Omurilik Insan-EKH kaynakli | 13 Faz I/l
Biotherapeutics | yaralanmasi oligodendrosit onciil
(CA, USA) hiicreleri




Diinyada embriyonik kok hiicre naklinin bir tedavi secenegi haline gelmesi
beklenmesine karsin heniiz faz denemesi asamasindadir. Giiney Kore’de makiila
dejenerasyonunun tedavisinde embriyonik kok hiicrelerin  kullammmi faz /Il
asamasindadir. Amerika Birlesik Devletleri'nde ise embriyonik kok hiicrelerin
Stargardt’s makiila distrofisinde, makiila dejenerasyonunda, omurilik yaralanmalarinda
ve Tip 1 diyabet tedavisinde kullanimi faz I ve faz Il asamasindadir. Embriyonik kok
hiicreler Israil’de yine makiila dejenerasyonunda, Avusturalya’da ise Parkinson

hastaliginin tedavisinde faz I/Il asamasinda kullanilmaktadir (Cizelge 1.1).

Ulkemizde ise mevcut tiim tedavi ydntemleri denenmesine karsin basari saglanamazsa
izin merci olan Saglik Bakanligi tarafindan kok hiicre kullanimina izin verilmektedir.
Bu konuda en magdur hasta gruplar1 ise omurilik ve travmatik rahatsizliklara sahip olan

hastalardir.

Pluripotent kok hiicreler sinir dejenerasyonlarinda, parkinson gibi rahatsizliklarda,
amyotrofik lateral skleroz hastaliklarinda ve omurilik yaralanmalarinda daha ¢ok tercih

edilmektedir (Pettersson vd. 2011).

Sinir kok hiicre tiirevleri, klinik deneme uygulamalar1 i¢in kullanilan kok hiicre
tiirlerinden bir digeridir. Calismalar genellikle hasar gormiis olan merkezi sinir sistemini
tedavi etmeye yoneliktir. Merkezi sinir sisteminin rejeneratif tedavisi igin tercih
edilmesi gereken en iyi noral hiicre tipi hala tam olarak belirlenememistir. Hastaliga ve
yaralanmaya bagli olarak secilecek hiicre ¢esidinin farklilik gosterebilecegi
disiiniilmektedir. Genel olarak kabul edilen diisiince; noron, astrosit veya
oligodendrositleri i¢eren bir sinir kok hiicresinin kok hiicre havuzu elde etmek i¢in ideal
oldugudur. Ancak spesifik hiicre tiplerinin normal fonksiyonlarin1 yerine getirebilmeleri
i¢in olgun sinir hiicrelerine de ihtiyac1 vardir. Ornegin; Parkinson rahatsizliginda nigral
A9 dopaminerjik noronlara ihtiyag vardir. Oniimiizdeki dénemde yapilan klinik
calismalarla sinir kok hiicresinin mi yoksa oligodendrosit onciil hiicresinin mi daha

yararli olacagi belirlenecektir (Trounson vd. 2015).



Trafik ve is kazalar1 sebebiyle meydana gelen omurilik ve periferal sinir yaralanmalari
Avrupa’da her y1l yaklasik 100 bin insani1 etkilemektedir (Asplund 2009, van den Berg
2010). Omurilik yaralanmasi sonunda hastalarin hemen hemen yarisinin ¢l ve ayak
fonksiyonlarinda kayip olurken hastalarin diger yarisinin belden asagisida felg kalma
durumu ortaya ¢ikmaktadir. Bu tip hastalar geng¢ yasta olmalarina ragmen tedavilere
cevap verememis, daha sonra caligma potansiyelini kaybetmis ve normal hayatlarina
donememistir (Petterson vd. 2011). Travmatik rahatsizliklar disindaki nérodejeneratif
rahatsizliklarin  beyindeki néronlarin  korelmesine ve Olmesine neden oldugu
bilinmektedir (Fu vd. 2008). Bu hastaliklar i¢in herhangi bir tedavi yolu heniiz
bulunamamistir. Bu konuda yapilan biitiin uygulanabilir tedaviler sadece semptomatik
olarak devam etmektedir. Yapilan c¢alismalar sonucunda kok hiicre naklinin, erigkin
beyindeki endojen kok hiicrelerle mobilizasyonunun, nérodejeneratif rahatsizliklarin
gelecekteki tedavisini saglayabilecegi diistiniilmektedir (Reynold vd. 1992). Noral kok
hiicrelerin noral hastaliklarin tedavisinde kullanilmasina yonelik g¢aligmalar c¢izelge

1.2°de goriilmektedir.

Cizelge 1.2 Noral kok hiicre ¢alismalar1 ve uygulama alanlar1 (Trounson vd. 2015)

Sponsor Hastahk Tiirii Hiicre Tedavisi Hasta Sayisi Faz
City of Hope Tekrarlayan yiiksek | E. Coli CD-ifade eden sinir kok | 24 Faz |
(ABD) dereceli gliomlar hiicreleri
Neuralstem Inc. | ALS ( Amiyotrofik | Fetal kokenli sinir kok hiicreler | 18 Faz |
(ABD) lateral skleroz)
Néronal seroid | Insan MSS k&k hiicreleri Faz |
lipofuzkinoz ?
Makiiler Insan MSS kok hiicreleri 50 Faz I/l
Stem Cells Inc. | dejenerasyon
(ABD) Torasik  omurilik | 15 Faz I/
yaralanmasi Insan MSS kok hiicreleri




Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde 24 hastada E. Coli sinir kok hiicreleri ile
tekrarlayan yiiksek dereceli gliomlar {izerinde yapilan ¢aligmalar ve 18 hastada ALS
hastaliginin tedavisinde fetal kdkenli sinir kok hiicreleri kullanilarak yapilan ¢aligsmalar

faz I asamasindadir (Cizelge 1.2).

Her ne kadar nérodejeneratif rahatsizliklar sebebiyle kaybedilen hiicrelerin yenilenmesi
giinimiizde gergekdis1 gibi goriinse de, hayvan modelleriyle yapilan caligmalarla
noronal yenilenme ve =zarar gOrmiis noronal devrelerin bir kisminin yeniden
yapilanmasinin miimkiin oldugu yapilan bazi ¢alismalarda gdsterilmistir (Harrison vd.

2015).

Bilim insanlar yaptiklar1 aragtirmalar sonucu; nérojenik olarak faklilasmis hiicrelerin,
norodejeneratif rahatsizligi olan hastalarin beynindeki 6lii hiicrelerin yerini almak i¢in
transplante edilecek hiicre grubu olarak tercih edilebileceklerini agiklamuslardir. Iki
farkli laboratuvar tarafindan mezenkimal kok hiicrelerin noral kok hiicre kiiltiir
sartlarinda benzer protokoller kullanilarak kiiltiire edilmesiyle ndrokiire benzeri yapilar
olan klonojenik noral kok hiicrelerine doniisebildigi rapor edilmistir (Bez vd. 2003, Lim
vd. 2010). Ayrica sican mezenkimal kok hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada,
mezenkimal kok hiicrelerin kayda deger bir kisminin (% 20-60) in-vitro kosullarda
ndral kok hiicrelerine doniistiigii belirlenmistir (Lei vd. 2007). Insan eriskin mezenkimal
kok hiicreleri ile yapilan bir baska calismada ise mezenkimal kok hiicrelerin % 60’tan
fazlasinin in-vitro kosullarda klonojenik noéral kok hiicrelerine doniistiigii rapor
edilmistir (Shakhbazau vd. 2010). Her iki ¢alismada da mezenkimal kok hiicrelerin
noral kok hiicrelere doniisiimiiniin bir transdiferansiyon olayr oldugu kanisina
vartlmistir. Bunun yani sira mezenkimal kok hiicre kaynakli ndral kok hiicrelerin
ndronlarin, astrositlerin ve oligodendrositlerin morfolojik ve fonksiyonel karakteristik

ozelliklerini tastyan hiicrelere farklilastig belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda KI-MKH’nin basarili bir sekilde néronal hiicrelere
farklilasabildigi ve omurilik yaralanmalarinda da fonksiyonel yenilenme i¢in

kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu bulunmustur. Dolayisiyla, kemik iligi



mezenkimal kok hiicreler hasarli sinir dokusunun rejenerasyonunda hiicre kaynagi

olarak tercih edilmektedir (Mu vd. 2015).

KI-MKH basaril1 bir sekilde néronal hiicrelere farklilasan ilk eriskin kok hiicre tipidir.
Ayrica omurilik yaralanmalarinda da fonksiyonel yenilenme ig¢in kullanilmaktadir.
Dolayisiyla, kemik iligi mezenkimal kok hiicreler hasarli sinir dokusunun
rejenerasyonuyla ilgili caligmalarda hiicre kaynagi olarak tercih edilmektedir (Mufioz-
Elias vd. 2003). Buna ek olarak, in-vitro ortamda kiiltiire edildigi zaman aksonlar1 ifade
eden motor ndron-benzeri hiicrelerin sayisini artiran Schwann hiicrelerinin fenotipini

gosteren hiicrelere farklilastig1 belirlenmistir (Kingham vd. 2007).

Mezenkimal kok hiicre arastirmalarinda karsilasilan en biiylik zorluk insan
rahatsizliklarinda deneyimlenen karmasikligi yansitan iyi hayvan modelleri bulmaktir.
Rejeneratif tipta yeni tibbi yontemlerin uygulanmasindan 6nce, hayvan modellerinde
klinik ¢alismalar yapilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bazi arastirmacilar yaptiklari ¢alismalar
ile Canis familiaris tiiriiniin insan hastaliklart i¢in uygun bir model olabilecegini
gdstermistir. Oncelikle; insanlar ve kopekler ayni cevresel hayati paylasmaktadir.
Fizyolojik olarak bakildiginda ise; diger geleneksel hayvan modelleriyle
karsilastirlldiginda kopeklerdeki hastaliklar ve klinik semptomlar insanlardakiyle daha
cok benzerlik gostermektedir. Hayvan tiirlerindeki kalitsal bozukluklarin gen veri tabani
incelendiginde; insan hastaliklar1 i¢in hayvan modeli olarak kopeklerin en onemli
potansiyel oldugu goriilmektedir. Ayrica, genomik olarak, kdpeklerdeki hastaliklarin
genetik temelleri insanlardakiyle biiylik Olclide Ortiismektedir. Bu nedenle, C.
Familiaris tiirii insan rejeneratif tibbi i¢cin umut verici hayvan modeli olarak kabul

edilmektedir (Kim vd. 2014).

Yapilan bir ¢calismada kopek adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin noral
farklilasma potansiyeli incelenmistir. intra-abdominal ve subkutanéz adipoz dokudan
izole edilen kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri kiiltiire edilmistir. Mezenkimal
kok hiicre karakterizasyonu icin ¢oklu soy farklilagsmasi ¢alismalar1 yapilmistir. Noronal
farklilasma i¢in forskolin, hidrokortizon, valproik asit iceren besiyeri kullanilmistir.

Farklilasma sonrasi morfoloji, immunhistokimya ve polimeraz zincir tepkimesi
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analizleri ile ndron-benzeri hiicrelerin elde edildigi ve bu hiicreler arasinda sinaps-

benzeri etkilesimler oldugu gosterilmistir (Blecker vd. 2017).

Yine bir diger calismada fare kemik iliginden izole edilen mezenkimal kok hiicrelerden
noral onciil hiicreler elde edilmistir. Izole edilen fare kemik iligi mezenkimal kok
hiicreleri kiiltiire alinmis ve istenilen hiicre sayisina ulagilincaya kadar kiiltiir devam
ettirilmistir. Noral farklilasma asamasinda bFGF, butilhidroksianisol ve dimetilsiilfoksit
(DMSO) igeren besiyeri tercih edilmistir. Noral farklilasmis hiicreler morfoloji,
immunhistokimya ve ger¢ek zemanli polimeraz zincir tepkimesi ile karakterize

edilmistir (Mohammad vd. 2016).

Mezenkimal kok hiicreler, uygun farklilasma kosullar1 altinda noral hiicrelere
farklilasmaya indiiklenir. Merkezi sinir sistemi, kendini yenileme agisindan sinirh
kapasiteye sahip oldugundan MKH’lerin noral gelisimi; spesifik norolojik eksikliklerin
giderilmesinde kaynak olarak kullanilabilmektedir. Arastirmacilar tarafindan norojenik
farklilagsma ile ilgili bir¢ok farkli protokol gelistirilmistir. Ancak kdpek kemik iligi
mezenkimal kok hiicrelerin ndrojenik indiiksiyonuyla ilgili ¢calisma sayisinin azlig1 bizi

bu hiicrelerle ¢aligmaya yonlendirmistir.

Yapilan ¢aligmada hayvan modeli olarak kopek tercih edilmesinin sebebi ise biiyiik
kopeklerin insan hastaliklar1 arastirmalarinda; uzun yasam beklentisi, biiyiik viicut

kiitlesi ve insan yapisini etkileyen hastaliklarin dogal gelisimidir.

Yakin bir gelecekte etkin rejeneratif tedavilerin omurilik yaralanmalarinda
kullanilabilecegi yapilan ¢aligmalar sonucunda gosterilmistir. MKH’ler, hiicresel
tedavide hasarli dokularin rejenerasyonu icin tercih edilmektedir. In-vitro ve in-vivo
ortamda, mezenkimal kok hiicrelerin, noronal ve glial isaretleri ifade eden hiicrelere
farklilagabildigi ve bazi mezenkimal kok hiicrelerin ndral potansiyel gosterdigi,
norodejeneratif rahatsizliklar icin tedavi amacl kullanilabilecegi belirlenmistir. Bu
sebeplerden dolayr yapilan tez c¢alismasinda kopek kemik iligi mezenkimal kok

hiicrelerinin karakterizasyonu ve norojenik nesile farklilasma potansiyeli incelenmistir.



Bu tez ¢alismasinda; kopek Ki-MKH’leri iliak krestten izole edildikten sonra kiiltiire
edildi ve istenilen hiicre yogunluguna ulasildiktan sonra hiicrelerin koloni olusturma
potansiyelleri incelendi. Empedansa dayali hiicre analiz sistemi ile hiicre biiyiime egrisi
belirlendi. Coklu soy farklilasmasi ve akim sitometri analizleri yapildi. Hiicrelerin
mezenkimal oOzellikte oldugu belirlendikten sonra iki asamadan olusan ndrojenik
farklilasma protokoliine gecildi. ilk indiiksiyon asamasinda hiicreler; nérokiire elde
etmek amaciyla EGF ve bFGF iceren norobazal vasatta kiiltiire alindi. Ug giin siiren
indiiksiyon asamasindan sonra elde edilen norokiireler 151k mikroskobunda
goriintiilendi. Ug giin sonunda dagitilan norokiireler, NGF ve BDNF igeren nérobazal
vasatta alti giin kiiltiire alindi. ikinci indiiksiyon asamasi sonunda nérojenik nesile

farklilastirilmis kopek KI-MKH’lerinin immunhistokimya boyamalar1 yapildi.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kok Hiicre Tarihi

Kok hiicreler; hiicre boliinmesi yoluyla kendini yenileme 6zelligine sahip, farkli hiicre
tiplerine farklilasabilen, tiim ¢ok hiicreli organizmalar i¢in ortak olan ve yetigkin
viicudunda 200’den fazla hiicre tipinin Onciilleri olarak kabul edilen temel hiicrelerdir
ve bu 6zelliklerinin sonucu olarak; ¢esitli doku hiicrelerini olusturabilmektedir (Avasthi
vd. 2008). Biitiin kok hiicreler karakteristik olarak aymi hiicre ailesinden gelen

farklilasmamus hiicrelerdir.

Kok hiicreleri tanmimlarken iki Ozellikten mutlaka bahsedilmelidir. Bunlar; kendini
yenileyebilme ve smirsiz potansiyeldir. Kendini yenileme; hiicrenin farklilagsmamis
halini korurken sinirsiz boliinebilmesi anlamina gelir. Sinirsiz potansiyel ise erigkin
hiicre tiplerine farklilagma kapasitesi anlamina gelir. Bu 6zellikler kok hiicreleri tam
anlamiyla totipotent yapar. Ayrica multipotent ve unipotent terimleri de kok hiicre
potansiyelini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Totipotent kok hiicreler (zigotlar), insan
viicudunda tiim canli organizmay: olusturabilirken, pluripotent kok hiicreler
(embriyonik kok hiicreler) bazi hiicre tiplerine farklilagabilmektedir. Multipotent kok

hiicreler ise 6zellesmis hiicre gruplari olusturabilmektedir (Elgin 2003).

Kok hiicreler, blastositlerden elde edilen embriyonik kok hiicreler ve eriskin dokuda
bulunan erigkin kok hiicreler olmak tizere iki kategoride incelenebilir. Gelismekte olan
bir embriyoda, kok hiicreler tiim 6zellesmis embriyonik dokulara farklilasma egilimine
sahiptir. Yetigkinlerde ise kok hiicreler hasar gormiis hiicrelerin yerini alarak viicut i¢in

bir onarim sistemi gibi davranmaktadir (Avasthi vd. 2008).



Kok hiicreler; biyopsi ile femur ya da legen kemiginden toplanan kemik iliginden,
liposaksin ile yag dokudan alinan par¢adan, kandan, dogumdan hemen sonra kordon
kanindan elde edilebilir ve islem sonras1 saflastirilir (Baykan vd. 2014). Kok hiicrelerin
otolog ve allojenik olmak tizere iki kaynagi bulunmaktadir. Tedavisel klonlama
yontemiyle tiretilen otolog embriyonik kok hiicreler ve umbilikal kord kanindan ya da
kemik iliginden elde edilen erigkin kok hiicreler gelecek tedaviler i¢in umut vadeden
kok hiicre kaynaklaridir. Allojenik kok hiicreler ise ilikten, periferal kandan, kord

kanindan ve akraba donorlerden elde edilebilmektedir.

Kok hiicre galigmalariyla ilgili ilk girisimler 1878 yilinda memeli yumurtasinin viicut
disinda dollenmesi ile ilgili olsa da, insan kok hiicre alanindaki aragtirmalar 1960’larda
Kanadal1 bilim adamlar1 Ernest A. McCulloch ve James E. Till tarafindan elde edilen
bulgularla gelismeye baglamistir. Mevcut baglamda kdk hiicre nakline yonelik ilk kemik
iligi nakli 1937 yilinda Schretzenmyr tarafindan yapilmistir. 1959’da in-vitro dollenme
yoluyla elde edilen ilk hayvan kok hiicre nakline yonelik atilmis biiyiik bir adim olarak
kabul edilmistir. 1960’larin sonuna dogru, teratokarsinomalarin farelerde embriyonik
germ hiicrelerinden elde edildigi belirlenmis ve embriyonel karsinoma hiicrelerinin bir
kok hiicre tiirii oldugu tespit edilmistir. Tk insan yumurtas1 1968 yilinda in-vitro olarak
dollenmistir. Kiiltiire edilen embriyonik kok hiicreler 1970’lerde farelerde embriyonik

gelisim modelleri olarak aragtirilmistir.

1981 yilinda si¢can embriyonik kok hiicrelerin blastositlerin i¢ hiicre kiitlesinden elde
edildigi belirlenmistir (Avasthi vd. 2008). Sican embriyonik kok hiicreleri in-vitro
ortamda cogaltilmis ve teratom olusturan farelere enjekte edilmistir ve embriyonal
karsinoma hiicreleri olarak adlandirilan pluripotent hiicreler elde edilmistir. Bu
hiicrelerin retinoik aside maruz birakildiginda néron-benzeri hiicrelere ve diger hiicre
tiplerine farklilastigi gézlemlenmistir. 1994 yilinda insan blastositleri {iretilmis ve i¢
hiicre kiitlesi kiiltiirde devam ettirilmistir. 1995-1996 yillarinda, maymunlarin i¢ hiicre
kiitlelerinden elde edilen ES hiicreleri in-vitro ortamda devam ettirilmistir. Bu hiicreler

pluripotenttir ve normal olarak biitiin ii¢ birincil germ tabakasina farklilagabilmektedir.
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2000 yilinda bilim adamlar1 blastositlerin i¢ hiicre kiitlesinden insan embriyonik kok
hiicreleri elde etmislerdir. Hiicreleri in-vitro ortamda uzun siire c¢ogaltmislar ve
bagisiklig1 zayif farelere enjekte edildiginde ii¢ germ tabakasinin ve teratomlarin
olustugunu gozlemlemislerdir. Yirmibirinci ylizyilin baslarinda ABD finansman
kurallar1 degistigi icin kok hiicre calismalar1 zayiflamistir. Ancak Kaliforniya Enstitiisii
arastirmalar1 desteklemeye devam etmistir. Insan embriyonik kok hiicre hatlarmin
paylasimiyla ve yeni hatlarin olusturulmasiyla kok hiicre aragtirmalari daha umut verici
hale gelmistir ve bir¢ok arastirma grubu hiicrelerin in-vitro ortamda farklilagtirilmasi

lizerine ¢alismalara yonelmistir.

2.2 Kok Hiicre Potansiyeli

Kok hiicre potansiyeli, 6zel hiicre tiplerine farklilasma kapasitesidir. Farkli hiicre
tiplerine farklilagma potansiyeli olarak da adlandirilmaktadir. Dollenmis yumurtadan
fetusa kadar gecen siirede gergeklesen olaylar, elde edilen hiicre tipleri ve farklilasma

kapasiteleri sekil 2.1°de gosterilmistir.

2.2.1 Totipotent kok hiicreler

Yumurta ve sperm birlestiginde yani déllenme meydana geldiginde olusan hiicre (zigot)
tek bagina tiim organizmay1 meydana getirebilecek genetik bilgiye ve giice sahiptir. Bu
tip hiicrelere her seyi yapabilen anlamina gelen totipotent hiicre denir (Sekil 2.1).
Ddollenmeden sonraki ilk dort giin i¢inde olusan hiicrelerin her biri totipotent hiicredir ve
her bir hiicre ayr1 bir organizmayi olusturabilecek giice sahiptir. Bu tip hiicreler somatik
kok/onciil hiicreleri ve temel germ-hatti kok hiicrelerini meydana getirir (Weissman vd.
2004). Totipotent kok hiicreler ayrica embriyonik ve embriyonik olmayan hiicre

tiplerine de farklilasabilir.
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2.2.2 Pluripotent kok hiicreler

Hemen hemen biitiin hiicre tiplerine farklilasabilir. Déllenmeden sonraki besinci giinden
itibaren meydana gelen hiicreler blastokist denilen kiiresel bir sekil alir. Bu kiirenin
icindeki hiicreler viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip olmalarina
ragmen, artik tek baglarma tiim organizmay: olusturacak giice sahip degildir. Bu tip
hiicrelere pluripotent hiicre adi verilir (Sekil 2.1). Bu hiicreler yetiskin organizmada
kendini yenileyebilme ve farkli hiicre tiplerine farklilasma potansiyeli ile karakterize
edilir. Embriyonik kok hiicreler bu kategori altinda incelenmektedir (Shamblott vd.
1998).

2.2.3 Multipotent kok hiicreler

Multipotent kdk hiicreler, yalnizca yakindan iliskili oldugu hiicre ailesindeki hiicre
tiplerine farklilagabilir. Ornegin, hematopoetik kok hiicreler kemik iliginde bulunur ve
kirmizi ve beyaz kan hiicrelerine doniisebilir (Sekil 2.1). Ayrica adipoz doku da

multipotent kok hiicreler i¢in kaynak olarak gosterilebilir.

2.2.4 Oligopotent kok hiicreler

Lenfoid ya da myeloid kok hiicrelerde oldugu gibi yalnizca birkag hiicre grubunu
olusturan kok hiicrelerdir. Korneal epitelyum kendini yenileyen ve yassi yapida bulunan

bir oligopotent kok hiicre tipidir (Majo vd. 2008).

2.2.5 Unipotent kok hiicreler

Unipotent kok hiicreler sadece tek bir hiicre tipini olusturabilir. Kendini yenileyebilme
Ozelligine sahiptir. Bazi unipotent hiicreler kas kok hiicrelerini igerir (Blanpain vd.

2008).
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Sekil 2.1 Déllenmis yumurtadan fetusa kadar gecen siirede elde edilen hiicre tipleri
(http://www.tankonyvtar.hu, 2011)

2.3 Kok Hiicre Tiirleri

Kok hiicreler; genel olarak embriyonik ve embriyonik olmayan kok hiicreler olmak
tizere iki sinifa ayrilir. Embriyonik kok hiicreler totipotenttir ve li¢ embriyonik germ
tabakasina farklilagabilir. Eriskin kok hiicreler olarak bilinen embriyonik olmayan kok
hiicreler ise multipotent 6zelliktedir ve farkli hiicre tiplerine farklilasma potansiyelleri

daha smirlhidir.

2.3.1 Embriyonik kok hiicreler

IEKH’leri kendini yenileyebilme ve biitiin hiicre tiplerine farklilasabilme &zelliklerine
sahip farklilasmamis hiicrelerdir. Sigcandan EKH eldesi ilk olarak 1981 tarihinde, insan

embriyonik kok hiicrelerin iiretimi ise 1998 tarihinde gergeklestirilmistir.

Embriyonik kok hiicreler, blastosit fazinda embriyonun i¢ hiicre kiitlesinden immuno-
cerrahi yontemi ile izole edilebilir ve genellikle embriyonik fibroblast hiicrelerini i¢eren
besleyici katmanlarda biiyiirler (Sekil 2.2). Yakin zamanda yapilan ¢aligmalar ile bu

hiicrelerin besleyici bir katman olmaksizin da biiyiiyebildikleri gosterilmistir. Bu
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hiicreler, kiiltiirde farklilagmamis halini 80 pasaja kadar siirdiirerek kiiltiiriniin uzun
Omiirli oldugunu gostermistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ile insan EKH’lerinin

keratinositlere, kondrositlerve osteositlere farklilasabildigi gosterilmistir.
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formu {-',.'. ' < -
Morula{ ,
< Ucre Embriyonik
t [ = -\ ~ e kuFéiSI(— kOk hucre
S el Trof ktoder |
- 19 S G
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asamasl 4 hiicre
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Sekil 2.2 Embriyonik kok hiicre olusumu (http://www.ticeba.com, 2017))

2.3.2 Eriskin kok hiicreler

Erigkin kok hiicreler 6lii hiicrelerin yerini almak ve hasarli dokular1 yenilemek iizere
boliinen, viicutta bulunan farklilasmamis hiicrelerdir. Somatik kok hiicre olarak da
adlandirilirlar. Eriskin dokular normal hiicre dongiisii sirasinda ve yaralanmanin
ardindan doku yenilenmesi sirasinda hiicre yenilenmesini saglayan 6zel kok hiicre
nislerine sahiptir. Epidermis, sa¢, hematopoetik kok hiicreler ve gastrointestinal sistem
normal hiicresel dongii sirasinda kok hiicrelere katilan dokular igin giizel 6rneklerdir.
Bu kok hiicre niglerinin yerleri tam olarak anlasilamamustir; fakat kilcal damarlarda
bulunan perisitlerle yakin iliskisi olduguna dair 6énemli kanitlar vardir (Pittenger vd.
1999).
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2.3.2.1 Kemik iligi kok hiicreleri

2.3.2.1.1 Kemik iligi hematopoetik kok hiicre

Hematopoetik kok hiicreler kan akisinda ve hedef dokularda etiketlenip izlenebilirler.
Laboratuvarda izole edilip kiiltiire edilmelerini saglayan 6zel morfolojik goriiniimlere
ve hiicre-yiizey isaretleyicilerine sahiptir. Hematopoetik kok hiicreler, tiim kemik
iliginin % 0,05’ten daha azin1 temsil etmesine ragmen; tiim kan yapici hatlar1 yeniden

olusturma potansiyeline sahiptir.

2.3.2.1.2 Kemik iligi stromal kok hiicre

Bilim adamlari, kemik iligi stromasini bag doku hiicrelerinin heterojen bir popiilasyonu
olarak tanimlamaktadir. Bu hiicreler yapisal olarak kemik iligi hematopoezini
desteklemektedir. Heterojen hiicrelerin bu yapis1 hematopoetik kok hiicrelerin nisini
olusturur ve kemik iligi hiicrelerini destekler. Bu hiicreler arasinda mezensimi
olusturabilen farklilasmamis multipotent hiicrelerin alt popiilasyonu bulunmaktadir. Bu
hiicreler tiim postnatal dokularda bulunur ve MKH olarak tanimlanir. Laboratuvarda
kemigi, ligamenti, adipozu, kikirdagi ve kasi iceren bir¢ok mezenkimal hiicre hattina
farklilagtirilabilir. Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri ¢ogunlukla yogunluk gradyani
santrifiijiiyle ayrimdan sonra kemik iliginin mononiikleer tabakasindan izole edilirler ve

fibroblast benzeri yap1 gosterirler (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Kemik iligi stromal kok hiicrelerin kiiltiirdeki goriiniimii (Olivares vd. 2004)

2.3.2.2 Multipotent eriskin onciil hiicreler

Erigkin kemik iligi, multipotent erigkin progenitdr hiicreler olarak adlandirilan kdk
hiicrelerden olusan heterojen bir popiilasyona sahiptir ve embriyonik kok hiicrelerden

izole edilen kok hiicre popiilasyonunu organize etmektedir (Jiang vd. 2002).

2.3.2.3 Mezenkimal kok hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler kendini yenileyebilme ve birgok hiicre tipine farklilasabilme
Ozelliklerine sahip fibroblast-benzeri hiicrelerdir. Multipotent 6zelliktedir ve kolaylikla
yag, deri ve kemik iligi iceren farkli dokulardan elde edilebilmektedir. Su anda kemik
iligi ve gingiva, mezenkimal kok hiicrelerin birincil kaynaklar1 olarak kabul
edilmektedir. Bu hiicreler fibroblastik goriinimdedir. Mezenkimal kok hiicreler;
kandan, sinovyum gibi hematopoetik olmayan dokulardan, adipoz doku, trabekiiler

kemik, dermis, dental siniri ve cigerlerden elde edilebilmektedir.
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Mezenkimal kok hiicreler adipoz dokudan, tendondan, periodontal ligamentten,
sinoviyal membrandan, trabekiiler kemikten, kemik iliginden, embriyonik dokudan,
sinir sisteminden, deriden, periosteumdan ve kastan izole edilebilmektedir ve
osteoblastlara, kondroblastlara, adipositlere ve miyoblastlara farklilasabilmektedir

(Sekil 2.4).

Kalp Doku Kemik Doku Kikirdak Doku

Yag Doku Kornea Doku

Sinir Doku Kas Doku Karaciger Dokusu

Sekil 2.4 Mezenkimal kok hiicre farklilasma potansiyeli (http://www.stemcellclinic
.com, 2017)

Kaynak dokularin gesitliligine ragmen, mezenkimal kok hiicreler ortak kdken hipotezini
destekleyen bazi ortak 6zellikler gosterirler. Uluslararas1 Hiicre Tedavi Dernegi (ISCT)
MKH’ler i¢in bu ortak 6zellikleri mezenkimal kok hiicre olma kriterleri adi altinda

belirlemistir (Dominici vd. 2006, Mammadov vd. 2011). Buna gére MKH'ler;

e Standart kiiltiir kosullarinda plastik kiiltiir kabma yapisma 06zelligi
gostermeli,

e Osteojenik, adipojenik ve kondrojenik soya farklilagabilmeli
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e (D73, CD90 ve CD105 yiizey antijenlerini ifade etmeli,

e Hematopoietik soya ait yiizey antijenleri olan CD14, CD11b, CD34,
CD45, CD19, CD79 ve insan lokosit antijenlerini (HLA-DR) ifade

etmemelidir.

Cizelge 2.1°de gosterildigi iizere mezenkimal kok hiicrelerin izole edildigi kaynaga gore
az da olsa farklilik gdsteren temel yiizey antijenleri bulunmaktadir. Ornegin adipoz
dokudan izole edilen mezenkimal kok hiicreler CD13", CD29*, CD44", CD71" iken;
kemik iliginden izole edilen mezenkimal kok hiicreler CD44", CD105*, CD166",
CD28%, CD33" ve CD13"'tir.

Cizelge 2.1 Temel mezenkimal kok hiicre tipleri icin yiizey antijen profili

MKH CD yiizey antijen ifadesi

Adipoz mezenkimal kok CD13",CD29°,CD44",CD71%,CD90",
hiicre CD105/SH2,STRO-1"

Kemik iligi mezenkimal CD44", CD105", CD166", CD28", CD33", CD13"

kok hiicre

Embriyonik kok hiicre SSEA 3&4%, CD90", CD9", TRA-1-60°, TRA-1-81%,
GCTM2", GCT343"

Hematopoetik kok hiicre ~ CD34", CD90"

Periodontal ligament STRO-1°, CD13", CD29°,CD44", CD59°, CD90",
kaynakh kok hiicre CD105"
Sinoviyal kaynakh CD44", CD73%, CD90", CD105"

mezenkimal kok hiicre

Glinlimiizde, insan mezenkimal kok hiicrelerini kullanan yiizlerce klinik c¢alisma

bulunmaktadir. Ancak, bu hiicrelerin in-vitro multipotent kapasitesini inceleyen ¢ok az
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calisma mevcuttur. Mezenkimal kok hiicrelerin "kok hiicre" olarak adlandirilmasi
hastalarin bu hiicrelerin aninda hiicre iireten dokulara farklilagtigini diisiinmesine sebep
olmaktadir. Arnold I. Caplan yaymladigi bir makalesinde mezenkimal kok hiicre
taniminin ‘lyilestirici ve Tedavi Edici Sinyal Ureten Hiicreler’ olarak degistirilmesi
gerektigine vurgu yapmistir. Tibbi sinyal hiicresi tanimi hiicrelerin yaranin ya da
hastaligin bulundugu yerde kalarak immunmodiilatér ve tropik faktor olarak

adlandirilan biyoaktif faktorlerin tiretimini sagladiklarini anlatmak i¢in kullanilmaktadir

(Caplan 2017).

2.3.2.4 Adipoz kaynakh kok hiicreler

Insan adipoz dokusu multipotent kok hiicre kaynagidir. Adipoz kaynakli kok hiicreler
(AMKH) kondrojenik, adipojenik, osteojenik, hepatik ve ndrojenik soylar1 igermektedir
ve in-vitro ortamda diger hiicre hatlarina farklilasma igin uyarilabilirler. Calismalar
gostermistir ki bu hiicrelerin transkripsiyonel seviyedeki fenotip ve genotipleri kemik

iligi mezenkimal kok hiicrelerinkine ¢ok benzemektedir (Gimble vd 2003).

AMKH’ler yenileyici tip i¢in uygun bir kaynaktir ve popiilasyon katlanmas1 ve diigiik
senesans ile uzun periyotlar siirdiiriilebilmektedir. Kemik iligi kok hiicreler i¢in iyi bir
kaynak olmasina ragmen eldesi zordur ve elde edilen hiicre sayis1 diisiik olabilmektedir.
Ayrica, mononiikleer hiicrelerin yalnizca % 0,01-0,001°lik kism1 koloni olusturan
kemik iliginden elde edilebilmektedir, fakat adipoz doku kok hiicrelerin biiyiik bir
kismini saglamaktadir ve bol bir sekilde elde edilir (Radtke vd. 2009, Reid vd. 2011).
Adipoz kaynakli kok hiicreler in-vivo ve in-vitro ortamda osteojenik farklilagsma
kapasitesine sahiptir (Halvorsen vd. 2001, Razavi vd. 2013). Zuk vd. (2002) adipoz yag
dokusunun multipotent kok hiicreler i¢in 1iyi bir alternatif kaynak olabilecegini

gostermistir.
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2.3.2.5 Deri kok hiicreleri

Deri viicuttaki en biiyiik organdir. Embriyonik ektoderm germ tabakasindan elde edilir.
2001 yilinda dermis tabakasindan multipotent hiicreler izole edilmistir. Bu hiicreler
kiiltiirde noronlari, glia, ince kas ve adipositleri igeren noral ve mezodermal hiicrelerin
tiretimi i¢in ¢ogaltilmis ve farklilastirilmistir. Nestin-pozitif ve deri-kaynakli 6nciil
hiicreler kok hiicrelerin farkli bir tipidir. Deri kaynakli onciil kok hiicreler (SKP)
periferal noronlarin ve Schwann hiicrelerinin benzeridir. SKP kaynakli ¢ogu sinir
hiicresi 1-2 c¢cm olacak sekilde siinnet derisini ve kiigiik parcalar seklinde kafa derisini
iceren insan dokusundan elde edilebilir. Deri-kaynakli onciil kok hiicreler sinir

sisteminde yenileyici tip i¢in kullanilan néral onciiller i¢in uygun kaynaklardir.

2.3.2.6 Kardiyak kok hiicreleri

Kardiyak kok hiicreleri farklilasmamistir ve yetiskin memeli kalbinde bulunur. Bu
hiicreler erigkin kalpteki devam eden hiicrelerin onarimi ve yerine konmasi i¢in endojen
mekanizmalara aracilik eder. Kardiyak onciil hiicreleri multipotenttir ve kok hiicrelerin
onemli oOzelliklerine sahip oldugundan dolayr in-vivo ortamda kardiyomiyosit ve
koroner damar olusumuna neden olurlar. Kardiyak kok hiicreleri hastalardan izole
edilebilir ve onemli sayida hiicre elde etmek amaciyla ex-vivo ortamda kiiltiire

edilebilirler (Beltrami vd. 2003).

2.3.2.7 Pankreatik kok hiicreler

Memeli eriskin pankreast duktal agag, eksokrin asini ve endokrin langerhans lezyonlari
olmak {tizere ii¢ tip dokuya sahiptir. Multipotent hiicre onciilleri erigskin kemirgenlerde
ve insan pankreasinda adaciklar ve kanallar i¢cinde bulunmaktadir. Pankreatik kok

hiicreler insan fetal pankreasindan elde edilir.
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2.3.2.8 Noral kok hiicreler

Noral kok hiicreler (NKH) merkezi sinir sisteminin temel hiicrelerdir ve sinir sisteminde
noron, astrosit ve oligodentrositleri olusturan ve kendini yenileyebilen, multipotent
hiicrelerdir. Kok hiicrelerin, merkezi sinir sistemini olusturan 100 milyondan fazla
norona farklilagmasi, omurgalilarin gelisimi sirasinda en dikkat ¢ceken dontigiimlerden
biridir (Bergsland 2010). Fetusta ise noral kok hiicreler sinir sisteminin gelisimine
katilmaktadir. Kok hiicreler hiicresel homeostaza ve hasar sonrasi yenilenmeye
katildiklar1 erigkin memelilerde ¢esitli dokularda bulunmaktadir (Vishwakarma vd.
2011). Merkezi sinir sistemi, diger eriskin dokulardan farkli olarak, hasarin
iyilesmesinde sinirlt kapasiteye sahiptir. Diger yetiskin dokularin aksine, merkezi sinir
sisteminin kok hiicrelerden yoksun olduguna dolayisiyla da yeni sinir hiicresi iiretme
kapasitesinin olmadigina inaniliyordu. 1960’li yillarda Altman ve Das tarafindan
yapilan ¢aligmalar ile erigkin beyninde yeni ndronal hiicrelerin iiretiminin olduguna dair

ipuclar elde edilmistir.

Sonraki yillarda, noral progenitdor ve kok hiicrelerin in-vitro ve in-vivo olarak
tanimlanmas1 i¢in yeni teknolojilerin ortaya ¢ikmasiyla desteklenen caligmalar ile
norogenezin yetigkin beyninde meydana geldigi ve noral kok hiicrelerin merkezi sinir
sisteminde bulundugu diisiincesine katkida bulunulmustur. Bdylelikle, uzun stiredir
devam etmekte olan belirli sayida sinir hiicresi ile dogdugumuz ve beynin yeni ndronlar

iretip kendini yenileyemedigi diisiincesi altiist olmustur.

Noral kok hiicreler kendini yenileme kapasitesi ve biitlin noral soylart olusturabilme
ozelligi ile klonojenik hiicreler olarak da tanimlanabilmektedir. Bu o6zelliklere sahip

hiicreler embriyonik ve yetiskin merkezi sinir sisteminden izole edilirler.

Reynolds, Weiss ve arkadaslari noral kok hiicreleri ilk kez tam anlamiyla izole etmis
olsa da daha 6nce yapilan calismalar bu sonuglara zemin hazirlamistir. Ornegin, Raff ve
arkadaglarinin in-vitro g¢alismalarinda, oligodendrositler ve astrositler i¢in ortak bir
onciiliin varlig1 gosterilmistir. 1992 yilinda Reynolds, Weiss ve arkadaslari, hiicrelerin

eriskin ve embriyonik fare merkezi sinir sisteminden izole edilebilecegini ve izole
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edilen bu hiicrelerin ndrokiire adi verilen hiicre kiimelerinin olusumunu saglayan
epidermal biiylime faktorii varliginda ¢ogaltilabilecegini ortaya koymustur. Noronlart ve
glia hiicrelerini igeren bu ndrokiireler tek bir hiicreden iiretilebilir ve daha sonra
ayrigsarak noronlar1 ve glialar1 igeren yeni bir norokiire olusturabilir. Norokiire
olusumunu saglayan bu tip hiicreler kendini yenileme ve multipotent olma gibi kok
hiicre 6zelliklerine sahiptir. Bu hiicreler 6zel kosullar altinda; noronlara, glia ve ndral
olmayan hiicrelere farklilagabilirler ya da uzun siireli kiiltiirlerde norokiire adi verilen
hiicre kiimeleri gibi ¢cogalabilirler. Bu hiicreler nérogelisimsel calismalar i¢in yararli bir
model olusturmaktadir ve hiicre yenileme tedavileri i¢in potansiyel hiicre kaynagi olarak

kullanilabilmektedir (Neuhuber vd. 2011).

2.3.2.8.1 izolasyon, kiiltiir ve nérojenik farkhlasma

Noral kok hiicreler embriyonik ve yetiskin merkezi sinir sisteminden (Reynolds vd.
1992) izole edilirler. Noral kok hiicrelerin diger bir kaynagi ise tiim embriyonik soylarin
onciillerini olugturan embriyonik kok hiicrelerdir (Tropepe vd. 2001). Sivi kiiltiirde,
noral kok hiicreler norokiire olarak adlandirilan kiiresel hiicre kiimeleri seklinde
cogalirlar. Bu hiicreler genellikle EGF ve/veya bFGF ilave edilmis serum icermeyen
besiyerinde cogaltilirlar (Reynolds vd. 1992). Sinir kok hiicrelerini kesin olarak
tanimlamak icin belirli belirtecler bulunmadigindan, bu hiicreler yalnizca kendini
yenileme kapasiteleri ve ndron, astrosit ve oligodentrositleri olusturmalarini saglayan
multipotent 6zellikleri ile tanimlanirlar (Loeffler ve Potten 1997). Yapilan ¢aligmalar bir
norokiiredeki hiicrelerin yalnizca % 0,3-16 oraninda kiigiik bir kisminin multipotent kok
hiicre oldugunu gostermistir. Bu kiireler genel olarak mitotik boéliinmenin farkli
evrelerindeki ve interfaz evresindeki saglikli hiicrelerden ve apoptotik ve nekrotik
stireglerin farkli evrelerindeki hiicrelerden olugsmaktadir (Bez vd. 2003). Askida bulunan
norokiireler yapigkan alt tabakaya baglandiginda ve mitojenler uzaklastirildiginda,
kok/progenitor hiicreler kiirelerden ayrilir ve néron ve glia hiicrelerine farklilagir (Gage
vd. 1995). Buna ragmen; merkezi sinir siteminden elde edilen bazi kok hiicreler
farklilasma i¢in mitojenlerin uzaklastirllmasina gerek duymaz (Reynolds ve Weiss

1992, Arsenijevic vd. 2001).
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Yapilan ¢aligmalarda standart prosediirlere gore izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin
bir dizi indiikleyici faktore maruz birakildiginda noéral farklilagma gosterdigi rapor
edilmistir (Sanchez-Ramos vd. 2000, Deng vd. 2001, Woodbury vd. 2002, Levy vd.
2003, Munoz-Elias vd. 2003, Rismanchi vd. 2003, Dezawa vd. 2004). Ayrica bir¢ok
calisma kemik iligi hiicrelerinin potansiyel noral onciil hiicre kaynagi olabilecegini ve
noéronal doku onariminda klinik olarak 6nemini gostermistir (Yamaguchi vd. 2006).
MKH’ler, kemik iliginde bulunan hematopoietik olmayan onciil hiicrelerdir. Kemik iligi
kaynaklt MKH’ler kemik iligi stromal hiicreleri olarakta bilinmektedir ve adipositlere,
kondrositlere, miyositlere ve ndronlara farklilagma kapasitesine sahiptir (Jung vd.
2009). Mezenkimal kok hiicrelerin noronal farklilasmasi asamali olarak gerceklesir ve
siirlt bir siire igerisinde belirli genetik olaylarla diizenlenir (Cai vd. 2002, Kintner
2002). Bu kademeli noronal indiiksiyon ve farklilasma in-vitro embriyonik kok (ES)
hiicreler (Lee vd. 2000) ve embriyonik (Mayer-Proschel vd. 1997) veya yetiskin
(Takahashi vd. 1999) sinir kok hiicreler ile gosterilmistir.

MKH’ler sinir kopriileri boyunca akson yenilenmesini desteklemektedir. Ancak
bunlarin farklilasma kapasitesi ve sinir yenilenmesini destekleme 6zelligiyle ilgili hala
cok fazla calisma bulunmamaktadir. Ladak ve arkadaslari tarafindan 2011 yilinda
yapilan bir caligmada; Sprague-Dawley siganlarimin kemik iliginden izole edilen
MKH’ler plastige tutunma ve pluripotent &zellikleri ile karakterize edilmistir. Izole
edilmis ve farklilagtirllmamis MKH’ler, spesifik biiylime faktorleri kullanilarak
schwann hiicre (SH) fenotipine dogru uyarilmistir. Elde edilen sonuglar ile; kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin sinirli ndrit biiylimesini destekleyen Schwann

hiicre fenotipine farklilastig1 gosterilmistir (Lu vd. 2004).

Kamishina ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada kopek kemik
iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin ndrokiire benzeri kiimeler olusturabildigi ve
noronal isaretleyicileri ifade eden ndron-benzeri hiicrelere farklilagabildigi

gosterilmistir.
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Bu caligmalardan bazilar1 insan ve kemirgen mezenkimal kok hiicrelerden ndral
hiicrelerin kolay kimyasal yontemlerle, yliksek oranda ve hizli bir sekilde elde
edilebilecegini gostermistir (Woodbury vd. 2000, Woodbury vd. 2002). Bu tiir
caligmalarla in vitro ndrojenik farklilagsma hiicre morfolojisindeki degisiklikler ve NSE
(Noron Spesifi Kenolaz), NeuN (Noral Niikleer Antijen) ve Tau gibi temel antijenlerin

ifadesi ile gosterilmistir.

Sican beynine nakledilen insan mezenkimal kok hiicrelerinin hayatta kalmasi ve goc
etmesi, bu tiir hiicrelerin merkezi sinir sistemi tedavisinde uygun araglar olabilecegini
gostermistir. Bu diisiince fare mezenkimal kok hiicrelerinin neonatal fare beynine
implantasyonundan sonra olgun astrositlere doniisebilecegi gosterilerek daha da
giiclenmistir. Dondr mezenkimal kok hiicrelerin yetiskin fare beynine nakledildikten
sonra noronal fenotiplere neden oldugu da ayrica rapor edilmistir (Lee vd. 2010). Son
yillarda, farkli kaynaklardan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin in vitro néronal
transdiferansiyonuyla ilgili ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu arastirmalar igin
kullanilan protokollerin hepsi kimyasal bilesenleri, biiyiime faktorlerini ya da norokiire
benzeri ekimi icermektedir. Ayrica, bu farkli protokollerin kombinasyonununda noral

farklilagmaya neden oldugu gosterilmistir (Chen vd. 2014).

2.4 Sinir Doku

Sinir dokusu, degisik birimlerden olusan bir iletisim agi halinde viicuda dagilmis
durumdadir. Anatomik olarak sinir dokusu, beyin ve omurilikten olusan merkezi sinir
sistemi ile sinir lifleri ve sinir hiicrelerinin kiigiik kiimeleri olan sinir gangliyonlarindan

olusan ¢evresel sinir sistemi olarak siniflandirilmaktadir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Sinir Dokusu (https://askabiologist.asu.edu 2011)
2.4.1 Sinir dokuyu olusturan hiicre tipleri

Sinir dokusu noronlari, néroglia hiicrelerini ve az miktarda gevsek bag dokusunu igeren
bir doku tipidir. Noronlar, sinir dokusunu olusturan ana hiicrelerdir ve sinir uyarilarini
olusturarak ve ileterek viicutta bilgi aktarimini saglarlar. Noroglia hiicreleri ise sinir

dokusunda destek gorevi yapmaktadir.
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2.4.1.1 Noronlarin yapisi ve fonksiyonu

Galvani 1971 yilinda sinir enerjisinin elektriksel oldugunu gosterdikten sonra sinirlerin
nasil ¢alistifiyla ilgili daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyulmustur. Ornegin, 19. yiizyilin
baslarina kadar bir sinirin nasil ¢alistigiyla ilgili ger¢ek bir bilgiye ulasgilamamistir.
Robert Hooke tarafindan 1665 yilinda mikroskop bulunmustur ve Anton Von
Leeuwenhoek tarafindan biyolojik dokularla ilgili ¢alismalarda kullanilmistir. Maalesef,
1830’larda mikroskop lensleri gelistirilene kadar mikroskoplar ndral yapiy1 detaylari ile
gosterememistir. 1800’1l yillarda histologlar sinir dokusunu giiclendirmek icin yeni
yollar bulmus olmalarina ragmen; yapilan calismalarda ayrim gdzetmeksizin biitiin
ndronlar boyanmistir. Bu sonugla birlikte bir néronun gorsellestirilmesinin tek yolunun
gomiilii bulundugu karisik hiicrelerin kiitlesinden uzaklastirmak oldugu anlasilmistir.
Noronlar gozle goriilemeyecek kadar kiiciik olduklar1 icin bu durum yapilan
calismalarin son derece zor oldugunu ve histologlarin nadiren basarili olduklarini

gostermistir.

Bununla birlikte, 1875 yilinda, Italyan anatomist Camillo Golgi’nin tek bir sinir
hiicresinin gozlenmesini saglayan bir boyay1 bulmasiyla bilim diinyasinda biiyiik bir
gelisme saglanmistir. Giizel bir tesadiif sonucu, Camillo tarafindan sinir dokusunun
glimiis nitrata maruz birakilmasiyla, sinir hiicrelerinin siyaha dondiigii bulunmustur. Bu
gelisme, sinir hiicrelerinin mikroskop altinda agikca goriilebilmesini saglamistir. Ancak
daha da onemlisi, Golgi’nin teknigi ile ilgili herhangi bir dilimdeki sinir dokusundaki
hiicrelerin sadece % 2’si boyanmustir. Tek bir ndronun ve bu norondaki dendrit ve
aksonlarin daha net bir sekilde gézlemlenebilir olmasi biiyiik bir gelisme olarak kabul
edilmistir (Sekil 2.6). Bu yontem beyindeki hiicrelerin incelenmesinin yakin zamanda
miimkiin olabileceginin kanit1 olarak gosterilmistir. Nitekim su anda sinir hiicrelerini
tanimlamak i¢in kullanilan bir¢ok terim anatomistler tarafindan o zamanlarda ortaya

atilmstir.
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Sekil 2.6 Noronun yapisi (https://training.seer.cancer.gov, )

Golgi boyasmi en c¢ok kullanan kisi bu teknigi kullanarak beynin noral anatomisini
tanimlayan Spaniard Santiago Ramoén y Cajal (1852-1934)’dir. Cajal, beynin farklhi
ozelliklere sahip bir¢ok hiicre ¢esidini icerdigini gostermistir. Bazi hiicreler ayni
yapidaki hiicrelere uzanan kisa aksonlara sahip olsalar da, digerleri beynin uzak
bolgelerine uzanan yollar olusturan uzun aksonlara sahiptir. Ramon y Cajal néronlarin
nasil ¢alistigin1 agiklamaya da yardimci olmustur ve bilgilerin sinir hiicreleri ve beyin
yolagi arasinda nasil iletildigini gosteren ilk kisilerdendir. Ayrica Ramon’ un
noroanatomiye en biiyiik katkisi sinir hiicrelerinin ayr1 ve 6zgilin birimler olugunu
gostermesidir. Daha Onceleri, sinir hiicrelerinin, hiicreden hiicreye dogrudan bilgi
gecisine izin veren bir tlip aginda bir araya getirildigi disiiniilmiistii. Aslinda, Golgi,
‘retikiiler’ teorisinin siddetli destek¢isiydi. Buna ragmen; Ramoén y Cajal sinir
hiicrelerinin bu yola katilmadigini gostermistir. Daha dogrusu, akson terminalleri
baglant1 halinde bulunduklar1 ndéronlara (veya dendritlere) ¢cok yakin bulunurlar fakat
temas etmezler. Bagka bir deyisle; her ndron kiiclik bir boslukla komsusundan ayrilan
6zgiin birimlerdir. Bu bosluklar 1897 yilinda Ingiliz nérofizyolog Charles Sherrington

tarafindan sinaps olarak adlandirilmistir. Bu bulus sinir hiicrelerinin bilgiyi sinapslarda
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nasil ilettigi ve sinaptik iletimin postsinaptik néronda yeni bir elektriksel sinyali nasil

olusturduguyla ilgili bir¢ok yeni soruyu giindeme getirmistir.

Golgi’nin bulusunu takiben, sinir hiicrelerinin detayli incelenmesi amaciyla bir¢ok
boyama teknigi gelistirilmistir. Ornegin, bazi teknikler o6zellikle hiicre gdvdesini
boyamaktadir. Diger durumlarda, daha faydali bilgiler elde etmek amaciyla boyama
teknikleri lezyon metotlariyla birlestirilmistir. 20. yiizyillin baslarinda, néroanatomi

calismalar1 oturmus bir disiplin haline gelmistir.

Noronlar hiicresel sinyallerin islenmesi ve aktarimi i¢in Ozellesmislerdir. Sinir
sisteminin farkli bdliimlerinde ndronlar tarafindan gercgeklestirilen fonksiyonlarin
cesitliligi, sekil, biyiikliik ve elektrokimyasal 6zelliklerin farklilig: ile saglanmaktadir.
Ornegin, bir néronun gekirdeginin biiyiikliigii 4 ile 100 um arasinda degisebilmektedir.
Hiicre gbvdesi néronun merkezi kismidir, hiicre ¢ekirdegini icerir ve protein sentezinin

gerceklestigi yerdir.

Cekirdegin boyutu 3 ile 18 um arasinda degismektedir. Dendritler ndronlarin hiicresel
uzantilaridir ve dendritik agag¢ seklinde bir yap1 gostermektedir. Bu yapi norona bilgi
girisinin yapildig1 yerdir ve bu tek yonlii sinir uyarisinin iletimine bir 6rnektir. Aksonlar
somanin uzunlugunu 10, 100 ve bazen de 1000 kez artiran ince, kablo seklinde
cikintilardir. Akson, sinir sinyallerini hiicre gévdesinden alir ve tasir. Cogu ndron
yalnizca bir aksona sahiptir ve bu akson yiiksek miktarda dallanma gostermektedir.
Boylece hedef hiicrelerle iletisimi kolaylagtirmaktadir. Hiicre govdesinde ortaya ¢ikan
akson pargasimna akson tepecigi adi verilmektedir. Akson tepecigi anatomik yap1
olmasimin yani sira, néronun voltaj-bagl sodyum kanallarindaki en yiiksek yogunluga

sahip kismidir.

2.4.1.2 Noroglia

Noroglia hiicreleri (genellikle glia hiicreleri veya glia olarak adlandirilirlar) sinir
hiicrelerinden olduk¢a farklidir. Bu hiicrelerin islevleri; sinaptik temaslarin

tanimlanmasia ve ndronlarin sinyal kabiliyetlerinin korunmasina yardimci olmaktir.
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Glia hiicrelerinin sinir hiicrelerinden en temel farki ise dogrudan sinaptik etkilesimlere

ve elektriksel sinyalizasyona katilmamasidir.

Beyindeki glia hiicrelerinin sayis1 sinir hiicrelerinden ¢ok daha fazladir. Noroglia
hiicreleri; merkezi sinir sisteminde bag dokusu islevini yerine getirmektedir. Glia
hiicrelerinin hiicre govdelerinden yayilan karmasik yapilar1 olmasina ragmen genellikle
noronlardan daha kiiglik hiicrelerdir. Aksonlar1 ve dendritleri yoktur (Sekil 2.7). Glia
terimi; (Yunanca "tutkal™ kelimesinden gelen), bu hiicrelerin sinir sistemini bir sekilde
bir araya getirdigi 19. yiizyil varsayimini1 yansitmaktadir. Bu hiicreler; sinir hiicrelerine
mekanik destek saglarlar (Purves 2001). Glia hiicreleri; sinir hiicrelerinin iyonik
ortaminin muhafaza edilmesinde, sinir sinyali yayilim oraninin ayarlanmasinda ve

norotransmitterlerin salinimini kontrol edilmesi gibi olaylarda dnemli rol oynamaktadir.

Astrosit

2

© Oligodendrosit

Mikroglia

Ependim hicresi

Sekil 2.7 Noroglia hiicrelerinin yapisi (https://www.shutterstock.com, 2017)

2.4.2.2 Astrositler

Astrositler, sayica néronlardan yaklasik bes kat fazla olan 6zel glia hiicreleridir (Sekil
2.8). MSS’nde birbirlerine bitisik halde bulunurlar ve saglikli MSS’de bir¢ok karmasik

fonksiyonu yerine getirirler. Sinir doku hasarlarinda kaybedilen sinir ve glia
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hiicrelerinin yerini astrositler almaktadir. Astrositler astrogliozis olarak adlandirilan ve
MSS yapisal lezyonlarinin patolojik bir igareti haline gelen siirecle MSS travmalarinin
her sekline yanit vermektedir. Yakin zamanda, reaktif astrogliozisin fonksiyon ve
mekanizmalarmin belirlenmesinde ve MSS bozukluklarinda astrositlerin roliiniin

anlasilmasinda 6nemli ilerleme kaydedilmistir (Sofroniew vd. 2010).
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Sekil 2.8 Astrositin yapisi (Brignone vd. 2015)

2.4.2.3 Oligodentrositler

Oligodentrosit terimi, ilk olarak Rio Hoterga (Hoterga 1921) tarafindan, metalik
emdirme teknigi ile boyanmis maddedeki néroglia hiicrelerini tarif etmek iizere
kullanilmistir. Oligodentrositler esas olarak miyelin olusturan hiicrelerdir ancak miyelin
kilifla dogrudan baglantili olmayan satelit oligodendrositleri de bulunmaktadir (Penfield
1932). Satelit oligodendrositler perindronaldir ve noronlarin etrafindaki mikro ortami
diizenlemek i¢in gorev yapmaktadir (Ludwin 1997). Oligodentrositler astrositlerden
aldiklar1 oksijeni, glukozu ve aminoasitleri ndronlara aktarmakla gorevlidir. Ozellikle

kiiciik boyutlari, hem sitoplazma hem de c¢ekirdekteki yiiksek yogunlugu (yogun

30



kromatin ile) ve ara filamentlerin (fibriller) ve glikojenin bulunmamasi1 gibi bir¢cok

ozellik, astrositlerden ayirdedilmesini saglamaktadir (Sekil 2.9).

Sekil 2.9 Oligodentrosit ve miyelin kilif (Bauman vd. 2001)

2.4.2.4 Mikroglialar

Merkezi sinir sisteminin bagisiklik hiicreleri olan mikroglia hiicreleri; gelisim
doneminde, yetigkinlikte ve yaslanma sirasinda MSS homeostazinda 6nemli rol
oynamaktadir. Ozel gelisimsel nislerden gelisen mikroglialar uzun omiirlii, bolgesel
olarak degistirilmis ve periferal immun sistem ve merkezi sinir sistemi arasindaki
iletisim yolunun O6nemli bir kismini olusturan hiicrelerdir (Sekil 2.10). Mikroglia
fonksiyonlart MSS mikro ¢evresi tarafindan siki bir sekilde diizenlenmektedir ve
norodejenerasyon ve yaslanma gibi durumlarda sayisinin arttigina dair calismalar

bulunmaktadir (Perry vd. 2013).

31



Sekil 2.10 Beyin dokusu ve kiiltiirlerinde fare mikrogliasi (Kettenmann vd. 2011)

a. Fare korteksinde Ibal’in boyanmasi ile agiga ¢ikan mikroglia b. Beyin dokusundaki mikroglia c.
Hiicreler, FITC ile konjiige edilmis ILB4 ile boyanmistir d. Mikroglia hiicreleri FITCILB4 ile
boyanmigtir
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (HADYEK)’ na yapilan basvuruda,
yapilan deneysel ¢alismalarda herhangi bir etik kurul kararina ihtiya¢ olmadigi seklinde
bir karar verilmistir. Bunun sebebi, ¢aligmalarda trafik kazasi ya da benzer sebeplerle
agir yaralanmig ve 6lmek lizere olan kopeklerin tercih edilmis olmasidir. Béylece hem
saglikli kopeklere zarar verilmemis olup, hem de kopek mezenkimal kok hiicreleriyle

calisma yapma sansi elde edilmistir.

Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi’ne getirilen ii¢ farkli kdpegin iliak krestinden
izole edilen kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin kiiltiire edilmesiyle deneysel
caligmalar baslatildi. Hiicreler 10,000 U/mL Penisilin/Streptomisin  (Pen/Strep)
(Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Grand Island, NY, A.B.D.) ve % 1 L-Glutamin
(L-Glu) (Invitrogen) iceren a-MEM (Minimum Essential Medium Alpha Modification)
vasatinda (Hyclone, GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Isvec), yaklasik 1 saat
icerisinde laboratuvara ulastirildi. ilik aspirati, tuzlu fosfat tamponu (PBS) ile ii¢ defa
siispanse edilip 5 dakika siire ile santrifiij edildi (25 °C ve 1100 devir/dakika). Elde
edilen hiicre pelleti, % 10 fetal sigir serumu (FBS) (Lonza, Basel, Isvigre), Pen/Strep ve
% 1 L-Glu igeren a-MEM vasat1 i¢inde siispanse edildi. Kiiltiir islemi, % 5 CO,- % 95
hava ve % 90 nem igeren 37 °C sicakliga ayarli karbondioksitli inkiibatorde
gerceklestirildi. Sifirer pasaj, hiicreler yaklagik olarak % 80 bolluga ulasincaya kadar
stirdliriildii. Pasajlama islemi, % 0,05 Tripsin/0,53 mM etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA) ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, A.B.D.) kullanilarak gergeklestirildi.
Kemik iligi MKH’leri, P-2 agsamasina kadar ¢ogaltildilar.

Norojenik indiiksiyonun ilk basamaginda kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri,
laboratuvarda daha 6nceden yiizeyleri poli(hidroksietil metakrilat) (pHEMA) (Sigma)
ile kaplanip sterilize edilen kiiltiir kaplarina aktarildi. MKH’ler, Pen/Strep, ve % 1 L-

Glu igeren ndrobazal norobazal vasatta (Neurobasal™ medium; Invitrogen) kiiltiir
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islemine alindi. Ug giin siire ile kiiltiir isleminde kullanilan nérobazal vasat, B-27 ve N-
2’ye ilave olarak 100 ng/mL epidermal biiyiime faktorii (EGF) (Millipore, A.B.D.) ve
10 ng/mL bazik fibroblast biiytime faktorii (bFGF) (Millipore, , A.B.D.) igermektedir
(Sekil 2.11).

Bu asamadan sonra norojenik farklilagsmanin ikinci basamagi olan néron-benzeri hiicre
olusum asamasina gegildi. Norokiireler Tripsin/EDTA kullanilarak dagitildi ve ii¢c defa
PBS ile yikandi. Bu sekilde norokiireleri olusturan hiicrelerin siispansiyonu elde edilmis
oldu. Elde edilen hiicre siispansiyonu, yiizeyleri laboratuvarda poli-L-(ornitin) (Sigma)
ile kaplanip sterilize edilen T75 ve 4 kuyucuku kiiltiir kaplarina aktarildi. Hiicreler, 100
ng/mL sinir biiyime faktori (NGF) (Millipore), 10 ng/mL beyin-kaynakli nérotofik
faktorti (BDNF) (Millipore), B-27 ve N-2 igeren noérobazal vasatta (Neurobasal™
medium; Invitrogen) alti giin siire ile kiiltiire alindilar (Sekil 2.12). Ikinci indiiksiyon
asamast sonunda ndrojenik nesile farkhilastiilmis  kopek  KI-MKH’lerinin
immunhistokimyasal boyamalar yapildi. Nérojenik nesile farklilastirilmis kopek Ki-
MKH’lerinin antijenik isaretgilerle tanimlanmasi igin astrositlerde bulunan hiicre yiizey
antijenine 6zgl anti-Gliyal Fibriler Asidik Protein (anti-GFAP) (1:500) (Abcam),
oligodendrosit ve schwann hiicrelerine ozgli anti-2’,3'-Siklik  Niikleotid--3'-
Fosfodiesteraz (anti-CNPaz)(1:250) (Abcam), néronlara 6zgii ise anti-néron spesifik
beta III tiibiilin (1:10) (Abcam) ve mikrotiibiil-baglantili protein 2 kinazlar (MAP2)’dan
olan anti-ERK1 (pT202/pY204) + anti-ERK2 (pT185/pY187) (1:200) (Abcam) birincil

antikorlar1 kullanildi.
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(Norokire olusum asamasi, 3 giin)
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Sekil 3.1 Norojenik farklilagsmanin birinci basamaginin sematik gosterimi
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N&ron-benzeri hiicre olusum asamasi, 6 glin immunhistokimya boyamas

Sekil 3.2 Norojenik farklilagsmanin ikinci basamaginin sematik gosterimi
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3.2 Yontem

3.2.1 Képek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin (Ki-MKH’lerin) izolasyonu ve
kiiltiirii

3.2.1.1 Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin izolasyonu

Izolasyon islemlerinin tamami Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Doku
Miihendisligi  ve  Biyomalzemeler  Laboratuari’nda  steril  sartlar  altinda
gerceklestirilmistir. Izolasyon isleminin asamalari sekil 3.1°de o6zetlenmektedir.
Yaklasik 5-10 mL hacminde toplanan kemik iligi aspirati, iliak krestten toplanip 10,000
U/mL Pen/Strep ve % 1 L-Glu igeren a-MEM vasatinda, yaklasik 1 saat igerisinde
laboratuvara ulastirildi. Ilik aspirati, PBS ile ii¢ defa siispanse edilip 5 dakika siire ile
santrifiij edildi (25 °C ve 1100 devir/dakika). Elde edilen hiicre pelleti, % 10 fetal sigir
serumu, Pen/Strep ve % 1 L-Glu igeren a-MEM vasat1 i¢inde siispanse edildi. Kiiltiir
islemi, % 5 CO2- % 95 hava ve % 90 nem igeren 37°C sicakliga ayarl karbondioksitli
inkiibatorde gerceklestirildi.

Sekil 3.3 Kopekten izole edilen kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiirlinlin
yapilmast
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3.2.1.2 Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin Kiiltiirii

Izolasyon isleminden 24 saat sonra, yiizeye yapismayan hiicreler steril PBS yikamalari
ile alind1. Kiiltiir vasati, iki giinde bir taze vasatla degistirildi. Sifirinc1 pasaj, hiicreler
yaklasik olarak % 80 bolluga ulasincaya kadar siirdiiriildii. Hiicre morfolojisi,
inversiyon (faz kontrast) mikroskopisi ile incelendi. Pasajlama islemi, % 0,05
Tripsin/0,53 mM EDTA c¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirildi. Serumlu vasatla yapilan
yikamalar sonunda tripsinin etkisi ortamdan kaldirildi; hiicre siispansiyonu 15 mL’lik
santrifiij tiiplerine (Corning, NY, A.B.D.) aktarildi ve 1500 devir/dakikada 25 °C
sicaklikta 7 dakika boyunca santrifiij edildi. Dibe pellet halinde ¢oken hiicreler serumlu
vasatta yeniden dagitildi, ardindan tripan mavisi yontemiyle hiicre canlilik diizeyi
belirlendi ve hiicre sayimi yapildi. Hiicreler, yaklasik 5x10° hiicre yogunlugunda, 1:4
seyreltme oraninda yeni T-75 Kkiiltiir kaplarina aktarildi ve % 5 CO; igeren 37 °C

sicakliga ayarli karbondioksitli inkiibatdre kaldirildi.

3.2.1.3 Hiicre sayim

Hiicre sayimi i¢in Neubauer hemositometresi kullanildi (Sekil 3.2). Sifirmc1 pasajdaki
hiicrelerden elde edilen pellet, 3 mL vasat ile yeniden siispanse edildikten sonra i¢cinden
100 pL hiicre siispansiyonu mikropipetle cekilip 10 pL % 0,1 Tripan mavisi ile
karistirildi ve lamel yerlestirildikten sonra birer damla hemositometrenin ¢izgilerle
belirlenmis okuma bdlgelerine damlatildi. Daha sonra ml basina diisen hiicre sayisi

hesaplanip toplam canli hiicre sayisina gegildi.
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Sekil 3.4 Hemasitometre ile hiicre sayimi1

3.2.2 Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin (Ki-MKH’lerin)
karakterizasyonu

3.2.2.1 CFU-F (Koloni olusturma potansiyeli) protokolii

% 80-90 bolluga ulasan kemik iligi mezenkimal kdk hiicreler tripsinizasyon islemiyle
kiiltiir kabinin yiizeyinden kaldirildiktan sonra 100 ve 1000 hiicre/cm? yogunluklarinda
6 kuyucuklu plastik kiiltiir kaplarina alinmistir. Kiiltiire edilen hiicreler yaklasik % 90
bolluga ulastifinda pasajlama islemi yapilmamis ve 2 hafta sonunda (14.giin) koloni
olusturma egilimlerini gozlemlemek iizere CFU-F potansiyelinin belirlenmesi amaciyla
standart histokimyasal protokollere uygun olarak vasat ortamdan uzaklastirilan hiicreler
2 kez PBS ile yikandi. Daha sonra kuyucuklarin her birine ikiser mL % 4’lik
paraformaldehit eklenerek 10 dakika siireyle inkiibe edildi. Paraformaldehiti
uzaklastirmak iizere tekrar PBS ile 2 kez yikama yapildi. Daha sonra
Hematoksilen&Eosin ile boyama yapildi. Boyama islemi sonrasi hiicrelerin CFU-F
kapasiteleri dijital 151k mikroskobunda (Leica DM 4000B, Wetzlar, Almanya)

incelenmis ve koloni sayimlar1 yapilarak fotograflandi.
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3.2.2.2 Empedansa dayah hiicre analiz sistemi ile hiicre biiyliime egrisinin
belirlenmesi

Es-zamanli hiicre analiz sistemi (xCELLigenceReal-Time Cell Analyzer; RTCA),
herhangi bir isaretleme islemi yapmadan hiicre ¢ogalmasi, adhezyonu, farklilagsmasi,
goetli, canlilig1 ve Olimii gibi hiicresel davranislari es zamanli olarak belirleyebilen,
empedansa dayali bir analiz sistemidir. Hiicre ¢ogalmasimin zamana bagh degisimleri
RTCA (Es Zamanlhi Hiicre Analizi) SP sistemi ile belirlenmistir. Es zamanli hiicre
analizi sistemi 4 ana birimden olusmaktadir: (1) RTCA analizori, (2) RTCA SP
istasyonu, (3) Anlik verilerin alindigi RTCA yazilimi igeren bir bilgisayar ve (4) 96
kuyucuklu e-plakalar1 (Sekil 3.3). E-plakasinin yerlestirildigi RTCA SP istasyonu,
standart hiicre kiiltiirii inkiibatorii i¢inde yer almaktadir. RTCA analizorii ve bilgisayar

ise inkiibator disinda bulunmaktadir.

Farkli yogunluga sahip hiicrelerin ¢ogalmalarinin es zamanli olarak goriintiilenebilmesi
amactyla, oncelikle 96 kuyucuklu e-plakasina 100°er pL kiiltiir besiyeri ilave edilerek
30 dk laminer kabin i¢inde oda sicakliginda bekletildi. Ardindan 15-20 dk inkiibator
icerisinde bekletildi. 15-20 dk sonra hiicresiz kiiltiir besiyeri ile empedans Ol¢limii
alarak (Backround o6l¢iimii) tiim kuyucuklardaki elektrik temasi kontrol edildi.
Hiicresiz kiiltlir besiyeri ile 6l¢lim tamamlandiktan sonra, standart kiiltiir kaplarinda
doygunluk noktasina ulasan kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri tripsin
yontemi ile kap tabanindan ayrildi. Elde edilen hiicreler e-plakasinin belirli bolgelerine
seri diliisyon yapilarak farkli yogunluklarda (100000, 50000, 25000, 12500, 6250, 3125,
1563) ekildi. Hiicre ilavesi yapildiktan sonra e-plaka 30 dk oda sicakliginda laminer
kabinde bekletildi. Ardindan e-plaka RTCA SP istasyonuna yerlestirildi. Yarim saat
bekletildikten sonra 6l¢iim baslatildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.5 Es zamanli hiicre analizi sistemi

a. RTCA analizorii ve bilgisayar, b. RTCA SP istasyonu, c. 96 kuyucuklu e-plakasi. E-plakasinin
yerlestirildigi RTCA SP istasyonu, d. Standart hiicre kiiltiirli inkiibatorii i¢inde yer almaktadir
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3.2.2.3 immiinfenotip karakterizasyon metodolojisi (Akim Sitometri)

Kiiltiirde % 80 bolluga ulasan hiicre popiilasyonunu karakterize etmek amaciyla, ilgili
Beckman Coulter cihazi ile akim sitometri analizleri gergeklestirildi. Kopek
mezenkimal kok hiicreleri 37°C sicakliga ayarli inkiibatorde % 5 CO», % 95 hava ve %
90 nem igeren ortamda % 75-80 bolluga ulasilincaya kadar standart besiyerinde (% 10
FBS ile penisilin-streptomisin igeren Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F12 (DMEM/F12), Hyclone, Logan, UT, A.B.D.) kiiltire edildi. Yeterli
bolluga ulasan hiicreler (2. ile 4. pasajlar arasindaki hiicreler; P2-P4), tripsinizasyon (%
0,05 Tripsin/0,53 mM EDTA) isleminin ardindan uygun miktarda PBS ile siispanse
edilerek seyreltildi.

Boyali antikorlar ve hiicrelerin inkiibe edilecegi tiipler hazirlandi. Tiiplerin her birine
seyreltilen hiicre siispansiyonundan 100°er pL eklendi. Boylece yaklasik 100.000-
200.000 hiicre, 10-20 pL kadar boyali antikor ile oda sicakliginda 20 dakika stireyle
inkiibe edilerek boyandi. Her bir antikor i¢in ayni islem tekrarlandi. Calismada
allofikosiyanin konjuge edilmis CD34, fluoresan izotiyosiyanat konjiige edilmis CD29,
HLA-DR monoklonal antikorlar ile fikoeritrin konjiige edilmig CD90, CD73, CD133,
fikoeritrinsiyanin 7 konjiige edilmig CD105 ve LIN A750 monoklonal antikorlar:

kullanildi. Negatif kontrol olarak boyanmamis hiicre siispansiyonu kullanildi.

Boyamadan sonra hiicreler sigir serum albiimini (BSA) veya f6tal sigir serumu iceren
yikama ¢ozeltisi ile 2 defa yikanip, 1500 devir/dakikada oda sicakliginda 5 dakika
siireyle santrifiij edildi ve silipernatant atildi. Fluoresanli antikorlarla isaretlenen
hiicreler her bir tiipe 200 uL olacak sekilde % 1 formaldehit, % 0,1 sodyum azid ve %
0,5 BSA igeren c¢ozeltide siispanse edilerek sabitlendi. Siispanse edilen hiicreler akim

sitometri cihazinda partikiil/hiicre verisi toplanacal sekilde tarandi.

Uluslararas1 Hiicre Tedavi Derne8i’ne gore insan mezenkimal kok hiicrelerini
tanimlamak i¢in gerekli kriterlerinden biri de hiicre ylizeyi isaretleyicileri olan CD73,
CD90 ve CD10S5 igin pozitif olmak ve CD 11b, CD14, CD19,CD29a, CD34, CD45 ve

HLA-DE icin ise negatif olmaktir. Diger tiirlerden elde edilen mezenkimal kok hiicreler
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de benzer kriterler ile tanimlanmaktadir. Ancak; literatiir incelendiginde tercih edilen
spesifik hiicre yiizey isaretleyicilerinin tiire gore farklilik gosterdigi goriilmektedir
(Ksiel vd. 2012). Yapilan ¢aligmada; kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri i¢in
secilen CD antijen paneli, CD29, CD73, CD34, CDI105, CD133 ve CD90’dan

olusmaktadir.

3.2.2.4 Coklu soy farkhilasmasi

izole edilen kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik, osteojenik ve
kondrojenik soya farklilagsma kapasitesini belirlemek amaciyla c¢esitli histokimyasal

boyamalar yapildi.

3.2.2.4.1 Adipojenik soya farklilasma

Adipojenik farklilagsma i¢in; 4 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmis olan hiicreler % 10
FBS, Ium deksametazon, 0.5 mM indometazin, 0.5 mM 3- izobutil-1-metilksantin
(IBMX) ve 10 pg/mL insiilin ile hazirlanan DMEM-LG igerisinde kiiltiire edildi.
Besiyerine eklenen deksametazon PPARY gen ifadesini saglamaktadir; indometazin ise

adipogenezi desteklemektedir. Histokimyasal analizler Oil Red O boyasiyla yapildi.

3.2.2.4.1.1 Oil Red O (ORO) boyamasi

Oil Red O (ORO), histolojik boyama tekniklerinde kullanilan ve yapisal olarak sudan
grubuna bagli lipofilik bir boyadir. ilk kez kereste boyamada kullanilan endiistriyel bir
boya olarak {iretilmistir (Proescher, 1927). ORO histolojik bir boya olarak ilk kez
1920'lerin sonunda Frencch ve arkadaslar tarafindan kullanilmistir. ORO, adipoz doku

gibi doku kesitlerindeki lipit igerigini gdstermek icin tercih edilmektedir.
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Bu c¢aligmada Oil Red O boyamasi asagidaki islemlerin yapilmasiyla gergeklestirildi.

e Daha 6nce metanol ile fiske edilen 6rnekler dnce % 60’lik izopropanol ile
1slatilda.

e 15 dakika yeni hazirlanmis Oil Red O ¢alisma ¢ozeltisi ile muamele edildi.
e Tekrar % 60’lik izopropanol ile yikama yapildu.

e Hiicre ¢ekirdegi hematoksilin ile boyandi.

e Safsuile yitkama yapildi.

e Yikamanin ardindan 6rnekler kurumaya birakildi.

e Daha sonra ise 151k mikroskopu altinda goriintiilendi ve fotograflar ¢ekildi.

3.2.2.4.2 Kondrojenik soya farkhlasma

Kondrojenik farklilasma igin; 4 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekilmis olan hiicreler 107 M
deksametazon, % 1 insulin—transferrin—selenoz asit (ITS), askorbik asit (50pg/mL),
elzem olmayan aminoasit, L-glutamin, 100 U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin, %
10 fetal sigir serumu ve 10 ng/mL TGF-f1 iceren DMEM’de Kkiiltiire edildi.
Indiiksiyonun 28. giiniinde hiicreler metanol ile fikse edildi ve kondrojenik farklilasma
Hematoksilin-eosin, Alsiyan Mavisi boyamalar1 ile incelendi. TGF-f1 c¢ogalma,
farklilasma ve ekstraseliiler matriks sentezini saglamaktadir. Deksametazon agregat
olusumunda etkilidir. Askorbik asit ise kikirdak yapisinda ekstraseliiler matriks

olusumunda gorev almaktadir.

3.2.2.4.2.1 Alsiyan mavisi boyamasi

Mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik farklilagmasi 3 boyutlu kiiltlir ortaminda tipik
ekstraseliiler matriks-agrekan olusumuyla sonuglanir. Agrekan, kikirdak olusumunun
bir gostergesi olarak kullanilabilir ve Alsiyan Mavisi boyasi kullanilarak koyu maviye

boyanir.

Alsiyan Mavisi boyamasi asagidaki islemlerin yapilmasiyla gergeklestirildi.

«  Ornekler 6nce alkolle 1slatildi.
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* Ardindan % 1 Alsiyan Mavisi ¢ozeltisi ile 30 saniye muamele edildi.

* 0,1 N HCI (Hidroklorik asit) ile yitkama yapildu.

. Ornekler alkol serilerinden gegirelerek dehidrate edildi.

3.2.2.4.3 Osteojenik soya farkhilagsma

Kiiltiirde belli bir bolluga ulasan hiicreler 4 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi ve
osteojenik indiiksiyon i¢in bilesimi a- MEM; % 10 FBS; % 1 penisilin/streptomisin; %
1 L-glutamin; pB-gliserofosfat 10 mM; askorbat-2-fosfat 0.2 mM (50 pg/mL);
deksametazon 10 nM; olan besiyeri kullanilarak osteojenik indiiksiyon gergeklestirildi.
Indiiksiyonun 28. giiniinde hiicreler metanol ile fikse edildi. Osteojenik farklilagma,
Alizarin kirmizist ve Von Kossa boyamalariyla incelendi. Deksametazon RUNX2 gen
ifadesini saglamaktadir. B-gliserofosfat kalsiyum fosfat birikiminde rol oynamaktadir.

Askorbik asit ise kollajen-1 sentezinde gérevlidir.

3.2.2.4.3.1 Alizarin kirmizisi1 (AR-S) boyamasi

Bir antrakinon boya olan Alizarin Kirmizis1 (AR-S), hiicre igerisindeki kalsiyumdan

zengin tortular1 belirlemek i¢in kullanilan bir boyadir.

AR-S boyamasi agagidaki islemlerin yapilmasiyla gerceklestirildi.

e 40 mM’lik Alizarin Kirmizisi1 ¢ozeltisi i¢inde (pH 4.2) 10 dk. siire ile (aksiyel
karistiric tizerinde) tutuldu.

e Boyanin fazlasini uzaklastirmak amaciyla 5 defa ultrasaf su ile yikama yapildi.

e Spesifik olmayan AR-S boyasini uzaklastirmak i¢in 15 dk. PBS ile yikama
yapildi.

e Boyanan nanolif membranlarin dijital fotograf makinasiyla fotograflar1 ¢ekildi.
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3.2.2.4.3.2 Von Kossa boyamasi

Von Kossa boyamasi, doku igindeki kalsiyum birikimini gostermek i¢in kullanilan bir
metottur (Pearse, 1972). Yontem, fosfatlara bagli doku kalsiyumunun giimiis iyonlari ile
yer degistirmesini ve daha sonra glimiis iyonlarinin ise metalik glimiise indirgenmesini
temel alir. Giimiis iyonlari, elektrokimyasal serilerdeki ilgili konumlarindan Gtiirii
karbonat veya fosfat iyonlariyla yer degistirerek ¢ozeltiden ayrilir. Doku karbonat veya
fosfat iyonlarinin kanitlanabilir bigimleri her zaman kalsiyum iyonlariyla iligkili

oldugundan, yontem doku kalsiyum birikimi yerleri olarak gosterilebilir.

Von Kossa boyamasi agagidaki islemlerin yapilmasiyla gerceklestirildi.

e 20dk % 5 lik AgQNO; (Giimiis nitrat) ile karanlikta muamele edildi.

e Ultrasaf su ile dikkatlice yikandi.

e 2 dk % 5 Na,CO;3; (Sodyum karbonat) iceren % 25’lik formalin ¢ozeltisi ile
muamele edildi.

e Safsu ile dikkatlice yikandi.

e 2-5 dk sodyumtiyosiilfat ile tesbit edildi.

e Saf su ile dikkatlice yikandu.

e 2-3 dk hematoksilin ile muamele edildi.

e Saf su ile dikkatlice yikandi.

e Isik mikroskobu altinda goriintiilenip fotograflandi.

323 Ki-MKH’lerden nérokiirelerin  Olusturulmasi  (in-vitro Nérojenik
Farkhlastirmanin 1. Basamagi)

Kopek mezenkimal kok hiicreleri belirli bir yogunluga ulagtiktan sonra iki-agamali
norojenik farklilastirma protokoliine (Lim vd. 2008) gecilmistir. Bu protokol, dncelikle
Nestin-pozitif norokiirelerin elde edilmesini ve daha sonra ndérokiirelerin dagitilarak
daha ileri diizeyde norojenik farklilagtirma siirecine gegilmesini kapsamaktadir. Bu

asamada hiicreler, laboratuvarda daha onceden yiizeyleri poli (hidroksietil metakrilat)
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(PHEMA) (Sigma) ile kaplanip sterilize edilen kiiltiir kaplarina aktarildi. MKH’ler,
hazirlanan substrat tizerinde % 10 MesenPro™ katkisi, Pen/Strep, ve % 1 L-Glu iceren
MesenPro™ vasatinda (Invitrogen) kiiltiir islemine alindi. Ug giin siire ile kiiltiir
isleminde kullanilan nérobazal vasat, B-27 ve N-2’ye ilave olarak 100 ng/mL epidermal
biiyiime faktorii (EGF) (Millipore, Merck, Billerica, MA, A.B.D.) ve 10 ng/mL bazik
fibroblast biiytime faktorii (bFGF) (Millipore) igermektedir. Elde edilen norokiirelerden

ornekler Nestin (Santa Cruz) ile histokimyasal boyama islemine alindilar.

3.2.4 Dagitilan noérokiirelerin norojenik farkhlastirmasi (in-vitro Noérojenik
Farkhlastirmanin 2. Basamagi)

Bu asamada ndrokiireler tripsin enzimi kullanilarak dagitildi ve ii¢c defa PBS ile yikandi.
Bu sekilde norokiireleri olusturan hiicrelerin siispansiyonu elde edilmis oldu. Elde
edilen hiicre siispansiyonu, yiizeyleri laboratuvarda poli-L (ornitin) (Sigma) ile kaplanip
sterilize edilen kiiltlir kaplarina aktarildi. Hiicreler, 100 ng/mL sinir biliylime faktorii
(NGF) (Millipore), 10 ng/mL beyin-kaynakli norotrofik faktorii (BDNF) (Millipore), B-
27 ve N-2 igeren norobazal vasatta (Neurobasal™ medium; Invitrogen) alt1 giin siire ile
kiiltiire alindilar. Yaklasik olarak % 80 bolluga ulasan hiicreler, immiinhistokimyasal

analizler i¢in ayrild1.

3.2.5 immiinhistokimyasal Tanimlama

Norojenik nesile farklilastirnlmis kopek KI-MKH’lerinin antijenik isaretgilerle
tanimlanmasi i¢in astrositlerde bulunan hiicre yiizey antijenine 6zgii anti-Gliyal Fibriler
Asidik Protein (anti-GFAP) (1:500) (Abcam), oligodendrosit ve Schwann hiicrelerine
Ozgi anti-2',3"-Siklik  Niikleotid--3'-Fosfodiesteraz  (anti-CNPaz)(1:250) (Abcam),
noronlara 6zgii ise anti-noron spesifik beta III tiibiilin (1:10) (Abcam) ve mikrotiibiil-
baglantili protein 2 kinazlar (MAP2)’dan olan anti-ERK1 (pT202/pY204) + anti-ERK2
(pT185/pY187)(1:200) (Abcam) birincil antikorlart kullanildi.
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Birincil antikorlar saf suda seyreltildi. Immiinhistokimyasal tanimlamalar icin bir
yiizeyi hiicre kiiltiiriine uygun islemlenmis lameller {lizerinde 4 kuyucuklu kiiltiir
kaplarinda hiicreler bolluk noktasina ulasana kadar ¢ogaltildiktan sonra —10 "C’daki
soguk metanolde tesbit edildiler. 5-10 dk boyunca kurumaya birakildiktan sonra
hidrojen peroksit blok ¢ozeltisiyle (LabVision, Fremont, CA, A.B.D.) 5 dakika inkiibe
edilerek hiicrelerin endojen peroksidaz aktiviteleri baskilandi. Ug kez 5’er dakika PBS
ile yikanan hiicreler 5 dakika Ultra V blok ¢o6zeltisiyle (LabVision) inkiibe edildi.
Tekrar 3 defa 5’er dakika boyunca PBS ile yikama yapildiktan sonra hiicreler oda
sicakliginda 1 saat boyunca ya da bir gece +4 °C’de birincil antikorlar ile inkiibe edildi.
Bu siirenin sonunda 3 kez 5’er dakika boyunca PBS ile yikanan o6rnekler tiire ve izotipe
0zgl ikincil antikorlar ile inkiibe edildi. Norojenik nesile farklilastirilmis kdpek kemik
iligi mezenkimal kok hiicrelerinde astrositler igin kullanilan anti-GFAP birincil antikoru
IgG fraksiyonundan oldugundan, kendisine baglanmak i¢in ikincil tavsan anti-polivalent
antikoru kullanildi. Noron hiicre belirteci olarak kullanilan anti-néron spesifik beta III
tiibiilin birincil antikoru IgG2a sinifindan oldugundan kendisine baglanmak i¢in ikincil
ke¢i anti-fare monoklonal antikoru ve anti-ERK1+ERK2 birincil antikoru IgG
smifindan oldugundan kendisine baglanmak igin ikincil kegi anti-polivalent antikoru
kullanildi. Oligodendrosit ve schwann hiicrelerine 6zgii anti-CNPaz birincil antikoru ise
immiinoglobiilin G1 fraksiyonunda oldugundan kendisine baglanmak i¢in ikincil keci
anti-fare monoklonal antikoru kullanildi. 30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda ikincil
antikorlar 3 kez 5’er dakika boyunca PBS ile yikand: ve 6rnekler 10-15 dakika boyunca
horseradish peroksidaz enzimi ile inkiibe edildi. Yine ii¢ kez beser dakika PBS ile
yikama sonrast AEC (3-amino-9-etilkarbazol) substrat1 (1000 pL) ile AEC kromojen
(20 pL) kanstirilarak AEC kromojen-substrat bilesigi ile 5-10 dakika siiresince
inkiibasyon yapildi ve kirmiz1 renk ortaya c¢ikip boyanmanin gercgeklestigi goriiliince
aynt yikama metodu ile oOrnekler iizerindeki kromojen-substrat yikandi. Negatif

kontroller i¢in birincil antikorlar kullanilmadan ayni1 islemler uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1 Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin hiicre Kkiiltiirii bulgular

Kiiltiire alinan hiicreler yaklasik 48 saatten itibaren yayilmaya basladi. Yaklasik % 80
bolluk noktasina ulasan hiicreler pasajlanarak alt kiiltiirlere gegildi. Hiicre kiiltiirlerinin
her asamasi inversiyon mikroskobu altinda diizenli olarak takip edildi (Sekil 4.1).

Kemik iligi mezenkimal kok hiicreler fibroblastik benzeri morfolojisi ile karakterize
edildi.

Sekil 4.1 Pasaj-0 (P-0)’m 14. giiniinde kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin
inversiyon mikroskobu goriintiisii (Hoffman modiilasyonu)

A. 11 yasindaki kopek, B. 8 yagindaki kopek, C. 4 yagindaki kopek. Boyut cubuklart: 100 pm.
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4.2 Hiicre Sayim

Neubauer hemositometresi kullanilarak yapilan hiicre sayimmi sonuglar1 hesaplandi
(Cizelge 4.1). Farkli yaslardaki kopeklerden elde edilen kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerin sayist incelendiginde kopek yasina bagli olarak elde edilen hiicre sayisinin

v

degistigi belirlendi.

Cizelge 4.1 Kemik iligi biyopsileri alinan kopeklerin 6zellikleri

Verici yasi Alnan ilik Hacmi Ulasilan Hiicre Sayisi
1 4 10 ml 9,6 x 10°
2 8 10 ml 6,2 x 10°
3 11 10 ml 5,3 x 10°

4.3 CFU-F deney bulgular:

100 ve 1000 hiicre/cm? yogunluklarinda tohumlanan kopek kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerin bolluk noktasina ulasip pasajlanmadiginda koloni olusturma egiliminde
olduklar1 gozlendi (Sekil 4.2). Hematoksilin&Eozin ile yapilan histokimya boyamasi

ile hiicrelerin 14. Giin sonunda olusturduklar1 koloniler gosterildi (Sekil 4.3).
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100 hiicre/cm?® 1000 hiicre/cm?®
Sekil 4.2 CFU-F deneyi i¢in 100 hiicre/cm® (A-C) ve 1000 hiicre/cm? (B-D)

yogunlugunda ekilen kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin 14. giinde elde
edilen 151k mikroskobu goriintiileri
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Sekil 4.3.a.c. CFU-F deneyi i¢in 100 hiicre/cm?, b.d. 1000 hiicre/cm? yogunlugunda
ekilen kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin 14. giinde H&E boyamasi ile
elde edilen 151k mikroskobu goriintiileri
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4.4 Empedansa dayal hiicre analiz sistemi ile hiicre biiyiime egrisi

Farkli yogunluga sahip kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin ¢ogalmalar es-
zamanli hiicre analiz sistemi ile belirlenmis ve elde edilen bulgular sekil 4.4’te
gosterilmistir. Elde edilen hiicre biiyiime egrisi sonuglari, ekimden hemen sonra
hiicrelerin e-plakanin tabanina yapismaya basladigini gostermistir. Hiicrelerin, hiicre

yogunluguyla orantil1 paralel bir biiyiime egrisi gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.4 Empedansa dayali hiicre analiz sistemi ile elde edilen hiicre biliylime egrisi

Renkler sirasiyla: 100000, 50000, 25000, 12500, 6250, 3125, 1563 hiicre ve hiicresiz besiyeri.

4.5 Akim Sitometri Bulgular:

Kopeklerden izole edilerek ¢ogaltilan kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin akim
sitometri sonuglarina gore; karakterizasyon igin anti-CD29 monoklonal, anti-CD 105
monoklonal, anti-human Integrin beta 1/CD29, anti-CD73 poliklonal, anti-CD34
monoklonal, anti-CD90 monoklonal, anti-CD133 monoklonal yiizey antijenleri
kullanildi.
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Analiz sonuglar1 incelendiginde bu hiicreler CD73 (% 92.4), CD90 (% 99.8), CD105 (%
99.5)’in yam sira, CD29 (% 99.5)u yiiksek diizeyde ifade etmektedir. Diger yandan,
CD34 ve CDI33 ise bu hiicreler tarafindan ihmal edilebilecek diizeyde ifade
edilmektedir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.2 Ki-MKH’lerin yiizey antijen paneli

Antijen Sonug¢ Oran (%)
CD29 FITC/LIN Az A-+ 99.49
CD73 PE/LIN Az A-+ 92.39
CD34 APC/CD105 PC7 A+- 98.33
CD105 PL 7/LIN Azsp A-+ 99.54
CD29 FITC/HLA-DRFITC A-+ 99.43
CD29 FITC/CD31 PB A-+ 97.72
CD29 FITC/LIN Ass A-+ 99.18
CD133 PE/CD105 PC7 A+- 99.53
CD34 APCI/CD29 FITC A+- 99.50
CD105 PL7/LIN A-+ 99.17
CD29 FITC/HLA A-+ 99.57
CD9O/LIN A-+ 99.78
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Sekil 4.5 Képek KIMKH’lerin akim sitometri sonuglari
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4.6 Coklu soy farkhlasmasi

4.6.1 Adipojenik soya farkhlasma

Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik soya farklilasma kapasitesini

belirlemek amaciyla Oil Red O ile boyama yapildi.

4.6.1.1 Oil Red O boyamasi

Oil Red O; indiiklenmis adipojenik kiiltiirdeki adipositleri saptamak amaciyla yapilan
bir boyamadir. Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik soya
farklilagmasi; hiicre kiimelerini iceren giiclii morfolojik degisimlerin gdzlenmesiyle ve
lipid kofullarmin birikimiyle karakterize edildi. Adipojenez kiiltliriin 14. glinlinde lipid
kofullarinin Oil Red O boyasi kullanilarak tespit edilmesiyle belirlendi (Sekil 4.6).

Sekil 4.6 Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin 14. giindeki Oil Red O boyamast
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4.6.2 Kondrojenik soya farkhlasma

Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik soya farklilagsma kapasitesini

belirlemek amaciyla Alsiyan Mavisi ile boyama yapildi.

4.6.2.1 Alsiyan Mavisi boyamasi

Kondrojenik indiiksiyon ortaminda 21 giin boyunca kiiltiire edilen kopek kemik iligi
mezenkimal kok hiicrelerin histolojik olarak analizi i¢in Alsiyan Mavisi boyamasi
gerceklestirildi. Pozitif Alsiyan boyamasi hiicre yapisindaki proteoglikan yapilarini
gostermektedir. Kikirdak pelletindeki glukozaminoglikanlarin histolojik kesitlerde
Alsiyan Mavisi ile boyanmasi hiicrelerin hiicre dis1 matriks yapisi ile ¢evrili oldugunu

gosterdi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin 21. giindeki Alsiyan Mavisi
boyamasi
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4.6.3 Osteojenik soya farkhilasma

Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik soya farklilagma kapasitesini

belirlemek amaciyla Alizarin Kirmizisi ile boyama yapildi.

4.6.3.1 Alizarin Kirmzisi (AR-S) boyamasi
Osteojenik soya farklilagtirilmis kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiiriin

28. giliniindeki kalsiyum depolart Alizarin Kirmizist boyamasi ile belirlendi. Alizarin

Kirmizist boyamasi ile osteositler sarimsi-kirmizi renge boyandi (Sekil 4.8).

s

12w

Sekil 4.8 Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin 28. glindeki Alizarin Kirmizisi
boyamast
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4.6.3.2 Von Kossa boyamasi

Osteojenik soya farklilagtirilmis kdpek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiiriin
28. giiniindeki mineral depolar1 ve yogun matriks mineralizasyonu Von Kossa boyamasi
ile belirlendi. Von Kossa boyamasi ile kemik benzeri yapilar sarimsi-kahverengi renge

boyandi (Sekil 4.9).

Sekil 4.9 Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin 28. giindeki Von Kossa
boyamasi

4.7 Norojenik Farkhllagsma

471 Ki-MKH’lerden nérokiirelerin  olusturulmas1  (In-vitro nérojenik
farkhlastirmanin 1. basamag)

Norojenik indiiksiyonun ilk asamasinda kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri
~100-150 um boyutlarindaki norokiirelere farklilasti. Elde edilen norokiireler faz
kontrast mikroskobu ile gortintiilendi (Sekil 4.10-4.11).
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Sekil 4.10 Norojenik indiiksiyonun ilk asamasindan sonra elde edilen Nestin-pozitif
norokiirelerin faz kontrast mikroskobu goriintiileri. Boyut cubugu: 100pum

Sekil 4.11 Norojenik indiiksiyonun ilk asamasindan sonra elde edilen norokiirelerin faz
kontrast mikroskobu goriintiileri. Boyut gubugu: 200um
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4.7.2 Dagitilan norokiirelerin norojenik farkhlastirmasi (In-vitro nérojenik
farkhlastirmanin 2. basamag)

Norokiireleri olusturan hiicrelerin siispansiyonu laboratuvarda poli-L (ornitin) (Sigma)
ile kaplanip sterilize edilen kiiltiir kaplarina aktarildiktan sonra NGF, BDNF, B-27 ve
N-2 iceren norobazal vasatta alt1 giin siire ile kiiltiire alindilar. Yaklasik olarak % 80

bolluga ulasan hiicreler, faz kontrast mikroskobu ile goriintiilendi (Sekil 4.12).

Sekil 4.12 Norojenik indiiksiyonun ikinci asamasindan sonra elde edilen néron-benzeri
hiicrelerin faz kontrast mikroskobu goriintiileri



4.8 immiinhistokimyasal Boyamalar

4.8.1 MAP-2 (anti-ERK1 + anti-ERK2) boyamast

Norojenik nesle farklilastirilmis  kopek KI-MKH’lerinin antijenik isaretcilerle

tanimlanmasi i¢in MAP2 birincil antikoru kullanilda.

Sekil 4.13 Nérojenik nesle farklilastirilmis kopek Ki-MKH’lerinin MAP -2 boyamalari
Olgii cubuklari, A:200 pm, B:100 pm, C:50 um

Noron hiicre belirteci olan MAP-2 antikoru ile yapilan boyamalarla kemik iligi
mezenkimal kok hiicrelerin olgun ve olgunlasmamis noron-benzeri hiicrelere,

cogunlukla da noronal hiicrelere  farkhilagtigt  gosterildi  (Sekil  4.13).
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4.8.2 CNPaz (anti-2',3’-Siklik Niikleotid--3'-Fosfodiesteraz) boyamasi

Noérojenik nesle farklilastirilmis kopek Ki-MKH’lerinin farklilasma kapasitelerini
belirlemek amaciyla oligodendrosit ve schwann hiicrelerine 6zgii CNPaz birincil

antikoru kullanildi.

Sekil 4.14 Norojenik nesle farklilastirilmis kopek Ki-MKH’lerinin CNPaz boyamalar,
Olgii cubuklari, A:200 pm, B:100 pm, C:50 pm

Sekil 4.14’deki fotograflardan da goriildiigii iizere ¢ok yogun olmamakla birlikte

farklilasmanin gerceklestigi immunhistokimyasal boyama ile gosterildi.
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4.8.3 Beta Il tiibiilin boyamas

Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin ndron-benzeri hiicrelere farklilagma
kapasitesi anti-ndron spesifik beta III tiibiilin birincil antikoru ile yapilan
immunhistokimya boyamasi ile gosterildi. Farklilastirilmis hiicrelerin bir kismi kirmizi-

bordo renge boyandi (Sekil 4.15).

Sekil 4.15 Nérojenik nesle farklilastirilmis kopek Ki-MKH’lerinin beta III tiibiilin
boyamalari

Olgii cubuklari, A:200 pm, B:100 pm, C:50 um)
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4.8.4 GFAP (anti-Gliyal Fibriler Asidik Protein) boyamasi

Norojenik nesile farklilastirilmis kopek kemik iligi mezenkimal kdk hiicrelerinde glia
hiicrelerini belirlemek i¢in astrositlerde bulunan hiicre ylizey antijenine 6zgii anti-GFAP
birincil antikoru ile boyama yapildi. Elde edilen goriintiiler ile kemik iligi mezenkinal

kok hiicrelerin glia hiicrelerinin farklilagtig1 gosterildi (Sekil 4.17).

Sekil 4.16 Nérojenik nesle farklilastirilmis képek Ki-MKH’lerinin GFAP boyamalari
Olgii cubuklar1, A:200 pm, B:100 pm, C:50 um
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5. TARTISMA ve SONUC

Mezenkimal kok hiicre arastirmalarinda karsilagilan en biiyiikk zorluk; insan
rahatsizliklarinda deneyimlenen karmasikligi yansitan iyi hayvan modelleri bulmaktir.
Kok hiicre transplantasyonunun optimizasyonu icin gerekli tekniklerin kdpek modeli
kullanilarak gelistirilmesi; insanlarda hematopoietik yeniden yapilanmanin basarisi i¢in
kritik rol oynamaktadir (Hayes vd. 2008). Biiyiik kopekler insan hastaliklari
arastirmalarinda; uzun yasam beklentisi, biiyilik viicut kiitlesi ve insan yapisini etkileyen
hastaliklarin dogal gelisiminden dolayr potansiyel hayvan modeli olarak tercih
edilmektedir (Waltona vd. 2008). Sican ve fare gibi deney hayvanlarinin aksine,
kopekler nispeten daha uzun bir 6mre sahiptir ve laboratuvar disinda kanser, obezite ve
travmatik yaralanmalar gibi ¢esitli hastalik durumlariyla ilgili ¢cevresel faktorlere maruz
kalmaktadir. Kemirgenlerle karsilagtirildiginda; insan patolojilerinin klinik gosterimi ve
ilerlemesi de genellikle kopekler tarafindan daha iyi temsil edilmektedir (Parker vd.
2010). Kemirgen modellerinde zor veya imkansiz olan goriintileme ve biyolojik
orneklemeler; boyutlarindan dolay1 kopeklerde ¢cok daha kolaydir (Uranio vd. 2011). Bu
kosullar, ayn1 zamanda, yeni tedavi yOntemlerinin insanlara karsi istenmeyen yan
etkilerinin saptanmasina da izin vermektedir. Bu sebeplerden dolay1 yapilan deneysel
calismalarda mezenkimal kok hiicre kaynag: olarak kopek kemik iligi tercih edilmistir

(Jeffery vd. 2006).

Farkl1 yaslardaki kopeklerden elde edilen kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin sayist
incelendiginde kopek yasina bagli olarak elde edilen hiicre sayisinin degistigi
belirlenmistir. Kopegin yasinin artmasi, mezenkimal kok hiicre lizerinde negatif etki
gostermistir. Elde edilen sonuglara gore deneysel ¢alismalara en fazla mezenkimal kok
hiicre elde edilen 4 yasindaki kopek ile devam edilmesine karar verilmistir. Benzer
sekilde; Volk vd. (2012) yaptiklar1 bir ¢aligmada g¢alismasinda dondr Ozelliklerinin
kopek mezenkimal kok hiicre 6zellikleri {izerine etkisini incelemistir. Yapilan ¢caligmada

kopek yasinin mezenkimal kok hiicrelerin koloni olusturma ve osteojenik soya

farklilagma potansiyelleri lizerinde negatif bir etkisi oldugu gézlenmistir.

65



Secilen hiicre hattiyla karakterizasyon ¢alismalarina devam edildi. Koloni olusturma
egilimini incelemek amaciyla CFU-F deneyi yapildi. Olusan hiicre kolonilerini
gorlntiillemek amaciyla H&E histokimya boyasi kullanildi. Elde edilen sonuclarla
mezenkimal kok hiicrelerin pasajlanmadiginda koloni olusturma egiliminde olduklar
gozlendi. 2015 yilinda Bertolo ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢calismada benzer
sekilde kopek mezenkimal kok hiicrelerinin koloni olusturma potansiyelleri incelenmis
ve bu hiicrelerin kokliiliik 6zelligini korudugu olusan hiicre kolonilerinin Gisela ile

boyanmasi ile gosterilmistir.

Farkli yogunluga sahip kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin ¢ogalmalar es-
zamanl hiicre analiz sistemi ile belirlendi. Elde edilen hiicre biliylime egrisi sonuglari,
ekimden hemen sonra hiicrelerin e-plakanin tabanina yapismaya basladigini gosterdi
(Silvani vd. 2011). Boylece Uluslararas1 Hiicre Tedavi Dernegi (ISCT)’nin MKH’leri
tanimlamak i¢in bildirmis oldugu ozelliklerden biri olan yiizeye yapigsma ozelligi es-
zamanli hiicre analiz sistemiyle gosterildi. Ayrica hiicrelerin, hiicre yogunluguyla

orantil1 paralel bir biiylime egrisi gdsterdigi goriildii.

Kopeklerden izole edilerek gogaltilan kemik iligi mezenkimal kdk hiicreleri i¢in akim
sitometri analizinde; anti-CD105 monoklonal, anti-human Integrin beta 1/CD29, anti-
CD73 poliklonal, anti-CD34 monoklonal, anti-CD90 monoklonal, anti-CD133
monoklonal yiizey isaretcileri kullanildi. Hiicrelerin CD73 (% 92,4), CD90 (% 99,8),
CDI105 (% 99,5)’in yam sira, CD29 (% 99,5)’u yiiksek diizeyde ifade ettigi; diger
yandan hematopoetik isaretleyiciler olan CD34 ve CD133’t ise ihmal edilebilecek
diizeyde ifade ettigi belirlendi (Takemitsu vd. 2012). Boylece Uluslar arasi Hiicre
Tedavi Dernegi’nin MKH’ler i¢in temel kriterlerinden olan CD73, CD90 ve CD105
yiizey antijenlerinin yiiksek seviyede ifade edilmesi ve hematopoetik soya ait yiizey
antijenleri olan CD133 ve CD34 ifade edilmemesi sartlarini sagladigi belirlendi (Hu vd.
2009). Benzer sekilde 2011 yilinda Tharasanit ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin farklilagma potansiyeli
incelenmistir. Mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu icin yapilan 6n ¢alismada akim
sitometri sonuglarina goére CD44 ve CD90 pozitif, hematopoetik kok hiicre yiizey

antijeni olan CD34 negatif bulunmustur. Malagola ve arkadaslar1 tarafindan 2016

66



yilinda yapilan bir ¢alismada ise kopek karaciger ve kemik iliginden izole edilen
mezenkimal kok hiicrelerinin karakterizasyonu yapilmig ve CD105, CD90, CD166,
CD29 ekspresyonu pozitif, CD45 ekspresyonu negatif bulunmustur. Sonug¢ olarak;
yapilan tez ¢aligmasinda elde edilen akim sitometri sonuglar ile diger caligmalarda elde

edilen akim sitometri sonuglarinin paralellik gosterdigi belirlendi.

Uluslararas1 Hiicre Tedavi Dernegi (ISCT)’nin MKH’leri tanimlamak icin bildirmis
oldugu son 6zellik olan ¢oklu soy farklilagsmasini1 gostermek amaciyla kopek kemik iligi
mezenkimal kok hiicrelere osteojenik, kondrojenik ve adipojenik olmak iizere ti¢ farkl
soya farklilasma protokolleri uygulandi. Hiicrelerin adipojenik soya farklilagmasi hiicre
kiimelerini iceren gii¢lii morfolojik degisimlerin gdzlenmesiyle ve lipid kofullarinin
birikimiyle gosterildi ve adipojenez; kiiltiiriin ondordiincii giintinde lipid kofullarinin
Oil Red O boyast ile boyanmasiyla tespit edildi. Kondrojenik farklilasma i¢in kopek
kemik iligi mezenkimal kok hiicreler Alsiyan Mavisi ile boyandi. Hiicre yapisindaki
proteoglikan yapilar1 ve hiicrelerin hiicre disi matriks yapisi ile ¢evrili oldugu pozitif
Alsiyan boyamasi ile gosterildi. Osteojenik soya farklilastirilmis kopek kemik iligi
mezenkimal kok hiicrelerin kiiltliriin yirmisekizinci giindeki kalsiyum depolar1 ise
osteositlerin Alizarin kirmizisi ile sarimsi-kirmizi renge boyanmasi ile gosterildi. 2015
yilinda Bertolo ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calismada ise kemik iliginden izole
edilen kopek ve insan mezenkimal kok hiicreleri karakterize edilmis ve
karsilastirilmistir. Coklu soy farklilagmas1 Oil Red O, Von Kossa ve Alsiyan Mavisi
boyamalart ile hisolojik olarak gosterilmistir. Histokimya c¢aligmalar1 sonucunda
farklilasmalarin  gergeklestigi ve hiicrelerin mezenkimal o6zelliklerini  korudugu

gosterilmistir.

Kopek mezenkimal kok hiicreleri belirli bir yogunluga ulagtiktan sonra iki-agamali
norojenik farklilagtirma protokoliine gegildi. Bu protokol, oncelikle Nestin-pozitif
norokiirelerin elde edilmesini ve daha sonra norokiirelerin dagitilarak daha ileri diizeyde
norojenik farklilastirma siirecine gegilmesini kapsamaktadir. Kemik iligi mezenkimal
kok hiicreleri in-vitro ortamda hizli ¢cogalirlar ve noéronal, glial ve endodermal hiicre

tiplerine farklilagma potansiyeline sahiptir. Buna ragmen; arastirmacilar tarafindan
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norojenik farklilagma i¢in bircok farkli metot gelistirildiginden standart sonuglar elde

etmek miimkiin degildir (Suzuki vd. 2004).

Yapilan tez ¢alismasinda ndron-benzeri hiicrelere farklilasma c¢alismasi yapildi
(Kamishina vd. 2008). Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin norokiirelere
indiiklendigi ve ¢ogu hiicrenin néronal hiicrelerin Onciil isaretleyicisi olan nestin i¢in
pozitif oldugu; ayrica; elde edilen norokiirelerin gelistirilen indiiksiyon metoduyla
noronal ve glial fenotiplere farklilastigi da gosterildi. Farklilasmada oncelikle onciil
hiicrelerin elde edilmesi, daha sonra ise bu hiicrelerin noéronal hiicre tiplerine

farklilastirilmasinin daha dogru bir yaklagim oldugu diistintilmektedir.

Gelistirilen protokolde, norojenik indiiksiyonun ilk agamasinda {i¢ giin siire ile kiiltiir
isleminde kullanilan nérobazal vasat, B-27 ve N-2’ye ilave olarak EGF ve bFGF
biiylime faktorleri icermektedir. Epidermal biiylime faktorii ve bazik fibroblast biiylime
faktorii noral onciil hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini destekledigi i¢in tercih
edilmistir. Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin ~100-150 pm boyutlarindaki

norokiirelere farklilagtigi gozlendi.

Arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda genelde tek asamada gerceklesen
norojenik farklilagma protokolleri uygulanmaktadir (Ladak vd. 2011, Takemitsu vd.
2012, Blecker vd. 2017). 2013 yilinda Chung vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada,
kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri ile adipoz mezenkimal kok hiicrelerinin
norokiireye farklilagma potansiyelleri incelenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda ve tez
caligmasi1 sonucunda elde edilen norokiire yapilar1 Sekil 5.1°de goriilmektedir. Norokiire
yapilariin benzerlik gosterdigi ve yaklasik 100 pm boyutlarinda oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 5.1 Norokiirelerin mikroskobik goriintiileri

A. Chung vd. tarafindan 2013 yilinda elde edilen norokiire goriintiisii B. Tez ¢aligmasina ait norokiire
gorintiisti (Boyut gubugu: 100 pm)

Norokiireler elde edildikten sonra hiicre siispansiyonu; yiizeyleri laboratuvarda poli-L
(ornitin) ile kaplanip sterilize edilen kiiltiir kaplarina aktarildiktan sonra sinir biiyliime
faktorii NGF, BDNF, B-27 ve N-2 igeren norobazal vasatta alt1 giin siire ile kiiltiire
alindilar. Yaklasik olarak % 80 bolluga ulasan hiicreler, faz kontrast mikroskobu ile
goriintlilendi. Mikroskop goriintiileri incelendiginde, hiicrelerin ndron-benzeri hiicre
morfolojisi gosterdigi ve ndron-benzeri hiicreler arasinda sinaps benzeri etkilesimlerin
oldugu belirlendi (Wilcox vd. 2011). Oda ve arkadaslar1 tarafindan 2013 yilinda yapilan
bir calismada kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin néron-benzeri hiicrelere
farklilasma 6zellikleri incelenmistir. Farklilasma i¢in uygulanan protokolde indiiksiyon
amaciyla besiyeri olarak % 10 FBS, bFGF, EGF, cAMP ve IBMX iceren DMEM tercih

edilmistir ve indiiksiyon ondort glin boyunca siirdiirilmiistir.
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Sekil 5.2 Noron-benzeri hiicrelerin mikroskobik goriintiileri

A. Oda vd. tarafindan 2013 yilinda elde edilen noéron-benzeri hiicre goriintiisii B. Tez ¢alismasina ait
ndron-benzeri hiicre goriintiisii (Boyut cubugu:50 pm)

Képek Ki-MKH’lerinin antijenik isaretcilerle tanimlanmasi igin astrositlerde bulunan
hiicre yiizey antijenine 6zgii anti-GFAP, oligodendrosit ve schwann hiicrelerine 6zgii

CNPaz, noronlara 6zgii ise anti-ndron spesifik beta III tiibilin ve MAP2 birincil
antikorlar1 kullanild1.
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Sekil 5.3 Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin norojenik indiiksiyonunun

ikinci asamasindan sonra elde edilen noéron-benzeri hiicrelerin
immunhistokimya boyama sonuglari

A: MAP-2 boyamasi, B: CNPaz boyamasi, C: Beta III tubulin boyamasi, D: GFAP boyamasi
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Kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin néron-benzeri hiicrelere farklilastigi
yapilan immunhistokimya boyamalari ile gosterildi. Noronlara 6zgii anti-ndron spesifik
beta III tiibiilin ve MAP2 boyamalar1 ile indiiksiyon sonrasi elde edilen hiicre
karisiminin iginde yiiksek yogunlukta noéronal hiicre oldugu belirlendi. Anti-GFAP
boyamasi ile nodron-benzeri hiicre karisiminin icinde astrositlerin de bulundugu
belirlendi. Son olarak; oligodendrosit ve schwann hiicrelerine 6zgii anti-CNPaz
boyamasi ile kdpek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin norojenik farklilagtirilmasi
sonucu elde edilen hiicre toplulugunun i¢inde oligodendrosit ve schwann hiicrelerininde

bulundugu gosterildi.

Yapilan tez c¢aligmasiyla in-vitro ortamda, kopek kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerin, néronal ve glial isaretcileri ifade eden hiicrelere farklilasabildigi ve bazi
mezenkimal kok hiicrelerin noral potansiyel gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen néron-
benzeri hiicrelerin yakin bir gelecekte etkin rejeneratif tedavilerin omurilik

yaralanmalarinda kullanilabilecegi yapilan ¢aligmalar sonucunda gosterilmistir.

Sonug¢ olarak; kopeklerin insan hastaliklarmin arastirilmasinda hayvan modeli olarak
kullanilabilecegi, kopek kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin ise norojenik
farklilasma ile noron-benzeri hiicrelere doniisebildigi yapilan deneysel calismalar ile

gosterilmistir.
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