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OZET

Bashk: Insan Orbital Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerde
(I0A-MKH) Losartan’in Etkilerinin Arastirilmast

Amag: Losartan’in kornea yaralanmalarindan sonra gerceklesen stromal
miyofibroblast olusumunu engelledigi ve antifibrotik 6zellikte oldugu bilinmektedir.
Bu calismada blefaroplasti ameliyat1 sonrasinda atik doku olan insan orbital adipoz
dokudan izole edilen mezenkimal kok hiicreler 1IOA-MKH’ler) ile in vitro oksidatif
stres modeli olusturularak, Losartan’in hiicre canlilik ve proliferasyon, ROS iiretimi
ve li¢ farkli yolak tizerinden fibrozis ile iligkili genlerin ekspresyonu {iizerindeki

etkisinin arastirilmasi1 amaclanmastir.

Yontem: ilk olarak in vitro oksidatif stres modelinde kullanilacak H>O»
konsantrasyonu ve Losartan’in sitotoksik olmayan konsantrasyonu belirlendi.
Olusturulan oksidatif stres modelinde belirlenen Losartan’in konsantrasyonlari analiz
edildiginde oksidatif strese karsi tedavi edici etki gosteren 2, 10, 20 ve 50nM
konsantrasyonlar1 belirlendi. Son asamada oksidatif stres modelinde Losartan’in i0A-
MKH’lerdeki canlilik ve proliferasyon iizerindeki etkisi MTT ile, ROS {iretimi flow
sitometri ile ve fibrozis ile iligkili genlerin ekspresyonuna (TGFBR, cGMP, SIRT1,
AT2, LOX ,VEGF, TGFB1 ve TGFB3) olan etkisi ise Real-Time PCR ile analiz edildi.

Bulgular: Losartan’in iOA-MKH’lerle olusturulan in vitro oksidatif stres
modelinde 72. saatte 2nM, 10nM ve 50nM Losartan konsantrasyonlarmin hiicre
proliferasyonunu arttirdign ve ROS seviyesini diisiirdiigii gézlemlenmistir. In vitro
oksidatif stres modelinde 20nM ve 50nM Losartan konsantrasyonlarinda VEGF
ekspresyonu artarken LOX ekspresyonunun azaldigi gézlemlenmistir. SIRT1 ve AT2R
ekspresyon seviyesi artarken TGFBR’nin Losartan’in tiim konsantrasyonlarinda
overeksprese oldugu gozlemlenmistir. 20nM Losartan konsantrasyonunda cGMP

upregiile olmustur.

Sonu¢: Calismamizin bulgular1 Losartan’in konsantrasyon ve zamana bagh
olarak degisim gosterdigi gézlemlenmistir. Yapilan tez ¢alismasinda in vitro olarak
10A-MK hiicrelerinde Losartan’in antifibrotik etkisini LOX, cGMP, AT2R ve SIRT1

genleri tizerinden gergeklestirebilecegi kanitlanmastir.

Anahtar Kelimeler: mezenkimal kok hiicre, losartan, oksidatif stres, kornea, fibrozis.



ABSTRACT

Title: Investigation of Losartan Effects on Human Orbital Adipose Tissue-Derived

Mesenchymal Stem Cells (hOA-MSCs)

Purpose: Losartan is known to inhibit stromal myofibroblast formation after
corneal injuries and has antifibrotic properties. In this study, we aimed to investigate
the effect of Losartan on cell viability and proliferation, ROS production and
expression of fibrosis-related genes through three different pathways by establishing
an in vitro oxidative stress model with mesenchymal stem cells (iI0A-MSCs) isolated

from orbital adipose tissue, a waste tissue after blepharoplasty surgery.

Methods: First, the concentration of H,O» to be used in the in vitro oxidative
stress model and the non-cytotoxic concentration of Losartan were determined. When
the concentrations of Losartan determined in the oxidative stress model were analyzed,
2nM, 10nM, 20nM and 50nM concentrations showing therapeutic effect against
oxidative stress were determined. In the final stage, the effect of Losartan on the
viability and proliferation of iOA-MSCs in the oxidative stress model was analyzed
by MTT, ROS production was analyzed by flow cytometry and the effect on the
expression of fibrosis-related genes (TGFR, cGMP, SIRT1, AT2, LOX and VEGF)
was analyzed by Real-Time PCR.

Results: Losartan increased cell proliferation and decreased ROS levels at 2nM,
10nM and 50nM Losartan concentrations at 72 hours in the in vitro oxidative stress
model induced by iOA-MSCs. In the in vitro oxidative stress model, VEGF expression
increased and LOX expression decreased at 20nM and 50nM Losartan concentrations.
SIRT1 and AT2R expression levels increased while TGFBR was overexpressed at all

concentrations of Losartan. At 20nM Losartan concentration, cGMP was upregulated.

Conclusion: The findings of our study showed that Losatan showed
concentration and time-dependent changes. In the thesis study, it was proved that the
antifibrotic effect of Losatan in OA-MK cells in vitro can be realised via LOX, cGMP,
AT2R and SIRT1.

Keywords: mesenchymal stem cell, losartan, oxidative stress, cornea, fibrosis
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1. GIRIS VE AMAC

Kornea bes farkli katmandan olusan 1s1k gecirgen bir doku olup optik
fonksiyonunu saglayabilmesi i¢in saydam olmasi gereklidir. Korneanin yaklasik
%90’1n1 olusturan stroma tabakasi, birbirine paralel uzanim gosteren kollajen
fibrillerinin bir araya gelmesiyle ortaya ¢ikan lamellalardan meydana gelir. Bu 6zel
dizilim korneaya mekanik gii¢ ve optik netlik saglar (Ruberti vd., 2008). Kollajen
lamelleri arasinda bulunan keratositler, kollajenleri ve keratan siilfat proteoglikanlar
(lumikan, keratokan ve mimekan) sentezleyerek ve biriktirerek stromanin saydamligi
icin 6nemli olan kollajen fibril hizalamasini ve interfibriller aralig1 diizenler (Pomin
vd., 2015). Korneada epitel biitiinliiglinii bozan yaralanmalar sonrasi ¢esitli pro-
inflamatuar sitokinler, biiytime faktorleri, matriks metalloproteinaz gibi proteinler
salgilanarak stromaya gecer ve keratosit aktivasyonuna neden olurlar. Bu etkiyle
birlikte GO fazinda senesensde olan keratositler kornea hasar1 sonucu aktive olarak
yara iyilesmesi sirasinda ekstraseliiler matriks bilesenleri iireten proliferatif 6zellikli
stromal fibroblastlara doniisebilmektedir (West-Mays vd., 2006). Stromal fibroblastlar
ise miyofibroblastlara doniiserek diizensiz kollajen sentezine ve akabinde skar
olusumuna neden olabilmektedir. Bunun sonucu 15181n optik iletimi engellenir veya
1sikta kirilmalar ortaya ¢ikarak kiside gorme bozukluklari ortaya ¢ikarabilmektedir.
Kornea enfeksiyonu, travma veya refraktif cerrahi sonrasinda keratosit Oliimii
gercekleserek yara iyilesmesi siireci tetiklenip hayatta kalan keratositlerin
fibroblastlara doniismesiyle skarlasma meydana gelebilmektedir (Vemuganti vd.,

2004).

Son yillarda kornea yaralanmalarinda mezenkimal kok hiicre (MKH) tedavileri
giderek artmaktadir. MKH’ler adipoz doku, kemik iligi, Wharton jeli, periferik kan
gibi c¢ok farkli kaynaklardan elde edilebilmektedir. Farkli hiicrelere farklilagsma
yetenekleri ve spesifik immiinolojik 6zellikleri ile doku yenilenmesi i¢in umut vaat
eden hiicre tedavi yontemleri arasinda yer almaktadir (Musial vd., 2019). Korneal
epitel hiicreler yaralanma sonrasi ¢esitli pro-inflamatuar sitokinler, biiyiime faktorleri,
matrix metalloproteaz gibi proteinler salgilarlar ve stromaya gecerek keratosit
aktivasyonuna neden olurlar. Keratositler yaralanmaya cevap olarak stromada
myofibroblast doniisiimiine ve sonrasinda skar dokusu olusumuna neden olmaktadir

(McKay vd., 2020).



Insan viicudu, anatomik bdlgeye gore cesitli yag dokusu depolarina sahiptir. Bu
depolar adipoz doku miktarina gore degisir ve farkli biyolojik 6zelliklere sahip adipoz
doku kaynakli kok hiicreler iiretebilir. Spesifik kosullar altinda kornea epitel soyu, diiz
kas soyu ve ndronal soy olarak farklilasabilen ve korneal hastaliklarin tedavisinde
biiyiik terapotik potansiyel gosteren insan orbital adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin
(1I0A-KH) varlig1 da dogrulanmigtir. Orbital adipoz dokusundan tiiretilen hiicreler,
hiicre ylizeyi isaretleyici ekspresyonu, gen ekspresyonu ve ¢ok soylu farklilasma
yetenekleri bakimindan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile benzer

ozellikler gostermektedir (Chen vd., 2017).

Iki tip anjiotensin II reseptérii vardir. Anjiotensin II tip 2(AT2) reseptorleri hiicre
proliferasyonunu engeller ve diferensiasyon, apoptozis, vazodilatasyonu uyarirlar.
Anjiotensin II tip 1 (AT1) reseptorleri vazokonstriiksiyon, kalp kontraktilitesi ve
bobrek tubuler sodyum geri emiliminde artig, kalp ve damarlardaki hipertrofiden
sorumludurlar. Anjiotensin reseptdr antagonistleri (ARA) anti-hipetansif ilag
grubudur. ARA grubu ilaglar arasinda losartan (LST), wvalsartan, irbesartan,
telmisartan, candesartan, eprosartan ve olmesartan medoxomil siralanabilir. Bu
ilaclarin hepsi AT1 reseptorlerini spesifik olarak engellerler. Bu ilaglardan biri olan
losartan, hipertansiyon, diyabetik nefropati, kalp yetmezligi ve sol ventrikiil

genislemesini tedavi etmek i¢in kullanilan oral bir ilagtir (Simpson vd., 2000).

LST’nin bu etkilerinin yaninda, Wilson ve arkadaslar1 (2022) yaptiklar1 bir
calismada LST’nin kornea yaralanmalarindan sonra ger¢eklesen stromal
myofibroblast olusumunu engelledigini bildirmislerdir. Tavsanlarda yapilan
caligmalar alkali yanik yaralanmasindan sonra LST ile tedavinin kornea opakligini ve
stromal miyofibroblast olusumunu en etkili sekilde azalttigin1 gdstermistir. Insanlarda
kimyasal yaniklar i¢in etkili tedavi saglamak {izere yaralanma sonras1 doz ve tedavi
zamanlamasini optimize etmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir (Sampaio vd.,

2022).

LST bir anjiyotensin II reseptorii antagonistidir. Renal fibrozisin
engellenmesinde kullanilan ve AT1 reseptor antagonisti olan LST, AT1 reseptoriinii
bloke ederek ATI1 aracili sentezlenen Doniistliriicii bliylime faktori (TGF)
reseptorliniin sentezini ve hiicre zarina yerlesimini bloke ederek ortamda artan ve
fibrozise neden olan TGFB1’in TGF reseptoriine baglanmasini engellemektedir. Ayni

zamanda Anjiyotensin II proteini AT2 reseptoriine baglanarak cGMP (siklik guanozin



monofosfat) yolagi tlizerinden artan ECM miktarin1 diisiirerek fibrozis olusumunu
engellemektedir (Michel vd., 2013). Fibrozise neden olan diger bir etken, hiicre
koruyucu ve reaktif oksijen tiiri (ROS) dengesini saglayan proteinlerden olan
sirtuin’in  (SIRT1) sitoplazmadaki miktarinin azalmast ile TGFB1 yolaginin
aktiflegsmesi ve bunun sonucunda fibrozisin gerceklesmesidir (Li vd., 2010). LOX un
ekspresyon seviyesinin azalmasi ile LST’nin oksidatif stres ile tetiklenen fibrozisin

azalmasi ile antifibrotik etkisi olabilmektedir.

Bu c¢alismada insan go6ziinden izole edilen orbital adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok hiicreler (I0A-MKH’ler) ile in vitro oksidatif stres modeli
olusturularak, LST nin hiicre canlilik ve proliferasyon, ROS {iretimi ve ii¢ farkl1 yolak
tizerinden fibrozis ile iligkili genlerin (TGFR, ¢cGMP, SIRT1, AT2, LOX, VEGF)

ekspresyonu iizerindeki etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Losartan’in, kornea yaralanmalarindan sonra  gerceklesen  stromal
miyofibroblast olusumunu engelledigi i¢in antifibrotik o6zellikte oldugu yapilan
caligmalarla literatiirde gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda mezenkimal kok hiicre
kaynagi olarak insan orbital adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler
kullanilmistir. Cogu yag dokusu mezodermal kdkenlidir, ancak géz kapagindan elde
edilen yag dokulari, yiiz kast ve kikirdak gibi noral krest kaynakli hiicreler olarak
ektodermal kokene sahiptir ve ayrica mezodermal soy olarak farklilagabilir. Goz
kapagindan elde edilen adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin noral krest
ile benzer ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Wang vd., 2017). Bu hiicrelerin
kullanilma amac1 orbital yag dokusunun gézdeki rim dokusundaki limbal mezenkimal
kok hiicreler gibi (Gage vd., 2005) hem mezodermal hem de néroektodermal kdkene
sahip olmas1 bakimindan zengin olmasidir (Wang vd., 2017). Ayn1 zamanda bu doku
blefaroplasti ameliyatinda atik doku olarak elde edildiginden hiicrelerin elde edilmesi

de kolaydir.



Bu tez c¢alismasinda Losartan’in antifibrotik etkisini hangi molekiiler
mekanizmalar {lizerinden gerceklestirdiginin incelenmesi amaglanmistir. Bu amag

dogrultusunda;

1) Insan orbital adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (iOA-MKH)

izole edilip karakterize edildi.
2) iI0A-MKH ile in vitro oksidatif stres modeli olusturuldu.
3) Olusturulan in vitro modelde Losartan uygulamasi yapildi.

4) Losartan’nin hiicre proliferasyonuna ve fibrozis ile iliskili genlere (TGFR,

cGMP, SIRT1, AT2R, LOX, VEGF) etkisi aragtirildu.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kornea

Insan korneas1 goziin 6n kisminda yer alan saydam avaskiiler bir dokudur. Géz
i¢i icerigini korumak, 15181n goze girip retinaya ulagmasini1 ve optik sistemin kirma
giicliniin ticte ikisini saglamak korneanin {i¢ ana amaci olarak bilinmektedir (Sridhar
vd., 2018). Kornea saydamligina lakrimal film biitiinliigii ile baglantili olarak epitel
yiizeyinin ve kalinliginin diizenliligi, stromadaki kollajen fibrillerinin diizenli olmasi,
¢Oziinlir kristallin proteinlerinin iiretimi ve stromal keratositler tarafindan iiretilen
proteoglikanlarin varligi, hidrasyon seviyesinin endotel tarafindan diizenlenmesi ve
vaskiilarizasyonun olmamasi gibi bir¢ok faktor katkida bulunur (Jester vd., 2008).
Kornea ¢apr yaklagik 12 mm'dir ve ortalama 6n kornea egriligi yaricapt yaklasik 8
mm'dir (Guerin vd., 2021). Kornea kalinlig1 merkezde 540 um, periferde 700 um
civarindadir. Kornea avaskiiler bir doku oldugundan besin kaynagi (¢ogunlukla
oksijen ve glukoz) korneoskleral bileskedeki kiiciik kan damarlarinin yan1 sira akoz
hiimdr ve lakrimal film yoluyla palpebral arterlerden gelir (DelMonte vd., 2011).
Ayrica korneanin derinin 300-600 kat1 ve dis pulpasinin 20-40 kat1 bir innervasyon
yogunluguna sahip oldugu ve onu insan viicudundaki en innerve dokulardan biri haline

getirdigi tahmin edilmektedir (Beuerman vd., 1996).

Kornea distan i¢e dogru kornea epiteli, Bowman zari, kornea stromasi, Descemet

zar1 ve kornea endoteli olarak bes tabakaya ayrilmistir (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. insan korneas: ve histolojisinin semas1 (Guerin vd., 2021).

2.1.1. Kornea epiteli

Kornea epiteli, korneanin en dis tabakasidir ve bu nedenle stirekli olarak ¢evresel
etkilere ve lakrimal filme maruz kalir. Epitel yaklasik 40-50 um kalinligindadir ve
g6zlin en 6nemli 15181 kirma elemanidir. Bu tabaka hem bazal epitel hiicreleri hem de
stromadan keratositler tarafindan iiretilen bir bazal membran iizerinde olan 5-7
tabakal1 ve keratinize olmayan skuamoz epitel hiicrelerinden olusur (DelMonte vd.,
2011). Bazal membran 40-60 nm kalinligindadir ve tip IV kollajen, laminin, perlacan
ve nidojenden olusur (Eghrari vd., 2015). Epitel ayrica yiizeysel hiicreler, kanat
hiicreleri ve bazal hiicreler olarak {i¢ hiicre katmanina ayrilabilir. Yiizeysel epitel
hiicreleri 2-3 diiz tabaka olusturur ve toksinlerin, mikroorganizmalarin ve
gbzyaslarinin epitele girmesini 6nleyen bir bariyer gorevi goriir. Bazal hiicreler yiizeye
dogru go¢ ederken boliinerek kanat ve yiizeysel epitel hiicrelerine farklilagir (Dua vd.,
2000). Epitel hiicrelerinin 6mrii 7-10 giindiir. Epitel, korneoskleral kavsakta bulunan
ve kornea epitel kok hiicrelerinin bulundugu limbustan baglayarak merkezcil goc
yoluyla her hafta kendini tamamen yeniler (Osei-Bempong vd., 2013). Kok hiicreler,
merkezi korneanin bazal hiicre tabakasini olusturmak tizere go¢ eden gecici ¢ogalan

hiicrelere asimetrik olarak bdliiniir (Guerin vd., 2021).



2.1.2. Bowman zari

Bowman zari, epitel hiicrelerinin bazal membrani ile kornea stromas1 arasindaki
aseliiler bir tabakadir. Esas olarak kollajen tip I, III, V, VI ve xiui'den olusur, aym
zamanda bazal membrandan gelen kollajen tip IV ve vu'yi de igerir (Marshall vd.,
1991). Bowman zarinin kalinliginin yasla birlikte azaldigi gosterilmistir. Ayrica, bu
zar travma veya cerrahi olarak ¢ikarildiktan sonra skar dokusu olusturarak iyilesir.
(Lagali vd., 2009). Yoklugu goérme kaybina veya korneada Onemli yapisal
degisikliklere neden olmadigi i¢in bu yapinin islevi hala belirsizdir (Jacobsen vd.,

1984).
2.1.3. Kornea stromasi

Korneanin kalimhiginin %9011 olusturan stroma, yapisal destek ve gerilme
mukavemeti, stabilite ve seffaflik gibi 6zellikler sagladig1 i¢in 6nemli bir rol oynar
(Eghrari vd., 2015). Esas olarak katmanli tabakalar halinde diizenlenmis kollajen tip I
ve V fibrillerinden olusur, ancak kollajen tip 111, VI, XII ve XIV de bulunabilir (Meek
vd., 2001). Ayrica bu tabakalar, kondroitin siilfat veya keratan siilfat ile
glikozaminoglikanlarla iligkili proteoglikanlarla ¢evrilidir ve bu da, korneanin
hidrasyonunu ve seffafligini saglar (Ruberti vd., 2011). Stroma, heterojen olarak
organize edilmis 250-300 kollajen lamel icerir. On stromada kollajen lifleri i¢ ice
gecerken, orta ila arka stromada birbirine paraleldir (Morishige vd., 2011). Stromanin
yenilenmesinden sorumlu olan keratositler, lameller arasinda bulunur ve stromanin
yaklasik %20'sini kaplar. Keratositler, kollajen ve proteoglikanlar iiretmektir, boylece
hiicre dis1 matrisin diizenlenmesine ve yara iyilesme siirecine katkida bulunur (Chen
vd., 2015). Korneanin seffafligi ve biyokimyasal Ozellikleri stromanin karmasik

yapisinin sonucudur.
2.1.4. Descemet zar1

Descemet zari, kornea endotel hiicreleri tarafindan stirekli olarak salgilanan ve
endotelin yapisini koruyan bir bazal tabakadir. Kalinlig1 dogumda yaklasik 3 pm 'dir,
ancak Bowman zarinin aksine yasla birlikte yaklasik 10 um’ ye kadar genisler.
Dogumdan once (in utero) iiretilen Descemet zarmin 6n kismi (stroma ile iliskili)
liflidir. Bunun aksine, arka kisim (endotel ile iliskili) dogumdan sonra iiretilir ve daha

homojendir (Beuerman vd., 1996). Yapisal olarak Descemet zar1 esas olarak tip IV ve



VIII kollajen fibrillerini igerir, ancak fibronektin ve lamininlerin yan1 sira kollajen tip

III, V ve VII de bulunabilir (Marshall vd., 1991).
2.1.5. Kornea endoteli

Insan kornea endoteli 5 um kalinliginda, akéz hiimérle iliskili tek katmanl bir
yapidir. Endotel hiicreleri 20 pm ¢apindadir ve hiicresel membranlarinin bazolateral
kisminda yer alan iyonik pompalar araciligiyla kornea stromasinin dehidrasyon
durumunun korunmasindan sorumludurlar (Beuerman vd., 1996). Endotel hiicreleri
lateral bosluklara ve sik1 baglantilara sahiptir ve Descemet zarina hemidesmozomlarla
baglanir. Bu da, suyun ak6z hiimérden stromaya gecisine izin veren bir bariyerin
olugmasiyla sonuglanir (Stiemke vd., 1991). Kornea epitel hiicrelerinin aksine,
endotel hiicreleri mitoz yetenegine sahip degildir ve bu nedenle in vivo olarak
yenilenemezler. Hasarli hiicrelerin yenilenmesi, periferik endotel hiicrelerinin
merkezcil gdgiiyle saglanir (Joyce vd., 2005). Baslangigta 4000 hiicre mm? civarinda
olan hiicre yogunlugu, yasla birlikte merkezi endotelde yilda yaklasik %0,6 oraninda
azalarak yetiskinlerde 2500 hiicre mm? yogunluguna ulasir (Abib vd., 2001). Endotelin
ana islevi, kornea saydamliginin kaybina ve dolayisiyla gérme kaybina yol agan
kornea 6demi olusumunu dnlemek i¢in stromal dehidrasyonu kontrol etmektir. Bu da,
bazolateral membranda bulunan Na+, K+—adenozin trifosfataz (ATPaz) pompalarinin
sonucudur. Bu pompalar pasif olarak iyonlar1 ve suyu hipotonik olan stromadan
hipertonik olan akéz hiimore haraket ettirir (Geroski vd. 1985). Sonug olarak, iyon ve
su degisimleri besinlerin transferine izin verdigi i¢in bu mekanizma kornea

saydamligini korumak ve korneay1 beslemek i¢in ¢ok dnemlidir.
2.2. Kornea Yaralanmalari

Kor ve/veya gérme engelli olan 253 milyon kisinin 6,17 milyonu veya %2,4'l
korneal nedenlere baglhidir (Porth vd., 2019). Travmatik yaralanma, mikrobiyal
enfeksiyonlar, ve baz1 kornea ameliyatlarindan sonra miyofibroblastlarin gelisiminin
aracilik ettigi korneal skarlar, tiim diinyada gérme kaybinin en 6nemli nedenlerinden
biridir. Diinya Saghk Orgiitiine (WHO) gore korliigiin baslica nedenlerinden biri
olarak kornea hastaliklar1 katarakttan sonra ikinci siradadir ve ¢ok ¢esitli enfeksiyoz
ve enflamatuar goz hastaliklarini kapsamaktadir (Whitcher vd., 2001). Korneal travma
ve hastaliklarin korneal fibrozise katkida bulundugu ve bunun da 6nemli gérme

bozukluklarina yol acabilecegi diistiniilmektedir (Whitcher vd., 2001).



Korneanin hasar gordiigii durumlarda skar dokusu olusturmadan iyilesmesi
onem arz etmektedir. Aksi takdirde gormeyi etkileyebilecek opasitelerin ortaya
ctkmast s6z konusudur (Fini vd., 2005). Korneada epitel biitiinliigiinii bozan
yaralanmalar sonrasi gesitli pro-inflamatuar sitokinler, biiylime faktorleri, matriks
metalloproteinaz (MMP) gibi proteinler salgilanarak stromaya gecer ve keratosit
aktivasyonuna neden olurlar. Keratositler kornea hasar1 sonucu aktive olarak yara
tyilesmesi sirasinda ekstraseliiler matriks (ECM) bilegsenleri iireten proliferatif
Ozellikli stromal fibroblastlara doniisebilmektedir (West-Mays vd., 2006). Kornea
enfeksiyonu, travma veya refraktif cerrahi sonrasinda keratosit 6limi gercekleserek
yara iyilesmesi siireci tetiklenip hayatta kalan keratositlerin fibroblastlara
donlismesiyle skarlasma meydana gelebilmektedir (Vemuganti vd., 2004). Kornea
yaralanmalarinda stromada bulunan keratositler yara iyilesmesi cevabi olarak
myofibroblastalara doniisebilmekte ve sentez etmis olduklar1 diizensiz kollajen
korneanin 151k gegirgenligini azaltarak gérme kayiplarina sebep olabilmektedir (de
Oliveira vd., 2021). Kornea yaralanmasi gerceklestiginde korneanin epitelinde
bulunan TGFRB1 stromaya gecerek stromadaki keratositlerin aktif hale gelmesiyle
myofibroblasta farklilasip fibrozis olusumuna ve bunun sonucunda kornea

opaklasmasina neden olmaktadir (de Oliveira vd., 2020).

Kornea c¢esitli yaralanmalardan etkilenebilir. Kornea yaralanmalar1 kimyasal,
termal, radyasyon ve laserasyon/perforasyon gibi ¢esitli yaniklardan olusur (Saccu vd.,
2021). Son ¢alismalar, gbzde okiiler yanik insidansinin tiim okiiler travmalarin %7,7-

18'1 oldugunu ortaya koymaktadir. (Singh vd., 2013).

Korneadaki kimyasal yaniklar, okiiler bir acil durumdur ve tedavi edilse bile
yiiksek korliik riski tasir (Zhang vd., 2017). Kimyasal yaniklar esas olarak asidik veya
alkali ajanlardan kaynaklanir. Alkali yaniklar, alkali ajanlarin korneaya daha derin
niifuz etmesini saglayan lipofilik dogas1 nedeniyle genellikle asitin neden oldugu
yaniklardan daha siddetlidir (Dua vd., 2001). Asit yaniklar1 korneaya alkali
yaniklarindan daha az zarar verme egilimindedir ¢iinkii bir¢ok kornea proteini aside
baglanir ve kimyasal bir tampon gorevi goriir. Alkali yaniklarina karisan en yaygin
maddeler arasinda amonyum hidroksit, sodyum hidroksit ve kalsiyum hidroksit yer
alir (Ramponi vd., 2017). En yaygin asit yaniklarma ise siilfiirik asit ve hidroklorik
asit neden olmaktadir (Singh vd., 2013).



Termal yaniklar sik goriilmez ve yanginla ilgili yaralanmalarla meydana
gelebilir. Ultraviyole (UV) kaynaklarindan olusan radyasyon yaniklari ise ultraviyole

keratit ile sonuglanabilir (Willmann vd., 2017).

Kornea laserasyonlar1 ve perforasyonlari benzer yaralanmalardan kaynaklanir ve
yaralanmanin derinligine gore ayirt edilebilir. Kornea laserasyonlari stromayi
icerirken, kornea perforasyonlarinda yaralanma endotele niifuz eder (Vinuthinee vd.,
2015). Meydana gelen kornea laserasyonlar1 zamani epitel tabakasi zarar goriir, kornea
kolajen lameli parcalanabilir ve bu da yaranin kapatilmasini zorlastirir (Soeken vd.,

2018).

Kornea perforasyonlarina yabanci cisimler, mikrobik keratit ve immun
yetmezlik neden olabilir (Choudhary vd., 2018). Kornea perforasyonu gozde, sekilsiz
iris ve gorme keskinliginde azalma gibi komplikasyonlara yol agabilir (Willmann vd.,
2017). Yaranin kapatilmasi ve onarilmasi, enfeksiyon riskini azaltmak ve optimum
gorme keskinligi i¢in gerekli olan kornea yiizeyini korumak ve skarlasmay1 dnlemek
i¢cin kritik 6neme sahiptir. Yaranin uygun sekilde kapatilmamasi endoftalmi, epitel
bliylimesi ve doku 6liimii gibi komplikasyonlara neden olabilir (Ratzlaff vd., 2017).
Kornea laserasyonlar1 ve perforasyonlari, diger kornea yaralanmalar1 gibi, korneanin
anatomik biitlinliglinii korumak i¢in zamaninda tedavi gerektirir (Choudhary vd.,

2018).

Yanik hasar1 durumunda, epitelyal ve stromal diizeyde enflamatuar yaniti ortaya
cikarmak i¢in birka¢ biyolojik araci salinir. Tiimor Nekroz Faktorii (TNF)-a, epitel
dokunun nekrozunu takiben iiretilen ilk kemokinlerden biridir ve Interlokin (IL)-1, IL-
6, IL-10, Doniistiiriicti Biiylime Faktorii (TGF)-B ve trombosit kaynakli biliylime
faktorii (PDGF), Fibroblast Biiyiime Faktorii (bFGF) ve vaskiiler endotelyal biiylime
faktori (VEGF) salinnmimi indiikler (Bukowiecki vd., 2017). Bu faktorler, yeni
damarlarin olusumu ve stromal matrisin yeniden sekillenmesi olarak yara iyilesme
stirecini baglatmak i¢in monositler, makrofajlar ve noétrofiller gibi enflamatuar

hiicreleri yaralanma bolgesine yonlendirir (Gao vd., 2019).

10



Notrofiller, yaralanma bolgesine sizan en belirgin inflamatuar hiicreleri temsil
eder ve kemotaksise yardimci kemokin reseptdrleri (CCR1, CCR2 ve CCR3)
tarafindan yonlendirilir. Notrofiller, korneanin alkali yanik hasarinmi takiben IL-1p,
IFN-y, IL-17 ve MMP-9 igeren pro-enflamatuar sitokinler ve diger enflamatuar
molekiiller salgilar (Shimizu vd., 2019). IL-1 monositler, makrofajlar ve dendritik
hiicreler tarafindan da iiretilen esas pro-enflamatuvar molekiildiir (Yawata vd., 2019).
Ozellikle, yaralanma siireci sirasinda, kornea saydamligi ile ilgili birka¢ genin
(kristallinler gibi) ekspresyonu asagi dogru diizenlenirken, akut faz yanit genleri (Saa3
gibi) ve pro-inflamatuvar genler (Ccl2, Ccl7 ve Ccl9 gibi) indiiklenmistir. Onarim
stirecinde, enflamatuar sitokin genleri (IL6st, Ccl7 gibi) ve hiicre dis1 matris (ECM)
yeniden sekillendirme genleri (MMP3, MMP12 gibi) ekspresyonu baskilanirken, pro-
fibrojenik genler (Collal, Col3al gibi) ve interstisyel hiicre dis1 matris (ECM) sentez
genleri (kolajen tip I, III, V ve fibronektin gibi) ekspresyonu yukart dogru
diizenlenmigtir (Chakravarti vd., 2004). Matriks metalloproteinaz (MMP) ailesi
korneal yara iyilesmesi i¢in ¢ok onemlidir (Chan vd., 2013). MMP-2, MMP-12 ve
MTI-MMP gibi ¢esitli MMP'lerin ekspresyonu, yara iyilesmesini diizenlemek igin
sitokinler tarafindan indiiklenir (Ellenberg vd., 2010).

2.3. Kornea Yara lyilesmesi

Korneal yara iyilesmesi hiicre 6liimii, gocii, cogalmasi, farklilasmasi ve hiicre
dist matrisin yeniden sekillenmesini igeren karmasik bir stirectir. Kornea bes farkli
katmandan olusan 151k gecirgen bir doku olup gdziin optik fonksiyonunu saglar
(Ljubimov vd., 2015). Kornea kalinliginin yaklasik %90’1n1 olusturan stroma tabakasi,
kolajen fibriller ve proteoglikanlardan olusan bir matriks i¢ine gomiilmiis
keratositlerden olusur (Meek vd., 2015). Stromadaki kolajen fibrilleri lamel ad1 verilen
paralel diizenlenmis katmanlar halinde dosenmistir. Lamel diizeni kornea seklinden
sorumludur ve stromal seffaflikta sinirli bir role sahiptir. Stromal seffaflik gérme igin
gereklidir ve farkli Glgeklerde belirlenir (DelMonte vd., 2011). Stromada yara
lyilesmesine ilk yanit, yaralanma bdlgesi igindeki kornea epitelinin altindaki
keratositlerin apoptozisidir (Mohan vd., 2013). Korneada epitel biitiinliigiinii bozan
yaralanmalar sonrasi gesitli pro-inflamatuar sitokinler, biiylime faktorleri, matriks
metalloproteinaz gibi proteinler salgilanarak stromaya gecer ve keratosit
aktivasyonuna neden olurlar. Bu etkiyle birlikte GO fazinda senesensde olan

keratositler kornea hasar1 sonucu aktive olarak yara iyilesmesi sirasinda ekstraseliiler
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matriks  bilesenleri  {ireten  proliferatif — 6zellikli ~ stromal  fibroblastlara
doniigebilmektedir  (West-Mays  vd., 2006). Stromal fibroblastlar ise
miyofibroblastlara doniiserek diizensiz kollajen sentezine ve akabinde skar olusumuna
neden olabilmektedir. Bunun sonucu 1518in optik iletimi engellenir veya isikta
kirilmalar ortaya ¢ikarak kiside gorme bozukluklar ortaya ¢ikarabilmektedir. Kornea
enfeksiyonu, travma veya refraktif cerrahi sonrasinda keratosit 6limi gercekleserek
yara 1iyilesmesi siireci tetiklenip hayatta kalan keratositlerin fibroblastlara
donlismesiyle skarlasma meydana gelebilmektedir (Zieske vd., 2001). Normal
kornealarda, keratositler esas olarak GO fazindadirlar veya ¢ok yavastirlar. ECM
modellemesi icin kollajenleri, KSPG'leri (Lum, Kera ve mimecan) ve enzimleri
(kollajenazlar gibi) biyosentezler ve biriktirirler. Bu aktiviteler, kollajen fibrillerinin
nispi konumunu ve hizalamasini korur ve kornea dayanikliligi, seffafligi i¢in 6nemli
olan fibril biiyiimesini ve interfibriller araligini diizenler. Keratosit enjeksiyonu ile

apoptozun azaldig bildirilmistir (Yam vd., 2018).

TGFp, fibroblastlar, endotel, epitel, diiz kas hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tipi
tarafindan eksprese edilir. Ayrica, immiin hiicreler tarafindan salinir ve Ozellikle
inflamasyon ve doku onarimi sirasinda yara sivisinda tespit edilmistir. Her ti¢ TGFj
izoformu da yara iyilesmesine katilmasina ragmen, TGFB1 yara onarim siirecinde
baskin bir rol oynarken, TGFB2 ve TGFB3'in embriyonik gelisim ve izsiz yara
tyilesmesinde anahtar rol oynadigi gosterilmistir (Karamichos vd., 2010). TGFp1
miyofibroblastik farklilagmadan, korneal fibrotik hastalikta goriilen keratositlerin
fibroblastlara ve miyofibroblastlara transdiferansiyasyonundan sorumludur.
Miyofibroblast doniisiimii yara kontraksiyonuna ve ardindan anormal doku
fonksiyonuna yol agar. Miyofibroblastlar, enfeksiyonlara, yaralanmalara kars1 korneal
stromal yanitta kritik bir role sahip olan ve asir1 gelistiklerinde korneal skarlagma
fibrozisi iireten alfa-diiz kas aktin (SMA) + hiicrelerdir. Bu kontraktil ve opak hiicreler
biiylik miktarlarda diizensiz ekstraseliiler matriks (ECM) iiretir ve keratosit kaynakli
korneal fibroblastlardan veya kemik iligi kaynakli fibrositlerden ve diger hiicre
tiplerinden epitel, gozyasi, endotel ve diger stromal hiicrelerden gelen TGFB1, TGF[32
ve PDGF'ye yanit olarak gelisir (Wilson vd., 2020). Mezenkimal hiicrelerden veya
epitelyal-mezenkimal  gecis yoluyla epitelyal hiicrelerden koken alan
miyofibroblastlar, a-diiz kas aktin (a-SMA) ekspresyonu ile ayirt edilebilir ve kornea

yara iyilesmesinde ECM {iretimini degistirebilir. Biyokimyasal ve morfolojik olarak
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diiz kas hiicreleri ile fibroblastlar arasinda bir ara madde olan miyofibroblastlar,
yaranin kapanmasi i¢in gerekli olan giiclii bir kasilma kuvveti olusturur (Tandon vd.,
2010). TGFp1 tarafindan olusturulan miyofibroblastik farklilasmaya genellikle 6nemli
yara iyilestirici proteinlerin gen ekspresyon artiglari eslik eder. Bu proteinler arasinda
hiicre iskeleti proteinleri (a-SMA), ECM proteinleri (fibronektin, proteoglikanlar ve
kolajen) ve ECM bozulmasini engelleyen inhibitér proteinler yer alir. Ayrica,

miyofibroblastik donilisim hiicre kiiltiirtinde fibroblastlar arasinda hiicre-hiicre

baglantisinin kaybolmasina yol acar (Tandon vd., 2010).
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Sekil 2.2. Korneal yara iyilesme siireci ve skar olusumunun genel sematik goriintiisi.
Okiiler bir yaralanmadan sonra, (a) epitelyal hiicreler apoptoza ugrar, (b) ve
korneal epitelyal yaralanma nedeniyle epitelyal hiicre belirtecleri kaybolur.
Yaralanma Bowman membranin1 bozarak notrofillerin  (pembe) ve
makrofajlarin (mor) stromal tabakaya invazyonuna ve TGF-B salinimina
izin verir. Bu da stromal tabakadaki TGF-3 konsantrasyonunu artirir, (c) bu
nedenle keratositler apoptoza ugrar, miyofibroblastlara farklilasir ve kornea

ECM'sinin diizenini bozar (Ghosh vd., 2022).

Korneal epitel hiicreler yaralanma sonrasi gesitli pro-inflamatuar sitokinler,
bliylime faktorleri, MMP gibi proteinler salgilarlar ve stromaya gegerek keratosit
aktivasyonuna neden olurlar. Keratositler yaralanmaya cevap olarak stromada
myofibroblast doniisiimiine ve sonrasinda skar dokusu olusumuna neden olmaktadir
(McKay vd., 2020). Korneada mezenkimal kokenli yetiskin kok hiicrelerin varlig
yapilan c¢aligmalar ile bilinmektedir. Son donemlerde mezenkimal kok hiicreler

(MKH), limbal nisin rehabilitasyonunda ve kornea stromasinda skarsiz iyilesme
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stirecini desteklemede potansiyel kullanimlar1 nedeniyle dikkat ¢ekmistir (Basu vd.,
2014). MKH'ler, hasarli hiicrelerin degistirilmesinde ve ayrica immiinomodiilasyon
saglayan anti-inflamatuvar sitokinlerin salgilanmasinda yerel kok hiicreleri destekler

(Shukla vd., 2019).

Son yillarda kornea yaralanmalarinda MKH tedavileri giderek artmaktadir.
MKH’ler adipoz doku, kemik iligi, Wharton jeli, periferik kan gibi ¢ok farkl
kaynaklardan elde edilebilmektedir. Farkli hiicrelere farklilasma yetenekleri ve
spesifik immiinolojik 6zellikleri ile doku yenilenmesi i¢in umut vaat eden hiicre tedavi

yontemleri arasinda yer almaktadir (Musial-Wysocka vd., 2019).
2.4. Kok Hiicreler

Kok hiicreler kendini yenileme yetenegine sahiptir ve ¢esitli doku ve organlarda
gorev yapabilen cesitli islevsel olarak aktif hiicrelere cogalabilir ve farklilagabilir. Kok
hiicreler kokenlerine gore iki gruba ayrilir: embriyonik kok hiicreler (EKH'ler) ve
yetigkin kok hiicreler (Sun vd., 2014). EKH'ler hemen hemen tiim matiir hiicre
tiirlerine farklilasabilir. MKH'ler osteosit, adiposit ve kondrosit dahil olmak iizere
mezenkimal hiicre tiirlerine farklilagsabilen hematopoetik olmayan yetigkin kok
hiicrelerin bir alt kiimesidir (Kwon vd., 2016). MKH'ler kemik 1iligi, yag dokusu,
gbobek kordon kani, amniyon, koryon, plasenta ve endometriyum gibi ¢esitli yetiskin
dokulardan izole edilebilir (Alcayaga-Miranda vd., 2015). EKH'ler MKH'lerden daha
yiiksek potansiyele sahip olsalar da, malignite, immiinojenite ve etik sorunlar
olusturma potansiyelleri nedeniyle terapdtik uygulamalart siirlidir (Rong vd., 2014).
EKH’lerdeki bu sorunlarindan dolayr MKH’lerin rejeneratif tedavilerde kullanimi
daha uygun goziikmektedir. Ancak, MKH’lerin izolasyonun yapilacagi dokunun
eldesi i¢in invazif bir yaklasim gerekmektedir (Bongso vd., 2013). Insan pluripotent
kok hiicreleri (iPKH'ler) temel olarak embriyonik kok hiicreleri (iIEKH'ler) ve
indiiklenmis pluripotent kok hiicreleri ((iPKH'ler) igerir. Embriyonik kok hiicreler
embriyonun i¢ hiicre kiitlesinden tiiretilir. Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler
somatik hiicrelerin yeniden programlanmasindan tiiretilir. Pluripotent kok hiicreler,
her {i¢ germ katmanindan (endoderm, mezoderm ve ektoderm) tiiretilen hiicrelere
farklilasma yetenegine sahiptir. Yetiskin kok hiicreleri multipotent veya unipotent
olabilir ve dokuya 6zgii terminal olarak farklilasmis hiicreler iiretebilir. Kok hiicreler,
hasarli dokular1 veya organlar1 degistirmek ve yenilemek i¢in hiicre tedavisinde

kullanilabilir (Tian vd., 2023).
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MKH’ler basta kemik iligi olmak iizere yag, dental pulpa, umlikal kord gibi pek
cok dokudan izole edilebilir. Fakat bu kaynaklardan hiicre temininde bazi
dezavantajlar sz konusudur. Ornegin doku déndriiniin yasi, kemik iligi alimim
sirasinda olusabilecek komplikasyonlar ve islemin invazifligi olduk¢ca Onemli
dezavantajlardir. Ayrica bu doku kaynaklarindan elde elen MKH’ler bulunduklar
dokulara spesifik birtakim 6zellikler icerdiginden kornea rejenerasyonunda kullanimi
cok sinirlidir. Bu nedenle kornea rahatsizliklari, yaniklar1 ve kimyasal yaralanmalari
olan hastalar i¢in limbal bélgede bulunan hiicreler tercih edilen kok hiicre
kaynagidir.ve kapasitesinin yenilenmesi nedeniyle en yiiksek basar1 oranina sahiptir.
Limbustan alinan kii¢lik bir biyopsi ile yapilacak in vitro kiiltiirler sonucu kornea
stromast1 ve epitelinin yenilenmesi i¢in yeterli miktarda kaynak elde edilebilmektedir

(Mitragotri vd., 2019).

Yiizey CD isaretleyicisi genellikle MKH'yi CD34, CD45, CD14 ve HLA-DR
eksikligi nedeniyle hematopoetik hiicrelerden ayirt etmek i¢in kullanilir. MKH'lerin
hematopoetik yiizey belirtegleri, farklilasma kiimesi (CD34, CD45 ve HLADR) ve
endotelyal belirte¢ (CD31) ekspresyonlarinin negatif oldugu, ancak CD73, CD90 ve
CD105 ekspresyonlarinin yiliksek oldugu bilinmektedir (Mafi vd., 2011). Bu hiicreler
in vitro ortamda yag, kikirdak ve kemik hiicrelerinin 6zelliklerine sahip hiicreler
olusturmak {izere farklilagabilir (Gronthos vd., 2003). MKH'ler ayrica
miyofibroblastlar (a-diiz kas aktin, diiz kas miyozin agir zinciri), néronlar (nestin, Tuj-
1) ve endotel hiicreleri (CD146, CD105) doniistiiriicii biiylime faktorii-f (TGF-beta)
reseptorii ve cesitli integrin formlart gibi bazi belirtegleri de ifade eder (Majumdar vd.,

2003).

MKH'ler belirli in vitro kosullar altinda kemik, yag, kondrosit, kas, noron, adacik
hiicreleri ve karaciger hiicreleri gibi mezodermal, ektodermal ve endodermin ¢esitli
soylarina farklilagabilir (Oishi vd., 2009). Farklilasma ayrica transkripsiyon
faktorlerini igeren genetik olaylar tarafindan da diizenlenir. Belirli bir fenotip yoluna
farklilasma, progenitor hiicrelerin belirli bir soya farklilagmasini indiikleyebilen bazi
diizenleyici genler tarafindan kontrol edilebilir (Dennis vd., 2002). Biiyiime faktorleri
ve indiiksiyon kimyasallarinin yani sira, biyomateryal iskelelerle olusturulan bir mikro
cevre de MKH'lere uygun ¢ogalma ve farklilasma kosullar1 saglayabilir (Vayssade vd.,
2009).
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Mezenkimal kok hiicreler (MKH), bazi patolojik hastaliklar veya travma
nedeniyle olugan doku hasarimin tedavisi igin rejeneratif tipta yaygin olarak
uygulanmaktadir ve kemik iligi, yag dokulari, deri, kas ve tendon gibi farkl
dokulardan elde edilmektedir (Orbay vd., 2012). Kemik iligi en iyi kok hiicre
kaynagidir, ancak adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AD-MKH'ler) klinik
alanda alternatif kaynak olabilir, ¢ilinkii her ikisi de morfoloji, proliferasyon,
multipotensi ve bazi spesifik belirtegler acisindan benzer Ozellikler gosterir. Yag
dokusu blefaroplasti, levator kas rezeksiyonu ve laparotomi gibi ¢esitli yontemlerle
karmn, meme, kalga, orbita ve uyluk gibi bir¢ok bolgeden bol miktarda kolayca izole
edilebilir (Peroni vd., 2008). Bunedenle AD-MKH'ler, bollugu ve kolay erisilebilirligi
nedeniyle rejeneratif tip uygulamalar i¢in daha uygun bir kaynaktir (Naderi vd.,
2017). Farkli doku bolgelerinden elde edilen AD-MKH'lerin 6zellikleri farkliliklar
gosterir; Ornegin, deri alti1 yag dokusundan ve karindan izole edilen hiicrelerin
ozellikleri birbirine benzemez (Hanson vd., 2013). Ozellikle, deri alt1 yag dokusundan
alinan stromal hiicreler karindan alinanlara gore daha hizli ¢ogalir; ancak hiicrelerin
farklilasmasinda bolgesel bir fark bulunmamistir (Van Harmelen vd., 2004). AD-
MKH siklig ise karinda uyluk veya kalga bolgesine gore daha yiiksek bulunmustur
(Jurgens vd., 2008).

AD-MKH'ler mezodermal kokenlidir ve adipojenik, osteojenik, kondrojenik,
miyojenik, kardiyojenik ve ndrojenik farklilasmanin ¢esitli soylarindan gegerler (Xu
vd., 2003). Cogu yag dokusu mezodermal kokenlidir ancak g6z kapagindan elde
edilen yag dokulari, yiiz kast ve kikirdak gibi noral krest kaynakli hiicreler olarak
ektodermal kokenlidir (Wang vd., 2017) ve mezodermal soy olarak da farklilasabilir
(Crane vd., 2006). Go6z kapagindan tiiretilen AD-MKH'lerin noral krest ile benzer
Ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Kang vd., 2009).

Orbital yag dokusu, optik siniri ve ekstraokiiler kaslari ¢evreleyen orbita iginde
yer alir. Orbital yag dokusu, hem mezodermal hem de néroektodermal kokene sahip
olmas1 bakimindan benzersizdir. Spesifik olarak, iist ve alt kapaklarin intrakonal yag
ve nazal adyopoz pedleri néroektodermden tiiretilirken, {ist ve alt goz kapagi merkezi
yag pedleri ve alt gbz kapagi lateral yag pedi mezodermden tiiretilir (Rohrich vd.,
2009). Son yapilan ¢aligmalar orbital yag dokusunun yiiksek kapasitede kok hiicre

rezervuarina sahip oldugunu gostermektedir (Chen vd., 2017).
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2.5. Losartan

Iki tip anjiotensin Il reseptorii vardir. Anjiotensin II tip 2(AT2) reseptorleri hiicre
proliferasyonunu engeller ve diferensiasyon, apoptozis, vazodilatasyonu uyarirlar.
Anjiotensin II tip 1 (ATI1) reseptorleri vazokonstriiksiyon, kalp kontraktilitesi ve
bobrek tubuler sodyum geri emiliminde artis, kalp ve damarlardaki hipertrofiden
sorumludurlar. Anjiotensin reseptér antagonistleri (ARA) anti-hipertansif ilag
grubudur. ARA grubu ilaglar arasinda losartan (LST), wvalsartan, irbesartan,
telmisartan, candesartan, eprosartan ve olmesartan medoxomil siralanabilir. Bu
ilaclarin hepsi AT reseptorlerini spesifik olarak engellerler. Bu ilaglar i¢inden LST
yiiksek tansiyon, diyabetik bobrek hastaligi, kalp yetmezligi ve sol ventrikiil
genislemesini tedavi etmek ic¢in kullanilan oral bir ilagtir (Simpson vd., 2000). LST

anjiyotensin II reseptorii antagonistidir (Wylie-Sears vd., 2014).

o

Sekil 2.3. Losartanin iki boyutlu (2B) kimyasal yapisi1 (Flores-Junior vd., 2024).

Antifibrotik 6zelliklere sahip bir antihipertansif ilag olan LST, kornea hasarini
takiben stromal miyofibroblast olusumunu inhibe etme yetenegi nedeniyle son yillarda
kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Wilson ve arkadaglari (2022) tavsanlarla yaptiklari
calismada LST’nin kornea yaralanmalarindan sonra gerceklesen stromal
myofibroblast olusumunu engelledigini bildirmislerdir (Sampaio vd., 2022).
Calismalar, topikal LST’nin tavsan Descemetorhexis, alkali yanik ve fotorefraktif
keratektomi yaralanmalarindan sonra skarlagsma fibrozisini azaltmadaki etkinligini ve
cerrahi komplikasyonlardan sonra skarlagsma fibrozisi olan insan vaka raporlarini

desteklemistir (Wilson vd., 2023).
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LST sinyal iletim molekiilii ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinazin (ERK)
aktivasyonunu inhibe ederek donistiiriicii biiylime faktorii (TGF) beta sinyalini
engelleyen bir anjiyotensin II reseptor Tip 1 blokeridir (ARB) (Wilson vd., 2023).
Giliniimiizde, anjiyotensin II reseptor blokerinin fibrozisi azalttig1 ve karaciger, kaslar,
akcigerler ve bobrekler dahil olmak {izere yarali organlarin islevini iyilestirdigi ortaya
konmustur. Bu nedenle, bir anjiyotensin II tip 1 reseptdr blokeri olan LST umut verici
bir antifibrotik ajan olarak ortaya ¢ikmistir (Cohn vd., 2007). LST nin TGF-B'y1 inhibe
ettigi spesifik mekanizmalar sinyali tam olarak karakterize edilmemistir. Bir ¢alismada
LST’nin SMAD sinyal yolaklarina miidahale ettigi bulunmustur (Wu vd., 2016).
Baska bir ¢alismada LST nin SMAD?2 ekspresyonunu inhibe ettigi bulunmustur (Yao
vd., 2004). Yine bagka bir calismada LST’nin ERK aktivasyonunun dolayl
inhibisyonu yoluyla TGF-B sinyalini inhibe ettigi bulunmustur (Wylie-Sears vd.,
2014). Bu nedenle, LST nin TGF-f sinyali iizerinde inhibitor etkiye sahip oldugu
SMAD ile iligkili birka¢ mekanizma olabilir. Bununla birlikte, cogu ¢alisma, LST nin
diger dokulardaki yaralanma modellerinde bilinen TGF-f aracili siireclerin son etkisini
engelledigini gostermis ve spesifik mekanizmalar1 arastirmamistir (Sampaio vd.,
2022). Losartan (LST), hemodiyalize giren son dénem bdbrek yetmezligi (SDBY)
hastalarinda kan basincini kontrol etmede ve yliksek oksidatif stres belirteci olan
OSTI'yi azaltmada ve bir antioksidan olan SH gruplarinin plazma seviyelerini artirmada

da etkili olmustur (Kayabasi vd., 2013).

Losartan, endometriyal kanser hiicrelerinde Ang II aracili hiicre
proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide azaltir. Losartan ve anti-miR-155 kombinasyonu, tek
basina her bir ilaca kiyasla 6nemli 6l¢iide daha biiyiik bir antiproliferatif etkiye sahiptir
(Choi vd., 2012).

Siklik guanozin monofosfat (cGMP) ve Nitrik oksit (NO) {iretimini artiran
ajanlar renal fibrozisin ilerlemesini iyilestirmektedir. Ancak bu siirecin molekiiler
mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. cGMP ve cGMP'ye bagli kinaz I'in (¢cGKI)
antifibrotik etkilerine, hem ERK hem de Smad'a bagli yol iizerinden TGFJ sinyal

yolunun diizenlenmesinin aracilik ettigi varsayilmistir (Schinner vd., 2017).

Fibrotik bobrekte, fibroblastlarda eksprese edilmeyen a-diiz kas aktin (SMA)
ekspresyonu ile miyofibroblast sayisi artar. Bu nedenle SMA, fibroblastlarin
miyofibroblastlara gegisi i¢in bir belirte¢ gorevi goriir ve mezenkimal bir fenotipi

gosterir (Eddy vd., 1996). Doniistiiriicii biiytime faktorii 1 (TGFB1) ve trombosit
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kaynakli biiylime faktorii B'nin her ikisi de fibroblastlar1 miyofibroblastlara
farklilagtirabilir. TGFp, kolajenler veya fibronektin dahil olmak iizere ECM
proteinlerinin sentezini uyarir ve epitelden mezenkimal gegisi indiikler. Sonug olarak,
TGFp fibrotik hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir role sahiptir (Cutroneo vd.,
2007). Sinyal molekiilleri Nitrik oksit (NO) ve Natritiretik peptit (NP) antifibrotik bir
potansiyel gostererek perivaskiiler veya kardiyak interstisyel alanlarda ECM
birikiminin azalmasina neden olur. Son yapilan g¢alismalar, bobrek fibrozisinin
onlenmesinde cGMP yiikselmesinin (¢0zlinebilir guanilil siklaz sGC'lerin
uyarilmasiyla) veya NP reseptor-A aktivasyonunun roliinii 6ne stirmiistiir (Schinner

vd., 2013).

Renin anjiyotensin sistemin (RAS) ana efektor peptidi olan anjiyotensin II (Ang
IT), hiicre biiyiimesi, fibrozis ve enflamatuar yanitin diizenlenmesinde rol oynayan
pleiotropik bir sitokindir. Ang II iki ana reseptore baglanir: AT1 ve AT2 (Mezzano
vd., 2001). AT1 reseptorii kalsiyum mobilizasyonu, protein kinazlarin aktivasyonu ve
reaktif oksidan tiirlerin iiretimi dahil olmak iizere ¢esitli sinyal iletim yollarinin
aktivasyonu yoluyla biliylimeyi tesvik edici etkilerde, fibrotik, trombotik ve
enflamatuar siireclerde rol oynar (Touyz vd., 2000). AT2'min biyolojik islevleri ve
sinyal yolu tam olarak bilinmemektedir. AT2 apoptoz ve hiicre biiylime
inhibisyonunu, vazodilatasyonu indiikler ve renal nitrik oksit (NO) iiretimini diizenler
(Ruiz-Ortega vd., 2001). AT2 sinyali fosfatazlar1 ve kinin/NO/cGMP iiretimini aktive
eder. AT2 reseptorii insan fetal mezenkimal dokularinda her yerde eksprese edilir,
ancak dogumdan sonra ekspresyonu azalir. AT2 yara iyilesmesi gibi doku yeniden
sekillenmesi veya enflamasyonu igeren patolojik durumlarda yeniden eksprese edilir.
Bununla birlikte, renal AT2 hakkinda hala bazi tartismali veriler bulunmaktadir (Ruiz-
Ortega vd., 2003). Anjiyotensin II, AT1 ve AT2 olarak adlandirilan iki farkli hiicre
yiizeyi reseptorii aracilifiyla sinyal vererek hiicre iglevini degistirir. AT1 reseptorii
yetiskin bobreginde anjiyotensin II etkileri i¢in baskin reseptdr tipi olmasina ragmen,
AT?2 reseptorii basing natritirezini kontrol ederek ve cGMP {iretimini azaltarak bobrek
fonksiyonunu etkiler. Ayrica, fetal organlarda organogenezi diizenlemenin yani sira,
AT2 reseptoriiniin deneysel doku hasar1 modellerinde veya kiiltiirdeki hiicrelerde

hiicre proliferasyonunu diizenledigi goriilmektedir (Morrissey vd., 1999).
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Renal fibrozisin engellenmesinde kullanilan ve AT1 reseptdr antagonisti olan
LST, ATI1 reseptoriinii bloke ederek AT1 aracili sentezlenen doniistiiriicii biiytime
faktori (TGF) reseptoriiniin sentezini ve hiicre zarina yerlesimini bloke ederek
ortamda artan ve fibrozise neden olan TGFB1’in TGF reseptoriine baglanmasini
engellemektedir. Ayn1 zamanda Anjiyotensin II proteini AT2 reseptoriine baglanarak
cGMP (siklik guanozin monofosfat) yolagi tizerinden artan ECM miktarini diistirerek

fibrozis olusumunu engellemektedir (Abramicheva vd., 2022).

Sirtuinler, ¢ok cesitli sinyal molekiilleri, transkripsiyon faktdrleri, histonlar ve
enzimlerle etkilesime girerek ¢ok sayida hiicresel islev géren NAD + (nikotinamid
adenin diniikleotid) bagimli protein deasetilaz ailesidir (Haigis vd., 2010).
Memelilerde SIRT1-7 olarak adlandirilan yedi farkli sirtuin bulunmaktadir. SIRT1'in
deasetilasyon veya cesitli hedef proteinlerle etkilesim yoluyla interstisyel fibroz,
inflamasyon ve apoptozu inhibe ederek renoprotektif bir etki gosterdigi bilinmektedir
(Hong vd., 2020). Bir anjiyotensin II reseptor blokeri olan LST, kronik bobrek
hastaliklarinda ilk tedavi secenegi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Kim vd.,
2017). LST’nin renal tiibiiler hiicrelerde SIRT1 ekspresyonunu doza bagl bir sekilde
indiikleyebildigi bulunmustur. Hayvan calismalar1 da LST ile tedavinin SIRT1'in
tiibiiler ekspresyonunu indiikledigini gostermistir (Shiota vd., 2012). SIRT1'in hiicre
dongiisii ve endoplazmik retikulum stresi (ERS) de dahil olmak iizere streslere karsi
hiicresel yanitla ilgili ¢cok ¢esitli hiicresel siireclerde yer aldig1 gosterilmistir (Pantazi
vd., 2015). Buna ek olarak, LST nin ER stresi lizerindeki inhibitor etkisinin SIRT1'in
yukar regiilasyonu yoluyla gerceklestirdigi de bulunmustur (Kim vd., 2017).

Tez ¢aligmasinda LST nin kornea yaralanmalarindan sonra gergeklesen stromal
miyofibroblast olusumunu engelledigi i¢in antifibrotik &zellikte olup olmadigi
gostermek i¢in iIOA-MKH’lerinde, LST’nin oksidatif strese durumundaki etkisin
hiicre proliferasyonu (MTT), reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve fibrozis iligkili genlerin

ekspresyonu (Real-time PCR) seviyesi incelenmistir.
2.6. Fibrozis ve Oksidatif Stres

Fibrozis, yavas gelisen ancak sonunda doku dejenerasyonuna yol agan, kalp,
akciger, karaciger, bobrek ve cilt hastaliklar i¢in yikict sonuglar1 olan bir durumdur
(Conte vd., 2022). Yaralanmis dokularin hiicre dis1 matriks (ECM) alaninda asiri

fibroz bag dokusu birikimi oldugunda ortaya ¢ikar. Fibrotik yara dokusunun temel
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bilesenleri ve fibrotik hiicrelerin bir karisimi, 6zellikle tip I ve III olmak iizere
kolajenlerdir. Asir1 fibrotik dokular kalic1 iyilesme sorunlar1 yasayacak ve bu da organ
veya doku islev bozukluguna yol acacaktir (Davidson vd., 2020). Pro-fibrotik hiicreler
ve pro-fibrotik faktorler ve sitokinler (bliylime faktorleri/sitokinler), ECM, doku
vaskiiler hasari, mekanik gerilim ve oksidatif stres gibi diger degiskenlerle birlikte
cesitli dokularda fibrozun aracilar1 arasindadir (Al-Hattab vd., 2022). Doku travmasi
ve fibrojenik bozukluklarda, miyofibroblastlar veya miyofibroblast benzeri hiicreleri,
ECM'in kolajen sentezine ve dongiisiine katkida bulunan birincil hiicre tipidir
(Schuster vd., 2021). Tiim diiz kas hiicrelerinin paylastigt belirteglerden biri,
miyofibroblastlar tarafindan ifade edilen alfa-diiz kas aktinidir (a-SMA). Mezenkimal
hiicreler viicutta yaygin olarak bulunur ve hasar sonucu epitelden mezenkimale
degisim geciren kemik iligi hiicrelerini ve fibroblastlari igerir. Kan dolasimi yoluyla,
tipik olarak monositler olarak yaralanma bolgelerine ¢ekilirler ve daha sonra
enflamatuar ve profibrotik sitokinler tarafindan makrofajlara doniismeye tesvik
edilirler (Lafuse vd., 2020). Miyofibroblast bir Sekil 1'de gosterildigi gibi fibrotik
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda kilit rol oynar. Miyofibroblast, organ fibrozisi,
embriyolojik gelisim ve epitelyal malignitelere karsi stromal yanit gibi cesitli
stireclerde rol oynar (Meng vd., 2018). Son kesifler miyofibroblastlarin normal veya
patolojik duruma bagl olarak ¢esitli hiicresel kokenlerden tiiremesi bu hipotezi

desteklemektedir.

llerleyici fibrotik hastalik gesitli farkli faktorler tarafindan ortaya ¢ikarilabilir,
Nakillerde mindr insan 16kosit antijen anormallikleri, yliksek serum kolesteroli,
miyokard enfarktiisii, kotii kontrol edilen diyabet, obezite ve hipertansiyon kronik
enflamasyona neden olabilecek durumlara birka¢ ornektir (Distler vd., 2019).
Immiinolojik yanit ve enflamasyon dahil olmak iizere cesitli faktdrlerin fibroblastlarin

nasil farklilastigini ve aktive oldugunu etkiledigi artik anlagilmistir (Antar vd., 2023).

ROS iiretimi, reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve antioksidan savunma arasindaki
dengesizlik oksidatif strese yol acgarak hiicresel islev bozuklugu ve doku hasarina
neden olur Kapoor vd., 2019). Yiiksek oranda reaktif oksijen metabolitleri hidrojen
peroksit (H20») igerir, sliperoksit anyonu (O;-), hidroksil radikali (HO-), Nitrik oksit
(NO) ve oksijen (O2), nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit gibi tiirevlerini olusturmak

izere reaksiyona girer. Asir1 ROS iiretimi ve/veya tiilkenmis antioksidan savunmanin
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neden oldugu tiim molekiiler, hiicresel ve doku sorunlari toplu olarak “oksidatif stres”

olarak adlandirilir (Casas vd., 2020).

Fibrozisin indiiklenmesi i¢in oksidatif stres ve TGF-f'nin etkilesime girmesi ¢ok
onemlidir. TGF-f oksidatif strese neden olan ROS olusumunu artirdiginda ve oksidatif
stres latent TGF-B'y1 aktive ettiginde pozitif bir geri besleme dongiisii olusur. Ek
olarak, Siiperoksit ve NO birlestiginde peroksinitrit ve diger RNS'ler olusabilir.
Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) cogunlukla akcigerde, ozellikle de
enflamasyon sirasinda NO iiretir (Antar vd., 2022). Insan akciger hiicreleri, NO
iretimini artirmaya yardimci olan NOS'un yapisal formlarint yaygin olarak sergiler.
Hiicre proliferasyonu, hiicre 6liimii ve fibroblast sagkaliminda rol oynayan ¢ok sayida
gen bu oksidanlar tarafindan aktive edilebilir. Kritik hedef hiicrelerin mitokondrileri
tarafindan iretilen ROS'un fibrozise aracilik etmede ¢ok Onemli bir rol oynadigi
goriilmektedir. ROS (H2O; ve O gibi) mitokondriyal arizanin bir sonucu olarak iiretilir
clinkii elektron tagima zinciri proton pompalamadan ayrilir ve ROS'u sitozole salar

(Richter vd., 2016)

Tipik olarak aktive olmus enflamatuar hiicreler tarafindan tiretildiginde ve NOX
oksidorediiktaz ailesi, enflamatuar olmayanlarin yan1 sira, hiicresel iletisime, istilaci
mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesine ve ¢evredeki konak dokulara zarar verilmesine
yardime1 olan Oz ve H>O» olusturmak i¢in bir veya iki elektron indirgemesini katalize
eder. NOX'un, 6zellikle de NOX1, NOX2 ve NOX4 izoformlarinin pulmoner fibrozis
etiyolojisindeki kilit iglevi son aragtirmalarla ortaya konmustur (Kato vd., 2020). TGF-
B1 NOX4' indiikler ve bu da fibrotik akciger hastaliginda 6nemli gelismeleri tesvik
eder. Calismalar, farelerde bleomisin kaynakli fibrozisin NOX4'iin genetik olarak
bozulmasiyla veya farmakolojik olarak inhibe edilmesiyle Onlenebilecegini
gostermistir (Hecker vd., 2014). Fibrozisin ROS ve oksidatif stres ile baglantisi,
hastaliga 0zgii tedavilere ve TGF-B sinyalizasyonunun engellenmesine ek olarak
antioksidan iceren besinlerle veya diyetlerle takviyenin faydali olacagi anlamina gelir.
Uziim ve baz1 meyvelerde dogal olarak bulunan bir antioksidan olan resveratrol,
akciger fibrozu, kronik obstriiktif akciger hastaligi ve astim gibi solunum

rahatsizliklari i¢in bir tedavi olarak savunulmaktadir (Firuzi vd., 2011).
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3. YONTEMLER

3.1. Deney Protokolii

Bu tez caligmasi sadece hiicre kiiltiirii ortaminda (insan ya da hayvan viicudu
disinda) ve Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU), Tip fakiiltesi, Klinik
arastirmalar Etik Kurul Bagkanligin (30:13.05.2020) izni ile insan kaynakli orbital

adipoz dokudan izole edilerek gergeklestirilmistir.
3.1.1. Deney gruplar

Tez calismamizda oksifdatif stres durumunda Losartan’in (LST) hiicre
proliferasyonuna ve fibrosize etkisini degerlendirmek i¢in 4 deney grubu

olusturulmustur. Bunlar:

1.Grup (Kontrol Grubu): Yalnizca insan orbital adipoz doku kaynakli

mezenkimal kok hiicreleri.

2. Grup (Pozitif kontrol Grubu): H>O» eklenerek oksidatif stres modellenmis

insan orbital adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreleri.

3. Grup (Deney Grubu): Sadece LST eklenmis insan orbital adipoz doku

kaynakli mezenkimal kok hiicreleri.

4. Grup (Deney Grubu): Hem H»0O; ile oksidatif stres modeli olusturulduktan

sonra LST eklenmis insan orbital adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreleri.
3.1.2. Hiicrelerin izolasyonu, kiiltiir edilmesi, cogaltilmasi ve karakterizasyonu

3.1.2.1. Insan orbital adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (i0A-

MKH’ler) izolasyonu ve kiiltiire edilmesi

Bu tez calismasinda eksplant yontemi ile izolasyonu yapilib kiiltiire alinan ve 3.
pasajda karakterizasyonu gerceklesdirilen insan orbital adipoz doku kaynakl
mezenkimal kok hiicreler (1I0A-MKH’ler) kullanilmistir. iOA-MKH’lerin izolasyonu
icin uygulanan eksplant kiiltlir yonteminde oncelikle doku %10 Pensilin/Streptomisin
(Pen/St) igeren Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) soliisyonu ile yikandi ve dokudan kiigiik kesitler alinarak
6 kuyucuklu kiiltiir plakasinin tabanina konularak 15 dakika tabana tutunmasi igin
beklendi. 15 dakika sonra iizerine %10 fotal sigir serumu (FBS, Capricorn Scientific),

%1 primosin (Invivogen, California, ABD) ve %1 stabil glutamin (Capricorn
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Scientific) i¢eren NutriStem XF Media eklentisi (Sartorius, Goettingen, Almanya)
besiyerinde, %5 CO2, %5 Oz ve %95 bagil nemde ve 37°C inkiibatorde (Panasonic,
MCO-170M-PE, Kadoma, Japonya) ¢cogaltildi.

Izolasyonu yapilan iOA-MKH’lerin giinliik olarak yapilan faz-kontrast invert
mikroskobik (Carl Zeiss, Axio Observer D1, Oberkochen, Almanya) morfolojik
goriintililerinde eksplant kiiltiir yonteminde dokudan hiicre kiiltiir plakasinin tabanina
dogru hiicre hareketleri gézlemlendi, morfolojik analizler yapildi ve fotograflari
cekildi. Hiicrelerin durumu her giin faz-kontrast invert mikroskobu ile takip edildi ve
hiicreler %80 konfluensiye ulastiginda pasajlandi. Bunun i¢in eski besiyeri ¢ekilerek
3 mL Ca*? ve Mg*? igermeyen Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS, Gibco,
Massachusetts, ABD) ile 3 kez yikama yapildi. Ardindan %0.25 tripsin-EDTA
(Etilendiamin tetra asetik asit, Thermo Fisher Scientific, Gibco, Massachusetts, ABD)
eklendikten sonra {i¢ dakika inkiibatorde bekletildi. Mikroskopta hiicrelerin kalktig
belirlendiginde tripsin-EDTA’y1 nétralize etmek i¢in 1:1 oranindan serum igeren
besiyeri eklendi. Hiicre soliisyonu kapakli konik tabanli santrifiij tiipiine (Sarstedt,
Niimbrecht, Almanya) alinarak mikropipet ile homojenize edildikten sonra 300xg’de
5 dakika boyunca santrifiij (Hettich, Rotina 380R, Westphalian, Almanya) edildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi. Bu islem iki kez daha tekrarlandi. Daha sonra
hiicre sayimai i¢in pellet 1 ml besiyeri ile resiispanse edildi. Resiispanse edilen hiicre
orneginden 20 pl alinarak 1:1 oraninda tripan mavisi eklenerek Thoma laminda 151k
mikroskobu (Kern, OBL-12/0OBL-13, Balingen, Almanya) ile hiicre sayimi yapildu.
Yapilan sayim ile elde edilen sonug hiicre sayim formiilii ile hesaplanarak hiicre sayisi

elde edildi.

Sayim sonrasinda iOA-MKH hiicreleri 5x10° hiicre/flask olacak sekilde ekim
yapilarak kiiltiire devam edildi. Kalan hiicre pelleti ilerideki ¢caligmalarda kullanilmak
icin donduruldu. Bunun i¢in; hiicreler 300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi. Hiicre pelletine daha dnce hazirlanip 2-8°C’de
bekletilmis olan kriyoprezervasyon soliisyonu (%60 DMEM, %35 FBS ve %5 DMSO)
eklenerek mikropipet yardimiyla hizla homojenize hale getirildi. Hizli bir sekilde her
kriyovialde 3x10° hiicre olacak sekilde viallere paylastirildi ve her bir kriyoviale %35
dimetil siilfoksit (DMSO) pipetaj yapilmadan eklendi. Hiicrelerin homojenize olmasi
i¢cin kriyoviallerin dis kismindan el ile tabanina nazik¢e vuruldu. Daha sonra hizla,

dondurma isleminden 6nce kriyoprezervasyon kayit defterinde belirlenmis olan yerine
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ulagtirilarak -150°C’de derin dondurucuya (Panasonic MDF-C2156VAN-PE,
Kadoma, Japonya) yerlestirildi.

3.1.2.2. iOA-MKH’lerin immunofenotipik karakterizasyonu

3.1.2.2.1. iOA-MKHlerin flow sitometri ile immunofenotipik karakterizasyonu

Izole edilmis iOA-MKH’lerin flow sitometri ile immunofenotipik
karakterizasyonu i¢in iigiincii pasaja kadar ¢ogaltilan iOA-MKH’lerin pasajlanmasi
gerceklestirildi. Izole edilmis iOA-MKH’lerin karakterizasyonu i¢in CD44, CD69,
CD73, CD90, CD105, CD19, CD25, CD29, CD34, CD45, CD14, HLA A-B-C ve
HLA-DR (Biolegend, Californiya, ABD) antikorlar1 kullanildi. Pasajlanma isleminin
sonuncu asamasinda santrifiij sonrasinda siipernatant atildiktan sonra hiicre pelleti
soguk PBS ile yikandi. Hiicre pelleti {izerine 100 puL baglanma soliisyonu (%2 FBS
igceren PBS) ve 2 uL ilgili antikor eklenerek, 30 dakika boyunca karanlikta ve oda
1sinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi baglanmayan antikorlari uzaklastirmak
amaciyla santrifiij edildi. Daha sonrasinda 300 pL PBS eklenerek flow sitometri
cihazinda (Agilent Novacyte, 3500) okutuldu. NovoExpress 6.0 software (Agilent,
CA, ABD) programinda analiz islemleri gerceklestirildi.

3.1.2.3. iOA-MKH’lerin farklilastirma analizi

10A-MKH’lerin farklilagma karakterizasyon analizi olarak kemik (osteojenik

farklilasma) ve adipoz (adipojenik farklisama) hiicre hatlarina farklilastirildi.

Adipojenik farklilasma: Adipojenik farklilasma i¢in 1OA-MKH’lerden 6
kuyucuklu kiiltiir plakasmin her kuyucuguna 15x10* sayida hiicre ekildi. Ekilen
hiicreler kiiltiir kabinin %70 oraninda hiicre yogunluguna sahip oldugu zaman i¢inde
%10 FBS, 0.5 mM isobutyl-methylxanthine, 5x10’M dexamethasone, 10 ug/ml
insulin, 200 uM indomethacin 1% penisilin-streptomisin bulunan ve %1 glutamax
bulunan DMEM F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) kiiltiir medyumunda 2 hafta kiiltiire edildi ve kiiltiir sonrasi
hiicre ici biriken lipidler, Oil-Red-O histolojik boyamas1 yapilarak pozitifligi

mikroskobik incelemelerle gosterildi.
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Osteojenik farklilasma: Ayni sekilde osteojenik farklilagsma icin de iOA-
MKH’lerden 6 kuyucuklu kiiltiir plakasimin her kuyucuguna 15x10* sayida hiicre
ekildi. Kiiltiire alinan hiicrelerin kiiltiir kabinin %70 oraninda hiicre yogunluguna sahip
oldugu zaman hiicreler i¢inde %10 FBS, 100 nM dexamethasone, 0.05 pM ascorbate-
2- phosphate, 10 mM B-glycerophosphate, %1 penisilin- streptomisin ve %1 glutamax
iceren  DMEM F12 (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) kiiltiir
medyumunda 4 hafta boyunca kiiltiire edildi. Osteojenik farklilasma Alizarin Red-S
boyasi ile boyandi ve bu histolojik boyamanin pozitifligi mikroskobik incelemelerle

gosterildi.

3.1.2.4. iOA-MKH’lerin immunofloresan igaretleme ile immunohistokimyasal

karakterizasyonu

10A-MKH’lerde adipojenik farklilasma sonrasinda adiponektin ve osteojenik
farklilasma sonrasinda osteonektin proteinlerinin ekspresyon durumunu belirlemek

icin immunofloresan (iF) isaretleme ile karakterizasyon islemleri yapildi.

Farklilagmasi yapilmis iOA-MKH’ler %4 paraformaldehit ile 30 dakika boyunca
fikse edildi ve PBS ile 5 dakika boyunca yikandi, bu islem 3 kez tekrar edildi. Fikse
edilen hiicrelere % 0.1 Triton-X-100 eklendi ve 15 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra hiicreler PBS ile 5 dakika boyunce yikandi ve bu islem ii¢ kez
tekrar edildi. Bloklama i¢in %10 Goat serum iceren PBS hazirlandi ve fikse edilen
hiicreler 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun bitiminde hiicreler {izerine
adiponektin ve osteonektin primer antikorlari ile gece boyu +4°C'de inkiibe edilerek
antikorlarin antijene baglanmasi saglandi. Ertesi giin hiicreler oda sicakliginda PBS ile
lic kez yikanarak baglanmayan primer antikorlar uzaklastirildi. Primer antikorlara
uygun olarak secilen Alexa Flour-488 (yesil) (Cell Signaling Technology,
Massachusetts, ABD) ve Alexa Flour-594 (kirmizi) (Cell Signaling Technology)
sekonder antikorlar ile iki saat boyunca oda sicaklifinda inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda hiicreler tli¢ kez PBS ile yikanarak sekonder antikor uzaklagtirildi. Hiicreler
en son niikleus belirteci olan DAPI ile boyanarak floresan mikroskopta (Carl Zeiss

Axi10 Observer D1, Almanya) goriintiilendi.
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3.1.3. In vitro oksidatif stres modeli’nin olusturulmasi

Yaralanmadan sonra dokudaki hasar sonucu olusan stresi modellemek igin
oksidatif stres modeli olusturuldu. Daha sonra LST’nin (MedChemExpress, New
Jersey, ABD) ve H>O>’nin uygun konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, H,O, ile
hiicrelere 6n uygulama yapildiktan sonra, LST’nin belirlenen konsantrasyonlari

uygulandi ve oksidatif stres modeli olusturularak LST nin etkileri arastirildi.
3.1.3.1. iOA-MKH'’lere Losartan’in konsantrasyonunun belirlenmesi

LST’nin (MedChemExpress) sitotoksik olmayan konsantrasyonunu belirlemek
icin hiicre canlilik ve proliferasyon testi olan MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir) analizi yapildi. Hiicre canliligi, 6zellikle yeni ilaglarin
gelistirilmesinde hiicre biiyiimesini ve hiicre sitotoksisitesini belirlemek i¢in yaygin
olarak kullanilan MTT kolorimetrik test kullanilarak degerlendirildi (Akhir vd., 2011).
MTT testi canli hiicrelerin bir tetrazolyum tuzunu mitokondride formazan kritallerine
metabolize etme yetenegine dayanir. Formazan birikimi canli hiicre sayist ile
orantilidir ve sitotoksisite derecesi ile ters orantilidir (Berridge vd., 2005). MTT toz
halindedir ve 5 mg/mL olacak sekilde PBS icerisinde soliisyon haline getirildikten
sonra 0.22 pum filtreden siiziilerek steril edildi. iIOA-MKH’ler 100 uL DMEM F12
(Capricorn Scientific) besiyeri icerisinde kuyucuk basma 5x10° hiicre olacak sekilde
96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi ve inkiibatérde bir giin boyunca inkiibe edilerek
hiicrelerin tutunmasina izin verildi. 24 saat sonra besiyeri uzaklastirilarak kuyucuk
basina 100 pL olacak sekilde taze besiyeri icerisinde 0.1-0.5-1-2-5-10-20-50-100 nM
konsantrasyonlarinda LST eklendi. LST eklendikten 24, 48, 72 saat sonra 10
uL/kuyucuk hazirlanan MTT soliisyonundan eklendi. Hiicreler 3 saat boyunca
inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her kuyucuk basina 100 pul DMSO
eklendi ve formazan kristallerin olusmasi icin oda sicaklifinda karanlikta inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda monokromatér

sistemli mikroplaka okuyucuda (BIOTEK ELx808IU, Vermont, ABD) belirlendi.

3.1.3.2. iOA-MKH ' lere oksidatif stres modelini olusturmak icin hidrojen peroksit

(H:0:2)’nin konsantrasyonunun belirlenmesi

10OA-MKH’ler ile in vitro oksidatif stres modeli olusturmak amaciyla, H,O»
konsantrasyonunun sitotoksik olmayan konsantrasyonunu belirlemek ig¢in hiicre

canlilik ve proliferasyon testi olan MTT analizi yapildi. iOA-MKH’ler 100 uL DMEM
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F12 besiyeri icerisinde kuyucuk basma 3x10° hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina ekildi ve bir giin boyunca inkiibe edildi. Hiicreler kiiltiir kabina
tutunduktan sonra besiyeri uzaklastirilarak kuyucuk basina 100 pL olacak sekilde taze
besiyeri igerisinde 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uM konsantrasyonlarinda
hidrojen peroksit (H202) eklendi. H2O> eklendikten 24 saat sonra H>O»
konsantrasyonunun sitotoksik olmayan konsantrasyonunu belirlemek i¢in MTT

analizi yapildi.
3.1.3.3. In vitro oksidatif stres modeli’nde Losartanin etkisinin belirlenmesi

In vitro oksidatif stres modeli’nde LST’nin etkisinin belirlenmesi igin iOA-
MKH’ler 100 unL DMEM/F12 (Capricorn Scientific) besiyerinde kuyucuk basina
5x10° hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarmna ekildi ve bir giin boyunca
inkiibe edildi. Daha sonra besiyeri ¢ekilerek H>O;’nin belirlenmis 25 uM
konsantrasyonu kontrol grubu hari¢ pozitif kontrol ve diger grup kuyulara eklendikten
sonra 24 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda besiyeri ¢ekilip atilarak 96
kuyucuklu kiiltiir plakasinin kuyucuk basina kontrol ve pozitif kontrol kuyular1 hari¢
kalan kuyulara 100 pL olacak sekilde taze besiyeri igerisinde 0.1-0.5-1-2-5-10-20-50-
100 nM konsantrasyonlarinda LST (MedChemExpress) eklendi. LST eklendikten 24,

48, 72 saat sonra LST nin etkisinin belirlenmesi icin MTT analizi ger¢eklesdirildi.
3.1.3.4. Oksidatif stres tayini i¢in reaktif oksijen tiirleri (ROS) testi

Oksifdatif stres durumunda LST’nin oksidatif strese etkisini belirlemek igin
ROS analizi yapildi. Bunun igin hiicrelerdeki serbest radikal iiretimini O0lgmek
amaciyla kullanilan yontemlerden biri olan DCFH-DA kullanilmistir. Reaktif oksijen
tiirleri (ROS) test kiti, hiicre igindeki hidroksil, peroksil ve diger ROS aktivitesini
Olcen florojenik bir boya olan hiicre gegirgen reaktif 2',7' -diklorofloresein diasetat
(DCFDA) kullanir. Hiicreye difiizyondan sonra, DCFDA hiicresel esterazlar tarafindan
floresan olmayan bir bilesige deasetile edilir ve daha sonra ROS tarafindan 2', 7' -
diklorofloresine (DCF) oksitlenir. 2'-7'-Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-
DA), bir hiicrenin redoks durumunu dogrudan 6lgmek i¢in en yaygin kullanilan

tekniklerden biridir (Eruslanov vd., 2010).

ROS analizi i¢in iOA-MKH hiicreleri 6 kuyucuklu kiiltiir plakasinin her bir
kuyucuguna 1x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve bir giin boyunca inkiibe edilerek

hiicrelerin tutunmasina izin verildi. Ertesi gilin eski besiyeri uzaklagtirilarak kuyu
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basina 1 mL olacak sekilde taze besiyeri igerisinde 20 uM konsantrasyonunda DCFH-
DA (Cayman Chemical) eklendi ve 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 1
mL Ca*? ve Mg icermeyen DPBS, (Capricorn Scientific) ile yikama yapilarak
besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra kontrol grubu hari¢ kuyu basina 1 mL olacak sekilde
taze besiyeri igerisinde 25 pM konsantrasyonunda H>O- eklendi ve 24 saat boyunca
37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda besiyeri cekilerek 1 mL Ca™ ve Mg"™
icermeyen DPBS ile yikama yapilarak eski besiyeri uzaklastirildi. Sonra ise taze
besiyeri i¢erisinde LST nin belirlenen 2 nM, 10nM, 20nM ve 50nM konsantrasyonlari
eklendi ve 24, 48, 72 saat boyunca inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler tripsin-EDTA
araciligi ile kaldirilarak flow sitometri cihazinda (Agilent Novacyte, 3500) okutuldu.

3.1.3.5. ELISA teknigi ile iOA-MKH’de TGFf1 protein analizi

iOA-MKH’lerin H2O, ve LST'nin 2 nM, 10nM, 20nM ve 50nM
konsantrasyonlart1 uygulandiktan sonra 24, 48 ve 72 saatlerde toplanan
stipernatantlarindan elde edilen 6rneklerde TGFP1 protein seviyesini 6lgmek amaciyla
Human TGFB1 ELISA kit (SunRed Biotechnology Company, Sanghay, Cin)
kullanildi. Bunun i¢in 6ncelikle reagentler, 6rnekler ve standartlar hazirlandi. Blank
kuyucuguna sadece 50 pl kromojen A, B soliisyonlar1 ve 50 pl stop soliisyonu eklendi.
Standartlarin olacagi kuyucuklara 50 pl standart, 50 ul Streptavidin-HRP eklendi.
Ornek kuyucuklara ise her bir 6rnekden 40 ul eklendi, 10 ul biotinle isaretli TGFp1
antikoru, 50 pl Streptavidin-HRP eklendi ve 60 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi bittikten sonra 5 kez yikama yapildi, her bir kuyucuga 50 ul
kromojen A, B soliisyonlar1 eklendi ve 10 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra
her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyon eklenerek (mavi rengin sar1 renge doniismesi) 15

dakika i¢inde 450 nm optik yogunlugun (OD) dlgiilmesi gerceklestirildi.
3.1.3.6. gRT-PCR yontemi ile mRNA diizeyinde gen ekspresyon analizi

Olusturulan in vitro modelde fibrozis ile iliskili TGFR, SIRT1, cGMP, AT2, LOX
ve VEGF ve TGFB1, TGFB3 genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisim
Real Time PCR (RotorGene, Qiagen, Almanya) ile analiz edildi. Bunun i¢in LST nin
belirlenen 2 nM, 10nM, 20nM ve 50nM konsantrasyonlar1 eklendi ve 72 saat boyunca
maruz birakildi. LST uygulanan hiicrelerden total RNA MiRNeasy Micro Kiti
(QIAGEN, Germantown, ABD) kullanilarak izole edildi. Hiicre pelletinin iizerine 700

29



uL Trizol eklenerek 1 dakika boyunca vortekslendi. 5 dakika oda 1sisinda bekletildi
daha sonra iizerine 140 pL kloroform eklenerek hiicrelerde faz ayirimi gergeklestirildi.
Faz ayirimi i¢in 2 dakika bekletildikten sonra 12.000g’de 15 dakika santrifiij edildi.
Faz ayrimindan sonra iistteki agik renkli sivi kismi toplandi. Toplam hacminin 1.5 kati
kadar %100 ethanol eklendi. Daha sonra kolonlara eklenmistir ve 10.000g’de 20
saniye santrifiij edilmistir. Kolonlarin altina toplanan sivi atilmistir. Sonrasinda kolona
700 uL RW1 buffer eklenmistir ve 10.000g’de 20 saniye santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda 500 uL RPE buffer eklenerek 10.000g’de 20 saniye santrifiij edilmistir.
Sonra 500 pL %80 ethanol eklenerek 10.000g’de 20 saniye santriflij edilmistir.
Ayristirma kolonu yeni tiipe yerlestirdikten sonra 1-2 dakika agzi acik birakilarak
alkoliin ugmasi saglanmistir. Son olarak 14 pl. RNase free water eklenerek 2 dakika
bekletildikten sonra 22.000g’de 1 dakika santrifiij edilerek RNA’nin ayristirma
kolonun filtresinden tlipe aktarilmasi saglanmistir. Daha sonra nanodrop
spektrofotometre cihazi (Thermo Fisher Scientific Nanodrop-one, Massachusetts,
ABD) ile RNA konsantrasyonu 6l¢iilmiistiir. Elde edilen mRNA’lar cDNA sentez kiti
(QuantiTect Reverse Transcription kit, Almanya) kullanilarak komplementer DNA
elde edilmistir. cDNA elde edilmesiyle birlikte, hedef genlere uygun primerler ve
SYBR Green PCR kiti (QuantiNova, Almanya) kullanilarak Real Time PCR (Rotor
Gene, Almanya) cihazinda analiz gerceklestirilmistir. Real-time PCR (qPCR) analizi
sonrasinda GAPDH referans geni kullanilarak Ct (threshold cycle) degerleri elde
edildi. Ardindan, AACT yontemi kullanilarak ham veri normalizasyonu yapildi. Bu
yontem sayesinde, hedef genin ekspresyonundaki farkliliklar, kontrol grubunun
ekspresyonu ile karsilastirilarak belirlendi. Boylece gercek zamanli PCR verilerinin

analizi gergeklestirildi.
3.2. Istatistiksel Analiz

Her deney en az ii¢ kez tekrarlanmistir. Tiim istatiksel analizler, SPSS 20.0 (ya
da giincel siirtimii) ile gerceklestirilmistir. One-way ANOVA ile yapilan istatistik

analizlerinde snlamlilik diizeyi p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 sayilmistir.

Real-time PCR analizinin istatistiksel degerlendirilmesinde, elde edilen Ct
degerlerinden AACt degerleri hesaplandi. Referans gen ile hedef gen arasindaki kat
degisimi (fold change) gosterildi. Elde edilen verilenin Kolmogorov-Smirnov ve
Shapiro-Wilk ile normal dagilimlar1 degerlendirildi daha sonra ise ANOVA Tukey Post

hoc tesiti ile istatistiksel anlamliliklar1 degerlendirildi

30



4. BULGULAR

4.1. Insan Adipoz Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin
(iOA-MKH’lerin) izolasyonu ve Kiiltiirii

Izole edilen iIOA-MKH’ler iigiincii pasaja ulasana kadar ¢ogaltilmistir ve kiiltiire
edilmistir. Kiiltlirlenen hiicreler kiiltiir kaplarina seyrek olarak tutunmus ve hiicreler
1gsi ve yildiz sekilli fibroblast benzeri bir morfoloji sergiledi. I0A-MKH’ler ¢ogalarak
koloni olusturdu. Izole edilip kiiltiire alman hiicreler, ilk hiicre tutunmalari

goriildiikten 7 giin sonra konfluensiye (%70-80) ulast1 (Sekil 4.1).

Sekil 0.1. Izolasyon sonrasinda ve kiiltiirdeki iOA-MKH hiicrelerinin faz-kontrast
invert mikroskop goriintiileri. A: izolasyonun 7. giinii eksplant dokunun
cevresinde olan hiicreler. B-C: Eksplant ydtemle izole edilmis 1OA-
MKH’lerin izolasyonunun (P1) ig seklindeki yildiz sekilli fibroblast-benzeri
hiicreleri. D: Izolasyon sonrasinda pasajlanan hiicrelerin kiiltiirde 3. giinii

(P3). (Olgek gubugu: A-C 200 um, D 500 pm).
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4.2. i0A-MKH’lerin Immunofenotipik Olarak Karakterize Edilmesi
4.2.1. iOA-MKH’lerin flow sitometri ile immunofenotipik karakterizasyonu

Izole edilen ve iiciincii pasaja getirilen iOA-MKH’ler flow sitometri ile
immunfenotipik karakterizasyonu yapildi. CD73 (%99.95), CD90 (%99.72), CD105
(%98.09), CD44 (%99.99) ve CD29 (%99.97) i¢in pozitif, CD69 (%4.60), CD19
(%1.84), CD25 (%0.07), CD34 (%0.29), CD45 (%0.07), CD14 (%4.74), HLA-B-C
(%0.36), ve HLA-DR (%0.00) i¢in negatif oldugu saptanmistir (Sekil 4.2).

Sekil 0.2. iOA-MKH’lerin 3.pasaj’da flow sitometri ile immunofenotipik
karakterizasyonu. CD73 (%99.95), CD90 (%99.72), CD105 (%98.09),
CD44 (%99.99) ve CD29 (%99.97) pozitif, CD69 (%4.60), CD19
(%1.84), CD25 (%0.07), CD34 (%0.29), CD45 (%0.07), CD14 (%4.74),
HLA-B-C (%0.36), ve HLA-DR (%0.00) negatiftir. Histogramda, hedef
antikorlar mavi renkte ve izotip antikorlar (negatif kontrol) mor renkte

gosterilmistir.

4.2.2. i0OA-MKH’lerin karakterizasyonu icin farklilasma analizleri

Izole edilen ve iigiincii pasaja getirilen iOA-MKH’ler farklilasma analizine
alimmistir. ISSCR (International Society for Stem Cell Research) klavuzuna uygun
olarak adipojenik veosteojenik farklilagmasi yapilmistir (Dominici vd., 2006).
Farklilasma sonrasi hiicreler immunohistokimyasal ve immuofloresans olarak

boyanmustir.

Adipojenik farklilasmanin T{¢iincli haftasindan sonra, faz-kontrast invert

mikroskobu altinda farklilagmis hiicrelerde yag damlaciklart gézlenmistir (Sekil 4.3a).
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Adipojenik farklilasmis hiicrelerdeki yag damlaciklar1 Oil Red O boyas: ile
immnohistokimyasal olarak boyanmis ve pozitif oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3b).
Hiicreler ayn1 zamanda adiponektin ile boyanarak pozitif oldugu belirlenmistir (Sekil
4.3e). Osteojenik farklilagma kiiltiiriiniin 28 giin boyunca siirdiiriilmesinin ardindan,
kiimelenmis kalsiyum birikintileri faz kontrast mikroskobu altinda gozlemlenen
nodiiler agregatlarla karakterize edilmisti (Sekil 4.3c). Osteojenik farklilagsmis
hiicrelerdeki kalsiyum mineral nodiilleri immiinohistokimyasal olarak Alizarin Red S
boyasi ile isaretlenerek pozitif oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3d). Ayrica hiicreler
osteokalsin ile immufloresans olarak isaretlenerek pozitif oldugu belirlenmistir (Sekil

4.39).
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Sekil 0.3. iOA-MKH’lerin immunohistokimyasal boyamalar ile karakterizasyon
deneyleri. A. Adipojenik indiiksiyondan 8 giin sonra yag hiicrelerine
dontigmiis iIOA-MKH’lerin faz-kontrast invert mikroskobik goriiniimii
(Olgek gubugu =50um). B. Adipojenik farklilasmis hiicrelerde nétral yag
damlaciklarmin Oil Red O boyasi (kirmiz1) ile gosterilmesi (Olgek cubugu
=20 pm). C. Osteojenik indiiksiyondan 28 giin sonra olusan mineral
nodiillerin faz-kontrast invert mikroskobik goriiniimii (Olgek cubugu = 200
um). D. Osteojenik farklilasmis hiicrelerde mineral nodiillerin Alizarin Red
S boyasi (kirmizi) ile gosterilmesi (Olgek ¢ubugu = 200 pm). E.
Adipojenik farklilagsma sirasinda hiicrelerde biriken nétral yag
damlaciklarinin adiponektin (kirmizi) ile immiinofloresan (IF)
isaretlenmesi. Hiicre ¢ekirdegi DAPI (mavi) ile isaretlenmistir (Olgek
cubugu = 20 um). F. Osteojenik farklilagsmis hiicrelerin osteokalsin (yesil)
ile immiinofloresan (IF) isaretlenmesi. Hiicre ¢ekirdegi DAPI (mavi) ile

isaretlenmistir (Olgek cubugu = 200 pm).
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4.3. i0A-MKH’lere Losartan’in Konsantrasyonunun Belirlenmesi

LST’nin sitotoksik olmayan konsantrasyonunu belirlemek i¢in iOA-MKH’ler
tizerine 0.1-0.5-1-2-5-10-20-50-100 nM konsantrasyonlarinda LST’ye maruz
birakilmistir. LST ile muamele edilen hiicreler 24, 48, 72 saat sonra hiicre canlilik ve
proliferasyon testi olan MTT analizi yapilmistir. Yapilan analizlerde LST igin
kullanilan 0.1-0.5-1-2-5-10-20-50-100 nM konsantrasyonlarin toksik etki yaratmadigi

konsantrasyon ve saatten bagimsiz olarak sitotoksik etkisi olmadigi belirlenmistir
(Sekil 4.4).

- Kontrol
150 0.1 nM
0.5 nM
1 nM

2 nM

5 nM
10 nM
20 nM
50 nM
100 nM

-
(=4
o

1

% Canhihk

L5
o
]

24h 48h 72h

Sekil 0.4. iOA-MKH’lere LST nin 0.1-0.5-1-2-5-10-20-50-100 nM
konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saat uygulama sonrast MTT testi ile

sitotoksik etkisinin belirlenmesi (¥*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

4.4. iIOA-MKH’lere Oksidatif Stres Modelini Olusturmak icin

Hidrojen Peroksit (H202)’in Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Oksidatif stres modeli olusturmak i¢in kullanilan H»O>’nin iOA-MKH’ler
izerinde sitotoksik olmayan konsantrasyonunu belirlemek icin hiicre canlilik ve
proliferasyon testi olan MTT analizi yapilmistir. H>O>’nin 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100 uM konsantrasyonlar1 ile analiz yapilmistir. H2O2’nin analiz edilen
konsantrasyonlari igerisinde 24 saatte yaklasik %80 canlilik gosteren konsantrasyonu
lineer regresyon analizi sonucu 25 pM olarak belirlenmistir (Sekil 4.5). Yapilan
deneylerde, oksidatif stres modeli olusturmak i¢in 25 pM H>O: konsantrasyonu

kullanilmuistir.
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Sekil 0.5. 1OA-MKH’lerde oksidatif stres modelini olusturmak i¢in H>O’nin 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uM konsantrasyonlarinin MTT ile hiicre
canlilik analizi. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

4.5. Hidrojen Peroksit (H20) ile Oksidatif Stres Modeli Olusturulan
iOA-MKH’lere Losartan Uygulanmasi

H>0; ile oksidatif stres modeli olusturulan iI0A-MKH’lere LST nin proliferatif
konsatrasyonunun belirlenmesi i¢in canlilik ve proliferasyon analizi yapilmistir.
Hiicreler 6nce 24 saat boyunca 25 uM H>O; uygulandiktan sonra LST’ye maruz
birakildiktan sonra MTT testi ile analizi yapilmistir. Bu konsantrasyonlardan elde
edilen sonuglara gore oksidatif stres modeli olusturulmasina ragmen LST
konsantrasyonun 72 saatte 2nM, 10nM ve 50nM konsantrasyonlarinda kontrole gore
yaklasik %120 hiicre canliligini artiran etkisi oldugu goriilmiistiir. LST oksidatif strese
kars1 tedavi edici konsantrasyonu 72 saatte 2nM, 10nM ve 50nM konsantrasyonlari

olarak saptanmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 0.6. iIOA-MKH’lerde oksidatif stres modelini olusturduktan sonra LST nin
tedavi edici etkisini belirlemek i¢in 0.1-0.5-1-2-5-10-20-50-100 nM
konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat maruz birakildiktan sonra MTT testi

ile hiicre canlilik analizi. (¥*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

4.6. Oksidatif Stres Tayini I¢in Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Testi

10A-MKH'’lere uygulanan H>0O ile oksidatif stres modeli olusturulduktan sonra
LST’nin 2 nM, 10 nM ve 50 nM konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Reaktif oksijen

tiirleri (ROS)’un aktivitesinin belirlenmesi flow sitometri cihaziyla yapilmistir (Sekil
4.7).

Kontrol olarak LST ile muamele edilmeyen ve H>O» ile oksidatif stres modeli
olusturulmayan hiicreler kontrol olarak kullanilmistir. Negatif kontrol olarak H,O, ile
oksidatif stres modeli olusturulan ve 24 saat sonra H»O, ¢ekilerek taze besiyeri
eklenmis fakat LST uygulanmayan hiicreler negatif kontrol olarak kullanilmistir.
Pozitif kontrol olarak H»>O» ile oksidatif stres modeli olusturulan ve tiim deney
stiresince H20Oz ile strese maruz birakilan fakat LST uygulanmayan hiicreler pozitif

kontrol olarak kullanilmustir.

Oksidatif stres modeli olusturulduktan sonra LST uygulamasinin ardindan hiicre
i¢in reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyesi degerlendirilmistir. Model olusturulduktan
sonra LST uygulamasinin ardindan, LST nin tedavi edici etkisinin konsantrasyon ve
zamana bagli oldugu goézlemlenmistir. 24, 48 ve 72 saat sonunda LST
konsantrasyonlarinin etkisi degerlendirildiginde pozitif kontrole gore daha az seviyede
ROS iiretimi oldugu buna karsin kontrol grubuyla benzer seviyede ROS oldugu

gozlemlenmistir. 24 ve 72 saat uygulanan 2nM LST konsantrasyonunda kontrol grubu
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ile ayn1 seviyede ROS oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar yaralanma sonrasinda olusan
oksidatif stresin iIOA-MKH’lerde 2 nM LST konsantrasyonunun ROS seviyesini
diisiirerek anti-fibrotik etkisi olabilecegi diisiintilmektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 0.7. iIOA-MKH’lerde oksidatif stres modelini olusturduktan sonra LST nin
tedavi edici etkisini belirlemek i¢in 0.1-0.5-1-2-5-10-20-50-100 nM
konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat LST’a maruz birakildiktan sonra

ROS analizi ile reaktif oksijen tiirlerinin seviyesinin belirlenmesi.

4.7. qRT-PCR Yontemi ile mRNA Diizeyinde Gen Ekspresyon Analizi

H>O:> ile oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 2nM, 10nM, 20nM ve
50nM konsantrasyonlarinda LST uyguladiktan sonra RT-PCR yontemi ile TGFR,
cGMP, SIRT, AT2, LOX, VEGF, TGFB1 ve TGFB3 genlerinin ekspresyon analizi
yapildi (Sekil 4.8).

TGFPR1 gen ekspresyon analizi sonucunda kontrole gore pozitif kontrol 0,8 kat,
negatif kontrol 0,9 kat azalmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 2
nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,93 kat, oktidatif stres moldeli olusturulan
hiicrelere 2 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 2,15 kat artmistir. Oksidatif
stres modeli olugturulmayan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda
1,94 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST
uygulandiginda 2,12 kat artmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 20
nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,41 kat, oksidatif stres modeli olusturulan
hiicrelere 20 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,84 kat artmigtir. Oksidatif

stres modeli olusturulmayan hiicrelere 50 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda
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1,25 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 50 nM konsantrasyonda LST

uygulandiginda 2,76 kat artmistir.

cGMP gen ekspresyon analizi sonucunda kontrole gore pozitif kontrol 0,16 kat,
negatif kontrol 0,3 kat, oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 2 nM
konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,5 kat, oksidatif stres modeli olusturulan
hiicrelere 2 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,3 kat azalmistir. Oksidatif
stres modeli olusturulmayan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda
0,08 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST
uygulandiginda 0,14 kat azalmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere
20 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,40 kat, oksidatif stres modeli
olusturulan hiicrelere 20 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,96 kat azalmistir.
Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 50 nM konsantrasyonda LST
uygulandiginda 0,06 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 50 nM
konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,13 kat azalmigtir.

LOX gen ekspresyon analizi sonucunda kontrole gore pozitif kontrol 1,4 kat,
negatif kontrol 1,4 kat, oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 2 nM
konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,3 kat, oksidatif stres modeli olusturulan
hiicrelere 2 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,9 kat artmigtir. Oksidatif stres
modeli olusturulmayan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,82
kat artmustir, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST
uygulandiginda 0,59 kat azalmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere
20 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,83 kat, oksidatif stres modeli
olusturulan hiicrelere 20 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,92 kat artmistir.
Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 50 nM konsantrasyonda LST
uygulandiginda 0,62 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 50 nM
konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,35 kat azalmigtir.

VEGF gen ekspresyon analizi sonucunda kontrole gore pozitif kontrol 0,83 kat,
negatif kontrol 0,61 kat, oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 2 nM
konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,76 kat, oksidatif stres modeli olusturulan
hiicrelere 2 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,97 kat azalmistir. Oksidatif
stres modeli olusturulmayan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda
1,15 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST

uygulandiginda 1,41 kat artmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 20
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nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,65 kat, oksidatif stres modeli olusturulan
hiicrelere 20 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,57 kat azalmistir Oksidatif
stres modeli olusturulmayan hiicrelere 50 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda
1,66 kat artmistir. Oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 50 nM konsantrasyonda

LST uygulandiginda 0,98 kat azalmstur.

AT2R gen ekspresyon analizi sonucunda kontrole gore pozitif kontrol 0,54 kat,
negatif kontrol 0,71 kat azalmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 2
nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,24 kat artmistir. Oksidatif stres modeli
olusturulan hiicrelere 2 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,61 kat azalmistir.
Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda Losartan
uygulandiginda 2,81 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 10 nM
konsantrasyonda LST uygulandiginda 2,81 kat artmistir. Oksidatif stres modeli
olusturulmayan hiicrelere 20 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,07 kat
artmistir. Oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 20 nM konsantrasyonda LST
uygulandiginda 0,87 kat azalmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere
50 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,48 kat, oksidatif stres modeli
olusturulan hiicrelere 50 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,12 kat artmustr.

SIRT1 gen ekspresyon analizi sonucunda kontrole gore pozitif kontrol 1,07 kat,
negatif kontrol 2,19 kat artmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 2
nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,0 kat, oksidatif stres modeli olusturulan
hiicrelere 2 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,59 kat artmistir. Oksidatif
stres modeli olusturulmayan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda
1,26 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda Losartan
uygulandiginda 1,58 kat artmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 20
nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,12 kat, oksidatif stres modeli olusturulan
hiicrelere 20 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,33 kat artmigtir. Oksidatif
stres modeli olugturulmayan hiicrelere 50 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda
1,17 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 50 nM konsantrasyonda LST

uygulandiginda 1,45 kat artmastir.

TGFP1gen ekspresyon analizi sonucunda kontrole gore pozitif kontrol 1,05 kat,
negatif kontrol 1,8 kat artmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 2 nM
konsantrasyonda LST uygulandiginda 1,48 kat artmis, oksidatif stres modeli

olusturulan hiicrelere 2 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,95 kat azalmistir.
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Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST
uygulandiginda 3,16 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 10 nM
konsantrasyonda Losartan uygulandiginda 3,21 kat artmistir. Oksidatif stres modeli
olusturulmayan hiicrelere 20 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,71 kat
azalmis, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 20 nM konsantrasyonda LST
uygulandiginda 1,88 kat artmistir. Oksidatif stres modeli olugturulmayan hiicrelere 50
nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 2,18 kat, oksidatif stres modeli olusturulan
hiicrelere 50 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 2,8 kat artmustir.

TGFP3 gen ekspresyon analizi sonucunda kontrole gore pozitif kontrol 0,18 kat,
negatif kontrol 0,32 kat azalmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 2
nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,66 kat, oksidatif stres modeli olusturulan
hiicrelere 2 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,12 kat azalmistir. Oksidatif
stres modeli olugturulmayan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda
12,5 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda Losartan
uygulandiginda 9,84 kat artmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 20
nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,22 kat azalmis, oksidatif stres modeli
olusturulan hiicrelere 20 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 0,95 kat artmistir.
Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 50 nM konsantrasyonda LST
uygulandiginda 9,28 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 50 nM
konsantrasyonda LST uygulandiginda 12,78 kat artmistir.
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Sekil 0.8. iIOA-MKH’lerde oksidatif stres modelini olusturduktan sonra LST nin
etkisini belirlemek i¢in 2 nM, 10 nM, 20 nM ve 50 nM konsantrasyonlarda
72 saat maruz birakildiktan sonra TGFBR1, cGMP, SIRT, AT2, LOX,
VEGF TGF1 ve TGFB3 genlerinin ekspresyon analizi.

4.8. ELISA teknigi ile iOA-MKH’de TGFB1 protein analizi

TGFP1 protein analizi ELISA ile tespit edilmis olup, her drnek kendi saat
araligindaki kontrol 6rnekleri ile kiyaslanmistir. Protein analizi sonucunda kontrole
gore pozitif kontrol 48 ve 72 saat analizinde sirasiyla 1,13 kat ve 1,8 kat arttig
gorilmektedir. Negatif kontrol i¢in yapilan analizde 24 saatte kontrole gore 5,49 kat,
48 saatte kontrole gore 1,58 kat, 72 saatte kontrole gore 1,64 kat artis goriilmiistiir.
Oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 2 nM konsantrasyonda LST
uygulandiginda 24 saatte kontrole gore 4,14 kat, 48 saatte kontrole gore 1,69 kat, 72
saatte kontrole gore 3,66 kat artis goriilmiistiir. Oksidatif stres modeli olusturulan
hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 24 saatte kontrole gore 4,10
kat artig, 48 saatte kontrole gore yaklasik ayn1 0,99 kat, 72 saatte kontrole gore 2,72
kat artis gorilmistiir. Oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 20 nM
konsantrasyonda LST uygulandiginda 24 saatte kontrole gore 3,66 kat, 48 saatte
kontrole gore 1,87 kat, 72 saatte kontrole gore 2,59 kat artig goriilmiistiir. Oksidatif

stres modeli olusturulan hiicrelere 50 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 24
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saatte kontrole gore 5,28 kat artig, 48 saatte kontrole gore 0,70 kat azalma, 72 saatte
kontrole gore 2,07 kat artis goriilmiistiir (Sekil 4.9.).

TGFB1
600
mm Kontrol
Bl Pozitif Kontrol
% 400 mm Negatif Kontrol
-g T mm H202 2 LST
§ _— mm H202 10 LST
H202 20 LST
mm H202 50 LST
0_
24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 0.9. iOA-MKH’lerin HO2 ve LST’nin 2 nM, 10nM, 20nM ve 50nM
konsantrasyonlar1 uygulandiktan sonra 24, 48 ve 72 saatlerde toplanan

stipernatantlardan elde edilen 6rneklerde TGFp1 protein analizi.
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5. TARTISMA

Kornea, goziin 6n kisminda yer alan ve gozii koruyucu ozellikleri ile birlikte
gorme fonksiyonu i¢in 6nem arz eden optik fonksiyonlart bulunan bir dokudur.
Mikrobiyal enfeksiyonlar, travmatik yaralanmalar, skarli hastaliklar ve kornea
ameliyatlar1 sonrasi gelisen miyofibroblastlarin olusumundan dolay1 fibrozis
nedeniyle olusan kornea skarlar1 tiim diinyada gérme kaybinin en 6nemli
nedenlerinden biridir (Wylie-Sears vd., 2014). Korneada epitel biitiinliigiinli bozan
yaralanmalar sonrasi g¢esitli pro-inflamatuar sitokinler, biiyiime faktorleri, matriks
metalloproteinaz (MMP) gibi proteinler salgilanarak stromaya gecer ve keratosit
aktivasyonuna neden olurlar. Keratositler kornea hasari sonucu aktive olarak yara
iyilesmesi sirasinda ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenleri iireten proliferatif
Ozellikli stromal fibroblastlara doniisebilmektedir (Fini vd., 2005). Kornea
enfeksiyonu, travma veya refraktif cerrahi sonrasinda keratosit 6limi gercekleserek
yara 1iyilesmesi siireci tetiklenip hayatta kalan keratositlerin fibroblastlara

dontismesiyle skarlasma meydana gelebilmektedir (Vemuganti vd., 2004).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), bazi patolojik hastaliklar veya travma
nedeniyle olusan doku hasarimin tedavisi igin rejeneratif tipta yaygin olarak
uygulanmaktadir (Orbay vd., 2012). Yag dokusu blefaroplasti, levator kas rezeksiyonu
ve laparotomi gibi ¢esitli yontemlerle karin, meme, kalga, orbita ve uyluk gibi bir¢cok
bolgeden bol miktarda kolayca izole edilebilir (Mailey vd., 2014). Bu baglamda doku
spesifik bir kok hiicre olmas1 ve genis farklilasma potansiyeli sebebiyle iIOA-MKH’ler
LST’1n farkli konsantrasyonlardaki etkilerinin arastirilmasi i¢in uygun bir kok hiicre
tipidir.

Orbital yag dokusu iist veya alt blefaroplasti operasyonu sirasinda elde
edilmigtir. Orbital adipoz doku kaynaklt MKH’lerin izolasyonunda kollejenaz Tip 1
enzimi kullanilarak hiicrelerin izolasyonu gergeklestirilmistir (Follin vd., 2013). izole
edilmis hiicrelerin karakterizasyonu i¢in flow sitometri analizi sonucunda CDA44,
CD90, CD105 belirtegleri i¢in pozitif ve CD34, CD45 (hematopoietik hiicrelerde
bulunur ve hiicre biiylimesini, farklilasmasini, mitotik dongiiyii diizenler), HLA-DR

belirtecleri i¢in negatif oldugu goézlemlenmistir (Hass vd., 2011).

Bu tez ¢calismasinda insan orbital adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler

(I0A-MKH) eksplant izolasyon yontemi kullanarak izolasyonu gergeklestirilmistir.
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Bu caligmada iOA-MKH’lerinden izole edilen ve izolasyonun 7. giini
mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiir kabina tutundugu, ig seklindeki yildiz sekilli
fibroblast-benzeri morfolojide oldugu, 3. pasajda bulunan MKH’lerin se¢ilmis MKH
belirteclerini (CD44, CD90, CD105, CD29 belirtegleri i¢in pozitif ve CD69, CD25,
CD19, CD34, CD45, CD14, HLA-B-C ve HLA-DR belirtecleri i¢in negatif) eksprese
ettigi ve iIOA-MKH’lerin uygun besiyeri eklentileri ile indiiklendiklerinde adipojenik
ve osteojenikyonde farklilastigi gozlemlenmistir (Nepali vd., 2018). Bu ¢alisma i¢in
insan orbital adipoz dokudan izolasyonu gergeklesdirilen hiicreler, mezenkimal kok
hiicre karakterinde olup Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT), Mezenkimal ve
Doku Kok Hiicre Kurulu kilavuzunda yer alan gereksinimleri karsilamaktadir

(Dominici vd., 2006).

Losartan (LST), hipertansiyon, diyabetik nefropati, kalp yetmezligi ve sol
ventrikiil geniglemesini tedavi etmek i¢in kullanilan oral bir ilactir (Simpson vd.,
2000). LST bir anjiyotensin II reseptor Tip 1 antagonistidir (Michel vd., 2013), ancak

ayni zamanda TGF beta ile uyarilan siireglerin bir inhibitorii oldugu da gosterilmistir.

Insan orbital adipoz doku kaynakli mezenkimal hiicrelerinde (iOA-MKH) LST
0.1-0.5-1-2-5-10-20-50-100 nM konsantrasyonlarinda 24, 48 ve 72 saat olarak
denenmistir. Tez ¢alismasinda 72 saatte 2 nM, 10 nM ve 50 nM LST
konsantrasyonlarinin hiicre proliferasyonunu arttirdigi gézlemlenmistir. Literatiirde
LST’nin pulmoner epitel hiicrelerinde ve endometriyal kanser hiicrelerinde 20 nM’da
sitotoksik olmasina ragmen (Choi vd., 2012; Ashry vd., 2014) iOA-MK hiicrelerinde
sitotoksik oldugu goriilmemistir. ABC transporter mekanizmasi aktif oldugundan
mezenkimal kok hiicrelerin doksorobusin direngli oldugu bilinmektedir (Chen vd.,
2014). i0A-MKH’leri de mezenkimal kok hiicreler oldugu i¢in ve ABC transport
mekanizmalarinin  aktif olabileceginden sitotoksik etki gdstermemesinin bu

mekanizma kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir (Begicevic vd., 2017).

Stiperoksit (O2-), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (HO) dahil
olmak tizere reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) ¢esitli biyolojik molekiillerin
aktivitelerini inhibe ettigi bilinmektedir (Day vd., 2005). Reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) birikiminin neden oldugu oksidatif stres, hiicre hasarina ve islev bozukluguna
yol agarak MKH'lerin canliligin1 ve immiinomodiilatér aktivitesini azaltir (Denu vd.,

2016). Hiicresel reaktif oksijen tiirleri (ROS) igerigini belirlemek icin DCFHDA
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olarak adlandirilan ROS'a duyarli bir floresan indikatorii kullanilmaktadir (Raei vd.,

2024).

10A-MKH’lere uygulanan H>O, ile oksidatif stres modeli olusturulduktan sonra
LST’nin 2 nM, 10 nM ve 50 nM konsantrasyonlari denenmistir. Literatiirde de
LST’nin kanser hiicrelerinde ROS iiretimini azaltig1 goriilmektedir (Raei vd., 2024).
Yapilan tez calismasinda 24 ve 72 saat sonunda streste birakilan pozitif kontrolde ROS
seviyesi artarken, 2 nM LST konsantrasyonunun stres uygulanmayan kontrolle ayni
seviyede oldugu gozlemlenmistir. LST nin literatiirde oldugu gibi iOA-MKH’lerinde
stres yaratiliginda LST nin ROS seviyesini diislirdiigii, ROS seviyesinin diisiiriilmesi
ile de artan ROS seviyesi fibrozisi artirdigindan anti-fibrotik etkisi olabilecegi

diisiiniilmektedir (Anan vd., 2016).

Bakir-bagimli lizil oksidaz (LOX), gelisim, doku onarimi sirasinda hiicre kaderi,
farklilasma ve iletisim igin gerekli olan dinamik bir yapisal ve diizenleyici ¢erceve
olan hiicre dis1 matrisin (ECM) birlestirilmesinde katalitik aktivite ile iliskili, onemli
rol oynar. LOX, ayrica, normal dokularda 6nemli islevleri yerine getiren ve vaskiiler,
kardiyak, pulmoner, dermal, plasenta, diyafram, bobrek, pelvik bozukluklarina katkida
bulunan hem aktiviteye bagli hem de bagimsiz ekstraseliiler, intraseliiler ve niikleer
roller oynamaktadir. LOX'un epidermal biiyiime faktor reseptorii (EGFR), Trombosit
kaynakli biliylime faktorii (PDGF), vaskiiler epidermal biiyiime faktorii (VEGF),
dontstiiriici.  bliylime  faktorii  (TGF) ile etkilesimi ve bu etkilesimin
mekanotransdiiksiyon, inflamatuar ve steroid sinyal yolaklari ile diizenleyici ve ¢apraz
diizenleyici fonksiyonel 6nemi vardir (Laczko vd., 2020). Yapilan tez ¢aligmasinda
LOX ekspresyon seviyesinin streste olan pozitif kontrolde, kontrole gore 1,5 kat arttig1
gozlemlenirken stres sonrast uygulanan 50 nM LST konsantrasyonunda LOX
ekspresyon seviyesi kontrole gore 0,4 kat azalmistir. LOX ekspresyon seviyesinin
artisinin fibrozise sebep oldugu bilinmektedir. Streste olan pozitif kontroliin LOX’un
artmasi fibrozisin olusabilecegini buna karsin LST uygulandiktan sonra LOX’un
downregiile olmas1 ile LST’nin oksidatif stresle tetiklenen fibrozisin azalmasiyla

antifibrotik etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir.

PDGEF sinyalizasyonunun sadece aktif LOX tarafindan modiile edilmedigi, ayni
zamanda LOX'u da kontrol ettigi bildirilmistir. Insan periodontal, ligament kaynakl,
mezenkimal kok hiicrelerinde PDGF tedavisi hiicre proliferasyonunu uyarmis ve LOX

aktivitesinde dnemli bir artisa neden olmustur (Mihaylova vd. 2018). PDGF'nin LOX
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aktivitesini kontrol etmedeki roliiniin ayrintilar1 ve bu etkilesimin daha genel mi yoksa
bu kok hiicrelerle mi sinirlt oldugu belirsizligini korumaktadir. Bu tez ¢aligmasinda
PDGFA ekspresyon seviyesine de bakilmistir fakat kontrol grubu dahil ekspresyon
tespit edilememistir. Calisma sonunda mezenkimal kok hiicrelerde PDGF olmadan da
LOX ekspresyon seviyesinin konsantrasyona bagli degisiminin olabilecegi ve regiile

edilebilecegi gozlemlenmistir.

LOX AKT’1 aktive ederek hiicre canliligin1 destekledigi ve bunu da PDGFR
tizerinden artan VEGF ile ger¢eklestirdigi bilinmektedir (Baker vd. 2013; Barratt vd
2018). Yapilan tez caligmasinda ilging bir sekilde stres uygulamasindan sonra
uygulanan LST konsantrasyonlarinda 6zellikle 20 nM ve 50 nM konsantrasyonlarda
VEGF ekspresyonu artarken LOX ekspresyonunun azaldigi gozlemlenmistir.
Bilinenin aksine VEGF ve LOX ekspresyon seviyelerinin ters orantili olacak sekilde
ekspresyon vermesi LST’nin miRNA gen regiilatorleri iizerinden etkilesimde

olabilecegini diisiindiirmektedir.

ATIR ve AT2R'nin her ikisi de Angiotensin II'ye benzer bir afinite gosteren
yeditransmembran reseptdrleridir, ancak bu iki reseptér amino asit dizilimi, dokuya
0zgl ekspresyon ve fonksiyonel etkileri bakimindan farklilik gosterir. AT2R'nin ana
rolii, vazodilator etkiye ve kan basincinda diisiise ek olarak hiicre farklilagsmasin1 tegvik
ederken hiicre bliyiimesini ve ¢ogalmasini azaltarak AT1R'nin aracilik ettigi eylemleri
engellemektir (Nouet vd 2020). AT2R nin cGMP iizerinden renal fibrozisi engelledigi
bilinmektedir (Abramicheva ve Plotnikov 2022; Yamamoto vd. 2016). Caligmalarda
gosterildigi lizere, AT2R ekspresyonu zamansal olarak diizenlenmektedir. Caligmalar
AT2R'nin fetal yagam sirasinda yaygin olarak eksprese edildigini, ancak yetiskinlerde
tercthen eksprese edilen ATIR'nin aksine, yetiskinlerde tiim organlarda
ekspresyonunun diisiik seviyelerde korundugunu gdostermektedir (Grady vd. 1991;
Lenkei vd 1997; Danigo vd 2021). Ayrica Xu ve arkadaslarinin (2024) yapmis oldugu
calismada Anjiyotensin II tip-2 reseptor sinyalinin Hippo yolunun inaktivasyonu ile
karaciger hasar1 onarimini ve rejenerasyonunu destekledigi rapor edilmistir. Streste
olmayan hiicrelere 10 nM LST uygulandiginda AT2R ekspresyonunun kontrole gore
4,1 kat artis goOsterdigi buna karsinda streste olan hiicrelere LST 10nM
konsantrasyonda uygulandiginda 1,59 kat artis gozlemlenmistir. Streste kalan pozitif
kontroliin kontrole gore, 0,77 kat, negatif kontroliin ise 0,95 kat azaldig

gozlemlenmistir. AT2R ’nin azalmasi ile fibrozisin artti1 bilinmektedir. Yapilan
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calismada LST’nin AT2R iizerinden etki ederek anti fibrotik etkisinin bu yolak ile etki

edebilecegi diisiintilmektedir.

Sirtuin 1 (SIRT1), smif III histon deasetilazlara ait bir nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD+)-bagimli deasetilazdir. SIRT1 bdbrek hasar1 ve fibroziste
koruyucu bir rol oynamaktadir (Liv d. 2021). SIRT1 inhibisyonunun miyofibroblastin
immiin gbézetimden kagarak daha sonra birikim ve akciger fibrozisi ile
sonuglanabilecegi bilinmektedir (Bulvik vd. 2020). Yapilan tez calismasinda streste
olan 10A-MK hiicrelerine LST konsantrasyonlari uygulandiginda konsantrasyon
arttikga SIRT ekpresyon seviyesi azalmistir. Stres indiiklenen pozitif kontrol grubunda,
kontrol ile ayni seviyede SIRT1 ekspresyonu gozlemlenirken stres sonrasi LST
uygulanan konsantrasyonlarda SIRT1 seviyesi kontrol ve pozitif kontrole gore
artmistir. SIRT1 stres sonrasinda hiicrenin sag kalimi i¢in eksprese olarak hiicrelerin
canlilik ve proliferasyonunu desteklemistir. LST nin bilinen antifibrotik etkisinin ayni

zamanda SIRT1 aktivitesini artirarak yaptig1 diistiniilmektedir.

SIRT1'in asir1 ekspresyonunun TGFBR1 ve P-Smad2/3 seviyelerini baskiladigi
ve P-Smad2/3'in TGFB'nin downregiile olmasi ile SIRT1'in Smad2/3'e baglanarak
TGFP ile indiiklenen fibrozisi inhibe ettigi rapor edilmistir (Liu vd 2019). TGFp1,
TGFP reseptorii 1 (TGFR1, ALKS olarak da bilinir) tarafindan Smad2 ve Smad3'iin
fosforilasyonunu ve aktivasyonunu igeren ¢ok iyi tanimlanmis bir kanonik sinyal yolu
araciligiyla etki eder (Meng vd. 2016). Yapilan tez calismasinda, LST nin TGFBR1
ekspresyonuna etkisi aragtirllmistir. SIRT1 ekspresyonu TGFBR1’e gore stres
uygulama sonras1 uygulanan LST nin tiim konsantrasyonlarinda overeksprese oldugu
gozlemlenmistir. TGFPR1 tek basina degerlendirildiginde kontrol ve pozitif kontrole
gore uygulanan konsantrasyonlarda upregiile olmustur. Stres uygulanmayan hiicrelere
LST uygulamasi sonrast TGFBR1’in downregiile olmasi anti-fibrotik etki ile daha
uyumlu iken, ¢caligma bulgulart bunun tam aksini gdstermektedir. Bu bulgular 151ginda
antifibrotik etkilerin TGFBR1 {iizerinden degil LST’in SIRT1 ekspresyonunun

upregilile etmesi ile iliski olmas1 daha muhtemel goziikmektedir.

Siklik guanozine monofosfatin (cGMP), renal fibrozisi inhibe ettigi
bilinmektedir (Abramicheva ve Plotnikov, 2022). Yapilan tez calismasinda stres
sonras1 uygulanan 20 nM LST konsantrasyonunda cGMP streste olan pozitif kontrole
gore upregiile olmustur. LST, iOA-MKH’lerinde oksidatif stres karsisinda cGMP’1
artirarak antifibrotik etki yaratabilecegi diistiniilmektedir (Sekil 4.9.).
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Doniistiiriicti  biiyiime faktorii (TGFB1) viicutta bircok hiicre tarafindan
salgilanan 6nemli bir sitokindir. U¢ farkli TGFp izoformu bulunmaktadir. TGFB1 ve
TGFB3 tiim hiicre tiplerinde iiretilebilen bir sinyal proteinleridir. Genellikle inaktif
formda salgilanir ve sonrasinda aktivasyon gerektirir. Yara iyilesmesini koordine eder,
bagisiklik hiicresi iglevini modiile eder, hiicre dis1 matrisi korur ve epitel ve endotel
hiicre biiylimesini ve farklilagsmasini diizenler. TGFf izoformlar1, TGF tip I ve tip 11
reseptorleri (sirasiyla TBRI ve TPRII) olarak bilinen iki ylizey reseptorii araciligiyla
sinyal verir. (Huang vd., 2014). Yapilan tez ¢alismasinda TGFf1 iizerinde yapilan
analizlerde stres uygulamasindan sonra uygulanan LST konsantrasyonlarinda 6zellikle
10 nM, 20 nM ve 50 nM konsantrasyonlarda TGFB1 ekspresyonunun arttig
gozlemlenmistir. TGFB1 ile iligkili olan TGFBR1 {izerinde yapilan analizlerde de stres
uygulamasindan sonra uygulanan tiim LST Kkonsantrasyonlarinda artis
gozlemlenmistir. TGFB1 protein seviyelerinde ise 6zellikle 24 ve 72 saatlerde stres
uygulamasindan sonra uygulanan tiim LST konsantrasyonlarinda artis
gbozlemlenmistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak TGFp yolaginin hem reseptor diizeyinde
hem de protein ekspresyonu diizeyinde belirgin aktivasyonunun fibrozisi tesvik ettigi
diisiiniilmektedir. TGFB yolagindak:i artislar ECM modifikasyonunda artisa neden
oldugundan TGF1’in profibrotik yoniinde etkisi olabilecegi diisliniilmektedir. TGF[33
lizerinde yapilan analizlerde ise Ozellikle oksidatif stres modeli olusturulmayan
hiicrelere 10 nM konsantrasyonda LST uygulandiginda 12,5 kat, oksidatif stres modeli
olusturulan hiicrelere 10 nM konsantrasyonda Losartan uygulandiginda 9,84 kat
artmistir. Oksidatif stres modeli olusturulmayan hiicrelere 50 nM konsantrasyonda
LST uygulandiginda 9,28 kat, oksidatif stres modeli olusturulan hiicrelere 50 nM
konsantrasyonda LST uygulandiginda 12,78 kat artmistir. Bu bilgiler dogrutulsunda
20 nM ve 50 nM LST uygulamasindaki artiglar TGFB3’lin antifibrotik etkili profil
ortaya koydugunu gostermektedir. TGFB1’deki artis profibrotik bir etki olarak
goriinsede TGFB3/TGFB1 oraninin dnemli lgiide artmasi (yaklasik 3 kat) bu etkinin
antifibrotik  yonde olabilecegini diisiindiirmektedir. Sonu¢ olarak yiiksek
TGFB3/TGFB1 orani, LOX ekspresyonundaki azalma, SIRT1, AT2R ve cGMP
ekspresyonlarindaki artig LST nin antifibrotik etkisini in vitro olarak iOA-MKH’lerde
ortaya koymaktadir.
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Sekil 5.1. LST nin antifibrotik etkisinin grafiksel 6zeti. LOX un ekspresyon seviyesinin

azalmasi ile LST’ nin oksidatif stres ile tetiklenen fibrozisin azalmasi ile
antifibrotik etkisi olabilmektedir. LST’nin AT2R {izerinden etki etmesi
fibrozis olusumunu engellemektedir. cGMP nin ekspresyon seviyesinin LST
konsantrasyonunda artmasi ile antifibrotik etki gostermektedir. SIRT1 nin
antifibrotik etkisnin yani sira proliferatif etkisi de oldugu bilinmektedir.
SIRT1 ekspresyonunun artmasi ile fibrozis olusumunun azalacagi ve

antifibrotik etkinin bu yolak {izerinden olabilecegi diisliniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Literatiirde LST nin renal fibrozisi TGFp/smad iizerinden inhibe ettigi (Zou vd.
2022), klinik caligmalarla karaciger fibrozisi (Salama vd. 2016), hacimsel kas
yaralanmasinda olusan fibrozisi (Garg vd. 2014) inhibe ettigi ve 6zellikle korneada
topikal uygulama ile antifibrotik etkiye sahip oldugu rapor edilmektedir (Sampaio vd.
2022). Fakat bu etkilerin molekiiler mekanizmasi kornea 0&zelinde yeterince

aydinlatilamamustir.

Yapilan tez ¢alismasinda LST nin antifibrotik etkisinin iOA-MKH’leri {izerinde
olas1 kullandig1 molekiiler yolagin aydinlatilmasi amaglanmistir. Bu amagla fibrozisle
ile iligkili LOX, ¢cGMP, TGFBR1, AT2R, anjiyojenez ve LOX ile iliskili VEGF ve
proliferasyonda ve antifibrotik yolakta etkili olan SIRT1 gen ekspresyon seviyesi
streste olan hiicrelerde LST’nin bu genlerin ekspresyon seviyesi lizerine etkisi
incelenmistir. Bulgular sonucunda LST’nin iOA-MKH’leri iizerindeki etkisinin
konsantrasyon ve zamana bagli olarak degisim gosterdigi gozlemlenmistir. LST,
SIRT1, AT2R ve cGMP ekspresyon seviyesini arttirip LOX ekpresyonunu downregiile
ettigi, LOX ve VEGF’in literatiiriin aksine ters orantili sekilde islev gosterdigi
bulunmustur. LOX ve VEGF arasinda tez calismasinda calisilmayan miRNA’larin

gorev alabilecegi ve gen regiilasyonunu bu sekilde sagladigi diistiniilmektedir.

Sonu¢ olarak LST’nin antifibrotik etkisini LOX, ¢cGMP, AT2R ve SIRT1
tizerinden gerceklestirebilecegi in vitro olarak iOA-MKH’lerinde gosterilmistir. Tez
calismasi sonunda LST nin ROS’la iligkilendirilen fibrozisi engelleyebilecegi LOX,
cGMP, AT2R ve SIRT1 genleri iizerinden in vitro olarak 1OA-MKH’lerinde

gosterilmistir.
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