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OZET

Ozkan, S. (2016). Insan Gobek Kordonundan Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu ve
Karakterizasyonu. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve
Embriyoloji A.D. Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler), pluripotent kok hiicreler olup, rejeneratif tipta
oldukca 6nemli bir yer tutmaktadir. MKH kaynaklar1 arasinda, gobek kordonu (GK),
invaziv yontem gerektirmemesi ve bio-etik agidan daha az sorun teskil etmesi
bakimindan avantajlidir. Bu c¢alismada insan GK’nun subamniyotik (SAA),
intervaskiiler (IVA) ve perivaskiiler alanlarindan (PVA), enzimatik ve doku eksplanti
yontemleri kullanilarak, MKH izolasyonu ve karakterizasyonu amaglanmigstir. Sezaryen
ile dogum yapan term gebelerden elde edilen insan GK (iGK) dokularinin farkli
bolgelerinden -SAA, PVA ve IVA- enzimatik ve doku eksplant1 yontemleri kullanilarak
MKH’ler izole edildi. iGK-MKH’leri, farkli pasajlarda morfolojilerinin 151k ve elektron
mikroskobik incelenmesiyle, CD34, CD45, CD44 ve CD90 protein ekspresyonlarinin
flow sitometrik analiziyle ve proliferasyon oranlari popiilasyon katlanma siirelerinin
hesaplanmasiyla karakterize edildi. Farkli bolgelerden, farkli yontemler kullanilarak
izole edilen iIGK-MKH’lerinde 151k mikroskobik olarak erken donemde aktif, geg
donemde inaktif fibroblast benzeri hiicre morfolojisi izlenmis olup, elektron
mikroskobik incelemelerinde Okromatik nukleus, belirgin nukleolus, genislemis
graniillii endoplazmik retikulum yapilart goriilmiistiir. Gruplar arasinda, proliferasyon
hizlarinda, belirgin bir fark izlenmemistir. Flow sitometrik analizlerde, MKH
belirtecleri olan CD44 ve CD90 yiiksek oranda eksprese edilirken, hematopoetik kdk
hiicre belirtecleri olan CD34 ve CD45 ekspresyonlart ise diisiik seviyelerde
bulunmustur. Elde edilen bulgular, farkli bolgelerden ve farkli yontemler ile izole edilen

IGK-MKH’leri arasinda belirgin bir farkliligin olmadigini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal Kok Hiicre, Gobek Kordonu, Enzimatik Yontem,
Doku Eksplanti, Gegirimli Elektron Mikroskobu.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Ogretim Uyesi Yetistirme Kurum Koordinatorliigii
tarafindan desteklenmistir. Proje No: 095.2014-YL-35/27-09
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ABSTRACT

Ozkan, S. (2016). Isolation and Characterization of Human Umbilical Cord
Mesenchymal Stem Cells. istanbul University, Institute of Medical Sciences, Histology
and Embryology Department. Master Thesis, Istanbul.

Mesencyhmal stem cells (MSCs) are pluripotent stem cells and considered as an
important tool in regenerative medicine. Among the MSC sources, umbilical cord (UC)
Is advantageous in terms of not requiring invasive techniques and having less bio-
ethical concerns. This study is aimed to isolate and characterize the MSCs from
subamniotic (SAA), intervascular (IVA) and perivascular areas (PVA) of UC by
utilizing two different methods namely enzymatic and tissue explant. Human UCs
(hUCs) were obtained from full term pregnancies by cesarean section delivery. MSCs
were isolated from different regions of UCs, SAA, PVA and IVA by applying
enzymatic and tissue explant methods. Moreover, hUC-MSC were characterized at
different passages by light and electron microscopic investigation for defining the
morphologies; flow cytometry analysis for identifying the expression levels of CD34,
CD45, CD44 and CD90; and population doubling time calculation for proliferation
rates. hUC-MSCs, which were isolated from different regions by utilizing different
methods, have active and inactive fibroblast like cell morphology by light microscopic
analysis at early period and late period respectively. In electron microscopic analysis,
euchromatic nucleus, distinct nucleolus and dilated rough endoplasmic reticulum were
defined. Among the groups, there was no clear difference in proliferation rate.
Furthermore, flow cytometry analysis showed that CD44 and CD90 MSC markers were
highly expressed, while CD34 and CD45 hematopoietic stem cell markers were
expressed at very low degree. Those results have showed that there is no conspicuous
difference among the hUC-MSCs obtained from different regions by different methods.

Key words: Mesenchymal Stem Cells, Umbilical Cord, Enzymatic Method, Tissue
Explant, Transmission Electron Microscope.
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1. GIRIS VE AMAC

MKH’ler pluripotent kok hiicreler olup, bir¢cok hiicre tipine farklilasma
yetenegine sahip hiicreler olarak tanimlanir. In vitro ve in vivo calismalarda bu
hiicrelerin  farklilagabildigi hiicre tipleri arasinda; osteoblastlar, kondroblastlar,
miyositler, adipositler ve pankreas adaciklarinin beta hiicreleri gosterilmistir (Porcellini,
2009). Ayrica son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, MKH’lerin néron ve astrositlere de
farklilasabildikleri gosterilmistir (Deans ve Moseley, 2000; Pittenger ve ark. 1999;
Prockop, 1997).

Mezenkim, mezoderm tabakasindan koken alan embriyonik bag doku olup,
hematopoetik hiicrelere ve bag dokuya koken vermektedir. MKH’ler, stromal hiicreler
olarak da adlandirilirlar. Stromal hiicreler bag doku hiicreleri olup, iclerinde
bulunduklar1 dokuyu olusturan hiicresel elemanlardir. Ancak stromal hiicre tanimi, bu
hiicrelerin farkli doku tiplerine farklilasip doku hasarlarini onarabilme kabiliyetleri géz

ontinde bulunduruldugunda yetersiz kalan bir tanimlamadir (Prockop, 1997).

MKH’lerin varhigi ilk olarak Friedenstein yaptig1 caligmalarda gosterilmistir. Bu
calismada, Friendestein biitlin bir kemik iligi 6rnegini plastik kiiltiir tabagina koyup, 4
saat sonrasinda yapigsmayan hiicreleri ortamdan uzaklagtirmistir; bu sekilde
hematopoetik kok hiicreleri (HKH’leri) ve onlarin derivasyonlarmi ortamdan
uzaklagtirmigtir. Calismada az sayida, goriinlis olarak heterojen olan, siki bir sekilde
yapismis, sayilari iki ile dort arasinda degisen ig sekilli hiicre gruplarinin varligr tespit
edilmistir. Bu hiicrelerin 2 ile 4 giin kadar uyku halinde kalip (dormant), sonrasinda
hizli bir sekilde ¢ogalmaya basladiklar1 gosterilmistir. Birgok pasajlama sonrasinda
hiicrelerin homojen ig sekilli bir goriinim aldig1 ve en 6nemlisi de bu hiicrelerin daha
sonrasinda kemik ve kikirdak matriksi benzeri kolonilere farklilastiklar1 gézlenmistir
(Friedenstein ve ark. 1974). Daha sonrasinda buna benzer g¢alismalar bir¢ok grup

tarafindan yapilmistir (Prockop, 1997).

MKH’ler adipoz doku, amniyotik sivi ve membran, kemik iligi, dis pulpasi,
endometriyum, uzuv tomurcugu, kas dokusu, periosteum, periferal kan, plesanta, fetal
membran, tiikiirik bezi, deri, sinovyal sivi ve Wharton jeli gibi ¢ok ¢esitli dokulardan
izole edilmistir (Nagamura-Inoue ve He, 2014; Taran ve ark. 2014). Gobek kordonu

(GK) stromasinin diger dokular ile karsilastirildiginda, MKH kaynagi bakimindan



bircok avantaji bulunmaktadir. Bu baglamda Baksh ve ark. (Baksh ve ark. 2007)
tarafindan yapilan arastirmada, GK stromasi ve kemik iligi (KI) MKH’leri
karsilastirilmistir ve elde edilen sonuglara gore, GK stromast MKH’lerinin; kaynak
cesitligi, yiiksek proliferasyon kabiliyeti, diisiik bagisiklik reaksiyonu vermesi ve bio-
etik acidan daha az sorun teskil etmesi gibi Onemli avantajlara sahip oldugu
bildirilmistir. Ayrica GK atilan bir dokudur ve Ki’nin elde edilmesi sirasinda uygulanan
invaziv yontemler kullanilmamaktadir. Bir baska ¢alismada ise GK stromasinin, GK
kanindan daha iyi MKH kaynagi oldugu gosterilmistir (Zeddou ve ark. 2010).

Insan gébek kordonunun (iGK’nun) yaklasik uzunlugu 50 ile 60 cm arasinda
degisir ve ortalama ¢ap1 1,5 cm civarindadir. GK, iki arter ve bir venden olusan damar
yapilarini saran embriyonik bag dokusundan olusur ve distan tek katl kiibikten ¢ok katl
yassiya degisen bir epitel ile ortiiliidiir, derinin ¢ok katli yassi keratinize epiteli ile de
devamlilik gosterir. GK bag dokusu 6zellesmis fibroblast-benzeri hiicreler ve ara madde
ile liflerden olusan ekstraseliiler matriks (ESM) bilesenlerinden meydana gelir. Bu 6zel
matriks Wharton jeli olarak adlandirilir. igerisinde kapiler ya da lenfatik kanallar
bulunmaz (Can ve Karahuseyinoglu, 2007; Conconi ve ark. 2011; Di Naro ve ark.
2001).

Wharton jeli, GK igerisinde yer alan umblikal arterler ve ven igin adventisya
olarak islev gormektedir. IGK stromasi, hiicresel Kkarakteristikleri ve ESM
elementlerinin gosterdigi farkliliklar dikkate alindiginda ii¢ boliimde incelenebilir.
Yiizey epiteli altinda yer alan subamniyonik stroma, umblikal damarlar ¢evresinde yer
alan perivaskiiler stroma ve damarlar arasina yerlesmis intervaskiiler stroma (Can ve
Balci, 2011).

GK stromal hiicreleri yapisal ve fonksiyonel olarak fibroblast hiicreleriyle
benzerlik gosterirler ve kolajen ve diger matriks komponentlerini sentezlemektedirler.
Bu hiicrelerin tipik fibroblastlardan farkli olarak kas hiicrelerine 6zgii spesifik hiicre
iskeleti elemanlarin1 da eksprese ettikleri gosterilmis ve bu nedenle miyofibroblast
hiicreleri olarak da adlandirilmislardir. Bu hiicrelerde fibroblast gibi mezenkimden
koken alan hiicrelere spesifik vimentin ara filamaninin ekspresyonu tespit edilmistir.
Vimentin ara filamani diiz kas hiicrelerinde goriilmez ve bu hiicrelerde vimentin ve
desmin proteinlerinin birlikte bulunmalari, bu hiicrelerin miyofibroblast olarak
adlandirilmalarin1  desteklemektedir. Bu zamana kadar kesin bir delil olmamakla

birlikte, stromal hiicrelerin  yapilarindaki ~ farkliliklar ve GK  igindeki



lokalizasyonlarindaki ayrigsmanin fark edilmesinden sonra, stromal hiicrelerin arasindaki
farkliliklart ve orjinlerini agiklamak icin bdlgesel bir yaklasimi goz Onilinde
bulundurmanin gerekliligi giindeme gelmistir. SAA, PVA ve IVA’lar arasinda, stromal
hiicrelerin  yogunluklar1 farklilik gdstermektedir. Hiicre yogunlugu SAA’da en
diisiikken, PVA’da en yiiksek hiicre oranina ulasir. Mikroskobik olarak morfolojik
goriintillerinde de farkliliklar gosterilmistir (Can ve Karahuseyinoglu, 2007;
Karahuseyinoglu ve ark. 2007; Kasper ve ark. 1988; Nanaev ve ark. 1997; Takechi ve
ark. 1993).

GK’nundan MKH izolasyonuna dair bir¢ok farkli prosediir bulunmakla birlikte,
bu metotlar, enzimatik (E) ve doku eksplant1 (D) yontemleri olmak iizere iki ana baglik
altinda toplanabilir. Bunlar GK doku matriksinin sindirim enzimleri yardimiyla
pargalanarak matriks icine gomiilii halde bulunan stromal hiicrelerin ortaya ¢ikarilmasi
islemi, digeri ise kii¢liltiilmiis doku pargalarinin hiicre kiiltiir tabagina konulmasi ve
belirli bir siire sonrasinda yapismayan doku pargaciklarinin  ve hiicrelerin
uzaklastirllmasina dayanan enzim kullanimi icermeyen doku eksplanti islemidir. Bu iki
yontemin uygulama detaylar1 caligma gruplarina gore cesitlilik gostermektedir. Bu
baglamda enzimatik yontem uygulamasinda kullanilan enzim c¢esitleri degismekle
birlikte, tek tip sindirim enzimi kullanimindan gesitli sindirim enzim kokteyllerinin
kullanimina ve kullanilan enzimlerin dozlarima kadar c¢esitlilik gostermektedir.
Uygulanan metotlardaki bu tir degisiklikler, elde edilen hiicrelere dair bircok
parametreninde degismesini beraberinde getirmektedir. Bu parametreler arasinda, elde
edilen primer hiicrelerin, sayisi, adezyon siireleri, yogunluga wulagma siireleri,
proliferasyon hizlar1i (populasyon katlanma siireleri) gibi Onemli faktorler
bulunmaktadir (Can ve Balci, 2011; Han ve ark. 2013; Montanucci ve ark. 2011;
Sarugaser ve ark. 2005).

Izole edilen MKH’lerinin kiiltiir tabagma yapismasi, fibroblast benzeri ya da
fuziform, igsi hiicre morfolojisine sahip olmasi ve ¢esitli MKH antijenlerin ekspresyon
analizlerinin gosterilmesi onemlidir. Bu baglamda bu zamana kadar yapilan cesitli
arastirmalarda, CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 gibi mezenkimal
kok hiicre belirteclerinin varligina bakilmistir. Diger taraftan hematopoetik kok hiicre ya
da endotelyum belirtecleri olarak bakilan CD14, CD31, CD34, CD45, CD71, c-kit,
CD106, CD133, HLA-DR pozitif hiicrelerin varligi GK kani veya vaskiiler endotel



hiicrelerinin ortama karigtigini gostermektedir (Burra ve ark. 2012; Ding ve ark. 2013;
Han ve ark. 2013; Liang ve ark. 2012; Zhu ve ark. 2013).

Yukarida belirtildigi tlizere, MKH’ler bir¢cok hiicre hattina farklilagabilme
kabiliyetine sahiptir. Bu baglamda MKH’lerin rejeneratif tipta deneysel tedavi edici
caligmalar1 son zamanlarda biiyilik ilgi uyandirmigtir. Bu baglamda en 6nemli MKH
kaynaklarindan birisi de GK’dur. Literatirde GK’ndan elde edilen hiicrelerin izolasyon
yontemi ve karakterizasyonu ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir (Can ve
Karahuseyinoglu, 2007; Han ve ark. 2013; D. W. Kim ve ark. 2013). Ancak GK’ndan
MKH izolasyonu ve izole edilen hiicrelerin bolgesel karakterizasyonu alanindaki
aragtirmalar, uygulamaya yonelik ¢alismalar i¢in yeterli degildir. Bu noktada, iGK’ nun
farkli bolgelerinden -PVA, IVA ve SAA -farkli yontemler ile —doku eksplant1 (D) ve
enzimatik (E)- izole edilen iGK-MKH’lerinin 151k ve elektron mikroskobik yontemlerle
analizi, flow sitometrik yontem ile belirlenen yiizey belirte¢lerinin ekspresyon
seviyelerinin dlglilmesi ve proliferasyon hizlarinin degerlendirilmesi ile GK’nun MKH
kaynagi bakimindan en uygun boélgesinin ve izolasyon yoOnteminin belirlenmesi

amagclanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, kendini simirsiz yenileyebilen ve uygun kosullarda 6zellesmis
hiicre tiplerine farklilagabilen hiicreler olarak tanimlanirlar (Uccelli ve ark. 2008). Kok
hiicreler embriyonik ve yetiskin kok hiicreler olmak iizere temel olarak iki ana baslik

altinda incelenirler (Sekil 2-1) (Salem ve Thiemermann, 2010).

Blastokist

I¢ Hiicre Kiitlesi (Pluripotent)

Totipotent

Ektoderm Mezoderm Endoderm

| | |
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Noron Epidermis hiicresi Pigment hiicresi Kan Hiicresi Tiibiil lmcresn Iskelet Kasi Tlrmd Akciger Pankreatik
_— Hiicresi Hiicresi Hiicre

Sekil 2-1: KoKk hiicre hiyerarsisi (Salem ve Thiemermann, 2010).

2.1.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler (EKH) dollenmis oositin dort blastomerli evresindeki
totipotent hiicrelerden ve bu hiicrelerin koken verdigi, daha sonrasinda embriyoyu
olusturacak olan pluripotent blastokist i¢ hiicrelerinden olusmaktadir. Blastokist
igindeki pluripotent EKH’ler ii¢ germ tabakasinin, ektoderm, endoderm, mezoderm,
koken verdigi biitiin hiicrelere farklilasabilme kabiliyetine sahiptirler (Salem ve
Thiemermann, 2010). Ayrica 2006 yilinda Yamanaka ve Takahashi tarafindan yapilan
calismada yetigkin fibroblast hiicrelerine Oct3/4, Sox2, c-Myc ve KlIf4 faktorlerinin



uygulanmasinin ardindan, kiiltiir sartlarinda indiiklenmis pluripotent kok hiicreler
(IPKH) olarak adlandirilan EKH karakteristiklerine sahip hiicreler gelistirilmistir.
iPKH’lerin EKH belirteclerini eksprese ettigi ve EKH’lerin morfolojik 6zelliklerine ve
bliylime kabiliyetlerine sahip oldugu gosterilmistir. iPKH’lerin fareye transplantasyonu
sonrasinda ii¢ farkli germ tabakasindan da doku igeren tiimor gelisimi gozlenmistir.
iPKH’lerin blastosite enjekte edilmesi sonrasinda, hiicrelerin farenin embriyonik
gelisimine katki sagladigi gosterilmistir. Sonug olarak farklilasmis yetiskin hiicrelerinin,
pluripotent EKH Kkarakterine geri dondiiriilebilecegi gosterilmistir (Takahashi ve
Yamanaka, 2006).

Teorik olarak EKH’ler birgok hiicre hattina farklilasabilme yetenekleri
bakimindan rejeneratif tip uygulamalarinda onemli potansiyele sahip goziikse de,
EKH’lerin kullanimina dair etik sorunlar ve klinikte uygulanmasma yonelik
calismalarda ¢ogunlukla teratom olusumuna sebep olmasi 6nemli dezavantajlar1 olarak

goriilmektedir (Blum ve Benvenisty, 2008).
2.1.2. Yetiskin Kok Hiicreler

Geligimini tamamlamis yetiskine ait doku ve organlar EKH’lerden koken almis
olup, multipotent yetiskin kok hiicre (YKH) nisleri i¢ermektedirler. YKH’leri doku
veya organ spesifiktir. ik olarak YKH’ler koken aldiklar1 germ tabakasinin
farklilagabilecegi biitliin hiicre tiplerine farklilagabilen hiicreler olarak tanimlanmigtir.
Ancak daha sonrasinda bu hiicrelerin diger germ tabakalarindan hiicrelere de
farklilasabildiklerinin  gosterilmesi ve 1PKH’lerin gelistirilmesi bu hiicrelerin
siiflandirilmasini karmasiklastirmigtir (Salem ve Thiemermann, 2010). YKH devamli
hiicre boliinmesi geciren; hematopoetik sistem, gastrointestinal sistem, lireme sistemi,
deri ve gozdeki belirli hiicreleri ve MKH’leri i¢ine alan YKH’ler ve araliklarla hiicre
boliinmesi geciren karaciger, bobrek, ndral sistem gibi hiicre sistemlerindeki YKH’ler
olmak iizere iki boliimde incelenir (Sekil 2-2) (Rich, 2015).

EKH’lerin klinik ©ncesi ¢alismalarda kullannmindaki etik problemler ve
teratomlara sebep olan agresiflikteki kendini yenileyebilme potansiyelleri, bu tiir
caligmalar1 alternatif kaynaklara yoneltmistir (Blum ve  Benvenisty, 2008). Bu
baglamda YKH’ler énemli bir potansiyel olusturmaktadir. Uzerinde en ¢ok ¢alisma
yapilan kemik iligi kok hiicreleri nemli bir kaynak olarak goriilmiistiir. Yetiskin kemik

iligi, HKH’leri, makrofajlari, eritrositleri, fibroblastlari, adipositleri ve endotelyal



hiicreleri igeren oldukga heterojen bir hiicre populasyonudur (Salem ve Thiemermann,
2010). Bununla birlikte ilk olarak Friedenstein ve ark tarafindan, yetigkin kemik
iliginde, hematopoetik kokenli olmayan ve multipotent potansiyele sahip hiicrelerin
varlig1 kesfedilmistir (Friedenstein ve ark. 1968). Daha sonrasinda bu hiicreler, Caplan
tarafindan mezenkimal kdk hiicreler (MKH’ler) olarak adlandirilmistir (Caplan, 1991).

Devaml hiicre boliinmesi geciren Araliklarla hiicre boliinmesi geciren
koK hiicreler koK hiicreler

Bagsiklik ve hematopoetik hiicreler Hepatositler

Gastrointestinal
Hiicreler

Kidvederi  Renal Kardivomiyosit
Hucreleri Hucrelef ’

~

Ureme Goz Akcigeg __ Insiiliin tireten
sistemi Hiicreleri Hiicreleri " Hiicreler
hiicreleri

Mezenkimal kék hiicreler Noral'néronal sistem

Sekil 2-2: Yetiskin kok hiicreler (Uccelli ve ark. 2008).

2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

Tarihsel olarak MKH’lerin kemik iligindeki (Ki’ndeki) varlig1 ilk olarak 1867 de
Cohnheim tarafindan ortaya konulmustur. Yapmis oldugu ¢alismada, ¢6ziiniir olmayan
anilin boyasmi tavsana intravenoz olarak enjekte etmesi sonrasinda, tavsanin arka
ayaginda olusurulmus yarada boyanmis bazi hiicreler gozlemlemistir. Bu durumu
Ki’nden kéken alan fibroblastik hiicrelerin dolasim sistemi aracilig1 ile yara bdlgesine
g6¢ etmesi olarak agiklamistir (Baghaban Eslaminejad ve Malakooty Poor, 2014). 1951
yilinda Lorenz ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 6liimciil seviyede radyasyona maruz
kalan farelere dalak ya da KI hiicreleri verildiginde, radyasyonun zararli etkilerinden
korunduklar gosterilmistir (Kode ve ark. 2009; Thomas ve Blume, 1999). Ayrica bir
dizi Ki transplantasyonu calismasinda, in vivo kosullarda kikirdak ve kemik benzeri

dokularin gelisimi gézlenmistir (Baghaban Eslaminejad ve Malakooty Poor, 2014).



Yukarida belirtilen galigmalarda gozlemlenen gelismelerden sorumlu hiicrelerin
varlhigt ilk olarak Friedenstein ve ark. tarafindan tanimlanmis ve multipotent stromal
onciil hiicreler olarak adlandirilmistir. Bu ¢alismada, Friendestein biitiin bir KI 6rnegini
plastik kiiltiir tabagina koyup, 4 saat sonrasinda yapismayan hiicreleri ortamdan
uzaklastirmistir; bu sekilde aslinda HKH’leri ve onlarin derivasyonlarini ortamdan
uzaklastirmistir. Calismada az sayidaki yapismis hiicrenin, goriiniis olarak heterojen
oldugu ancak siki bir sekilde yapismis ve sayilari iki ile dort arasinda degisen ig
seklinde hiicre gruplar1 olusturduklar1 bildirilmistir. Daha sonrasinda bu hiicrelerin 2 ile
4 giin kadar uyku halinde kalip (dormant) daha sonrasinda hizli bir sekilde ¢ogalmaya
basladiklar1 gosterilmistir. Bir¢cok pasajlama sonrasinda hiicrelerin homojen ig sekilli
goriiniim aldiklar1 ve en 6nemlisi de bu hiicrelerin daha sonrasinda kemik ve kikirdak
matriksi benzeri kolonilere farklilagtiklart gozlenmistir (Friedenstein ve ark. 1974;
Friedenstein ve ark. 1968). Daha sonra yapilan ¢alismalar, Ki’nden elde edilen stromal
hiicrelerin mezenkimal dokularin 6nciilii oldugu gosterilmistir (Deans ve Moseley,
2000; Prockop, 1997).

Mezenkim, mezoderm tabakasindan koken alan embriyonik bag doku olup,
hematopoetik hiicrelere ve bag dokuya koken vermektedir. Bu noktada, MKH’ler ilk
olarak stromal hiicreler olarak da adlandirilmiglardir. Stromal hiicreler bag doku
hiicreleri olup, iclerinde bulunduklari dokuyu olusturan hiicresel elemanlardir. Ancak
stromal hiicre tanimi, bu hiicrelerin farkli doku tiplerine farklilasip doku hasarlarini
onarabilme kabiliyetleri goz 6niinde bulunduruldugunda yetersiz kalan bir tanimlamadir
(Prockop, 1997). Bu noktada, Caplan, kendini yenileyebilme ve farklilasabilme
ozelliklerine sahip kemik iliginden elde edilen bu stromal hiicreleri ilk olarak kok hiicre

olarak siniflandirarak, mezenkimal kék hiicre olarak adlandirmustir (Caplan, 1991).

MKH’ler pluripotent karakterde olup, bir¢ok hiicre tipine farklilagma yetenegine
sahip hiicrelerdir. In vitro ve in vivo ¢alismalarda bu hiicrelerin farklilasabildigi hiicre
tipleri arasinda; osteoblastlar, kondroblastlar, adipositler, miyositler ve hepatosit
hiicreleri gosterilmistir (Deans ve Moseley, 2000; Pittenger ve ark. 1999; Prockop,
1997, Wu ve Tao, 2012). Ayrica son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, MKH’lerin
noron benzeri hiicrelere farklilasabildikleri gosterilmistir (Low ve ark. 2008). Bir diger

deyisle, MKH’ler trans-farklilasma olarak da tanimlanan diger germ tabakasindan



koken alan hiicrelere farklilagabilme yetenegine sahiptir (Sekil 2-3) (Uccelli ve ark.
2008).

MKH’lerin zayif bagisiklik reaksiyonu olusturma &zellikleri klinikte allojenik
transplantasyonu miimkiin kilan énemli karakteristiklerinden birisidir (Uccelli ve ark.
2008). Ayrica hiicre terapilerinde, enjekte edilen hiicrelerin hedef organa ulasmasi
terapotik etkinin gézlenmesi agisindan 6nemlidir. Bu baglamda MKH’lerin sistemik bir
sekilde uygulanmasi sonrasinda oncelikli olarak hasarli doku ya da organ alanina
lokalize olmasi, bu hiicrelerin fonksiyonel ve yapisal iyilesmeyi destekleme

potansiyellerini ortaya koymaktadir (Salem ve Thiemermann, 2010).
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Sekil 2-3: Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma potansiyelleri (Uccelli ve ark. 2008).
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2.2.1. MKH’lerin Karakterizasyonu

[zole edilen mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonunda, Uluslararasi
Hiicresel Tedavi Dernegi’nin Mezenkimal ve Doku Kok Hiicresi Komitesi (The
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular
Therapy) tarafindan belirlenen minimal Kriterlerin karsilanmasi gerekmektedir. Bu
kriterler: birinci olarak; MKH’ler standart kiiltlir ortaminda, plastik-adherent olmalidir,
ikinci olarak; MKH’ler CD105 [Baskalasim Kiimesi Molekiilleri-105 (Cluster of
differentiation-105)], CD90, CD73’ii eksprese ederken, HKH ya da endotelyum
belirtegleri olan CD45, CD34, CD14, veya CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR
yiizey molekiillerini eksprese etmemeleri gerekmektedir, {iglinci ve son olarak;
MKH’lerin in-vitro kosullarda osteblastlara, adipositlere ve kondroblastlara

farklilasabilmeleri gerekmektedir (Dominici ve ark. 2006).
2.2.2. MKH’lerin Bagisiklik Reaksiyonu Diizenleyici Etkisi

MKH'ler immiin-diizenleyici 6zellige sahiptirler; bu ozellikleri ilk olarak Di
Nicola ve ark. tarafindan Ki’nden izole edilen MKH’lerin in vitro kosullarda hiicresel
veya spesifik olmayan mitojenik uyarici ile indiiklenmis T-lenfosit proliferasyonunu

baskiladiginin gosterilmesiyle ortaya ¢ikmistir (Di Nicola ve ark. 2002).

2.2.2.1. Kalitsal Bagisikhik Sistemi

Kalitsal bagisiklik sisteminin en 6nemli elemanlarindan birisi olan dendritik
hiicrelerin (DH’lerin) temel gorevi, pro-inflamatuvar sitokinler ve/veya patojen iliskili
molekiiller ile uyarildiktan sonra daha Once antijenle karsilasmamis (naive) T-
hiicrelerine antijen sunmakdir. Bu baglamda yapilan arastirmalarda; in-vitro kosullarda
MKH’lerin monositlerin ve CD34 pozitif hematopoetik projenitor hiicrelerin DH’lere
olgunlagmasini engelledigi gosterilmistir (Jiang ve ark. 2005; Nauta ve ark. 2006).
Ayrica, olgunlasmis DH’lerin MKH’ler ile inkiibasyonu sonrasinda, temel doku uyum
kompleksi [major histokompatibilite kompleks (MHK)] smif II ekspresyonunda,
CD11c, CD83, yardimci uyaran molekiillerin ve interlokin-12 (IL-12) {iretiminde
azalma goriilmiistir; bu durum DH’lerin antijen-sunma fonksiyonlarinin hasar
gordiigiini gostermektedir (Uccelli ve ark. 2008).

Dogal oldiriicii [Natural killer (NK)] hiicreleri kalitsal bagisiklik sisteminin

onemli efektor hiicreleridir ve anti-viral ve anti-timoral bagisiklik reaksiyonlarda,
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sitolitik aktiviteleri ve pro-inflamatuvar sitokinleri tiretmeleri ile anahtar role sahiptirler
(Moretta, 2002). Bu baglamda MKH’lerin, dinlenme (resting) halindeki NK
hiicrelerinin sitotoksik aktivitelerini, bu hiicrelerin aktivasyonunda ve hedef-hiicrenin
Oldiirilmesinde rol alan NKp30 ve NK grup 2D (NKG2D) reseptorlerin
ekspresyonlarini diisiiriirek azalttiklar1 gdsterilmistir. Ancak diger taraftan, sitokin ile
aktiflestirilmis NK hiicrelerinin MKH’lerini oldiirdiigii gosterilmistir (Spaggiari ve ark.
2006).

Kalitsal bagisiklik sisteminin bir diger 6nemli elemani nétrofillerdir. Bakteriyel
enfeksiyon sonrasinda hizla mobilize olup aktifleserek mikroorganizmalarin
oldiirilmesinde gorev alirlar. MKH’lerin diger kalitsal bagisiklik sistemi elemanlar
tizerindeki etkisinin tersine, dinlenme halindeki ya da aktiflesmis nétrofillerin 6mriinii,
dogal olarak gelisen apoptozu geciktirerek IL-6 bagimli mekanizma ile uzattigi

gosterilmistir (Raffaghello ve ark. 2008).

2.2.2.2. Adaptif Bagisiklhik Sistemi

T-hiicreleri adaptif bagisiklik sisteminin en 6nemli elemanlarindan birisidir. Bu
tip lenfosit hiicrelerinin, sitokin salinimi (yardimci T hiicreleri) ve enfekte hiicrelerin
yok edilmesi (CD8" T hiicrelerin sitotoksik aktivitesi) gibi Onemli gorevleri
bulunmaktadir. Poliklonal mitojen, allojenik hiicreler ya da spesifik antijenler ile
uyartlmig T hiicre proliferasyonunun MKH’ler tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir
(Baghaban Eslaminejad ve Malakooty Poor, 2014; Di Nicola ve ark. 2002). MKH’lerin
T-hiicre proliferasyonunu engellemesi, yardimci T2-hiicreleri tarafindan interferon
gama (INFg) saliniminda azalmaya ve IL-4 tiretiminde artisa yol agmistir; bu durum T-
hiicrelerinin pro-inflamatuvar evreden anti-inflamatuvara gectigini gostermektedir
(Uccelli ve ark. 2008). Diizenleyici (regtilator) T hiicreleri bagisiklik sisteminin
aktivasyonunu baskilayan, bu sekilde viicut homeostazinin korunmasini ve kendi
antijenlerine karsi tolerasin olugmasini saglayan ozellesmis hiicrelerdir. MKH’lerin
diizenleyici CD4*/CD25" T hiicrelerinin proliferasyonunu tetikledigi gosterilmistir
(Maccario ve ark. 2005). Sonug olarak; MKH’ler bagisiklik reaksiyonun siddetini
antijen-spesifik T-hiicre proliferasyonunu ve sitotoksisitesini engelleyerek ve
diizenleyici T hiicrelerinin tiretimini artirarak kontrol etmektedir.

Adaptif bagisiklik sisteminde rol alan diger hiicresel elemanlar antikor tiretimi

icin 0zellesmis B hiicreleridir. Yapilan arastirmalarda; deneysel sartlardaki farkliliklara
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bagli olarak MKH’ler ile B hiicreleri arasindaki etkilesime dair farkli sonuglar elde
edilmistir. Birgok aragtirmada MKH’lerin in vitro kosullarda B hiicre proliferasyonunu
engelledigi gosterilmistir. Ayrica MKH’lerin B hiicre farklilasmasini ve kemokin
reseptor ekspresyonunu engelledigi gosterilmistir. Ancak in-vitro kosullarda yapilan bir
bagka arastirmada ise, MKH’lerinin B hiicrelerinin yasamasini, proliferasyonunu ve
farklilagsmasini destekledigi gosterilmistir. Elde edilen bu farkli sonuglara ragmen, B
hiicrelerinin T hiicre bagimli reaksiyon gosterdikleri diisiiniildiigiinde; in vivo
kosullarda, MKH aracili T hiicre fonksiyonun engellenmesi durumu daha da 6nem
kazanmaktadir (Uccelli ve ark. 2008).

MKH'’lerin tiim bagisiklik baskilayici aktivitelerine ragmen, bazi durumlarda
MKH’lerin antijen sunucu hiicre gorevi de gordiigii gosterilmistir. Ornegin; diisiik INFg
konsantrasyonu MKH’lerin MHK smif II ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Bir
baska degisle, diisik INFg konsantrasyonun oldugu bagisiklik reaksiyonun erken
doneminde, MKH’ler antijen sunucu hiicre olarak hareket etmektedir (Uccelli ve ark.
2008).

2.2.3. Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklari

MKH’ler kemik iligi, adipoz dokusu, amniyotik sivi ve amniyotik membran, dis
pulpasi, endometriyum, uzuv tomurcugu, kas ve periosteum, periferal kan, plesanta ve
fetal membran, tiikiirik bezi, deri, sinovyal sivi ve Wharton jeli gibi ¢ok gesitli

dokulardan izole edilmistir (Nagamura-Inoue ve He, 2014; Taran ve ark. 2014).

2.2.3.1. Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicreleri

MKH’ler yaklasik 50 y1l 6ncesinde ilk olarak Friendenstein tarafindan Ki’nden
izole edilmistir (Friedenstein ve ark. 1968). Bu siirecte karakterizasyonu ve Klinik
potansiyellerinin degerlendirilmesi anlaminda bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu sebeple bu
hiicrelere ait veriler “altin standart” olarak degerlendirilmektedir (Salem ve
Thiemermann, 2010; Uccelli ve ark. 2008). Diger kaynaklardan izole edilmis
MKH’lerin karakterizasyonu ve klinik calismalarindan elde edilen sonuglar Ki-

MKH’lerinden elde edilenler ile karsilagtirilmaktadir (Baksh ve ark. 2007).

2.2.3.2. Gobek Kordonu Mezenkimal Kok Hiicreleri ve Avantajlari
GK stromasi diger dokular ile karsilastirildiginda, MKH kaynagi olarak birgok

avantaja sahiptir. Baksh ve ark. tarafindan yapilan arastirmada, GK stromas1 ve Ki-
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MKH’leri karsilagtirilmistir; elde edilen sonuclara gore, GK-MKH’leri kaynak cesitligi,
yiiksek proliferasyon ve farklilasma kabiliyeti bakimindan Ki-MKH’lerinden daha
avantajlidir (Baksh ve ark. 2007; Venugopal ve ark. 2011).

GK-MKH’lerinin Ki-MKH’lerinden daha iyi bagisiklik reaksiyonu diizenleyici
ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. GK-MKH’lerinin Ki-MKH’lerinden daha fazla
miktarda tolerojenik 1L-10, TGF-B ve insan 16kosit antijeni-G (HLA-G) eksprese ettigi
gosterilmistir.  HLA-G  diizenleyici T-hiicrelerinin  yayilmasim1  indiiklemektedir;
diizenleyici T-hiicrelerinin, T-effektor hiicrelerinin baskilanmasinda rol aldigi
diisiiniildiigiinde, artmis HLA-G ekspresyonu bagisiklik baskilanmasi siirecinde 6nemli
role sahiptir. (Tamura ve ark. 2011).

Bir bagka ¢alismada ise GK stromasinin GK kanindan daha iyi MKH kaynag:
oldugu gosterilmistir (Zeddou ve ark. 2010). Gen ekspresyon profilleri bakimindan da,
GK-MKH’leri EKH profiline Ki-MKH’lerinden daha ¢ok benzerlik gdstermektedir
(Nagamura-Inoue ve He, 2014).

Son olarak, GK atilan bir dokudur ve Ki’nde oldugu gibi izolasyon i¢in invaziv
yontem gerektirmemektedir. Bio-etik a¢idan daha az sorun teskil etmesiyse diger bir

onemli avantajdir.

2.3. insan Gébek Kordonu

Insan gébek kordonu (iGK) gebeligin 26. giiniinde ekstraembriyonik mezoderm
ve embriyonik mezodermden koken alir. iGK yaklasik 40 gr kadar agirlikta olup,
ortalama 1,5 cm ¢apinda ve uzunlugu 30 ile 65 cm arasinda degisen bir dokudur. iIGK
gebelik siiresince; anne ile fetus arasinda vaskiiler bir bag gorevi goriir; kan
damarlarmin korunmasini ve boylelikle fetus igin gerekli besinlerin kan ile taginmasini
ve aynmi sekilde biyolojik atiklarin uzaklastirilmasini saglar. iGK erken gebelikte tek
katli kiibik ya da yassi, gec gebelikteyse cok katli yass1 ya da kiibik epitelyum tabakasi
ile ¢evrilmistir. IGK iki umbilikal arter, bir umbilikal ven ve bunlar g¢evreleyen bag
dokudan olusur (Conconi ve ark. 2011). Bu bag dokusu 6zellesmis fibroblast-benzeri
hiicreler ve ara madde ile liflerden olugan ESM bilesenlerinden meydana gelir. Bu 6zel
matriks Wharton jeli olarak da adlandirilir. Igerisinde kapiller ya da lenfatik kanallar
bulunmaz (Can ve Karahuseyinoglu, 2007; Di Naro ve ark. 2001).

Wharton jeli, GK igerisinde yer alan umblikal ven ve arterler i¢in adventisya

olarak islev gdrmektedir. IGK stromasi, hiicresel karakteristikleri ve ESM
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elementlerinin gosterdigi farkliliklar dikkate alindiginda ii¢ bolimde incelenebilir (Sekil
2-4). Yiizey epiteli altinda yer alan subamniyonik stroma, umblikal damarlar ¢evresinde
yer alan perivaskiiler stroma ve damarlar arasina yerlesmis intervaskiiler stroma (Can ve

Balci, 2011).

Gobek
kordonu \ #
arterleri 4

Intervaskiiler Plasenta

PerivaskKiiler
Alan
Amniyotik _~

Epitelyum S
: “_Wharton

o v 4 Sl
Subamniyotik \_\)« ~Gobek
: Kkordonu

Alan veiii

Sekil 2-4: Gobek kordonun sematik gosterimi (Nazari-Shafti ve ark. 2015).

2.3.1. Gobek Kordonu Stromal Hiicreleri

2.3.1.1. Miyofibroblastik Hiicreler

GK stromal hiicreleri yapisal ve fonksiyonel olarak fibroblast hiicreleriyle
benzerlik gosterdigi ve kordondanki gerilmeye yapisal olarak duyarli oldugu igin ilk
olarak siradus: fibroblastlar olarak adlandirilmislardir (Parry, 1970). Bu hiicrelerde, diiz
kas hiicrelerinde eksprese edilmeyen, fibroblast gibi mezenkimden kdken alan hiicrelere
spesifik vimentin ara filamanimnin ekspresyonu tespit edilmistir (Kreis ve Vale, 1999).
Diger taraftan ise, kas hiicrelerine 6zgii spesifik desmin ara filament proteinin de bu
stromal hiicrelerde ekspresyonu, bu hiicrelerin ne fibroblast ne de diiz kas hiicresi olarak
adlandirilabilecegini gostermis olup; ilk olarak Majino ve ark. tarafindan miyofibroblast
hiicreleri olarak siniflandirilmislardir (Majno ve ark. 1971). Bu hiicreler, diiz kas
hiicrelerinde tipik olarak bulunan subplazmalemmal ve intrasitoplazmik fokal yogun

plaklar1 icermektedirler. 10 nm kalinliginda intrasitoplazmik filamentlerin varlhig1 ve
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genellikle uzun hiicresel uzantilarin ara yiiziinde goriilen hiicreler arasi iletisimde rol
oynayan ara baglant1 proteinlerinin (gap junctions) varligi, bu hiicrelerin bir gesit
kasilma Ozelligine sahip siradist fibroblast hiicreleri olarak siniflandirilmasinda
yardimc1 olmustur (Parry, 1970). Hiicre ylizeyleri kismi olarak eksternal lamina ile
ortilmistiir. Eksternal lamina c¢ogunlukla, kolajen tip IV, laminin ve heparan

stilfatlanmis proteoglikanlarindan olugsmaktadir (Can ve Karahuseyinoglu, 2007).

GK stromal hiicreleri kasilma kabiliyetlerinin yan1 sira; kolajen ve diger matriks
komponentlerini de sentezlemekten sorumludur. lyi gelismis endoplazmik retikulum ve
Golgi kompleksi, genislemis sisternalar ve ¢ok sayida mitokondriyon aktif protein
sentezi ve salgilanma aktivitesini gostermektedir (Parry, 1970). Orta seviyede
intrasitoplazmik glikojen, lipit damlaciklar1 ve pro-kolajen sekresyon graniilleri
icermekle birlikte, kolajen sentezinde rol alan prolil-4-hidroksilaz enziminin varliginin
gosterilmesi, gobek kordonu stromal hiicrelerinin birincil olarak kolajen ve diger
matriks komponentlerinin sentezlenmesinden sorumlu oldugunu gostermistir (Can ve

Karahuseyinoglu, 2007).

Sitokeratin ara filamani1 genellikle endoderm ve ektoderm koékenli epitelyum
hiicrelerinde eksprese edilen hiicre iskeleti elemanidir (Kreis ve Vale, 1999). Nanaev
ve ark. yaptig1 arastirmada GK stromal hiicrelerinde sitokeratin ekspresyonunda 6nemli
bir degisiklik tespit etmemislerdir (Nanaev ve ark. 1997). Ancak Karahiiseyinoglu ve
ark. perivaskiiler alandaki stromal hiicrelerin, sitokeratin filamanlart i¢in giiglii bir
sekilde pozitif sonug verdiklerini gostermistir (Karahuseyinoglu ve ark. 2007).

Spesifik olarak kasilabilen proteinlerin 6rnegin aktin, kas proteini olmayan
miyozin, desmin ve a-diiz kas aktin proteinleri miyofibrolastlar igin belirtectir ve
stromal hiicrelerde farkli oranlarda eksprese edilmislerdir (Can ve Karahuseyinoglu,
2007).

2.3.1.2. Bolgesel Dagilim

Bu zamana kadar kesin bir delil olmamakla birlikte, stromal hiicrelerin
yapilarindaki ¢esitliligin ve GK igindeki lokalizasyonlarindaki ayrismanin fark
edilmesiyle, stromal hiicrelerin arasindaki farkliliklar1 ve orjinlerini agiklamak igin
bolgesel bir yaklasimi géz oniinde bulundurmanin gerekliligi giindeme gelmistir (Can
ve Karahuseyinoglu, 2007; Conconi ve ark. 2011; Karahuseyinoglu ve ark. 2007
Mennan ve ark. 2013). SAA, PVA ve IVA’lar arasinda stromal hiicrelerin
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yogunluklarinin, farklilik gosterdigi bildirilmistir. Hiicre yogunlugu SAA’da en
diisiikken, PVA’da en yiiksek hiicre oranina ulasmaktadir. Mikroskobik olarak
morfolojik goriintiilerinde de farkliliklar gosterilmistir (Karahuseyinoglu ve ark. 2007;
Nanaev ve ark. 1997; Schugar ve ark. 2009; Takechi ve ark. 1993). Intervaskiiler
hiicreler, perivaskiiler hiicrelerden daha uzun ve fazla miktarda sitoplazmik uzantiya
sahiptirler (Takechi ve ark. 1993). Yiizeyden damarlarin bulundugu noktaya dogru,
stromal hiicrelerin iskelet yapilarindaki karmasikligin bolgesel farklilagsmalar ile birlikte
belirgin bir sekilde artig1 gosterilmistir (Kobayashi ve ark. 1998; Nanaev ve ark. 1997).
Bu farklilasma durumuna paralel olarak, yiizeyden damarlara dogru stromal hiicrelerin
proliferasyon kabiliyetlerinde belirgin bir diisiis tespit edilmistir (Nanaev ve ark. 1997).
Sonug olarak, olgunlagsmamis, ¢ogalma kabiliyetini kaybetmemis hiicrelerin amniyotik
yiizeye yakin, yiiksek oranda farklilagmis stromal hiicrelerin ise GK damarlarina yakin

yer aldiklar bildirilmistir.
2.3.2. Gobek Kordonunun Ekstraseliiller Matriksi

Anne ile fetus arasinda baglanti saglayarak iki yonlii kan akisini saglayan
GK’nun mekanik 6zelligi son derece 6nemlidir. GK-ESM’nin bag doku lifleri ve iliskili
¢ozlinebilen proteinlerden olusan o6zel yapisi, kordon damarlarini egilmekten ve
biikiilmeden korur (Can ve Karahuseyinoglu, 2007; Parry, 1970). Hiicreler arasinda
bulunan en yaygin fibril komponenti Kkolajen fibrillerdir. Elastik fibriller
bulunmamaktadir. Ilk olarak, ¢ogunlukla GK epitelinin bazalinde bulunan tip VII
kolajen liflerinin varligi immunohistokimya ve polimeraz zincir reaksiyonu ile
gosterilmistir (Can ve Karahuseyinoglu, 2007). Nanev ve ark. tarafindan yapilan
calismada; tip I, III ve VI Kkolajenleri SAA’da, IVA’da ve damar duvarlarinda, tip IV
kolajenin ise GK epitelinin bazal membraninda ve SAA stromal hiicrelerinin eksternal
laminasinda, tip VII kolajenin ise sadece GK epitelinin bazal membraninda bulundugu
gosterilmistir (Nanaev ve ark. 1997). Sobolewski ve ark tarafindan yapilan bir bagka
aragtirmada ise kolajenlerin niceliksel miktarlari degerlendirilmistir; kolajenler, kuru
GK agirhiginin yarisimi teskil etmektedir. Tip 1 ve III kolajenleri IVA’da ve arter
duvarlarinda en c¢ok bulunan kolajen tipidir. Ayrica stromada bulunan Kolajen
miktarinin arter duvarinda bulunanin miktarinin en az 4 kat1 oldugu gosterilmistir ve tip
| kolajenin, tip 11 kolajene oraninin, arterde stromadakinin iki kati oldugu bildirilmistir

(Sobolewski ve ark. 1997). Bu baglamda IVA’nin, kolajen ¢oziiciilere kars1 gosterdigi
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diren¢ yiiksek orandaki tip Ill kolajen orami ile iliskilendirilmistir. Kolajenlerin
kimyasal ve organik ¢oziiciilere kars1 olan direnci bu molekiillerin glikozaminoglikanlar
ve proteoglikanlar ile giiglii iyonik baglar kurmasi ile de iliskilendirilmistir (Can ve
Karahuseyinoglu, 2007; Sobolewski ve ark. 1997).

Wharton jelinin diger 6nemli komponenti ise ¢ogunlukla glikozaminoglikandan
(GAG’dan) olusan temel maddedir. Wharton jelinde bulunan GAG miktar: arterlerdeki
miktarin 2 kat1 kadardir. GAG’larin %70’lik kismin1 hiyaliironik asit (HA) molekiilleri
olusturmaktadir, stilfatlanmis GAG’larin miktar1 ise (keratin, heparan, dermatan,
kondroidin-4 ve kondroitin-5 siilfat) ise oldukg¢a distiktiir ve heparin ¢ok az miktarda
bulunmaktadir (Sobolewski ve ark. 1997). GK’nun ESM’inde bulundurdugu HA
miktart olduk¢a fazladir. Ancak anormal miktarlardaki HA ise g¢esitli patolojik
durumlarla iligkilendirilmistir. Ornegin; Down sendromlularda HA miktarinin normalin

¢ok tizerinde oldugu gosterilmistir (Raio ve ark. 2005).

2.4. Gobek Kordonundan Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu

[k olarak 1991 yilinda, GK’nundan fibroblast benzeri hiicrelerin izolasyonu
McElreavey tarafindan gergeklestirilmistir (Nagamura-Inoue ve He, 2014). GK’nundan
MKH izolasyonuna dair birgok farkli prosediir bulunmakla birlikte, bu metotlar,
enzimatik ve doku eksplanti yontemleri olmak tizere iki ana baslik altinda toplanabilir

(Han ve ark. 2013; Salehinejad ve ark. 2012).
2.4.1. Doku Eksplant1 Yontemi

Doku eksplanti yéntemi, ilk olarak Ki’nden MKH’lerin izolasyonu sirasinda
Friedenstein tarafindan da kullanilan yontem olup, kiigiiltiilmiis doku pargalarmin hiicre
kiiltiir tabagina konulmast ve belirli bir silire sonrasinda yapismayan doku
parcaciklarinin ve hiicrelerin uzaklastirilmasina dayanan, enzim kullanimi igermeyen
izolasyon metodudur (Friedenstein ve ark. 1968; Han ve ark. 2013; Hendijani ve ark.
2014). Bu noktada MKH’lerin standart kiiltiir ortaminda, plastik-adherent olmalari
ozelliklerinden faydalanilmaktadir (Dominici ve ark. 2006). Doku eksplant: yonteminde
dikkat edilmesi gereken en onemli nokta, kiiltiir tabagia yerlestirilen, kii¢tiltiilmiis
doku pargalarinin eklenen medyum ile plastik taban ile temasim1 kaybetmemesinin
saglanmasidir. Aksi takdirde ylizer haldeki doku parcalarindan hiicre migrasyonu ve

izolasyonu miimkiin degildir (Nagamura-Inoue ve He, 2014).
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2.4.2. Enzimatik Yontem

Enzimatik yontem GK dokusu matriksinin sindirim enzimleri yardimiyla
parcalanarak matriks i¢ine gomiilii halde bulunan stromal hiicrelerin ortaya c¢ikarilmasi
islemidir. Enzimatik yontemin uygulama detaylar1 ¢alisma gruplarina gore cesitlilik
gostermektedir. Bu baglamda enzimatik yontem uygulamasinda kullanilan enzim
cesitleri degismekle birlikte, tek tip sindirim enzimi kullanimindan gesitli sindirim
enzim kokteylerinin kullanimina ve kullanilan enzimlerin dozlarina kadar cesitlilik
gostermektedir. Uygulanan metotlardaki bu tiir degisiklikler, elde edilen hiicrelere dair
birgok parametrenin de degismesini beraberinde getirmektedir. Bu parametreler
arasinda, elde edilen primer hiicrelerin, sayisi, adezyon siireleri, yogunluga ulasma
stireleri, proliferasyon siireleri (populasyon katlanma siiresi) gibi onemli faktorler
bulunmaktadir (Can ve Balci, 2011; Han ve ark. 2013; Montanucci ve ark. 2011;
Nazari-Shafti ve ark. 2015; Sarugaser ve ark. 2005; H. Zhang ve ark. 2012).

2.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Uygulamalar
2.5.1. Kanser Terapisi

Son yillarda, kanser, insan oOliimlerinin en 6nemli sebeplerinden birisi haline
gelmistir. Kanser tedavisinde kullanilan yontemler (cerrahi operasyon, kemoterapi,
radyoterapi) genel olarak semptomatik olup kesin ¢oziim iiretmemektedir. Uygulanan
tedavilerin en 6nemli sorunu timar spesifik olmamasidir. Bu baglamda tiimér dokusuna
spesifik etkili tedavi stratejilerin gelistirilmesi 6nemlidir (Sun ve ark. 2011). MKH’ler
primer ve metastatik kanser dahil bir¢ok hastaligin tedavisinde onemli bir potansiyele
sahiptir (Karnoub ve ark. 2007). MKH’lerin doku formasyonuna katkisi, kronik
inflamasyon veya yaralanma sonrasindaki doku yenilenmesi siirecinde belirgin olarak
gozlemlenmistir. Bu siireg igerisinde, yaralanmis ya da enfekte olmus dokudan spesifik
uyaranlarin  salinmasi ve Ki’ne tagmmasi sonrasinda, multi-potent MKH’lerin
hasarlanmis alana mobilizasyonu gerceklesmektedir (Fox ve ark. 2007). Ornegin,
olusan yaralanma sonrasinda, MKH’lerin fibréz skar olusumuna katki sagladigi
gosterilmistir (Karnoub ve ark. 2007). Kanser gelisimine, ¢ogunlukla pro- ve anti-
tiimorojenik etkiye sahip c¢esitli stromal hiicrelerin katilmasini igine alan iyi organize
olmus desmoplastik reaksiyon eslik eder ve bu durum, yara iyilesmesi ve skar olugsmasi
sirasinda verilen reaksiyona benzemektedir (Bissell ve Radisky, 2001). Devamli olarak

biiylime faktorlerinin, sitokinlerin ve matriks sekilendirici proteinlerin salgilanmasi,
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tiimdr alanini “iyilesmeyen yara” kilar ve MKH’lerin de dahil oldugu hiicrelerin tiimor
alanma gogiinii indiikler. Birgok calismada, MKH’lerin in-vitro ve in-vivo sartlarda
ksenograft timor alanina yiiksek oranda gog ettigi gosterilmistir. MKH’lerin timor
mikrogevresine tropizmi agik bir sekilde goriilmektedir. Ancak bu durumun altinda
yatan molekiiler mekanizma tam olarak agiklanamamistir (Karnoub ve ark. 2007; Sun
ve ark. 2011). Kok hiicrelerin bu lokalize olma kabiliyetinin, sitokinler/biiytime
faktorleri ve reseptorleri arasindaki etkilesim ile saglandigi diistiniilmektedir (Muller ve
ark. 2001).

Timor hiicreleri ve ilgili olduklari stroma tarafindan ¢ok sayida sitokin ve
bliylime faktorleri salgilanmaktadir. MKH’ler bu salgi iiretim alanlarina, membran
yiizeylerinde eksprese ettikleri ¢esitli sitokin ve biiylime faktorlerine ait reseptdrlerin
olusturdugu tropizm ile go¢ ederler. Ornegin, Ki-MKH’lerinin stromal hiicre-kokenli
faktor-1(SDF-1) icin kemokin reseptor-4 (CXCR4), ve fraktalin i¢in CXCR3 eksprese
ettigi gosterilmistir. Ayrica tiimdr hiicreleri SDF-1, trombosit kokenli biiyiime faktorii
(PDGF), epidermal biiyime faktorii (EGF) gibi molekiiller salgilayarak ¢evre
dokulardan ve Ki'nden hiicreleri ¢ekmektedir (Tamura ve ark. 2011). Sonug olarak
MKH’lerin spesifik olarak tiimor alanlarina lokalize olabilmesi, bu hiicrelerin kanser

tedavisinde 6nemli bir potansiyel olarak goriilmesini saglamistir.

Khakoo ve ark. tarafindan yapilan bir aragtirmada, Kaposi sarkomu modelinde
intravendz enjekte edilen Ki-MKH’lerinin tiimérlii alana lokalize oldugu ve tiimor
gelisimini engelledigi gosterilmistir. Ancak bu etki sadece direkt kontakt oldugu
durumda gozlenmistir (Khakoo ve ark. 2006). Ganta ve ark. ile Ayuzawa ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismalarda ise insan ve sigan GK-MKH’lerin in vitro ve in vivo
ortamda birgok kanser hiicre hatlarindaki biiylimeyi Onemli oranlarda yavaslattigi

gosterilmistir (Ayuzawa ve ark. 2009; Ganta ve ark. 2009).

MKH’lerin tiimor gelisimini yavaglatma mekanizmasi tam olarak agiklanamasa
da, iki potansiyel mekanizma oOnerilmektedir. Bunlardan birincisi; kanser hiicrelerini
6liime gotliren ya da boliinmeleri durduran ¢ok sayida sekretuvar proteinin liretimidir.
Bu iiretilen molekiiller, tiimor hiicrelerinde kaspaz aktivitesini indiiklemekte ve hiicre
boliinmesini durdurmaktadir. Bu durum, MKH’lerin kanser hiicreleri ile direkt temasta
bulunmadan da etki edebileceklerini géstermektedir (Kim ve ark. 2013). Ganta ve ark.

tarafindan yapilan arastirmada; Mat B III hiicre hattinin, sigan GK-MKH’leriyle inkiibe
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edilerek uygun hale getirilmis (sartlandiriimis) medyum iginde inkiibasyonu sonrasinda,
ekstraseliiler sinyal ile regiile edilmis kinaz-1/2 (ERK1/2) fosforilasyonunda azalma ve
p38 mitojen-aktiflestirilmis  protein  kinaz (MAPK) fosforilasyonunda artma
gozlenmistir. Sigan GK-MKH’leri ile birlikte kiiltiirlenmis Mat B III hiicrelerinde,
azalmis ERK1/2 ve protein kinaz B (AKT) fosforilasyonu varken, azalmis pro-kaspaz 3
ile birlikte artmis aktif kaspaz-3 seviyesine sahip oldugu gosterilmistir (Ganta ve ark.
2009).

Diger taraftan, GK-MKH’lerinin poréz bir membran ile Mat B III sican memeli
timor hiicrelere direkt temasinin engellendigi yarigegirgen hiicre kiiltiirii ortaminda,
GK-MKH’lerinde bir¢cok tlimor-baskilayici genin asiri-ekspresyonu gorilmistiir.
Normal GK-MKH’leri ile tiim6r hiicreleriyle inkiibe edilen sican GK-MKH’leri
karsilastirildiginda, bes genin, follistatin (FST), siilfataz-1 (SULF-1), glukoz fosfataz
izomeraz (GPI), HtrA serin peptidaz (HTRA1) ve adiposit farklilagsmasiyla iligkili
protein (ADRP) ekspresyonlar1 artis gosterirken, transforming-biyiime faktor beta-
indiiklenmis (TGFBI) ve podoplanin (PDPN) ekspresyonlarinda azalma goriilmiistiir
(Tamura ve ark. 2011).

Onerilen diger mekanizma ise; bagisiklik sistemininin kanser hiicrelerine karsi
giiclendirilmesidir. Immiinohistokimyasal analizlere gore, sigan GK-MKH’leri ile
muamele edilen tiimor alanlarinda lenfositlerin ¢ogunlugunun T-lenfositleri oldugu ve
CD8 pozitif T-lenfositlerinin yogunlugunun arttig1 gosterilmistir (Ganta ve ark. 2009).
Yapilan DNA mikroarray analizleri sonucunda; sigan GK-MKH’lerinin lenfosit
yayilmasi ile iligskilendirilmis monosit kemotaktik protein-1 (MKP-1) araciligi ile
lenfosit gogtinii indiikledigi diisiiniilmektedir (Tamura ve ark. 2011). Bu sonuglar,
yukarida tanimlanan MKH’lerin diisiik bagisiklik reaksiyonuna sebep olma 6zellikleri
ile celigse de; MKH’lerin bagisiklik reaksiyonu olusturmalari tiimdr hiicrelerinin mikro-

cevreye bagh olarak degisiklik gostermesi ile agiklanabilir.

MKH’lerin spesifik olarak tiimor alanina lokalize olabilme kabiliyetleri, mevcut
kanser tedavilerindeki en 6nemli dezavantaj olan saglikli doku ve hiicrelerin olumsuz
etkilenmesi i¢in de potansiyel bir ¢dziim olarak goriilmektedir. Bu anlamda; MKH’lerin
sitotoksik sitokinleri eksprese edebilecek ve tiimor gelisimini durdurabilecek
nanopartikiiller ile yiiklenerek diizenlenmesi ile tiimor-baskilayic1 6zelliklerinin

giiclendirilebilecegi gosterilmistir. GK-MKH’lerinin IL-8 ve CXCR reseptorlerini asiri
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eksprese etmeleri, bu hiicrelerin Ki-MKH’lerinden daha iyi go¢ kabiliyetine sahip
oldugunu gostermistir (Kim ve ark. 2013). Bu dogrultuda GK-MKH’leri ile yapilan
calismada; sitotoksik sitokin IFN-beta iiretme kabiliyeti kazandirilmis GK-MKH’lerinin
in-vitro ve in-vivo ortamda insan meme adenokarsinoma hiicrelerinin OSliimiini

indiikledigi gosterilmistir (Matsuzuka ve ark. 2010).
2.5.2. Renal Hastaliklarin Tedavisi

Genel olarak kronik bobrek hastaliklari, 6nemli miktarda hiicre kaybi, ESM
proteinlerinin birikmesi ve interstisyel fibroz gelisimi ile karakterize edilmektedir
(Salem ve Thiemermann, 2010). Bu siireci engellemeye yonelik geleneksel tedavi
yontemlerinin aksine, hiicre terapisi gogunlukla hiicresel onarimi ve doku yenilenmesini
destekleyecek mekanizmalarin aktiflestirilmesi prensibi iizerinden g¢alismaktadir.
Szczypka ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, folik asit ile indiiklenmis renal
yaralanma sonrasinda, KI kokenli hiicrelerin bobrekte lokalize oldugu gdsterilmistir
(Szczypka ve ark. 2005). Ito ve ark. yaptigi bir arastirmada ise, yesil floresan protein
(GFP) ile isaretlenmis sican (6zelikle hematopoetik kdkenli olmayan) Ki hiicrelerinin,
glomeriilonefritli sigan bobreklerinin mezengiyumuna lokalize oldugu, glomeriiler
hiicrelere koken vererek hasarin onarilmasini hizlandirdigi gosterilmistir (Ito ve ark.
2001).

Iskemik-reperfiizyon hasari, akut bébrek hasarmin en onemli sebebidir ve
cogunlukla bobrek endotel ve proksimal tiibiil hiicrelerinde olmak {izere fonksiyonel ve
yapisal degisikliklere sebep olur (Salem ve Thiemermann, 2010). Morigi ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada, anti-kanser ajani olan sisplatin uygulanarak olusturulmus
akut renal hasarli sinjenik disi farelere, erkek KI-MKH’leri verilerek, renal
fonksiyonlarin korundugu ve tiibiiler hasarin engellendigi goriilmistiir. Enjekte edilen
hiicrelerin tubiil epiteline yerlestigi ve Lens kulinaris lektin i¢in baglanma noktasi olarak
hareket ettigi gosterilmistir. Bu durum, MKH’lerin hasarli bobrege yerlestigini ve tiibiil
epitel hiicrelerine farklilasip renal yapiyr ve fonksiyonel iyilesmeyi destekledigini
gostermektedir (Morigi ve ark. 2004). Lang ve ark. tarafindan yapilan bir bagka
aragtirmada ise, akut renal hasarli sicanlarda MKH wuygulanmasiyla, renal
fonksiyonlarda 2 ve 3’lincii giinlerde 6nemli oranda diizelme ve 3’iincii giinde hasar
skorlarinda iyilesme gozlenmistir. MKH’lerin, infiizyon sonrasinda bobrek korteksine

yerlestigi ve renal fonksiyonlardaki iyilesmeyi hizlandirdigr gosterilmistir. MKH’lerin
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gosterdigi bu renal-iyilestirici etkinin bobreklerdeki pro-inflamatuvar sitokinlerin, IL-
1b, TNF-a, TFN-g ve iNOS ekspresyonlarinin azaltilmasi ve anti-inflamatuvar
sitokinlerin IL-10, bFGF, TGF-a ve Bcl-2 ekspresyonlarmin artirilmasi ile saglanan
parakrin etki araciligi gergeklestigi gosterilmistir (Togel ve ark. 2005). Bir baska
aragtirmada, kronik renal hasar sonrasinda, %350’si yenilenen proksimal tiibiil
hiicrelerinin Ki’inden elde edilen hiicrelerin farklilasmasi ile degil, hiicre fiizyonu ile
olustugu goserilmistir. Erken donemde yapilan galismalarda, MKH’lerin hasarli bobrek
alanma yerlestigi ve tiibiil epitel hiicrelerine farklilastigi ve renal yapmin ve
fonksiyonun korundugu disiiniilmekteyken, iskemik reperfiizyon modeli ile
olusturulmus akut renal hasarlarda, etiketlenmis MKH’lerin tiibiil hiicrelerine
farklilasmadig1 ve tiibiillerde ya da vaskiiler endotel hiicrelerinde degil, ¢ogunlukla
glomertillere lokalize oldugu bildirilmistir (Salem ve Thiemermann, 2010).

Diger bir ¢aligmada ise IGK-MKH’lerinin, sisplatin ile uyarilmis kronik ve akut
bobrek hasarli siganlarin renal fonksiyonlarm iyilestirdigi gosterilmistir. Bu baglamda,
erken donemde GK-MKH’leri uygulanmis deney grubunda, kan iire ve kreatin seviyesi
analizleri, olusturulan hasarda iyilesme oldugunu gostermistir. Ayrica GK-MKH’lerinin
transplantasyonu ile renal hiicre rejenerasyonun arttigi, hiicre apopitozunun engellendigi
ve inflamatuvar reaksiyonun ortadan kalktigi gosterilmistir. Masson boyamasi ile de
GK-MKH’leri uygulanmis bobreklerde olusan interstisyel fibroz doku alaninda azalma

oldugu gosterilmistir (Peng ve ark. 2013).
2.5.3. Kardiyovaskiiler Hastaliklarin Tedavisi

Akut miyokard enfarktiisii (AME), kardiyomiyosit hiicrelerinin apopitoz veya
nekroz ile olmesi ile iliskilendirilmis patolojik durumdur. Kalbin rejeneratif
potansiyelinin oldugu gosterilse de, kardiyomiyosit hipertrofisi ve fibrozis ile belirli
oranda telafi edilen AME hasarmi diizeltebilecek kapasiteye sahip olmadigi
gosterilmistir. Sinirli dondr kaynagi ve yardimer cihaz implantasyonunun uzun siireli
kullanim1 ile ilgili problemler, kardiyomisyositlere farklilasan ve skar dokularim
yenileyen MKH’lerin énemli bir alternatif tedavi yolu olarak goriilmesini saglamistir
(Salem ve Thiemermann, 2010).

Birgok ¢alisma grubu, MKH’lerin fizyolojik veya fizyolojik olmayan uyaricilara
maruz kalmalar1 durumunda, kardiyomiyosit benzeri hiicrelere farklilagma kabiliyeti

oldugunu gostermistir (Makino ve ark. 1999; Xu ve ark. 2004). Shake ve ark. tarafindan
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yapilan aragtimada, domuzlarda olusturulan miyokard enfarktiis modelinde, domuzdan
elde edilen Ki-MKH’lerinin direk olarak miyokardiyuma enjekte edilmesi ile
MKH’lerin etkin bir sekilde miyokardiyuma yerlestigi ve iki hafta i¢inde miyojenik
farklilasmanin gergeklestigi, kaslara 6zgii proteinlerin eksprese edildigi ve bu siirede
enfarktiis alaninin kiigiildiigii, kasilma fonksiyonlarinda iyilesme ve duvar incelmesinde
azalma oldugu goriilmiistiir (Shake ve ark. 2002).

Sican dilate kardiyomiyopati modelinde ise, sigan Ki-MKH transplantasyonunun
kapiler yogunlugunda onemli artis sagladigt ve miyokardiyal fibrozisi engelledigi
gosterilmigtir. MKH’lerin hem miyojenik hem de anjiyojenik farklilasma gecirmesi,
ayrica vaskiiler endotelyal biiyiime farktorii, hepatosit biiylime faktorii ve insiilin
benzeri biiyiime faktorii gibi biiylime faktorlerini salgilamasi; MKH’lerin iyilestirici
etkilerini ve miyokardiyosit farklilagmasini parakrin sinyalizasyon araciligi ile
gerceklestirdigini gostermistir (Nagaya ve ark. 2005).

Yapilan bir bagka arastirmada ise sican modelinde, MKH’lerin enfarktiis sinir
alanina direkt enjeksiyonunun, Kkardiyak fonksiyonlarin gelismesini, miyosit
apopitozunun azalmasmi ve damar yogunlugunun artisini sagladigi gosterilmistir
(Salem ve Thiemermann, 2010). Zhang ve ark. tarafindan yapilan bir baska arastirmada
ise, AME modeli olusturulmus domuzlarda, iIGK-MKH’lerinin enfarktiis alanina direkt
enjekte edilmesinin sonrasinda, bu hiicrelerin yasayabildikleri, kardiyomiyosit ve
endotel hiicrelerine farklilagabildikleri gosterilmistir. Ayrica bu hiicrelerin domuz
kardiyak kok hiicrelerinin farklilasmasin1 destekledigi, apopitozda ve fibroziste
azalmay1 sagladigr gosterilmistir. Bu sekilde ventrikiiler yenilenmeyi sagladigi ve

fonksiyonlar iyilestirdigi gosterilmistir (Zhang ve ark. 2013).

2.5.4. Karaciger Hastaliklarinin Tedavisi

Karaciger hastaliklarinin tedavisinde, hiicre terapisi yontemi ortotopik karaciger
transplantasyonuna onemli bir alternatifti. Onemli karaciger hastaliklarindan birisi
olan, progresif hepatik fibrozis ve rejeneratif nodiillerin formasyonuna eslik eden
hepatik yapmin kayb1 ile karakterize edilen sirozun tedavisinde, rejeneratif
potansiyelleri ve bagisiklik diizenleyici 6zellikleriyle MKH’ler 6nemli bir alternatiftir.
Ayrica MKH terapisi, karaciger transplantasyonuna gére mimimum seviyede invaziv

olup, az miktarda komplikasyona sebep olmaktadir. Bu baglamda, faz | denemesi
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asamasinda, son asamaki karaciger sirozlu hastalara otolog MKH’lerin verilmesi ile
yan etkiler goriilmeksizin yasam kalitesinde iyilesme goriilmiistiir. Ayrica, faz I ve 11
Klinik denemesinde, son asama karaciger hastaligi olan sekiz hastaya, otolog MKH’ler
verilmis ve MKH’lerin tolere edildigi ve karaciger fonksiyonlarinda iyilesmenin oldugu
tespit edilmistir (Kim ve Cho, 2013).

Farklilastirilmamis iGK-MKH’lerinin, kismi hepatektomi uygulanmis farelere
transplantasyonu sonrasinda, lokalize olan MKH’lerin 2, 4 ve 6. haftalarda aloumin ve
AFP gibi insan hepatik belirteclerini eksprese ettigi gozlenmistir. Bir baska ¢alismada
ise farklilasmamis iGK-MKH’lerinin in vivo sartlarda hasarli karaciger fonksiyonlarini
iyilestirdigi ve fibrozisin azalmasini sagladigi gézlenmistir. Bu ¢alisma ile MKH’lerin
farklilasmasi olmadan da, endojenik parankimal hiicrelerin farklilagmasini uyararak ve
fibr6z matriksin yikimin1 saglayarak karaciger iyilesmesine katkida bulundugu
disiiniilmektedir. Ayrica, karaciger sirozunun tedavisinde GK-MKH’lerinin anti-
inflamatuvar ve anti-fibroz etkilerinin de rol oynadig gosterilmistir (Kim ve ark. 2013).

Insan GK-MKH’lerinin in vitro kosullarda hepatojenik farklilasma soliisyonuna
maruz birakildiklarinda hepatosit benzeri hiicrelere farklilastiklari, morfolojileri, olgun
hepatosit hiicre belirteclerinin artigi, glikojen depolamalari, albumin ve {ire
sekresyonlar1 ile gosterilmistir. Karbon tetraklorat (CCls) ile olusturulmus akut
karaciger hasarli farelere, GK-MKH’lerinin verilmesi sonrasinda hizli bir sekilde
hasarlarda iyilesme gergeklestigi histolojik analizler, azalmis inflamasyon seviyesi ve

artmig katalaz aktivitesi ile gosterilmistir (Burra ve ark. 2012).
2.5.5. Kikirdak Yenilenmesi

Kikirdak 6zellesmis bir bag dokusudur, avaskiiler yapisiyla in vivo sartlarda
kendini yenileyebilme kapasitesi olduk¢a smirlidir ve kikirdak hasarlarinin onarilmasi
onemli bir problemdir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda; MKH’lerinin, hayvan
modellerinde olusturulan ¢esitli  kikirdak hasarlarini  onarabilme potansiyeli
gosterilmistir. Yapilan bir arastirmada, tavsan Ki-MKH’leri ayn1 tavsanin diz kapaginda
olusturulan derin osteokondral hasara implante edilmistir. 14 hafta sonunda, tedavi
grubunun semikantitatif histolojik skorlamalarinin kontrol grubuna gére énemli oranda
artmis oldugu, immiinohistokimyasal analizlerinde ise matrikste tip 1l kolajen

boyamasinin daha yogun oldugu tespit edilmistir. Sonuc¢ olarak KI-MKH’lerinin
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uygulandig tedavi grubunda 6nemli oranda onarimin gergeklestigi gosterilmistir (Im ve
ark. 2001).

Bazi arastirma gruplari, hiicrelerin bir iskelet icerisinde transplantasyonunu tercih
etmektedir. Wakitani ve ark. bu yontemi kullanarak, tavsan diz ekleminde olusturulan
hasara, kolajen jel ile kombine edilmis MKH’leri uygulamistir ve iki hafta sonrasinda,
MKH’lerin kondrositlere farklilasarak hasarli dokunun yenilenmesini sagladigi, 24 hafta
sonunda ise hasarin tamamen iyilestigi gosterilmistir (Wakitani ve ark. 1994). Grigola
ve ark. ise tavsan diz ¢apraz baglarini keserek olusturduklar1 osteoartritik hasara, Ki-
MKH’lerini hiyaliironik asit ile kombine ederek uyguladiktan 6 ay sonra, kontrol
grubuna gore yenilenen doku kalitesinde 6nemli farklilik tespit etmislerdir. Guo ve ark.
ise keci diz eklemi femur artikiiler yiizeyinde olusturduklari 4 x 8 mm boyutlarindaki
kikirdak hasarina, keci KI-MKH’lerinin trikalsiyum fosfat icerisinde uygulanmasini
takip eden 24 ay sonrasindaki yapilan degerledirmelerde, hasarin hiyalin benzeri
kikirdak ile doldugunu, graftin subkondral kemik ile entegre oldugunu ve 2-24 ay
igerisinde onarillan dokudaki GAG igeriginin 6nemli oranda arttigini gostermislerdir
(Baghaban Eslaminejad ve Malakooty Poor, 2014).

Ayrica, MKH’lerin cerrahi miidahalesiz enjekte edilmesi de incelenmigtir. Bu
baglamda, Murphy ve ark. diz bagi ve meniskiisiin kesilmesi ile olusturulmus
osteoartritik diz bosluguna, hiyaliironik asit icerisinde siispanse edilmis keg¢i Ki-
MKH’lerinin enjekte edilmesi sonrasinda, mediyal meniskiisiin rejenerasyonunun
kontrol grubuna gore daha belirgin oldugunu, tedavi grubunda eklemsel kikirdak
dejenerasyonunda, osteofitik remodelizasyonda ve subkondral sklerozda 6nemli oranda
azalma oldugu goriilmiistiir (Murphy ve ark. 2003).

Osteokondral dokular kikirdak ve kemik dokusundan olustugu i¢in, hiicre
kaynagi ve kikirdak ile kemik arasindaki doku entegrasyonu, osteokondral rejenerasyon
icin Onemlidir. Bu baglamda, Wang ve ark. osteokondral dokuyu taklit eden
destekleyici bir iskelet gelistirmistir; osteojenik ve kondrojenik yapilarin arasina GK-
MKH’leri konularak yerlestirilen iskeletin, hasarli alana uygulanmasinin ardindan,
histolojik ve immiinohistokimyasal analizler, kontrol grubuna gore daha iyi
entegrasyonun gergeklestigini gostermistir (Wang ve ark. 2011). Sonug¢ olarak,
MKH’ler kikirdak hasarlarinin onarilmasinda o6nemli bir tedavi kaynagi olarak
goriilmektedir (Kim ve ark. 2013).
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2.5.6. Norodejeneratif Hastaliklarin Tedavisi

Son zamanlarda, MKH’lerin 6zellikle o6liimciil ve tedavisi zor noro-dejeneratif
hastaliklarin tedavisinde kullanimi1 6énemli bir ¢alisma alani olmustur. MKH’lerin beyin
kokenli norotropik faktor ve gliyal kokenli nérotropik faktor gibi biiyiime faktorlerinin
tiretimiyle noron hasarlarinin onarilmasini ve yeni ndronlarin iiretilmesini sagladigi
gosterilmistir. MKH’lerin hasarli alana ulastirilmasinda ¢esitli yollar denenmistir,
intraserebral veya intratekal enjeksiyon ya da intranasal yoldan infiizyon kullanilmistir.
MKH’lerin transplantasyonunu takiben, beyin i¢indeki MKH’ler endojen ndéronal
biiyiime faktorlerin iiretimini artirarak, timori azaltigi ve inflamasyonu regiile ettigi
gosterilmigtir. MKH’lerin hasarli doku mikrogevresinin modifikasyonunu kontrol edip,
endojenik norol rejenerasyonu hizlandirdigr ve korunmasini iyilestirdigi gosterilmistir.
Deneysel multipl skleroz modeli olarak alerjik ansefalomiyelit olusturulmus farelerde,
intraventrikiiler MKH enflizyonu uygulanmig tedavi grubunda, akson sayist kontrol
grubuna gore iki kat artmistir. Yapilan bir baska arastirmada ise, iKi-MKH’lerinin
bagisikligir zayiflatilmis farelere transplantasyonu sonrasinda, endojen ndral kok
hiicrelerinin proliferasyonunda énemli artis gézlenmistir (Joyce ve ark. 2010). Zickri ve
ark tarafindan yapilan arastirmada ise, adriyamisin (ADR) ile olusturulmus serebral
dejenerasyonun, GK-MKH’lerinin uygulanmasi ile iyilestigi gosterilmistir (Zickri ve
ark. 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma igin Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Dekanligi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 12.06.2014 tarihli ve 83045809/604/88248 sayili onay

alinmistir ve tiim ¢alismalar Etik Kurul ilkelerine uygun olarak gerceklestirilmistir.

Bu calisma, T.C. Istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali, Doku Kiiltiirii, Isik ve Elektron Mikroskopi Laboratuvarlari
ve I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Laboratuvarlarinda, 10.02.2015-25.11.2015
tarihleri arasinda yiiriitiilmiistiir. Calismada Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Kadin Dogum Anabilim Dali’'ndan sezaryan ile dogum yapan goniillii

vericilerden elde edilen 4 adet gobek kordonu kullanilmistir.

3.1. Geregler
3.1.1. Alet ve techizat

11 numarali ince uglu pens

24 numaralt ince uclu pens

Forseps

Cerrahi dikis seti

Steril serolojik pipet 5 ml (Jet Biofil: GSP-010-005)

Steril serolojik pipet 10 ml (Jet Biofil: GSP-010-010)

1-10 ul’lik mikropipet (Eppendorf)

10-100 pl’lik mikropipet (Eppendorf)

10-200 pl’lik mikropipet (Eppendorf)

100-1000 pl’lik mikropipet (Eppendorf)

10 pl, 100 pl, 200 pl ve 1000 ul’lik mikropipet uglari

15 mI’lik steril dibi konik santrifiij tiipli (Corning Star: 430790)
50 ml’lik steril dibi konik santrifiij tlipli (Corning Star: 430829)
Ependorf tiipii (Labosel 98/79/CE)

Kiiltiir petri dish [(kapaklari ile birlikte) BD Falcon)

25 m?’lik hiicre kiiltiir tabag (Jet Biofil: TCF-012-050)

75 m?lik hiicre kiiltiir tabag1 (Jet Biofil: TCF-012-250)
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24 Kuyucuklu doku kiiltiir tabagi (Biofil: TCP 011024)

70 um’lik hiicre filtresi (SPL Life Sciences)

Tek kullanimlik filtre 0,2 pm (Sartorius Biotech: 1653400449103)
Hemaositometre (Marienfeld: 0640010)

Lam (Marienfeld)

Yuvarlak lamel (Marienfeld)

Grid [200 Mesh, 3 mm, Cu (Spi: 2020C)]

3.1.2. Kimyasal malzemeler

Dulbecco'nun modifiye edilmis Eagle medyumu (DMEM/F12) (Sigma: D8062)
Leibovitz-15 medyum (Pan-Biotech: P04-27500)

Fetal bovine serum (FBS: Hyclone: HY30160.03)
L-Glutamin 200 mM (Hyclone: SH30034.01)
Amfoterisin B soliisyonu (Sigma: A5955)
Penisilin+Streptomisin (Hyclone: SV30010)

Enzim kolajenaz B (Roche 11088815001)

Tripsin/EDTA soliisyonu (Hyclone: SH30042.01)
Fosfatla tamponlanmis tuz soliisyonu (PBS: Amresco E404)
CD34-FITC antikor (BD Biosciences: 555801)
CD44-PE- antikor (BD Biosciences:550989)
CD45-APC-Cy antikor (BD Biosciences: 557833)
CD90-APC-antikor (BD Biosciences: 559869)

Metanol (Sigma-Aldrich: 24229)

Hematoksilen (Invitrogen 00-8011)

Eozin (Merck: 1.15935)

Entellan Alkol bazli kapatma soliisyonu (Merck 1.07961)
Agar (Multicell: 800-010-LG)

Gluteraldehit (Merck Millipore: 1.04239.0250)

Osmium tetroksit (Merck Millipore: 1.00983.2511)
Araldite M (Fluka Analytical: 10951)

Araldite M 960 (Fluka Analytical: 10952)

Araldite M 964 (Fluka Analytical: 10953)

Etil Alkol %96 (Alkomed: CAS 64-17-5)



29

Propilen oksit (Merck: 8.07027.1000)
Toluidin mavisi (Merck: 7471451)
Uranil asetat dihidrat (Merck: 4087843)
Kursun sitrat (Sigma 15326-100G)
Sodyum sitrat (Merc: 1.06448.1000)

3.1.3. Cihazlar

Sterile edilmis sinif II laminar havalandirmali tezgah (Esco: Class II)
Inkiibatér ( Thermo Scientific, Heracell 150i)

Santrifilij (Eppendorf: 5810 R)

Buz dolab1 (Argelik)

Vorteks (Biocote: Stuart SA8)

Dijital ¢alkalamali sicak su banyosu (Fisher Scientific)
Manyetik karistirict (IKA Rct Basic)

Elektrikli pipet pompasi (Ratiolab: Accupetta)

Hassas terazi (Sartorius)

Flow sitometer (BD FACSCanto Il)

Etiiv (Heraeus)

Mikrotom (Thermo Scientific Microm hm430)
Ultramikrotom (Reichert UM2 - Reichert UM3)
Mikrodalga firin (Arcelik)

Ters (invert) mikroskop (Olympus IX71)

Isik mikroskobu (Olympus BX61)

Kamera (Olympus DP72)

Elektron mikroskobu (Jeol Jem-1011)

Distile su cihazi (Sartorius Stedim Biotech: arium pro VF)
UV’li Steril bidistile su cihazi (Sartorius Stedim Biotech: arium 61215)
Masaiistii otoklav (Thermo Scientific Varioklav: 25T)

3.2. Gobek Kordonundan MKH’lerin Izolasyonu

3.2.1. Gobek Kordonlarmmin Tasinmasi

Elde edilen GK’lar1 %2’lik (v/v) amfoterisin B igeren Leibovitz-15 tagima

medyumu icinde diisiik 1s1 ortaminda laboratuvara tasindi. Laminar havalandirmali
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kabinde, forseps yardimi ile g¢ikartilip 5 cm uzunlugunda olacak sekilde kesildi ve
sonrasinda isleme sokulmadan once fosfatla tamponlanmis tuz soliisyonu (PBS) ile
yikandi (Can ve Balci, 2011).

3.2.2. MKH’lerin Bolgesel izolasyonu

3.2.2.1. Subamniyotik Alandan izolasyon
Enzimatik Yontem

1. Giin: SAA’daki stromal hiicrelerin izolasyonu amaci ile GK amniyotik membranin
0,2 cm kadar altina denk gelecek derinlikte boydan boya kesildi ve amniyotik membran
ayni kalinlikta olacak sekilde ¢epecevre bisturi yardimi ile ayrildi. Cikarilan amniyotik
membran 2-3 mm? lik 20 kiiciik parcaya ayrildi ve falkon tiiplere alinarak iizerine kiiltiir
medyumu [DMEM/F12(1/1), %10 FBS, 1% penisilin/streptomisin, 2,5 ug/mL
amphoterisin B] eklendi. 250 g de 5 dakika boyunca 4°C’de ¢evrildi ve bu islem 2 kez
daha tekrarlandi. Pellet % 0,1’lik (w/v) kolajenaz B enzimi igeren kiiltiir medyumunda
yeniden siispanse edilip ve 3 saat boyunca 37 °C’lik su banyosunda inkiibasyona
birakildi. Sindirim soliisyonu iizerine en az 3 kati kadar kiiltiir medyumu eklendi. 350 g
de santrifiij edilip, stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Elde edilen hiicre
pelletleri kiiltir medyumu ile yeniden siispanse edildi. Daha sonrasinda elde edilen
hiicre soliisyonu T25 flaska ekildi. Hiicreler 3 giin boyunca nemlendirilmis ortamda, %5
CO2 ve 37 °C’lik kiiltiir ortaminda inkiibasyona birakildi.

4. Giin: Yapigsmayan hiicrelerin ve doku parcalarinin uzaklastirilmas: i¢in flasklar
onceden 1sitilmig kiiltiir medyumu ile yikanip, 5 ml medyum ortama eklendi. Haftada 2
kez medyum degistirildi.

12-15. Giinler: Hiicrelerin % 80-90 lik yogunluga ulasmas1 beklenmektedir. Yogunluga
ulagildiginda, trypsin/EDTA ile yapisan hiicreler kaldirildi. Ayrilan hiicrelerin {izerine
medyum eklenerek sindirim reaksiyonu durduruldu ve 200 g de 10 dakika boyunca
cevrilerek supernatant uzaklastirildi. Pellet {izerine medyum eklenerek yeniden siispanse
edilen hiicre soliisyonu hemositometre yardimi ile sayildi. Pasajlanan primer kiiltiir
hiicreleri [1.pasaj hiicreleri (P1 hiicreleri)] olarak adlandirildi. Hemaoitometre ile
sayilan hiicrelerin (P1) 3x10° tanesi sonraki pasaj (P2) i¢in 25 cm?lik flaska (T25
flaska) ekildi.



31

Doku Eksplant1 Yontemi
1. Giin: 20 adet 2-3 mm?lik amniyotik membran pargast, i¢ yiizleri petri tabagina temas
edecek sekilde 0,5 cm araliklarla yerlestirildi. Kiiltlir medyumunda 4 saat inkiibasyona
birakildiktan sonra tizerine 5 ml daha medyum eklendi.
4. Giin: Medyum degistirildi.
5-25. Giinler: Bu giinler arasinda, haftada 2 kez medyum degistirildi. Doku
eksplantlarinin etrafindaki hiicre yogunluguna gore degisen siirelerde doku eksplantlari
uzaklastirildi. % 80-90’lik  yogunluga ulasildiginda, hiicreler tripsin/EDTA ile
pasajlanip ve toplanan P1 hiicreleri, hemositometre ile sayildi ve 3x10° tanesi sonraki
pasaj (P2) igin T25 flaska ekildi.

3.2.2.2. Perivaskiiler Alandan izolasyon

Enzimatik Yontem
1. Giin: Amniyotik membranin uzaklastirilmasi ile ortaya ¢ikan Wharton jelinden pens
yardimiyla damarlar c¢ekilmek suretiyle ¢ikarildi. Cikarilan damarlar boylamasina
kesilerek 2-3 mm? lik 20 kiigiik parcaya ayrildi. Sonraki asamalarda subamniyotik alan
hiicre izolasyonunda uygulanan basamaklar aynen tekralandi.
4. Giin: Yapismayan hiicrelerin ve doku pargalarinin uzaklastirilmasi i¢in flasklar kiiltiir
medyumu ile yikandi ve ortama yeni medyum eklendi.
5-15. Giinler: Haftada 2 kez medyum degistirildi. % 80-90’lik yogunluga ulasildiginda,
hiicreler tripsin/EDTA ile pasajlanip, toplanan P1 hiicreleri, hemositometre ile sayildi
ve 3x10° tanesi sonraki pasaj (P2) igin T25 flaska ekildi.

Doku Eksplanti Yontemi

1. Giin: Cikarilan gébek kordonu veni ve arterleri bir noktada boylamasina olacak
sekilde acilip ve perivaskiiler alan ige bakacak sekilde petri tabagma 20 adet 2-3 mm?
lik kii¢iik parcalar halinde, 0,5 cm araliklarla yerlestirildi. Yapisma icin beklenen siire

sonunda ortama medyum eklendi.
4. Giin: Medyum degistirildi.

5-25. Giinler: Bu giinler arasinda, haftada 2 kez medyum degistirildi. Doku
eksplantlarinin etrafindaki hiicre yogunluguna gore degisen siirelerde doku eksplantlari

uzaklastirildi. % 80-90°lik  yogunluga ulasildiginda hiicreler tripsin/EDTA ile



32

pasajlanip, toplanan P1 hiicreleri hemositometre ile sayildi ve 3x10° tanesi sonraki pasaj
(P2) igin T25 flaska ekildi.

3.2.2.3. Intervaskiiler Alandan izolasyon

Enzimatik Yontem

1.Giin: En son olarak geri kalan intervaskiiler doku, 2-3 mm? lik 20 kii¢iik parcaya
ayrilip, falkon tiiplere alind1 ve tizerine 20 ml kiiltir medyumu eklendi. Bundan sonraki
basamaklarda uygulanan islemler subamniyotik alan hiicre izolasyonu ile benzer sekilde

gerceklestirildi.

4.Giin: Yapismayan hiicrelerin ve doku parcalarinin uzaklastirilmasi ic¢in flasklar

medyum ile yikanip, ortama yeni medyum eklendi.

5-15. Giinler: Haftada 2 kez medyum degistirildi. % 80-90°1ik yogunluga ulasildiginda,
tripsin/EDTA ile pasajlandi, toplanan P1 hiicreleri sayild1 ve 3x10° tanesi sonraki pasaj
(P2) i¢in T25 flaska ekildi.

Doku Eksplant1 Yontemi
1.Giin: 20 adet 2-3 mm? lik kiigiik pargalar haline getirilmis doku parcalar1 petri
tabagina 0,5 cm’lik araliklarla yerlestirildi. 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda, iizerine
medyum eklendi.
4.Giin: Medyum degistirildi.
5-25.Giinler: Bu giinler arasinda, haftada 2 kez medyum degistirildi. Doku
eksplantlarinin etrafindaki hiicre yogunluguna gore degisen siirelerde doku eksplantlari
uzaklastirildi. % 80-90°lik yogunluga ulasildiginda hiicreler tripsin/EDTA ile
pasajlanip, toplanan P1 hiicreleri sayildi ve 3x10° tanesi sonraki pasaj (P2) icin T25
flaska ekildi.

3.3. izole Edilen MKH’lerin Isik Mikroskobik Analizi

Her pasaj sonrasinda, her gruptan izole edilen 5000 kadar iGK-MKH’si,
sitokimyasal boyamalar i¢in yuvarlak lameller {izerine ekildi. Lamellere ekilen hiicreler
24 saat kiiltiire edildi, metanol ile fikse edildikten sonra hematoksilen (H) ile boyand1 ve
sonrasinda eozin (E) ile boyanarak kapatma soliisyonu ile kapatildi. Daha sonrasinda
ornekler, Olympus BX61 mikroskop ile incelendikten sonra Olympus DP72 kamerasi

ile fotograflanda.
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3.4. izole Edilen MKH’lerin Proliferasyon Hizlarinin Hesaplanmasi

25 cm?lik kiiltir kabinda %80-90 hiicre yogunluguna ulasan hiicreler
tripsin/EDTA ile muamele edilerek toplandi ve invert mikroskop kullanilarak
hemositometre ile sayildi. Bu sekilde birbirini takip eden 1. ve 7. pasajlar arasinda,
gecen siirenin, hiicre sayisindaki katlanma sayisina boliinmesi ile popiilasyon katlanma
stiresi (PKS) hesaplandi (Denklem 3-1) (Salehinejad ve ark. 2012; Schugar ve ark.
2009).

A

PKS = 5 Denklem 3-1

PKS: Popiilasyon Katlanma Siiresi
A Iki pasaj arasinda gegen siire

B: Log2 (Elde edilen hiicre sayis1 / Ekilen hiicre sayisi)

3.5. izole Edilen MKH’lerin Flow Sitometrik Analizi

Belirlenen CD34, CD44, CD45 ve CD90 yiizey antijenlerinin ekspresyon
seviyesi analizleri BD FACS Canto Il Flow Sitometresi kullanilarak, Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi, I¢ Hastaliklart Anabilim Dali Hematoloji Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

SAA, PVA ve IVA’lardan enzimatik/doku eksplant1 yontemleriyle izole edilen
hiicrelerin ilerleyen pasajlardaki (P3, P5 ve P7) yiizey antijenlerinin ekspresyon
seviyelerine bakildi. Pasajlanan hiicreler medyum igerisinde siispanse edildi ve 70
um’lik filtreden geg¢irildi. 1500 rpm de 5 dakika ¢evrilerek, supernatant uzaklastirildi. 2
ml boyama tamponu [%2’lik FBS’li PBS soliisyonu (stain buffer)] ile siispanse edilen
hiicrelerden alinan 6rnekler tripan mavisi ile boyanarak canli hiicre orani belirlendi.
Canli hiicre sayisina gore, eklenecek antikor miktart belirlendi. Sonrasinda 2 ml’lik
boyama tamponu igindeki hiicreler sentrifiij edilip supernatant uzaklastirilarak ve 100 ul
boyama tamponu ve antikor eklenerek nazik bir sekilde yeniden siispanse edilen
hiicreler, karanlikta 20 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda, 3000 rpm
de 5 dakika santrifiijlenerek konjiige olmayan antikorlar supernatant ile uzaklastirildi.
Son olarak 1,5 ml boyama tamponu eklenerek pellet tekrar siispanse edildi ve yikandi.
3000 rpm de 5 dk gevrilip, supernatant uzaklastirildi ve hiicre sayisina gére boyama
tamponu eklenerek analiz edildi.
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3.6. Ultrastriiktiirel Yontemler

Gegirimli elektron mikroskobu incelemeleri i¢in, 2. pasaj MKH’leri 75’cm?’lik
flasklara 3x10° kadar hiicre ekildi. Konfliiensiye ulasan hiicreler pasajlanip ve P3 hiicre
pelleti elde edildi. Pellet tizerine % 2,5’luk gluteraldehit soliisyonu eklenerek 1 saat
fikse edilip, inkiibasyonun son 10 dakikasinda, tiip 1200 rpm’de santrifiijlendi. Daha
sonrasinda supernatant uzaklastirilip, Millonig tamponu eklenip ve nazikge karistirildi.
1200 rpm de 10 dakika tekrar santrifiijlendi. Supernatant uzaklastirilip ve %1°lik
osmiyum tetroksit eklenerek, 30 dakika ikincil fiksasyona birakildi (Son 10 dakikada
1200 rpm’de santrifiijlenir). Tekrar Millonig tamponu ile yikanip, santrifiijlendi ve
supernatant uzaklastirildi. Onceden hazirlanmis %2’lik s1v1 agar lam iizerine damlatild:
ve hiicre pelleti agar tizerine eklendi. Hiicre pelleti agar iginde birakilarak katilasmasi
beklendi. Agar igindeki hiicre pelleti, dehidratasyon i¢in 10’ar dakika %30, %50, %70,
%80, %96’lik alkollerden, 15 dakika %100 alkolden gecirildi. Hiicre pelleti 15 dakika
propilen oksitte bekletildi. Ardindan sirasiyla 1:1 oraninda propilen oksit-araldit
karisiminda 1 saat, 1:3 oraninda propilen oksit-araldit karisiminda 45 dakika ve saf
aralditte 1 gece bekletildikten sonra yuvarlak plastik kaliplara dokiilmiis saf araldit
icerisine gdmiildii. Kaliplar 24 saat boyunca 45°C’lik etiivde, 48 saat boyunca 60°C’lik
etiivde birakilarak aralditin polimerizasyonu saglandi. Elde edilen araldit bloklardan,
once Reichert UM2 mikrotomla 0,5 p kalimliginda yar1 ince kesitler alindi, toluidin
mavisi ile boyanarak istenilen bolge tespit edildi. Reichert UM3 mikrotomla da 40-50
nm kalinliginda ince kesitler alind1 ve bakir grid lizerine yapistirildi. Gridlerdeki kesitler
%70 etanol ile hazirlanmis doymus uranil asetat soliisyonu ile 30 dakika ardindan
Reynol’un kursun sitrati ile 15 dakika kontrastlandi. Jeol Jem-1011 model elektron
mikroskobunda incelen kesitlerin fotograflart Olympus Soft Imaging kamera sistemi ile
goriintiilendi. Elde edilen iGK-MKH’lerine ait ultrastriiktiirel 6zellikler, az (+), orta

(++) ve yogun (+++) kategorilerinde semi-kantitatif olarak degerlendirildi.

3.7. Istatistiksel Yontemler

Doku eksplanti ve enzimatik yontemlerde, ilk fibroblast benzeri hiicrelerin
ortaya ¢ikisi igin gecen siirelerin degerlendirilmesinde, iki grup arasindaki karsilastirma
icin One Way ANOVA testi kullanildi. p<0,05 sinir1 anlamlilik degeri olarak kabul
edildi. Istatistiksel analiz GraphPad InStat programu ile yapilds.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

IGK-MKH’leri, ii¢ farkli bolgeden, enzimatik (E) ve doku eksplanti (D)
yontemleri ile izole edildi. intervaskiiler alan doku eksplant1 (IVA-D), perivaskiiler alan
doku eksplant1 (PVA-D), subamniyotik alan doku eksplanti (SAA-D), intervaskiiler alan
enzimatik (IVA-E), perivaskiiler alan enzimatik (PVA-E) ve subamniyotik alan
enzimatik (SAA-E) MKH’leri fikse edildikten sonra hematoksilen-eozin (H+E) ile
boyand:. izole edilen iGK-MKH’leri incelendiginde, ii¢ farkli hiicre morfolojisi tespit
edilmistir; aktif fibroblast benzeri dallanmis ya da stellat (Sekil 4-1), inaktif fibroblast
benzeri fuziform (igsi) (Sekil-2A) ve ¢ok az sayida yuvarlak (elips) (Sekil-2B)

morfolojiye sahip hiicreler.

Izole edilen iGK-MKH’lerinde genel olarak bir ya da iki belirgin nukleolus

igeren 6kromatik boyanan nukleus yapisi gézlenmistir.

&

."

A -

Sekil 4-1: izole edilen iGK-MKH’lerinin morfolojileri.
A) Aktif fibroblast benzeri dallanmis hiicre morfoloji. (H+E, 40x)



B

Sekil 4-2: izole edilen iGK-MKH’lerinin morfolojileri.

A) Fuziform (igsi) hiicre morfolojisi, B)Yuvarlak hiicre morfolojisi. (H+E, 40x)
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Erken donemde (ilk pasajlar; P1, P2, P3) izole edilen iGK-MKH’leri
gruplarinda, hiicrelerin genel olarak dallanmis aktif fibroblast benzeri morfolojiye sahip
oldugu goézlenmistir (Sekil 4-3). Ge¢ donemde ise (P4, P5, P6, P7) iGK-MKH’leri

gruplarinda, hiicrelerin genel olarak fuziform (igsi) morfolojiye sahip oldugu

gozlenmistir (Sekil 4-4).

Sekil 4-3: Erken donemde iGK-MKH’leri gruplarinin genel morfolojisi.
A) IVA-D-P2, B) PVA-D-P2, C) SAA-D-P2, D) IVA-E-P2, E)PVA-E-P2, F) SAA-E-P2. (H+E, 10X)

Sekil 4-4: Ge¢ donemde iGK-MKH’leri gruplarinin genel morfolojisi.
A) IVA-D-P5, B) PVA-D-P5, C) SAA-D-P5, D) IVA-E-P5, E) PVA-E-P5, F) SAA-E-P5. (H+E, 10X)
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Erken donem (ilk pasajlar; P1, P2, P3) ve ge¢c donem (P4, P5, P6, P7) enzimatik
(Sekil 4-5) ve doku eksplanti (Sekil 4-6) yontemi ile izole edilen iGK-MKH gruplarinin

yiiksek biiylitmedeki goriintiileri. Hiicrelerin ge¢ dénemde fuziform (igsi) morfoloji

kazanmasinin yaninda, boyutlarindaki artis da belirgin olarak gézlenmektedir.

Sekil 4-5: Doku eksplanti ile izole edilen iGK-MKH’leri gruplarinin ge¢ ve erken dénem
hiicre morfolojilerinin karsilastirilmasi; iist panel 2. pasaj hiicreleri alt panel 5.
pasaj hiicreleri.

A) IVA-D-P2, B) PVA-D-P2, C) SAA-D-P2, D) IVA-D-P5, E) PVA-D-P5 F) SAA-D-P5. (H+E, 40X)

Sekil 4-6: Enzimatik yontem ile izole edilen iGK-MKH’leri gruplarimin ge¢ ve erken
donem hiicre morfolojilerinin karsilastirilmasi; iist panel 2. pasaj hiicreleri alt
panel 5. pasaj hiicreleri.

A) IVA-E-P2, B) PVA-E-P2, C) SAA-E-P2, D) IVA-E-P5, E) PVA-E-P5 F) SAA-E-P5. (H+E, 40X)
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izole edilen iGK-MKH’leri gruplarinda ge¢ dénemlerde bazi hiicrelerin gesitli
uzunluklarda ve sayida ince sitoplazmik uzantilara sahip oldugu gézlenmistir (Sekil 4-7,
Sekil 4-8 ve Sekil 4-9).

Sekil 4-7: izole edilen iGK-MKH’lerinin morfolojileri.
A) IVA-D-P5 ve B) IVA-E-P5. Oklar: hiicrelerden ¢ikan sitoplazmik uzantilar (H+E, 40X).



Sekil 4-8: izole edilen iGK-MKH’lerinin morfolojileri.
A) PVA-D-P5 ve B) PVA-E-P5. Oklar: hiicrelerden ¢ikan sitoplazmik uzantilar (H+E, 40X).

40



Sekil 4-9: izole edilen iGK-MKH’lerinin morfolojileri.
A) SAA-D-P5 ve B) SAA-E-P5. Oklar: hiicrelerden ¢ikan sitoplazmik uzantilar (H+E, 40X).

41
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4.2. Proliferasyon Degerlendirmesi

izole edilen iGK-MKH’lerinin proliferasyon hizlari, iki pasaj arasindaki
katlanma siiresinin hesaplanmasi ile belirlenmistir. Her bir iGK-MKH grubu i¢in
poplilasyon katlanma siireleri (PKS’leri) ilerleyen pasajlarda inigli ¢ikish bir egilim
gostermekte olup, gruplar arasinda belirgin bir orada farklilik izlenmemistir (Sekil 4-10
ve Tablo 4-1). Ayrica her bir grubun PKS’leri erken (P1-P2, P2-P3, P3-P4) ve gec (P4-
P5, P5-P6, P6-P7) donemler altinda izlendiginde; PVA-E, IVA-E, IVA-D ve SAA-D
gruplarinda erken déonem PKS’leri ge¢ donem PKS’den daha az iken, SAA-E ve PVA-
D gruplarinda ise ge¢ donem PKS’leri erken donem PKS’den daha az oldugu
gozlenmistir (Tablo 4-2).

Popiilasyon katlanma siiresi & Pasaj sayisi
PVAE IVA-E SAAE PVA-D —IVAD SAA-D

[ ]
=]
=]
=]

L

150,0

100,0 \

50,0

Katlanma siiresi (saat)

0.0
1P-2P 2P-3P 3P-4P 4P-5P SP-6P 6P-7P
Pasaj sayis1

Sekil 4-10: Farkh iGK-MKH’lerin ilerleyen pasajlardaki katlanma siiresindeki degisimi.

Tablo 4-1: Farkh iGK-MKH’lerin ilerleyen pasajlardaki katlanma siireleri (saat olarak).

1P2P  2P-3P  3P-4P  4P-5P  5P-6P  6P-7P
PVA-E  1087*  725%  102,7*  905%  88,6**  1255%*
IVA-E 732 758*% 1368  934**  773**  130,8**
SAA-E 99,4%  143,5%  120,0%%*  950%*  790%*  73,0%*
PVA-D 91,9%  71,3*  1404*  78,0%*  974%*  g2,8%*
IVA-D 550%  852*% 1046 120,6%* 1145%*  60,7**
SAA-D 56,6  67,0%%*  73.9%%%  730%%  1399%%  124,3%*

*** 4 farkli ornekten elde edilen analizin ortalamasi.
** 3 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.

* 2 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.
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Tablo 4-2: Farkh iGK-MKH gruplarinin erken (P1-P4) ve ge¢ donemdeki (P4-P7) ve genel
(P1-P7) PKS’lerinin ortalamalar (saat olarak).

Erken donem ortalama PKS (s) Ge¢ donem ortalama PKS (s) Ortalama PKS (s) £

+Standart hata (s) + Standart hata (s) Standart hata (5)
PVA-E 94,6+11,2 101,5+ 12,0 98,14£7,5
IVA-E 95,3+20,8 100,5+15,9 97,9+11,7
SAA-E 121,0+£12,8 82,3+6,6 101,6+10,8
PVA-D 101,2+20,5 86,145.8 93,6+10,1
IVA-D 81,9+£14,2 101,6+£20,9 91,8+12,1
SAA-D 66,245,1 112,7£19,9 89,4+13,9

Enzimatik ve doku eksplant1 yontemlerinde ilk fibroblast benzeri morfolojide
hiicrelerin goézlenmesi i¢in gecen siireler karsilastirildiginda; enzimatik yontemde
hiicrelerin daha erken gozlendigi tespit edilmistir (Tablo 4-3 ve Sekil 4-12). Ancak
aralarindaki fark istatistiksel anlamda 6nemli degildir (Sekil 4-11).

Tablo 4-3: Enzimatik ve doku eksplant1 yontemleriyle incelenen 6rneklerde ilk hiicrelerin
ortaya ¢cikma siiresi (giin olarak).

Ik hiicrenin ortaya cikma siiresi IVA-D Ik hiicrenin ortaya cikma siiresi
(giin) = Standart hata (giin) (giin) = Standart hata (giin)
I-IVA-E 11 I-IVA-D 13
I-IVA-E 10 II-IVA-D 10
I-1VA-E 10 I-IVA-D 13
IV-IVA-E 6 IV-IVA-D 6
I-PVA-E 12 I-PVA-D 13
I-PVA-E 11 1I-PVA-D 9
I1-PVA-E 8 111-PVA-D 13
IV-PVA-E 6 IV-PVA-D 6
I-SAA-E 12 I-SAA-D 19
II-SAA-E 11 II-SAA-D 14
I11-SAA-E 10 I11-SAA-D 13
IV-SAA-E 6 IV-SAA-D 6

Ortalama 9,4+0,7 Ortalama 11,3+ 1,1
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IIk hiicrenin gozlenme siiresi
1 EEnzimatik EDoku eksplanfi
#
12
10
é‘ 8
£ 6
@]
4
2
0 ra—r
Enzimatik Doku eksplanti

Sekil 4-11: Enzimatik ve doku eksplanti yontemleri ile ilk hiicrelerin gozlenme siirelerinin
ortalamalari ve standart sapmalarinin grafiksel analizi (*p>0,05).

Sekil 4-12: Enzimatik ve doku eksplant1 yontemleri ile elde edilen primer hiicrelerin (PO)
invert mikroskop ile ¢ekilen goriintiileri.

A) Enzimatik yontem, B) Doku eksplantt. GK: G6bek kordonu. (20x)
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4.3. Flow Sitometrik Bulgular

IVA-D, PVA-D, SAA-D, IVA-E, PVA-E ve SAA-E gruplarinda, izole edilen
IGK-MKH’lerinde, CD34, CD45 hematopoetik kok hiicre yiizey belirteglerinin ve
CD44, CD90 mezenkimal kok hiicre belirteglerinin ekspresyon seviyeleri farkli
pasajlarda (P3, P5, P7) flow sitometrik yontemle belirlendi. Belirlenen yiizey
belirteglerinin ekspresyon seviyeleri, nokta alan (dot blot) grafikleri (Sekil 4-13, Sekil
4-14 ve Sekil 4-15), sayisal olarak (Tablo 4-4) ve karsilastirmali grafikler (Hata!
Basvuru kaynagi bulunamadi., Sekil 4-17, Sekil 4-18, Sekil 4-19, Sekil 4-20, Sekil
4-21, Sekil 4-22, Sekil 4-23 ve Sekil 4-24) ile gosterilmistir.

Tablo 4-4: iIGK-MKH’lerinin CD34, CD44, CD45 ve CD90 ekspresyonlarinin flow

sitometrik analizleri

CD349% | CD45% | CD44% | CD90 %
IVA-E-P3 0,79*** 10,23** 99,5*** 97,23***
IVA-D-P3 1,85*** 10,67** 98,05*** 97,4***
PVA-E-P3 1,4%** 7,10** 98,15*** | 08 23***
PVA-D-P3 1,7%** 12,30** 97,0%** 96,88***
SAA-E-P3 1,1%** 20,47** 97,1%** 99,63***
SAA-D-P3 0,98*** 11,93** 98,73*** | Q9 83***
IVA-E-P5 1,43** 11,47** 97,4** 99,67**
IVA-D-P5 1,25* 14,65* 97,6* 99,8*
PVA-E-P5 1,47%* 13,97** 97,3** 99,7**
PVA-D-P5 3,25* 18,2* 93,5* 96,7*
SAA-E-P5 6,93* 15,25* 96,73* 99,67*
SAA-D-P5 2,80* 20,3* 91,95* 99,85*
IVA-E-P7 2,15* 11,8* 99,7* 99,8*
IVA-D-P7 0,1* 4,2* 99,85* 99,9*
PVA-E-P7 0,6* 4,6* 99,8* 99,9*
PVA-D-P7 2,3* 3,5* 99,8* 99,8*
SAA-E-P7 0,35* 2,45* 99,65* 99,85*
SAA-D-P7 3,35* 2,3* 99,75* 98,95*

**% 4 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.

** 3 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.

* 2 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.

Izole edilen iGK-MKH’leri gruplarmin her bir belirteg igin farkli pasajlardaki [3.
pasaj (Sekil 4-13), 5. pasaj (Sekil 4-14) ve 7. pasaj (Sekil 4-15)] flow sitometrik

analizlerinin representatif nokta alan (dot blot) grafikleri ile gosterimi.
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Sekil 4-13: Farkl iGK-MKH’leri gruplarinin 3. pasajinda yapilan flow analizlerinin nokta
alan (dot blot) grafikleri.

A) IVA-D-P3, B) IVA-E-P3, C) PVA-D-P3, D) PVA-E-P3, E) SAA-D-P3, F) SAA-E-P3.
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Sekil 4-14: Farkh iGK-MKH’leri gruplarimin 5. pasajinda yapilan flow analizlerinin nokta
alan (dot blot) grafikleri.

A) IVA-D-P5, B) IVA-E-P5, C) PVA-D-P5, D) PVA-E-P5, E) SAA-D-P5, F) SAA-E-P5.
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Sekil 4-15: Farkh iGK-MKH’leri gruplarinin 7. pasajinda yapilan flow analizlerinin nokta
alan (dot blot) grafikleri.

A) IVA-D-P7, B) IVA-E-P7,C) PVA-D-P7, D) PVA-E-P7, E) SAA-D-P7, F) SAA-E-P7.
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[zole edilen farkli iGK-MKH’lerindeki CD34, CD44, CD45 ve CD90
ekspresyonlari, 3.P (Hata! Basvuru kaynagi bulunamadi) 5.P (Sekil 4-17) ve
7.P’larda (Sekil 4-18) kendi arasinda karsilagtirilmistir. Goriilecegi tizere CD34, CD44
ve CD90 ekspresyonlari arasinda belirgin bir fark olmayip, CD34 ekspresyon seviyesi
genel olarak % 3’ln altinda, CD44 ve CD90 ekspresyon seviyesi ise genel olarak
%97’nin tizerindedir. Diger taraftan CD45 ekspresyon seviyeleri, gruplar ve pasajlar

arasinda degiskenlik gostermektedir.

3. Pasaj'daki CD34,CD44,CD45 ve CD90 ekspresyon seviyeleri (%)
HCD34% =CD44% mCD90% mCD45%

Exx
100,00 s EEE ok E

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
oo B s

IVAEP3 IVADP3 PVAEP3 PVADP3 SAAFEP3 SAADP3
iGK-MKH gruplar

EKkspresyon seviyeleri (%)

Sekil 4-16: 3. Pasajdaki farkli iGK-MKH gruplarinin CD34, CD44, CD45 ve CD90
ekspresyon seviyeleri.

*** 4 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.

** 3 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.

* 2 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.



5. Pasaj'daki CD34,CD44,CD45 ve CD90 ekspresyon seviyeleri (%o)
HCD34% #nCD44% mCD90 % mCD45%
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. . ot g FEE .t #
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Sekil 4-17: 5. Pasajdaki farkh iGK-MKH gruplarimin CD34, CD44, CD45 ve CD90

ekspresyon seviyeleri.

7. Pasaj'daki CD34,CD44,CD45 ve CD90 ekspresyon seviyeleri (%0)
HCD34% #"CD44% mCD%0% ®mCD45%
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iGK-MKH gruplar:
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Ekspresyon seviyeleri (%)
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Sekil 4-18: 7. Pasajdaki farkh iGK-MKH gruplarimin CD34, CD44, CD45 ve CD90

ekspresyon seviyeleri.
*** 4 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.
** 3 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.

* 2 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.
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izole edilen her bir iGK-MKH grubunun [IVA-E (Sekil 4-19), IVA-D (Sekil
4-20), PVA-E (Sekil 4-21), PVA-D (Sekil 4-22), SAA-E (Sekil 4-23) ve SAA-D (Sekil
4-24)] CD34, CD44, CD45 ve CD90 ekspresyon seviyelerinin, ilerleyen pasajlar (P3-
P5-P7) ile birlikte degisiminin grafiksel gosteriminden goriilecegi lizere, artan pasaj

sayst ile birlikte belirgin bir fark gézlenmemistir.

IVA-E iGK-MKH'leri icin CD34, CD44, CD45ve CD90
ekspresyon seviyelerinin degisimi
ECD34% #CD44% HECD90% HECD45%
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IVA-E-P3 IVA-E-PS IVA-E-P7
Pasaj sayisi

Sekil 4-19: IVA-E grubu iGK-MKH’lerindeki CD34, CD44, CD45 ve CD90 ekspresyon

seviyelerinin P3, P5 ve P7 pasajlarinda degisimleri.

*** 4 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.

** 3 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.

*

2 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.



IVA-D iGK-MKH'leri icin CD34, CD44, CD45ve CD90
ekspresyon seviyelerinin degisimi
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Sekil 4-20: IVA-D grubu iGK-MKH’lerindeki CD34, CD44, CD45 ve CD90 ekspresyon

seviyelerinin P3, P5 ve P7 pasajlarinda degisimleri.

PVA-E iGK-MKH'leri icin CD34, CD44, CD45 ve CD90
ekspresyon sevivelerinin degisimi
HCD34% #©mCD44% mCD90% mCD45%
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Sekil 4-21: PVA-E grubu iGK-MKH’lerindeki CD34, CD44, CD45 ve CD90 ekspresyon

seviyelerinin P3, P5 ve P7 pasajlarinda degisimleri.
*** 4 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.
** 3 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.

* 2 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.



PVA-D iGK-MKH'leri icin CD34, CD44, CD45ve CD90
ekspresyon seviyelerinin degisimi
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Sekil 4-22: PVA-D grubu iGK-MKH’lerindeki CD34, CD44, CD45 ve CD90 ekspresyon

seviyelerinin P3, P5 ve P7 pasajlarinda degisimleri.

SAA-E iGK-MKH'leri icin CD34, CD44, CD45ve CD90
ekspresyon seviyelerinin degisimi
HCD34% ®wCD44% mCD9 % mCD45%
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Sekil 4-23: SAA-E grubu iGK-MKH’lerindeki CD34, CD44, CD45 ve CD90 ekspresyon

seviyelerinin P3, P5 ve P7 pasajlarinda degisimleri.
*** 4 farkli ornekten elde edilen analizin ortalamasi.
** 3 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.

* 2 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.



100,00
90,00

& 80,00

T

£ 70,00

A

= 60,00

-+

w2

£ 50,00

:‘

g 40,00

w

-

=

30,00

SAA-D iGK-MKH'leri icin CD34, CD44, CD45 ve CD90
ekspresyon seviyelerinin degisimi
ECD34% #CD44% mECD90% mCD45%

L]

EE L * #
®
*
+ ¥
= * *
0.00 —sEi— —— L

SAA-D-P3 SAA-D-PS SAA-D-P7
Pasaj sayisi

54

Sekil 4-24: SAA-D grubu iGK-MKH’lerindeki CD34, CD44, CD45 ve CD90 ekspresyon
seviyelerinin P3, P5 ve P7 pasajlarinda degisimleri.

*** 4 farkli ornekten elde edilen analizin ortalamasi.

** 3 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.

*

2 farkli 6rnekten elde edilen analizin ortalamasi.
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4.4. Gegirimli Elektron Mikroskobu Bulgular:

izole edilen iGK-MKH’leri gruplarindan, IVA, PVA ve SAA alanlardan izole
edilen iIGK-MKH’lerinin 3. ve 5. pasajlarindaki ultrastriiktiirel morfolojileri genel
olarak degerlendirildiginde; lobiiler yapidaki nukleusun 6kromatik karakterde olup bir
ya da iki nukleolus icerdigi, derin invajinasyonlar yapan nukleus membranin altinda
aralikli yerlesim gosteren ince heterokromatik materyal ayirt edildi. Ayrica, her hiicrede
farkli boylarda ve yogunluklarda mikrovillus benzeri uzantilar (MU) ve filopodyum
uzantilar1 (FU), oval ya da uzun morfolojide mitokondri, graniilli endoplazmik
retikulum (GER) yapilari izlendi (Sekil 4-25).

Diger taraftan, bazi 1GK-MKH’leri gruplar1 ve pasajlar1 arasinda, degisen
sayilarda, otofajik ve endositotik vezikiil (OEV) yapilari, vakuol yapilar1 (VY), glikojen
graniilleri (GG), genislemis graniilli endoplazmik retikulum (gGER) yapilari,
mikrovillus benzeri yapilar igeren intrasitoplazmik luminal alanlar (MISL) ve lipit
damlaciklar1 (LD) ayirt edilmistir. Bu yapilarin miktarlari, semi-kantitatif olarak
degerlendirilmistir (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: izole edilen iGK-MKH’lerinde ayirt edilen yapilarin miktarlarinin semi-
kantitatif olarak degerlendirilmesi.

MU FU OEV GG MISL LD \A4 gGER
IVA-3 + - + ++ ++ + ++ +++
PVA-3 ++ + +++ ++ - + ++ +
SAA-3 + + ++ + - - ++ ++
IVA-5 + + + ++ + + ++
PVA-5 + + ++ + - + + ++
SAA-5 + + ++ ++ - + + +

+++ Cok yogun
++ Orta yogun

+ Az yogun
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Sekil 4-25: izole edilen iGK-MKH’lerinin genel morfolojisi.

A) Genel goriiniim, 5000x, B) iGK-MKH’lerinde ayirt edilen ortak yapilar; 6kromatik nukleus (N), nukleolus (Nc),
membran alt1 heterokromatik materyal (oklar) genislemis graniillii endoplazmik retikulum (gG), mitokondriyon (Mt),
mikrovillus benzeri uzanti (Mv), vakuol (V), otofajik ve endositotik vezikiiller (*) ve glikojen graniilleri (GG) 7500x.
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IVA’dan izole MKH’lerin 3. pasaj ultrastriiktiirel morfolojisi incelendiginde,
yukarida belirtilen genel Ozelliklerin yaninda, mikrovillus benzeri yapilar iceren
intrasitoplazmik luminal alanlar, ¢ok sayida genislemis graniillii endoplazmik retikulum
yapilari, orta seviyede glikojen graniilleri ve lipit damlaciklari, az sayida mikrovillus
benzeri uzantilar ve otofajik ve endositotik vezikiiller, ¢ok az sayida filopodyum
uzantilar1 gézlenmistir (Tablo 4-5, Sekil 4-26).

Sekil 4-26: 3. Pasaj IVA-MKH’lerinin ultrastriiktiirel morfolojisi.

Okromatik nukleus (N), nukleolus (Nc), membran alti heterokromatik materyal (oklar), genislemis graniillii
endoplazmik retikulum (gG), mitokondriyon (Mt), mikrovillus benzeri uzant: (Mv), vakuol yapilar1 (V), otofajik ve
endositotik vezikiiller (*), mikrovillus benzeri yapilar igeren intrasitoplazmik luminal alanlar (MISL), lipit
damlaciklar1 (LD) ve glikojen graniilleri (GG). A) Genel goriiniim, 5000x, B) 15000x, C) 30000x, D) 20000x.
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PVA’dan izole MKH’lerin 3.pasaj ultrastriiktiirel morfolojisi incelendiginde,
yukarida belirtilen genel oOzelliklerin yaninda, ¢ok sayida otofajik ve endositotik
vezikiiller, orta seviyede glikojen grantilleri ve mikrovillus benzeri uzantilar, az sayida
genislemis graniillic endoplazmik retikulum yapilari, lipit damlacigi, vakuol yapilar1 ve
filopodyum uzantilart ayirt edilmistir. Mikrovillus  benzeri yapilar iceren

intrasitoplazmik luminal alan izlenmemistir. Ayrica bu grupta otofajik ve endositotik

vezikiillerin lizozomlar ile birlestikleri evreye (Sekil-27-D) ait yapilar daha belirgin
olarak gozlenmistir (Tablo 4-5, Sekil 4-27).

04'
)

Sekil 4-27: 3. Pasaj PVA-MKH’lerinin ultrastriiktiirel morfolojisi.

Okromatik nukleus (N), nukleolus (Nc), membran alti heterokromatik materyal (oklar) genislemis graniillii
endoplazmik retikulum (gG), mitokondriyon (Mt), mikrovillus benzeri uzanti (Mv), vakuol yapilar1 (V), otofajik ve
endositotik vezikiiller (*), lipit damlaciklar1 (LD), filopodyum (F) glikojen graniilleri (GG). A) Genel goriiniim,
10000x, B) 15000x%, C) 10000x, D) 30000x.
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SAA’dan izole MKH’lerin 3. pasaj ultrastriiktiirel morfolojisi incelendiginde,
daha once belirtilen genel 6zelliklerin yaninda, orta seviyede vakuol yapilari, otofajik ve
endositotik vezikiiller ve genislemis graniillii endoplazmik retikulum, az sayida
mikrovillus benzeri uzantilar, filopodyum uzantilar1 ve glikojen graniilleri ayirt
edilmistir. Mikrovillus benzeri yapilar iceren intrasitoplazmik luminal alanlar ve lipit

damlaciklari izlenmemistir (Tablo 4-5, Sekil 4-28).

Sekil 4-28: 3. Pasaj SAA-MKH’lerinin ultrastriiktiirel morfolojisi.

Okromatik nukleus (N), nukleolus (Nc), membran alti heterokromatik materyal (oklar) genislemis graniillii
endoplazmik retikulum (gG), mitokondriyon (Mt), mikrovillus benzeri uzant1 (Mv), filopodyum (F), vakuol yapilari
(V), otofajik ve endositotik vezikiiller (*) ve glikojen graniilleri (GG). A) Genel goriiniim, 6000x, B) 15000x, C-a)
25000x C-b) 10000x, D) 20000x.
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IVA’dan izole MKH’lerin 5. pasaj ultrastriiktiirel morfolojisi incelendiginde,
yukarida belirtilen genel Ozelliklerin yaninda, orta seviyede geniglemis graniillii
endoplazmik retikulum yapisi, glikojen graniilleri ve vakuol yapilari, az miktarda
mikrovillus benzeri uzantilar, filopodyum uzantilari, otofajik ve endositotik vezikiiller
ve lipit damlaciklart ayirt edilmistir (Tablo 4-5, Sekil 4-29).

‘-
V)
S

TSR e Sl
R

Sekil 4-29: 5. Pasaj IVA-MKH’lerinin ultrastriiktiirel morfolojisi.

Okromatik nukleus (N), nukleolus (Nc), membran alti heterokromatik materyal (oklar) genislemis graniillii
endoplazmik retikulum (gG), mitokondriyon (Mt), mikrovillus benzeri uzant1 (Mv), filopodyum (F), vakuol yapilari
(V), otofajik ve endositotik vezikiiller (*), lipit damlaciklar1 (LD) ve glikojen graniilleri (GG). A) Genel goriiniim,
75000x, B) 25000%, C) 20000x, D) 15000x.



61

PVA’dan izole MKH’lerin 5. pasaj ultrastriiktiire] morfolojisi incelendiginde,
yukarida belirtilen genel Ozelliklerin yaninda, orta seviyede genislemis graniillii
endoplazmik retikulum yapisi, otofajik ve endositotik vezikiiller ve vakuol yapilari, az
miktarda mikrovillus benzeri uzantilar, filopodyum uzantilari, glikojen graniilleri ve
lipit damlaciklar ayirt edilmistir (Tablo 4-5, Sekil 4-30).

Sekil 4-30: 5. Pasaj PVA-MKH’lerinin ultrastriiktiirel morfolojisi.

Okromatik nukleus (N), nukleolus (Nc), membran alti heterokromatik materyal (oklar) genislemis graniillii
endoplazmik retikulum (gG), mitokondriyon (Mt), mikrovillus (Mv), filopodyum (F), vakuol yapilar1 (V), otofajik ve
endositotik vezikiiller (*), lipit damlaciklar1 (LD) ve glikojen graniilleri (GG). A) Genel goriiniim, 15000x, B)
15000x, C) 15000x, D) 25000x.
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SAA’dan izole MKH’lerin 5. pasaj ultrastriiktiirel morfolojisi incelendiginde,
yukarida belirtilen genel Ozelliklerin yaninda, orta seviyede glikojen graniilleri ve
otofajik ve endositotik vezikiiller, az miktarda mikrovillus benzeri uzantilar, filopodyum
uzantilari, genislemis GER yapisi, lipit damlaciklar1 ve vakuol yapilari izlenmistir

(Tablo 4-5, Sekil 4-31).

Sekil 4-31: 5. Pasaj SAA-MKH’lerinin ultrastriiktiirel morfolojisi.

Okromatik nukleus (N), nukleolus (Nc), membran alti heterokromatik materyal (oklar) genislemis graniillii
endoplazmik retikulum (gG), mitokondriyon (Mt), mikrovillus benzeri uzant1 (Mv), filopodyum (F), vakuol yapilar
(V), otofajik ve endositotik vezikiiller (*), lipit damlaciklar1 (LD) ve glikojen graniilleri (GG). A) Genel goriiniim,
6000x, B) 25000x, C) 12000x, Da) 25000x Db) 25000x.
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5. TARTISMA

GK diger MKH kaynaklar ile karsilastirildiginda, izole edilen MKH’lerinin
yiiksek proliferasyon ve farklilasma kabiliyeti, GK’nun atilan biyolojik bir doku olmasi
ve invaziv yontem gerektirmemesi gibi Ozellikleriyle oldukca avantajli bir kaynaktir
(Baksh ve ark. 2007; Venugopal ve ark. 2011). Bu c¢alismada iGK’nun ii¢ farkli
bolgesinden, -PVA, IVA ve SAA- iki farkli yontem kullanilanilarak —enzimatik (E) ve
doku eksplant1 (D)- izole edilen hiicrelerin karsilastirmali karakterizasyonu ile GK’nun
MKH kaynagi bakimindan en uygun bolgesinin ve izolasyon yonteminin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu baglamda, flow sitometrik analiz, 1s1tk ve elektron mikroskobik

inceleme ve proliferasyon degerlendirmelerinden faydalanilmistir.

Izole edilen hiicrelerin hematoksilen ve eozin (H+E) ile boyanmas: sonrasinda
¢ekilen fotograflarda goriilecegi iizere, genel itibariyle ii¢ farkli hiicre tipi karakterize
edilmistir, bunlar aktif fibroblast benzeri (yildizs1 —stellat- hiicre morfolojisi), fuziform
(igsi) sekilli ve oval (yuvarlak) hiicre morfolojileridir. izole edilen iGK-MKH’lerinin
erken donemdeki (P1, P2 ve P3) morfolojisi fibroblast benzeri hiicre morfolojisi olup
MKH’lerinin tanimlayict karekteristiklerinin birisi olan plastik flask {izerine adezyon
kabiliyeti gostermektedirler. Ge¢ donemde ise hiicrelerin genel itibariyle fuziform
morfoloji kazandiklar1 gozlenmistir. Bu durum hiicrelerin erken donemde aktif
fibroblast morfolojisi ile uyumlu, ge¢ donem de ise inaktif fibroblast karakteri ile

uyumlu morfolojiye sahip oldugunu gostermektedir (Ravikanth ve ark. 2011).

Prockop ve grubu tarafindan yapilan arastirmalarda, Ki’nden izole edilen
MKH’lerinde en az iki farkli hiicre morfolojisi — hizli prolifere olan kiiciik yuvarlak ya
da igsi hiicre mofolojisi (RS) ve yavas prolifere olan genis kiibik ya da yass1 hiicre
morfolojisi (FC) tanimlanmistir. Bu baglamda, tanimladigimiz, dallanmis fibroblast
benzeri ve fuziform (igsi) hiicre morfolojileri, Prockop ve grubu tarafindan tanimlanan
RS-MKH morfolojisi ile oval-yuvarlak hiicre morfolojisi ise FC-MKH ile oldukc¢a
benzerlik gostermektedir (Colter ve ark. 2001; Sekiya ve ark. 2002).

Izole edilen iGK-MKH’leri gruplarinda ge¢ dénemlerde bazi hiicrelerin gesitli
boyutlarda ve sayida sitoplazmik uzantilara sahip oldugu gézlenmistir. Bu sitoplazmik

uzantilarin diisiik yogunlukta hiicreler arasi etkilesimde rolii oldugu diistiniilmektedir.
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Hendijani ve ark. tarafindan yapilan arastirmada, doku eksplanti yontemi ile Wharton
jelinden ve tim GK’ndan izole edilen MKH’lerin diisik yogunlukta, sitoplazmik
uzantilar yaptiklar1 gézlemlenirken, yiiksek yogunlukta ise birbirlerine paralel uzanacak

sekilde diizenlendikleri gézlenmistir (Hendijani ve ark. 2014).

Hiicrelerin %90 gibi yiiksek yogunluga erismesini takiben sayilmasi sonrasinda,
hiicre sayisinin ilerleyen pasajlarda, ilk pasajlara gore oldukga diisiik oldugu
gbzlenmistir; bu durum hiicrelerin boyutlarinin artmasi ile iligskilendirilebilir. Mediana
ve ark. tarafindan yapilan arastirmada, iGK-MKH’lerinin boyutlarindaki artis,
hiicrelerin yaglanmaya (B-galaktosidaz ile pozitif reaksiyon vermesi) baslamasiyla
iliskilendirilmistir (Mediana ve ark. 2015). Bu degisiklikler 10. ve 17. pasajlar arasinda
tanimlanmistir. Ancak ¢alismamizda, 1. ve 7. pasajlar, erken (1-3. pasajlar) ve ge¢ (4-
7.pasajlar) donemler altinda tanimlanmistir ve ayrica hiicrelerin fuziform (igsi) hiicre
morfolojisi kazanmast da goz Oniinde bulunduruldugunda, gézlemlenen boyut artisi

yaslanma ile iligkilendirilmemistir.

izole edilen iIGK-MKH’lerinin proliferasyon hizlar, iki pasaj arasindaki
popiilasyon katlanma siiresinin (PKS’nin) hesaplanmasi ile degerlendirilmistir. Her bir
IGK-MKH grubu i¢in PKS’leri ilerleyen pasajlarda inisli ¢ikisl bir egilim gostermekte
olup, gruplar arasinda belirgin oranda fark goriilmemistir. Ayrica her bir grubun
PKS’leri erken (P1-P2, P2-P3, P3-P4) ve ge¢ (P4-P5, P5-P6, P6-P7) donemler altinda
izlendiginde; PVA-E, IVA-E, IVA-D ve SAA-D gruplarinda erken déonem PKS’leri geg
donem PKS’lerinden daha az iken, SAA-E ve PVA-D gruplarinda ge¢ donem PKS’leri
erken donem PKS’lerinden daha az oldugu gozlenmistir. Mediana ve ark. tarafindan
yapilan calismada da, a-MEM-%10’luk plateletten zengin plazma (PRP) icinde
kiiltiirlenen iGK-MKH’leri 17. pasaja kadar takip edilmistir ve ilerleyen pasajlarla
birlikte PKS’lerinin artifi yani proliferasyon kapasitelerinin azaldigi gozlenmistir
(Mediana ve ark. 2015). Subramanian ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, Wharton
jelinden izole elde edilen MKH’lerin, amniyon membranindan, SAA’dan ve PVA’dan
izole edilen MKH’lere oranla daha yiiksek proliferasyon hizina sahip oldugu
gosterilmistir (Subramanian ve ark. 2015). Bu noktada pasaj sayisinin artirilmas,
proliferasyon hizlarmin kariglastirilmasinda daha isabetli sonug elde edilmesi agisindan

onemlidir.
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Nanaev ve ark. yaptiklari ¢aligma sonucunda, amniyotik ve IVA’dan izole edilen
MKH’lerin PVA’dan izole edilen MKH’lerden daha immatiir hiicreler oldugunu ve
proliferasyon kabiliyetlerini daha uzun siire koruyabildiklerini ve PVA-MKH’lerinin
yiiksek oranda farklilasmis miyofibroblastlardan olustugunu ileri siirmiistiir (Nanaev ve
ark. 1997). Ancak yapmis oldugumuz bu ¢alismada; GK’nun {i¢ farkli bélgesinden izole
edilen MKH’lerin proliferasyon kabiliyeti agisindan belirgin farkliliklarinin olmadigi

gozlenmistir.

Hiicrelerin proliferasyon hizi, izolasyonunda kullanilan enzim ¢esidine, kiiltiir
medyumuna, ekim ve pasaj siireleri arasinda gegen zamana ve baslangingta ekilen hiicre
yogunluguna bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Literatiiredeki g¢aligmalardaki
ayni dokudan izole edilen MKH’lerin farkli proliferasyon karakterleri gostermesi bu
faktorlere bagli olarak ortaya ¢ikan degiskenliklerdir (Mediana ve ark. 2015). Ayni
sekilde bahsi gecen faktorlerden hiicrelerin morfolojileri de etkilenmektedir; Fong ve
ark. tarafindan yapilan arastirmada, iEKH medyumu igeren ortamda Wharton jelinden
izole edilen kok hiicrelerin epiteloid hiicre morfolojisindeyken, GK-MKH medyumu
icerisinde kisa fibroblast benzeri hiicre morfolojisinde oldugu gosterilmistir (Fong ve
ark. 2007).

Enzimatik ve doku eksplanti yontemlerinde ilk fibroblast benzeri morfolojide
hiicrelerin gozlenmesi i¢in gecen slireler karsilastirildiginda; enzimatik yontemde
hiicrelerin daha erken gozlendigi tespit edilmistir ancak aralarindaki fark istatistiksel
olarak onemli degildir. Gruplar arasinda PKS’lerinin de arasinda da belirgin bir fark
gostermedigi  diisiiniildiigiinde, 1GK-MKH’lerinin izolasyonunda doku eksplanti
yonteminin kullanilmasi, hiicre membranina zarar verme riski tagiyan enzimatik
yontemden daha avantajli goziikmektedir. Diger taraftan, Han ve ark.’nin yaptigi
arastirmada, enzimatik yontem (%0,1 kolajenaz IV+tripsin) ile iIGK-MKH’lerinin
izolasyonu i¢in gerekli zamanin doku eksplantindan daha kisa oldugu ancak doku
eksplanti ile elde edilen iGK-MKH’lerinin PKS’lerinin daha kisa oldugu gosterilmistir
(Han ve ark. 2013).

Her bir ornek tek tek incelendiginde, hiicrelerin ilk gozlenme siireleri, GK
ornekleri arasinda farklilik gostermektedir, bu baglamda gozlemlenen farkliliklarin,
izolasyon igin kullanilan protokoliin yani sira, kalitsal farkliliklardan da kaynaklanma

olasiligimi diisiindiirmektedir (Paladino ve ark. 2015).
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Uciincii olarak flow sitometrik analiz ile GK’nunun farkli bélgelerinden iki
farkli yontem ile izole edilen iGK-MKH’lerinin CD34, CD44, CD45 ve CD90 yiizey
belirteg ekspresyon seviyelerine bakilmistir. CD34 HKH belirteci olup hiicre
adezyonunu engelledigi ve hiicrelerin yuvarlaklasmasini ve mikrovillus olusturmasini
indiikledigi gosterilmistir (Ohnishi ve ark. 2013). IGK-MKH’leri gruplarindaki CD34
ekspresyon seviyeleri, SAA-E-P5 haricinde ilerleyen pasajlar da dahil %3 seviyesinin
altinda kalmistir. Bu bulgu izole edilen hiicrelerdeki HKH oraninin oldukg¢a diisiik

seviyede oldugunu gostermektedir.

Flow sitometrik analiz ile ekspresyon seviyesine bakilan bir diger belirtec ise
CD45 (tirozin fosfotaz) transmembran proteinidir. CD45 de HKH belirtecidir ve lenfosit
aktivasyonunu ve proliferayonunu kontrol etmektedir (Maleki ve ark. 2014). CD45
ekspresyonu gruplar arasinda ve pasajlar arasinda degiskenlik gostermektedir ve genel
olarak %2 ile %21 arasinda degismektedir. CD45 ekspresyonundaki bu yiiksek oran,
izole edilen MKH’lerin HKH’leri de igerdigini gostermektedir. Maleki ve ark.
tarafindan yapilan arastirmada ise, testis biyopsilerinde, ovaryumdan, kil folikiillerinden
ve Wharton jelinden izole edilen MKH’lerinin %8 ile %26 arasinda degisen CD45
ekspresyon seviyelerine sahip oldugu gosterilmistir (Maleki ve ark. 2014). Ayrica, Yeh
ve ark. tarafindan yapilan aragtirmada, hematolojik anamolileri olan hastalarin kemik
iliginden izole edilen MKH’lerin ilk pasajlarda CD45 pozitif olduklari, flow sitometrik
ve immiinositokimyasal analizler ile gosterilmis olup, CD45 negatif MKH’lerin
morfolojisine ve farklilagma kabiliyetine sahip olduklar1 gdsterilmistir. Ancak ilerleyen

pasajlar ile birlikte CD45 pozitifligin kayboldugu gézlenmistir (Yeh ve ark. 2005).

CD90 hiicre yiizey glikoproteinidir ve insan MKH belirteglerinden birisidir.
Hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimi yani sira hiicre motilitesinde rol aldig
gosterilmistir. CD44 belirteci de MKH’ler tarafindan eksprese edilen, hiyaliirinat
reseptorii olarak da bilinen hiicre yiizey proteinidir ve hiicre adezyonunda, gégiinde,
proliferasyonunda, apopitozunda ve kok hiicre karakterinin korunmasinda rol
almaktadir (Maleki ve ark. 2014). Calisma gruplarimizdaki iGK-MKH’lerinde CD44 ve
CD90 ekspresyonlari, %92 {izerinde olup genellikle %99 seviyesindedir. Bu bulgular

izole edilen hiicrelerin MKH karakterine sahip oldugunu gostermektedir.

IGK-MKH’lerinin CD34, CD44, CD45 ve CD90 ekspresyon seviyeleri 3. P, 5.

P, ve 7. P’larda karsilastirildiginda belirgin bir fark gézlenmemistir. Diger taraftan, her
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IGK-MKH grubunda CD34, CD44 ve CD90 ekspresyon seviyeleri ilerleyen pasajlarda
belirgin bir degisim gostermemektedir. Ancak CD45 ekspreseyonu her grupta ayni
pasajda genel itibariyle yakin seviyedeyken 7. pasajdaki gruplarda IVA-E haricinde
CD45 ekspresyonunda belirgin bir azalma s6z konusudur. Subramanian ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada da insan gobek kordonunun farkli bolgelerinden izole
edilen MKH’lerde MKH belirtegleri olan CD29, CD44, CD73, CD90 ve HLA-ABC ve
MKH’ler i¢in negatif belirte¢cler olan CD14, CD19, CD34, CD45, CD117

ekspresyonlarinda belirgin bir fark olmadigi gosterilmistir (Subramanian ve ark. 2015).

Flow sitometrik analiz i¢in hiicrelerin hazirlanmasi esnasinda, santrifiij
sonrasinda pellet halinde elde edilen hiicrelerin, iizerlerine antikorlarin eklenmesi
sonrasinda, Yyeniden siispanse edilmesi sirasinda vortek kullanilmasinin pozitif
belirtegler icin antikor-antijen ¢dzlilmesine, negatif belirtecler i¢in ise spesifik olmayan
baglanmalara sebep oldugu goézlenmistir. Bu baglamda, flow sitometrik analiz igin
ornek hazirlanmasi1 sirasinda, Orneklerin vortekslenmeden, nazikce pipetlenerek

siispanse edilmesinin daha uygun oldugu goriilmiistiir.

izole edilen iGK-MKH’lerinin elektron mikroskobik bulgular1 genel olarak
degerlendirildiginde her grupta, lobiiler yapili 6kromatik karakterdeki nukleus, nukleus
membranin altinda aralikli olarak devam eden ince heterokromatik alanlar, bir ya da iki
nukleolus ayirt edilmistir. Ayrica gruplar arasinda degisen miktarlarda, mikrovillus
benzeri uzantilar, filopodyum uzantilari, genislemis graniillii endoplazmik retikulum
(0GER) yapilar1 ve oval ya da uzun mofolojide mitokondri, otofajik ve endositotik
vezikiiller, glikojen graniilleri, lipit damlaciklari, mikrovillus benzeri yapilar igeren

intrasitoplazmik luminal alanlar ve vakuol yapilar1 ayirt edilmistir.

Hiicrelerin genel ultrastriiktiirel morfolojileri, klasik kok hiicre morfolojisi ile ve
Pasquinelli ve ark. tarafindan izole edilen ve “altin standart” olarak kabul edilen Ki-
MKH’lerinin ultrastriiktiirel morfolojisi ile uyum gostermektedir. Bu baglamda genis
okromatik nukleus, belirgin nukleolus, genislemis GER yapilar1 yogun protein sentezi
prolifine isaret etmektedir. Benzer ultrastriiktiirel morfoloji, Ryu ve ark. tarafindan
yapilan ¢aligmada, insan adipoz dokusundan izole edilen MKH’lerinde de izlenmistir

(Ryu ve ark. 2013).
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SAA-3P ve PVA-3P haricindeki gruplarda orta seviyede ozellikle periferal
alanlarda yogunlagsmis glikojen graniilleri birikintileri izlenmistir. Bu noktada
Pasquinelli ve ark. yaptigi arastirmada, koryon membranindan izole ettikleri
MKH’lerinde genislemis GER yapilarinin azligina eslik eden glikojen graniillerinin
bollugu olgunlagsmamis (primitif) MKH karekteri ile iligskilendirilmistir (Pasquinelli ve
ark. 2007). Bu goriis dogrultusunda, PVA-3P ve SAA-5P gruplarinda az sayida, SAA-
3P, IVA-3P ve PVA-5P gruplarinda orta seviyede, IVA-3P grubunda ¢ok sayida
genislemis GER yapilarinin  ayirt  edilmesi, izole ettigimiz 1GK-MKH’lerin
olgunlagmamis hiicrelerden ziyade olgun haldeki MKH’ler oldugunu diisiindiirmektedir.

Otofajik vezikiiller, mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmasi ile
iliskilendirilmistir (Ozen ve ark. 2013). Calismamizda otofajik ve endositotik
vezikiillerin sayilar1 kiyaslandiginda, PVA-3P grubunda ¢ok sayida, SAA-3P, PVA-5P
ve SAA-5P gruplarinda orta seviyede ve IVA-3P ve IVA-5P gruplarinda az sayida

izlenmistir.

IGK-MKH gruplar1 mikrovillus benzeri uzantilarin sayilar1 bakimindan
degerlendirildiginde, PVA-3P grubu hiicrelerinde diger gruplara kiyasla daha fazla
miktarda mikrovillus benzeri uzantilar tespit edilmistir. Zhu ve ark. yaptiklar
caligmada, insan plasentasindan elde edilen MKH’lerinin (iP-MKH’lerinin), iGK-
MKH’lerine gore daha ¢ok miktarda mikrovillus benzeri uzantilara sahip olmalarini, iP-
MKH’lerinin adezyon kabiliyetlerinin iGK-MKH’lerinden daha fazla olmasi ile
iliskilendirilmistir (Zhu ve ark. 2013). Bu baglamda, mikrovilluslarin ¢ok sayida oldugu
PVA-3P hiicrelerinin adezyon kabiliyetlerinin daha fazla oldugu diisiiniilebilir.

Filopodyum uzantilarinin sayilar1 karsilastirildiginda ise, IVA-3P harindeki her
grupta yakin sayida filopodyum wuzantilari ayirt edilmistir. Mikrovillus benzeri
uzantilarda oldugu gibi, FU’lar1 da hiicrelerin adezyon ve ayrica migrasyon kabiliyeti

ile iligkilendirilmistir (Mantovani ve ark. 2012).

Biitiin gruplarda az sayida lipit damlaciklari (6zellikle SAA 3P hiicrelerinde gok
az miktarda) ayirt edilmistir. Mantovani ve ark. tarafindan yapilan arastirmada, yash
sicanlarin adipoz dokusundan izole edilen MKH’lerin geng olanlardakine kiyasla daha

fazla miktarda lipit damlaciklar i¢erdikleri gosterilmistir. Bu baglamda az miktardaki
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lipit damlaciklarinin varligi elde edilen iGK-MKH’lerinin olgunlasmamis hiicreler
oldugunu isaret etmektedir (Mantovani ve ark. 2012).

Varga ve ark. tarafindan yapilan arastirmada, insan adipoz dokusundan izole
edilen MKH’lerin erken (10. pasaj oncesi) ve ge¢ (30. pasaj sonrasi) donem
ultrastriiktiirel morfolojileri degerlendirilmistir. Erken donemde, yiiksek protein sentezi
aktivitesini gosteren ultrastriiktiirel morfoloji ile iligili olarak genis polimorfik
okromatik nukleusta derin invajinasyonlar, nukleus zarina yakin konumlanmis iyi
gelismis GER, Golgi sisternalari, ¢ok sayida lipit damlaciklar1 ve elektron yogun
lameller bodiler (miyelin figlir benzeri) ayirt edilmistir. Diger taraftan, ge¢ donemde
adipoz dokusu MKH’lerinde ¢ok sayida, biiyiikliikleri 1pm kadar ¢ikan, miyelin figiir
benzeri lameller elektron yogun cisimler neredeyse tiim Sitoplazmaya yayildigi ve hiicre
membranindan uzanan ¢ok sayida dallanmis filopodyum benzeri yap1 ayirt edilmistir
(Varga ve ark. 2015). Bu baglamda izole ettigimiz tim iGK-MKH’lerinde ¢ok nadir
miyelin figiir benzeri cisim izlenmistir, bu durum elde edilen iGK-MKH’lerin yaglanma

sirecine girmedigini gostermektedir.

Izole edilen iGK-MKH’leri gruplarinin ultrastriiktiirel analizleri, PVA-3P
hiicrelerinin otofajik ve endositotik vezikiil sayilar1 ve IVA-3P hiicrelerinin genislemis
GER yapilarinin sayilar1 bakimindan diger gruplarindan ayrilmasi haricinde, bu

hiicrelerin genel olarak benzer morfolojilere sahip oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, 151k ve elektron mikroskobik incelemeler, proliferasyon hizlarinin
degerlendirilmesi ve flow sitometrik analizler, GK’nun tamaminin total olarak
kullanilmasinin, spesifik bir bolgeden izolasyona goére, zaman ve sarf edilen efor
bakimindan daha avantajli oldugunu gostermistir. Diger taraftan, izolasyon sirasinda
intervaskiiler ve perivaskiiler alanlarin ayni sekilde intervaskiiler ve subamniyotik
alanlarin birbiri ile ¢apraz kontaminasyonu, elde edilen hiicrelerin belirli bir alana 6zgii
olmasina dolayisi ile eger aralarinda belirgin bir karakteristik fark var ise bunun ortaya
cikmasia engel olabilir. Bu baglamda, bu bdlgelerin daha kesin ve belirgin olarak
ayristirilmast saglayacak teknigin gelistirilmesi bolgelerden izole edilen MKH’lerin
karsilagtirmalarinin daha isabetli yapilabilmesini saglayabilir. Ayica enzimatik ve doku
eksplant1 yontemleri ile izole edilen iGK-MKH’lerinin kendi aralarindaki karsilastirmali
analizleri de, iki yontem arasinda belirgin bir fark olmadiginmi1 gostermistir. Bu noktada

enzimatik yontemde kullanilan enzimlerin hiicre membranina ve iligkili yiizey



70

proteinlerine verecegi muhtemel hasar goz Oniinde bulunduruldugunda, doku
parcalarinin kiiltiir tabagina eklenen medyum ile kalkmasini engelleyecek uygun bir
teknik gelistirildiginde, doku eksplant1 yonteminin daha pratik bir yontem oldugunu

sOylenebiliriz.
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Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali 6gretim
iiyesi Prof. Dr. Meral Koyutiirk danismanhginda yapacak oldugum “insan gobek kordonundan
mezenkimal kok hiicre izolasyonu ve karakterizasyonu” adli yiiksek lisans tez g¢aligmamda,
sezeryan ile dogum yapacak olan goniilliilerden alinacak, tibbi biyolojik atik materyal olan, gébek
kordonlar1 6rnekleri kullanilacaktir.

Goniillii vericilerden alinacak gobek kordonu Srneklerinin, mikroskopik ve histolojik analizler ile
incelenmesi, gobek kordonu stromal hiicrelerinin mezenkimal kék hiicre karakterizasyonunun
yapilmast ve in-vitro ve in-vivo kosullarda farklilasma yeteneklerinin degerlendirilmesi
amaglanmaktadir. Caligma tamamen etik kurallar ger¢evesinde yiiriitiilecek olup, bagka amaglar igin
kullanilmayacaktir.

Arastirmada herhangi bir tedavi edici bir yontem uygulanmayacaktir.
Arastirma sirasinda herhangi bir invazif yontem uygulanmayacaktir.

Goniillii vericiler izin belgesini imzalamig olsalar dahi, ¢alismanin herhangi bir evresinde izinlerini
iptal etme hakkina sahiptirler.

Aragtirmada elektron ve 151k mikroskopik analizler, immunohistokimyasal teknikler ve hiicre
kiiltiirti yontemi kullanilacaktir.

Gobek kordonu ornekleri alinirken, vericilere higbir sekilde farkli bir cerrahi miidahalede
bulunulmayacaktir. Bu nedenle ¢aliymamizin neden olacagi herhangi bir hastalik riski veya hayati
tehlike bulunmamaktadir.

Bu arastirmada, gobek kordonu ve bu dokudan izole edilecek olan mezenkimal kok hiicrelerin
histolojik ve immunohistokimyasal olarak karakterizasyonu ve farklilasma potansiyelleri
degerlendirilmesi klinik arastirmalar i¢in olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Goniilliiye herhangi bir alternatif yontem veya tedavi uygulanmayacaktir.

Goniilliiye herhangi bir iicret 6denmeyecektir.

Goniilliiniin bagh oldugu saglik giivenlik kurumundan (SGK) herhangi bir {icret alinmayacaktir.
Goniilliiye herhangi bir yol yardimi ya da yemek yardimi yapilmayacaktir.

Goniilliiniin arastirmaya katilimi istege bagli olup ve goniillii istedigi zaman, herhangi bir cezaya veya
yaptirima maruz kalmaksizin, higbir hakkimi kaybetmeksizin arastirmaya katilmayr reddedebilir veya
aragtirmadan gekilebilir.

izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Kurum ve diger ilgili saglik otoritelerinin géniilliiniin orijinal
tibbi kayitlarma dogrudan erigimleri bulunabilecektir, ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir, yazili

bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalayan goniillii veya yasal temsilcisi s6z konusu erisime izin
vermis olacaktir.
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Igili mevzuat geregince goniilliiniin kimligini ortaya ¢ikaracak kayitlar gizli tutulacaktir, kamuoyuna
agiklanamayacaktir; aragtirma sonuglarinin yayimlanmast halinde dahi goniilliiniin kimligi gizli kalacaktir.

Aragtirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme istegini etkileyebilecek yeni
bilgiler elde edildiginde goniillii veya yasal temsilcisi zamaninda bilgilendirilecektir.

Goniilliiler +90 542 322 25 33 telefon numarasindan, arastirma hakkinda, kendi haklar1 hakkinda
veya aragtirmayla ilgili herhangi bir advers olay hakkinda giiniin 24 saatinde temasa ge¢me hakkina
sahiptir.

Aragtirmaya katilmasi beklenen goniillii sayis1 20 kisidir.

Goniillilerden elde edilecek gébek kordonu Srneklerinin, mikroskopik ve histolojik analizler ile
incelenmesi, gdbek kordonu stromal hiicrelerinin mezenkimal kok hiicre karakterizasyonunun
yapilmast ve in-vitro ve in-vivo kosullarda farklilasma yeteneklerinin degerlendirilmesi
amaglanmaktadir,

Biyolojik materyallerin analizleri yurtdisinda yapilmayacaktir.

Goniillilerden elde edilen biyolojik materyaller iizerinde genetik arastirma yapilmayacaktir.,

Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum, Bana, yukarida konusu ve amaci
belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen arastirmaci tarafindan yapildi.
Aragtirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi biliyorum.

Stz konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi kabul ediyorum.
Hastanin Adi-Soyadi:

Imzas::

Tarih:

Aragtinicinin Adi-Soyadi: Yiik.Lis.Ogr. Serbay OZKAN

Imzasi:

Tarih:

Sorumlu Tez Danigsmanimin Adi-Soyadi: Prof. Dr. Meral KOYUTURK

Imzas::

Tarih:
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