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TIMOKINONUN iNSAN ADIiPOZ DOKU KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK
HUCRELERI UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI
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OZET

Timokinon geleneksel tipta sik¢a kullanilan Nigella Sativa (¢corek otu) bitkisinde en
fazla miktarda bulunan aktif bilesen olup dokuya yararli pek ¢ok ozellige sahiptir.
Timokinonun antidiyabetik, antiinflamatuar, antikanserojenik ve sitoprotektif etkisi pek
¢ok calismada gosterilmistir. Kok hiicreler; smirsiz  ¢ogalabilme, kendilerini
yenileyebilme, kendilerinden bagka hiicrelere farklilagabilme, hasarli dokuya
verildiginde dokuyu onarabilme 6zellikleri ile tanimlanan hiicre tipidir. Biyolojik ve
farmakolojik 6zellikleri {izerine yapilan kapsamli ¢alismalara ragmen insan viicudunda
dokularin kendini yenilemesi icin bir kaynak gorevi yapan kok hiicreler tizerinde
timokinonun nasil bir etki gosterdigi tam olarak bilinmemektedir. Bu calismada
organizma iizerinde pek ¢ok yararli etkisi gosterilmis olan timokinon etken maddesinin
insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin g¢ogalmast ve farklilagmasi
tizerindeki etkisinin arastirilmasi amacglanmaktadir. Calismada adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok hiicreleri farkli konsantrasyonlarda timokinon ile muamele edilerek;
timokinonun hiicre canlilifina, apoptoza, hiicre dongiisiine ve hiicre farklilagmasina
olan etkileri arastirildi. Calismamiz sonucunda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerde timokinonun diisiik dozlarda hiicre proliferasyonunu artirdigi, apoptozu
onledigi, adipojenik, kondrojenik ve osteojenik farklilasmaya katkida bulundugu
goriildii. Sonug olarak timokinon mezenkimal kok hiicrelerinde canliligl artirdigi ve
farklilasmay1 bozmadigi icin rejeneratif tipta da giivenle kullanilabilecek yardimci bir

etken maddedir.

Anahtar Kelimeler: Timokinon; mezenkimal kok hiicre; insan kaynakli adipoz doku
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THE EFFECT OF THYMOQUINONE ON HUMAN ADIPOSE TISSUE
DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS
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ABSTRACT

Thymogquinone is an active ingredient in the Nigella Sativa (black seed) plant, which is
frequently used in traditional medicine, and has many tissue-beneficial properties. Many
studies have shown its antidiabetic effect, cytoprotective effect, anticarcinogenic effect
and anti-inflammatory effect in the literature. Stem cells are the type of cells which have
the ability to reproduce unlimitedly, to regenerate itself, to differentiate into cells other
than themselves, and to repair tissues when administered to the damaged tissue. Despite
extensive studies on the biological and pharmacological properties of thymoquinone, its
effects on mesenchymal stem cells, which act as a source for tissue regeneration in the
human body, is not known exactly. In this study, it is aimed to investigate the effect of
the thymoquinone on the proliferation and differentiation of mesenchymal stem cells
originating from human adipose tissue. In this study, adipose tissue derived
mesenchymal stem cells were treated with different concentrations of thymoquinone;
and the effects of thymoquinone on cell viability, apoptosis, cell cycle and cell
differentiation were investigated. As a result of our study, it was seen that in adipose
tissue-derived mesenchymal stem cells, thymoquinone increased cell proliferation,
prevented apoptosis, and contributed to the adipogenic, chondrogenic and osteogenic
differentiation at lower doses. As a result, thymoquinone is an auxiliary agent that can
be used safely in regenerative medicine since it increases the viability of mesenchymal
stem cells and does not impair differentiation.

Keywords: Thymoquinone; mesenchymal stem cell; human adipose tissue derived stem
cell
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1.GIRIS VE AMAC

Nigella sativa (Corek otu), Uzakdogu ve Ortadogu iilkelerinde 2000 yili askin siiredir
bircok hastaligi tedavi etmede kullanilan dogal bitkisel ilaglar kategorisinde yer
almaktadir. Timokinon (TK) ilk kez 1963 yilinda El-Dakhakhany tarafindan Nigella
sativa 0zlerinden izole edilerek ¢orek otu ugucu yaginda %18.4-24 oraninda bulunan en
onemli biyoaktif bilesen olarak tanimlanmistir (Goyal ve ark., 2017). TK’nin
antikanserojenik, antiinflamatuar ve antidiyabetik etkisi yaninda, insanlarda solunum,
sinir, dolasim, bosaltim ve sindirim sistemi gibi pek ¢ok sistem iizerinde olumlu etki
ettigi gosterilmis; karacigeri ve kemikleri koruyucu etkisi bulundugu rapor edilmistir
(Khan ve ark., 2017). Sezen’in yapmis oldugu calismada, TK’nin insiilin direng
mekanizmasim arttirdig1 bilinen TNF-o. (Tumor Necrosis Alpha), IL-6 (Interlokin 6)
gibi sitokinlerin miktarlarin1 azaltic1 etki ettigi ve bununla da olasi insiilin direng
mekanizmasinin gelisimini engelleyebilecegi gosterilmistir. Ayni ¢alisma sonucunda
TK’nin tiim dozlarda TNF- a seviyesini distriicii etki gosterdigi ve bu etki sayesinde
HepG2 (Liver Hepatocellular Carcinoma) hiicrelerinde insiilin direncinin kirilmasinda
terapotik bir rolii olabilecegi de gosterilmistir (Sezen, 2015). Bir baska calismada
diabetli ratlarda TK uygulamasi sonrasi glukozun 6nemli oranda diistiigli goriilmiis ve
TK’nin antiglisemik etkisi gosterilmistir (Usta, 2014). Biyolojik ve farmakolojik
ozellikleri lizerine yapilan kapsamli ¢aligmalara ragmen, dokularin kendini yenilemesi
icin bir kaynak gorevi yapan kok hiicreler tizerinde TK nin nasil bir etki gosterdigi tam
olarak bilinmemektedir (Aydogan, 2017). Organizmadaki diger yararli etkilerine
bakarak TK’nin mezenkimal kok hiicrelerini (MKH) de olumlu yonde etkileyebilecegini
diistindiik.

Pek ¢ok dokudan izole edilebilen MKH kendi kendilerini yenileyebilen, adiposit,
kondrosit ve osteosit gibi ¢esitli hiicre tiplerine farklilasabilen, multipotent stromal

hiicrelerdir. Rejeneratif tipta yaygin bir sekilde kullanilmakta olan MKH’lerin



antimikrobik, antiinflamatuar ve immiinmodiilator etkileri gosterilmistir. Bu hiicreler
farkli hiicre tiplerine doniistiiriilerek doku miihendisliginde kullanilmaktadir. Adipoz
doku kaynaklt mezenkimal kok hiicrelerin (ADMKH), kondrosit hiicrelerine
farklilasabildikleri bilinmektedir. Kondrosit hiicreleri rejeneratif tipta kullanilmak {izere
oncelikle eklem bolgelerinde ve diger kikirdak dokularda (burun, kulak, vb.) doku
miithendisliginde kullanilmak amaciyla yeni bir hiicre kaynagi olabilecektir (Yasar,
2014). Yapilan bir ¢alismada TK’nin osteoblastlar iizerinde osteojenik farklilagmay1
hizlandiric1 etkide bulundugu gosterilmistir (Wirries ve ark, 2013). Ayrica TK’nin
antidiyabetik etkinligi pek ¢ok ¢alismada gosterilmis olup, hiicrelerde adipogenezi de
uyardig1r Dbilinmektedir (Benhaddou-Andaloussi ve ark, 2008). Hiicreler {iizerine
etkilerini konu alan literatiir bilgilerinden yola ¢ikarak TK’nin mezenkimal kok
hiicrelerin ¢ogalmasi ve/veya farklilasmasi iizerinde de etkili olabilecegini varsaydik.
Bu nedenle, bu tez calismasinda esas olarak organizma iizerinde pek c¢ok yararl etkisi
gosterilmis olan TK maddesinin insan ADMKH’lerin ¢ogalmasi ve farklilagmasi
tizerindeki etkisinin arastirilmasini amagladik. TK’nin MKH’lerin proliferasyonu ve
farklilasmasi {izerinde olumlu etkiler gosterdigi kanisindayiz ve rejeneratif tipta

kullaniminin faydali olacagini diisiinmekteyiz.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Corekotu Bitkisi ve Tohumu

Nigella Sativa (Corek Otu) Ranunculaceae familyasina ait, tohumlarindan ¢ogalabilen,
tek yillik, otsu bir bitki formudur. Anavatani Dogu Avrupa, Kuzey Afrika ve Giineybati
Asya olan ¢orek otu bitkisinin, giinimiizde Tiirkiye, Hindistan, Suriye, Pakistan ve
Suudi Arabistan gibi iilkelerde de biiyiik miktarlarda tarimsal iiretimi yapilmaktadir.
Corek otu bitkisinin ¢igekleri, agik pembe, beyaz, mavi veya sar1 renkte olabilmektedir.
Ta¢ yapraklarinin sayis1 5 ile 10 arasinda degisebilmektedir. Boyu 90 santimetreye
kadar uzayabilen ¢orek otu bitkinin meyvesi ise, igerisinde tohumlarini barindiran
kapsiil formundadir (Ahmad ve ark., 2013). Corek otu bitkisinin tohumlar siyah renkte
ve oval bi¢imlidir ayn1 zamanda bu tohumlarin boyutlar1 2-3 milimetre arasindadir.
Aromatik bir kokuya sahip olmalarina ragmen bu tohumlarin ac1 bir tad1 vardir (Ayhan,

2012).

Sekil 1. Corek otu bitkisi Sekil 2. Corek otu bitkisinin tohumu

Sekil 3. Corek otu tohumu yagi

Kaynak: https://www.frozenseeds.com, Erisim Tarihi: 12 Ekim 2020.
Kaynak: https://www.medikalakademi.com.tr, Erigim Tarihi: 12Ekim 2020.
Kaynak: https://www.medikalakademi.com.tr, Erisim Tarihi: 17Ekim 2020.



2.2. Corek Otu Tohumunun Kimyasal Bilesimi

Corek otu tohumunun ugucu yaglarindan ¢esitli farmakolojik aktif kimyasal bilesenler
olan timohidrokinon, ditimokinon, timokinon ve timoliin yani sira; d-limonen, a ve 3-
pinen, p-simen, trans-anetol, nigellon ve karvakrol izole edilmistir (Giizelsoy ve ark.,
2018). Corekotu tohumu Ozellikle yag asitlerinden linolenik asit, stearik asit,
palmitoleik asit, oleik asit ve arasidonik asitten oldukca zengindir. Tohumlar ayrica
karacigerde A vitaminine doniistiiriilen karoten icermekle birlikte kalsiyum, fosfor,
demir ve potasyum bilesenleri agisindan da olduk¢a zengindir (Usta ve Algin-Kaplan

2016). Nigella Sativa tohumu ugucu yaginin kimyasal bilesenleri asagida (Tablo 1)

gosterilmistir (Kalidasu ve ark., 2017).

Tablo 1. Nigella Sativa L. Tohumu Ugucu Yaginin Kimyasal Bilesenleri

Ucucu sekonder

metabolit
a-Tuyen

a- Pinen
Sabinen
B-Pinen
Terpinolen
p-Simen

a-Terpinen
cis-4-
Metoksituyan
trans-4-
Metoksituyan
2E,AZ-
Dekadienal
Terpinen-4-ol

(+)-

Dihidrokarvon
Timokinon

Karvakrol

Kaynak: Kalidasu ve ark., 2017.

% Alan

0,58

28,7

2,44

5,09
1,00
0,44
1,31
0,56
27,80

5,23
0,44

3,62
0,14

0,21

0

Ucucu sekonder metabolit

Asetamid, N-(2-hidroksi-3-
pentenil)-

Longipinen

Longifolen
Timohidrokinon

Nonil allil okzalat
Sulforuz asit, 2-etilhekzil
izohekzil ester

1. 2,3-epoksi-gerianial
2-metil hekzanoik asit

4-Tridesen
Sitronellil n-bitirat

cis-11,14-Eikosaienoik

sit metil ester

9-Undekenal, 2,10-

dimetil
2,6,11,15-Tetrametilhekzadeka-
2,8,8,10,14-

Pentaen

2,4-Oktadienal, (E,E)

% Alan

0,22
0,61
3,24
2,40
0,24
0,32

0,45
0,16

0,92
0,88
0,81
11,54

0,47

0,15



Corek otu tohumlar1 ve bu tohumlardan elde edilen yag, gida ve dogal ilag olarak
kullanima sunulmaktadir (Ayhan, 2012). Corek otunun Ozellikle Tiirk halki arasinda
gida maddesi olarak kullanimi olduk¢a yaygindir (Engels ve Brinckmann 2017). Cesni
olarak borek, peynir, ekmek gibi gidalarda kullanilan ¢orek otu, ayni zamanda
ogitiildiikten sonra bal ile karigtirllmakta veya salatalara konularak tiiketilmektedir.
Avrupa Komisyonu Saglik ve Tiiketici Miidiirliigii, corek otu yagini cilt bakim {iriinii ve
esans olarak listelemistir. Giiniimiizde, Amerika Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) ¢orek
otunun gida takviyesi olarak kullanilmasi onaylamistir. Kanada’da ise ¢orek otu tohumu
ve yagi, tibbi bilesen olarak ilag kategorisinde olan lisansli dogal saglik iirlinlerinde
(NHP) kullanilmaktadir (Engels ve Brinckmann 2017). Bu nedenle ¢orek otu bitkisinin
tohumlar1 biiyiik bir neme sahiptir (Ayhan, 2012). Corek otu, Uzakdogu ve Ortadogu
ilkelerinde 2000 yil1 askin zamandir birgok hastaligin tedavisinde kullanilmakta olan
dogal bitkisel ilaglar arasinda yer almaktadir (Goyal ve ark., 2017). Corek otu, uzun
yillardir deri enfeksiyonlari, egzama, sivilceler, sedef, yanmiklar gibi cesitli deri
hastaliklarinda kullanilmaktadir (Ahmad ve ark., 2013; Uras 2009; Ozgiiven ve ark.,
2002).

2.3. Timokinonun Fizikokimyasal Ozellikleri

Timokinon (TK) (2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon), Nigella Sativa ugucu yaginin
igerisinde en yliksek oranda bulunan biyoaktif bir molekiildiir. TK’nin yapisinda kinon
halkasia 2 pozisyonundan bagli bir izopropil grubu ve 5 pozisyonuna bagli bir metil
grubu bulunmaktadir (Sekil 4). TK oda sicakliginda kristal yapida bulunur. Rengi ise

saridir.

CH,
H,C

CH, O
Sekil 4. TK Molekiilii

Kaynak: Islam ve ark., 2016.



TK molekiilii, uygun kosullarda muhafaza edilmelidir. Aksi halde 1s18a maruz
kaldiginda (2+2) sikloadisyon reaksiyonu vererek dimerlesir ve ditimokinona doniistir.
TK, hidrofobik bir molekiildiir. Yag igerisinde c¢oziinmektedir. Asidik ortamlarda
stabildir (Islam ve ark., 2016). TK ilk olarak 1963 yilinda El-Dakhakhany tarafindan
Nigella sativa 6zlerinden izole edilerek ¢orek otu ugucu yaginda % 18.4-24 oraninda
bulunan ¢orek otunun en 6nemli biyoaktif bileseni olarak tanimlanmistir (Goyal ve ark.,

2017).
2.4. Timokinonun Toksik Etkisi

TK’nin siirekli yapilan deneysel c¢aligsmalarinda herhangi bir toksik etkisi olmamasi
sebebiyle genis giivenlik sinirlart iginde oldugu kabul edilmektedir (Yahyazadeh, 2017).
Toksisitesinin diisiik oldugu belirlenmis ve TK’nin viicuda alinma dozunun toksisitesini
etkiledigi belirtilmistir. Ancak TK’nin hiicre igine girdikten sonra biyotransformasyon
sonucunda reaktif oksijen radikallerinin oksidatif stresini artirdigi, yuksek dozlarinin da
baz1 enzimleri etkiledigi ve karaciger hiicrelerinde genomik hasara yol agabildigi
belirtilmistir. Ayrica sicanlarda intraperitonel uygulamasi sonrasinda sistemik dolagima
gecmesiyle akut pankreatite neden oldugu iddia edilmektedir (Vardar ve ark., 2018).
TK’nin yliksek dozlarda verildiginde oldiiriicii etki gosterebildigi gozlenmistir (Giilli ve
Avct, 2013). Ancak klinik ¢aligmalarda insanlarda kullanilan araliklarda herhangi bir
yan etkisi goriilmemistir. TK’nin biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri iizerine yapilan
kapsamli ¢aligmalara ragmen, insan viicudunda dokularin kendini yenilemesi i¢in bir
kaynak gorevi yapan kok hiicreler iizerinde TK’nin nasil etki ettigi tam olarak

bilinmemektedir (Alimoradi ve ark., 2018).
2.5. Timokinonun Fiziksel Yapisi

TK 1s18a kars1 yiiksek duyarlilifa sahiptir ve 1518a maruziyette degradasyona
ugramaktadir. TK artan pH’larda stabilitesi azalmakta, asidik pH’da ise minimum

degradasyon goriilmektedir (Glizelsoy ve ark., 2018).
2.6.Timokinonun Farmakolojik Ozellikleri

TK’nin antikanserojenik, antiinflamatuar ve antidiyabetik etkisinin yan1 sira, insanlarda
dolasim, solunum, sindirim, bosaltim ve sinir sistemi gibi pek c¢ok sistem {iizerinde
bircok olumlu etkisi gosterilmis; kemikleri ve karacigeri koruyucu etkisi bulundugu

rapor edilmistir (Khan ve ark., 2017). Uzak Dogu ve Orta Dogu iilkelerinde geleneksel



tip alaninda; kemoterapi alan kanser hastalarinda kemoterapiyle birlikte tamamlayict ve
alternatif tipta kullanilabilecegi bildirilmektedir. Gii¢lii antioksidan ve serbest radikal
stipiirticii etkiye sahip olmasindan dolay1 TK’nin, oksidatif hasara, organ bozukluklarina
ve dolayisiyla ¢esitli hastaliklarin patogenezine sebep olan birgok cevresel toksinler ve
ksenobiyotiklerin yan etkilerini minimalize edebilecegi de gosterilmistir (Glizelsoy ve
ark., 2018).

2.6.1. Timokinonun Dokular1 Hasara Kars1 Koruyucu EtKisi

Literatiirde TK’nin ¢esitli kimyasal maddelerden kaynakli karacigerde olusan hasara
karsi, farkli doz ve siirelerde TK uygulanan ¢aligmalar bulunmaktadir. Ayrica besinsel
dozda (10 ve 20 mg/kg/glinliik) uygulamalarin ardindan karaciger enzim Alanin
Aminotransferaz (ALT), Aspartat Transaminaz (AST) aktivitelerinin etkilenmedigi ve
giivenli oldugu bildirilmistir. Cesitli etkenlere bagli olarak gelismis karaciger hasarinda
takviye olarak TK kullanilmasi ile oksidatif stres belirte¢lerinde azalma, toplam
antioksidan kapasitesinde artis oldugu, artan lipit peroksit, artan ALT ve AST
aktivitelerinde azalma olduguna dair bulgular, takviye olarak uygulanan TK’nin

karaciger koruyucu olarak etkili oldugunu gostermektedir ( Usta ve ark., 2018).

Corek otu yagr ayrica kan basincini diigiirmekte ve solunumu hizlandirmakta etkilidir.
Fareler iizerinde yapilan calismalarda plazma konsantrasyonunda bulunan trigliserid,

kolesterol ve glukoz seviyelerinde azalma gosterdigi belirtilmistir (Bulca, 2014).
2.6.2. Timokinonun Antioksidan EtKisi

TK’nin hepatoprotektif etkisi tizerine yapilan bir ¢calismada, oksidatif hasara yol agan
tert-biitil hidroperoksitin (TBHP) maddesinin karacigerdeki glutatyon seviyesini azaltan
etkisini TK’nin dengeledigi gosterilmistir (Altindag, 2018). Siganlarda yapilan
calismalarda da TK’nin oksidatif hasarlara karsi énemli bir antioksidan ajan oldugu
ortaya konmustur. Disi farelerde embriyonun serbest radikallere karsi korundugu ve
yam sira fiziksel gelisiminde herhangi bir hasarin olmadigi goriilmiistiir (Aydogan,
2017). TK antioksidan etkilerini siklooksijenazlarin, membran lipid peroksidasyonunun
ve lipoksigenazlarin inhibasyonuna neden olmasi ile kazanmaktadir (Yahyazadeh,
2017). Birtakim hastaliklarn ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) diizeylerinin
yiikselmesinden kaynakli yan etkilerini TK’nin antogonize edebildigi ve bu 6zelligini
de oksidatif stresi azaltarak ve antioksidan savunmay: arttirarak ortaya koydugu

bildirilmektedir. Ayrica TK’ nin, siiperoksit dismutaz aktivitesini arttirabildigi ve gesitli



deneysel patolojik kosullar altinda glutatyonu indiikleyebildigi ve bunlarla da hiicresel
oksidatif stresi azaltabildigi gosterilmistir (Y1lmaz, 2018).

2.6.4. Timokinonun Antidiyabetik Etkisi

TK’nin gestasyonel diyabet iizerine etkisini incelemek icin yapilan bir ¢aligmada
gestasyonel diyabetik ratlarda aglik kan sekerini diisiiriicli ve viicut agirligint koruyucu
etkide bulundugu kanitlanmistir. TK’nin bu etkisi insiilin verilen rat grubuyla
karsilastirildiginda benzer 6zellik gosterdigi gézlenmistir. TK’nin, antioksidan ve anti-
inflamatuar etkisiyle pankreastaki beta hiicrelerinden insiilin salinimini artirarak
antihiperglisemik ve antidiyabetik etki sagladigi disiiniilmektedir. Histopatolojik
incelemede TK’nin pankreastaki adacik hiicre hasarini da anlamli bir sekilde azalttig1 ve
sitoprotektif etki gosterdigi ortaya konmustur. (Karaoglan, 2018). Streptozotosin
kaynakli diyabet lizerine TK’nin etkisini aragtirmak iizere yapilan bir ¢calismada da TK
uygulamasinin, total antioksidan seviye ve buna bagli antioksidan madde profiline

olumlu etki gosterdigi sonucuna ulagilmistir (Usta ve ark., 2018).
2.7.KOK HUCRE

Kok hiicreler; kendilerinden bagka hiicrelere farklilasabilme, kendilerini yenileyebilme,
siirsiz ¢ogalabilme, hasarli dokuya verildiginde dokuyu onarabilme 6zelliklerine sahip
hiicre tipidir (Tekeli, 2016). Kok hiicreler yeteneklerine gore totipotent, pluripotent ve
multipotent olmak iizere li¢ gruba ayrilmaktadir (Erden, 2014). K6k hiicreler viicutta
bulunan 200’den fazla hiicre tipi i¢in progenitdr hiicre olarak kabul edilen ilkel hiicre
tipleridir (Shikhaliyeva, 2015). Bir hiicreyi kok hiicre olarak tanimlamak i¢in belirlenen
su 5 ozelligi saglamalidir: 1) Ozellesmemis hiicrelerdir. 2) Ozellesmis hiicrelere
doniisebilmektedirler. 3) Uzun zaman boéliinebilme ve kendini yenileyebilme
kapasitesine sahiptirler. 4) Hasar goren dokuya nakledildiklerinde ise kaynak dokuyu
islevsel olarak yeniden c¢ogaltabilmektedirler. 5) In vivo ortamda doku hasarinin
olmadig1 durumlarda dahi farklilagmis kusaklara destek saglamaktadirlar (Cannazik ve
Polat, 2014). Kok hiicreler, yiiksek telomeraz enzim aktivitesine sahip olan hiicre
tipidir. Bu ozellikleri ile dogrusal kromozomlarinin ucunda bulunan telomerlerin
kisalmalarin1 6nlemekte ve bununla, kok hiicrelerin yaslanmasinin ve bdliinme

kapasitelerinin azalmasinin 6niine gecilmektedir.

Kok hiicreler, boliinmeler esnasinda bir taraftan oncili hiicrelere doniisecek hiicreleri

iretirlerken bir taraftan da kendi yedeklerini olugturmaktadirlar (Terzi ve Giiran, 2012).



@

Kok hucre

O
*

Yeni kok hucre Ozellesmis hucre

Sekil 5. Kok hiicrelerin asimetrik boliinme 6zellikleri

Kaynak: Reya ve ark., 2001 ss:17.

Boylece organizmadaki

kok hiicre havuzu, yasam boyunca sabit biiyiikliikte

kalmaktadir. Kok hiicrelerin disinda, hiicre disi matriks bilesenleri, salgi proteinleri ve

komsu hiicreler tarafindan olusturulan mikro ¢evre (nis), hiicrenin bulundugu durumu

ve kok hiicre sayisini kontrol altinda tutmaktadir (Terzi ve Giiran, 2012).

2.7.1. Kok Hiicre Tarihcesi

Tablo2. Kok Hiicre Tarihgesi
1860

1878

1920

1950-1960

1956

1958

1959

Embriyonun gelisim siireci ve kemik iliginin
mikroskobik incelenmesiyle kok hiicre ifadesi ilk
kez bilimsel makalelerde yer almistir.

[lk kez viicut disinda memeli yumurtalarini
dollemek i¢in denemeler yapilmistir.

Tavuklarda tiim kan hiicrelerinin kaynagina oncti
olan hiicrelerin varlig1 gosterilmistir.

Kan ve deri hiicrelerinin yenilenmesi icin ilk defa
ergin kok hiicre ifadesi kullanilmastir.

Kemik iligi nakli insanlarda ilk kez
gerceklestirilmistir.

Kurbaga yumurtalar1 igine c¢ekirdek transfer
edilerek  embriyonik  potansiyelde  yeniden
programlanmis eriskin kurbaga hiicrelerinden
¢ekirdekler elde edilmistir.

Fare ¢aligmalartyla kemik iliginde yerlesik kan kok
hiicreleri bulunmustur.

ABD’de tavsanlarda tiip bebek yoluyla iiretilen
hayvanlar ile ilgili ilk yayin yapilmistir.



1960

1961

1968

1969

1970

1974

1975

1978

1980

1981

1984-1988

1988

1989

10

Inbred farelerde testislerin teratokarsinomlarinin
embriyonik germ hiicrelerinden koken aldigi
gosterilerek embriyonik karsinom hiicrelerinin,
kok hiicrelerin bir tiirii olabilecegi belirtilmistir.
Fare kemik iliginden transplante edilebilecek kok
hiicrelerin var oldugu tespit edilerek o6zellikleri
belirlenmistir. Bu kok hiicrelerin sayimi i¢in ilk
koloni yontemleri olusturulmustur.

In vitro ortamda ilk kez insan yumurtasi
dollendirilmesi gergeklestirilmistir.

Hiicre ayirma teknolojisi ilk kez kemik iligindeki
kok hiicrelerin elde edilmesi i¢in kullanilmistir.
Kok hiicreler farelerin embriyonik gelisiminde
incelenmek tizere fare blastosistine enjekte edilen
embriyonik kok hiicre sonucu kimerik fare elde
edilmistir.

Teratomlar gibi normal dokularin gelistirilmesine
fare embriyonik kanser hiicrelerinin de faydali
olabilecegi gosterilmistir.

Diisiiklerden sonra elde edilen fetal dokularin
caligmalarda kullanilabilmesi i¢in ‘Etik Danigma
Kurulu’ ve “YoOnergesi’tasarlanmistir.

Insan kordon kaninda transplante edilebilecek
ozellikteki kok hiicrelerin varligi bulunmustur.
Louise Brown (Ingiltere’nin ilk tiip bebegi)
dogmustur.

Fare embriyosundan ilk kez kok hiicre edilmistir.
Candice Reed (Avustralya’nin ilk tiip bebegi)
dogmustur.

Fare blastosist i¢ hiicre kiitlesinden embriyonik kok
hiicreler elde edilmistir. Farelere embriyonik kok
hiicreler enjekte edilerek teratom olusumuna sebep
olduklar1 gézlemlenmistir

Elizabeth Carr (ABD’nin ilk tiip bebegi)
dogmustur.

Pluripotent klonal hiicreler gelistirilmistir. Retinoik
asite maruz birakilan klonlanmis insan teratom
hiicrelerinin ndron tlirevi hiicreler ve diger hiicre
tiirlerine farklilastirilmasi gergeklestirilmistir.
Fanconi anemi tanis1 almig bir vakaya ilk kez kord
kani transplantasyonu islemi yapilmistir.

Her iic germ yapragindan koken alan dokulari
veren insan embriyonel karsinom hiicrelerinin
klonal hatt1 tiretilmistir. Bu tiiretilen hiicreler
andploidi oOzelliktedir. Bu andploidi 6zellikteki
hiicrelerin  in  vitro ortamda kendiliginden
farklilasma  potansiyellerinin ~ sinirli  oldugu
belirtilmistir.



1992

1994

1996

2000

2001

2003

2004

2005

2006

11

Insan embriyonik karsinoma hiicre klonlarmin
davraniglar1 fare embriyonik kok hiicrelerinden ya
da embriyonik karsinoma hiicrelerinden farkl
bulunmustur.

Yetigkin insan beyninde noral kok hiicrelerin
varlhigi tespit edilmistir.

In Vitro Fertilizasyon ile iireme amagli insan
blastosisti olusturulmus ve hasta tarafindan
bagislanmistir. Blastosist i¢ hiicre kiitlesi kiiltrii
ortaminda yasatilmistir, periferde trofoblast benzeri
hiicreler ve ayrica kok hiicre benzeri hiicreler
dretilmistir.  Hiicreler =~ kromozom  yapilarini
korumustur; kiiltiir ortamindaki hiicrelerin bir¢ogu
kok hiicre benzeri morfolojiyi korurken ayni
zamanda i¢ hiicre kiitlesinin bazi hiicreleri
fibroblastlara farklilasmistir. Bu kiiltiirler iki pasaj
halinde korunmustur.

Kanser kok hiicreleri ile kanser hiicreleri ilk defa
ayristiritlmstir.

Korneal kok hiicreleri ile kornea hasarli hastalarin
tedavileri basarili bir sekilde gerceklestirlmistir.

Ik kez bir memeli klonlanmistir. Bir yetiskinden
alman somatik hiicre ile klonlanan ilk memeli
Dolly diinyaya gelmistir.

Infertilite tedavisi almakta olan giftler tarafindan
bagislanan blastosist i¢ hiicre kiitlesinden insan
embriyonik kok hiicreleri iiretilmistir. Embriyonik
kok hiicreler in vitro ortamda uzun siire
cogaltilmigtir. Hiicreler normal karyotiplerini
korurlarken her li¢ ana germ tabakasindan koken
alan somatik hiicre soylarina kendiliginden
farklilagarak immiin yetmezligi olan farelere
enjekte edildiginde teratomlar olugturmuslardir.

[lk ortak kok hiicre arastirma ag1 olusturulmustur.
Yetiskin deri dokusunda dermal kok hiicreler
kesfedilmistir.

Insandaki beyin tiimorlerinden kanser kok hiicreleri
izole edilmistir.

Insan embriyonik kok hiicreleri tarafindan ilk kez
dopaminerjik hiicreler iiretilmistir.

Insan Embriyonik Kok Hiicre Arastirmalar
Yonergesi yaymlanmigtir.

Ik kez insan kemik kanser kok hiicreleri tespit
edilmistir.

Lasker Odiilii’nii kok hiicreleri ilk tanmimlayan
caligmalar1 yapan James Till ile Ernest McCuiioch
almistir.

Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler ilk kez fare



2007

2008

2009

2010

2011

2012

2014
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derisinden elde edilen ergin kok hiicrenin tekrar
programlanmasi ile elde edilmistir. indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler ile embriyonik kok
hiicrelerin benzer karakteristik ozelliklere sahip
oldugu tespit edilmistir.

Yamanaka ve Thomson birbirinden bagimsiz
olarak indiikklenmis pluripotent kok hiicreleri
tiretmislerdir.

Tip Fizyoloji Nobel Odiilii’nii farelerde germline
modifikasyonunu saglayan buluslartyla Mario
Capecci, Martin  Evans ile Oliver Smithies
almislardir.

Memeli intestinal kok hiicrelerinin ilk kez fiziksel
tanimlanmasi ve lokalizasyonu yapilmustir.

Insan kolon kanser kok hiicrelerinin ilk kanitlarma
ulasilmistir.

Gairdner Odiilii’nii néral kok hiicrelerin kesfi ile
Samuel Weiss almistir.

Lasker Odiilii’'nii niikleer reprogramlamadaki
kesifleriyle John Gurdon ile Shinya Yamanaka
almastir.

Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreler minimal
rezidiiel genomik degistirmelerle olusturulmustur.
[lk kez hiicre terapisinde embriyonik kok
hiicrelerin kullanilmasina izin verilmistir.

Spinal kord hasarlariin tedavileri i¢in ilk kez insan
embriyonik kokenli klinik caligmalar
gerceklestirilmistir.

mRNA transfeksiyonu gerceklestirilerek
indiiklenmis pluripotent hiicreler olusturulmustur.
Kok hiicrelerden suni bronslar ve trakea
olusturulmustur.

Nobel Tip Fizyoloji Odiilii erigkin hiicrelerin
yeniden  pluripotent ~ kok  hiicre  haline
doniistliriilmesi calismalart ile John Gurdon ve
Shinya Yamanaka’ya verilmistir.

Ergin kok hiicrelerden ilk kez embriyonik kok
hiicreler elde edilmistir (2014.
http://www.iric.ca/2014/09, Erisim Tarihi: 17 Ekim
2020).

Kordon kanindaki kok hiicrelerin ¢ogalmasini
saglayabilecek olan UM171 molekiili
kesfedilmistir (2014.
http://www.sciencesetavenir.fr, Erisim Tarihi: 17
Ekim 2020).

Plazma dokusunu olusturabilme yetenegi olan yeni
kok hiicre tipi STAP hiicreleri Yoshiki Sasai
tarafindan kesfedilmistir
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(2014.Santelog.http://www.santelog.com,  Erisim
Tarihi: 17 Ekim 2020).

2015 Kok hiicreler kalbi onarmak i¢in uyarilmistir.
Epilepsi icin sinir sistemini geri diizenlemek
hedefiyle kok hiicre terapileri yapilmistir.

Kok hiicrelerin uyarilmasi ile beyindeki metastaz
yok edilmeye calisilmistir.
Kok hiicreler ile mini akcigerler elde edilmistir.

2020 COVID-19 tanis1 almis kisilerin mezenkimal kok
hiicreler ile tedavide edilebilecegi ortaya
konmustur (Liang ve ark., 2020).

Kaynak: 2012.Les cellules souches.http://www.sciencesessonne.fr, Erigsim Tarihi: 19

Ekim 2020; 2012.TheAtlantic.http://www.theatlantic.com, Erisim Tarihi: 19 Ekim
2020.

2.7.2. Kok Hiicre Siniflandirilmasi

Kok hiicreler farklilasabilme yeteneklerine gore; totipotent, pluripotent, multipotent,
oligopotent ve unipotent kaynaklarina gore ise; embriyonik ve erigkin tip kok hiicreler,
olmak tizere gruplandirilmaktadirlar (Bongso ve Fong 2009; Hosseinkhani ve
Hosseinkhani 2009).

2.7.2.1.Totipotent Hiicreler

Embriyo, embriyo sonrasi tiim doku ve organlar ile birlikte embriyo dist membranlarin

ve organlarin kaynagini olusturan kok hiicre tiirleri olarak bilinmektedir (Sobhani ve

ark., 2017)

G
| A
Totipotent Hucreler  Blastosist Fetus

Sekil 6. Totipotent Kok Hiicrelerin Yeni Bir Organizmaya Doniismesi

Kaynak: Savas 2016 ss: 5.



14

2.7.2.2.Pluripotent Hiicreler

Blastositin i¢ tabakasindaki hiicreler olarak bilinmektedir. Tiim viicut hiicrelerinin
koken aldig1 her {i¢ germ yapragr (mezoderm, endoderm, ektoderm) hiicrelerine
dontigebilme  kabiliyeti olan hiicrelerdir. Fakat bu hiicreler trofoblastlari

olusturamamaktadir.
2.7.2.3.indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicre (IPSC)

Genellikle erigskin somatik hiicrelerden geriye farklilastirma ile pluripotent hale
doniistiiriilmiis hiicrelerdir. Indiiklenmis pluripotent k&k hiicreler, pluripotent hiicrelerin

farklilasma kapasitelerine sahiptirler (Sobhani ve ark., 2017).

Pluripotensi genlerinin
hucreye verilmesi
ifade ettirilmesi

Sinirsiz
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o

Yeniden

programlama
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pluripotent kok hiicre  Farklilagma
(uPK hiicresi)

Farklilasmis
somatik hicre
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Sekil 7. Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreler
Kaynak: Ceki¢ 2019 ss: 15.
2.7.2.4.Multipotent Hiicreler

Tek bir doku veya germ tabakasinin hiicrelerine farklilagabilen kok hiicreler olarak

tanimlanmaktadir.
2.7.2.5.0ligopotent Hiicreler

Sadece birka¢ hiicre tipine farklilagabilen kok hiicreler olarak bilinir (lenfoid ve

miyeloid kok hiicreler gibi).
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2.7.2.6.Unipotent Hiicreler

Tek bir hiicre tipine doniisebilen kok hiicrelere unipotent hiicreler denilmektedir

(Sobhani ve ark., 2017).
e R
TP oo
o N
< <&

Kan yapict kok hiacreleri Diger eriskin
kok hicreleri

Ofellesmls K»n_rm-zn Trombositier Beyaz kureler
hicreler kareler

Sekil 8. Kok Hiicrelerin Totipotent, Pluripotent ve Unipotent Tiirleri
Kaynak: . Ertepe- Kiiciikgode 2019 ss: 4.
2.7.2.7. Embriyonik Kok Hiicre

Blastosist agamasindaki embriyonun i¢ hiicre kitlesinden elde edilen pluripotent kok
hiicrelere embriyonik kok hiicre denilmektedir. embriyonik kok hiicreler in vitro olarak
dollenmis, ihtiya¢ fazlasi embriyolardan ya da istemli sonlandirilan gebeliklerden elde

edilebilmektedir (Ertepe- Kiigiikgéde, 2019).

\‘| Fertilize Ocsit (Totipotent)

<
\ Blastosist
et
s
/

N\, ig hiicre kitlesi
”

—

7

/’:\ 1 pox Embriyonik kok hiicre
Trofoblast "~ R
l // 1 T~ X P~ =
> - ey
Plasenta Mezoderm Endoderm Ektoderm Kendini yanileyebilme

Sekil 9. Embriyonik Kok Hiicrelerin Gelisim Siireci

Kaynak: Savag 2016 ss:7.
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2.7.2.8. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler

Organizmada ¢ogu dokuda bulunabilen ve bulundugu organin, dokunun 6zellesmis
hiicrelerine farklilasabilen kok hiicre tiirleridir. Temel gorevleri bulunduklar1 dokudaki
hasarin onarilmasi ve biitiinliigiiniin korunmasidir. Hematopoetik, mezenkimal ve diger

doku kok hiicrelerini igermektedirler (Ertepe- Kiigiikgode, 2019).
2.7.2.9. Hematopoetik Kok Hiicreler

Hematopoetik kok hiicreler kendilerini yenileyebilme ve farklilasabilme yetenegine
sahip olan klonojenik hiicrelerdir. Insan organizmasinda eritrositler, miyeloid hiicreler
ve trombositler kemik iligindeki kok hiicreler tarafindan baslatilan matiirasyon ve
farklilagsma siireci sonrasinda olusmaktadirlar. Uygun uyaranlarla diger dokulara da
(adipositler, pankreatik hiicreler, kardiyak miyositler, endotel hiicreleri vb.)
farklilagabilme yetenegine sahip multipotent hiicrelerdir (Reya ve ark., 2001; Govindan

ve ark., 2012).
2.7.3. Mezenkimal (Stromal) Kok Hiicre

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), tiim dokulardan elde edilebilen ve yalnizca
mezenkimal kaynakli olanlara degil adiposit, kondrosit, osteosit gibi ¢esitli hiicre
hatlarina farklilasabilen multipotent stromal hiicrelere denilmektedir. MKH’lerin
embriyonik kok hiicreler gibi teratom olusturma riskleri yoktur (Erdal ve Sec¢kin, 2017).
MKH’lerin yetenekleri kesin degildir. Bulunduklar1 her ortama gore yetenekleri
degisebilmektedir (Akgiin, 2016). Kemik iligi MKH’lerin ana kaynagidir. Bunun yan1
sira MKH’ler kemik iligi disinda birgok dokudan elde edilebilmektedir. Dis pulpasi, kas
dokusu, kemik ve maksillofasial dokular, karaciger, lipoaspirasyon materyalleri,
plasenta, kordon stromasi, kordon kani, amniyon sivisi, periferik kan, sinovial s1vidan
adezyon Ozellikleri sayesinde ayristirilarak  ¢ogaltilabilmektedirler. MKH’ler
giiniimiizde endometriyum ve adet kanindan da izole edilmektedir (Gozen ve ark.,
2015). Uluslararast Hiicresel Tedavi Birligi’nin belirledigi kriterlere gore MKH’ler
yiizeylerinde kendilerine CD105, CD90 ve CD73 proteinleri ifade edebilirken
hematopoietik belirtegler olan CD11b, CD79, CD45, CD34, CD19, CD14, HLA-DR
proteinlerini ifade edemezler. MKH’ler ylizeyinde Major Histokompatibilite Kompleksi
(MHC) Smif I molekiiliinii ifade edebilirler, fakat MHC Sinif II’yi ifade edemezler. Bu
ozellikleriyle hipoimmiinojenik olarak kabul edilirler, dolaysiyla otolog kullanimi ve

hatta allojenik kullanimi da miimkiin olmaktadir (Geng, 2018). Rejeneratif tip
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uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan MKH’lerin antimikrobik, antiinflamatuar ve

immiinmodiilator etkileri gosterilmistir (Mushahary ve ark., 2018).

Ozellikle ADMKH’ler esmer ve beyaz yag dokudan izole edilmektedir. Bu ydntem
siirsiz sayida hiicre elde edilebilir olmasi ve yani sira pahali olmamasi nedeniyle tercih
edilmektedir. MKH’ler ayn1 zamanda keratinositlerin ve fibroblastlarin kok hiicreleridir.
Bu hiicrelerin en 6nemli 6zellikleri, ¢esitli biiyiime faktorlerinin salinimai ile farkli grup
hiicre c¢esitlerine doniisebilmeleridir (Kara-Akpmar ve Kandi, 2018). ADMKH,
Diabetes Mellitus (DM), kalp hastalig1, osteoartrit, yumusak doku rejenerasyonu, yiiz ve
meme ameliyatlar1 sonrasinda yeniden yapilandirma c¢aligmalar1 gibi alanlarda
uygulanmaktadir. Kardiyomiyopati (kalp kasi hastaligl) ve miyokard infarktiisii (kalp
krizi), MKH, Graftversus-Host Hastaligi, mesane fonksiyon kaybi ve otoimmiin
hastaliklar1 tedavisi, kanser tedavisi, karaciger hastaligi, kikirdak kusurlari, optik sinir
yenilenmesi, omurilik yenilenmesi ve diyabet tedavisi i¢in klinik ve preklinikte

kullanilmaktadir (Murat, 2018).

Tablo 3. MKH Kaynagi Dokular ve MKH’lerin Farklilastiklar1 Doku Tipleri

MKH’nin Elde Edildigi Bashca MKH’nin Farklhlasabildigi Bashca
Yetiskin Doku Tipleri Hiicre / Doku Tipleri
Adipoz doku Kas, kikirdak, sinir, kemik, tendon
Iskelet kasi Sinir, kikirdak, tendon, ¢izgili ve diiz kas, kemik
Kemik iligi Kas, kikirdak, sinir, kemik, adipoz, tendon
Sac folikiilii Diiz kas, beyin, adipoz, deri
Karaciger, amniyotik sivi, Sinir, tendon, kikirdak, kemik, v.b.

pankreas, kornea,

Retina
Plasenta Kemik, kemik iligi, kas, kikirdak, sinir
Beyin Sinir, kas

Kaynak: Zuk ve ark., 2002.
2.7.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Avantaji

MKH’lerin ya da progenitdr hiicrelerin Oncelikli kaynagr kemik iligi olarak
diisiiniilmektedir. Ancak sayis1 giin gectikce artan diger dokulardan da bu hiicrelerin

elde edilebilecek oldugu gosterilmistir. Yetiskinlerde dermis, kemiklerin dis zar1, adipoz
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doku, damarlarin adventisya tabakasi ve periodontal ligament dokusundan MKH’ler
elde edilebilmektedir (Ates, 2016). MKH’ler klinik kullanimda bir¢ok avantaja sahiptir.
Bunlardan bazilari, konnektif doku kokenli olmalarindan dolay1 stromal destek
saglayarak ilgili doku hiicrelerinin gelisimine ve fonksiyonuna katki saglamalari;
farklilasma yeteneklerinin fazla olmasi; hasarli hiicre ile flizyon yetenegi olmasi;
cOziinebilen faktorleri (biiyiime faktorleri, kemokinler, sitokinler gibi) salgilayarak
hasarl1 hiicre/doku onarimina katki saglamalari; migrasyon 6zellikleri nedeniyle hasarl
dokuya ulasabilmeleridir. Ayrica MKH’lerin klinik kullanimi sirasinda insan doku
antijeni doku uyumunun sart olmamasi, haploidentik ve hatta tamamen insan doku
antijeni uyumsuz bireylerden dahi MKH hazirlanabilmesi diger 6dnemli avantajidir.
MKH’ler gen transferi kolaylig1 saglamalar1 ve dayanikli olmalar1 gerekceleriyle gen
tedavisi i¢in de uygun bulunmaktadirlar. Enzimler (6r. Lizozomal enzim) salgilayarak
kalitsal hastaliklardaki enzim defektlerinin yerine koyulabilme potansiyelleri de

MKH’lerin avantajlar1 arasinda sayilabilir (Isbirlioglu, 2015).
2.7.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Dezavantaji

MKH’lerin en 6nemli dezavantaji sayilarinin ¢ok az olmasi sebebiyle in vitro kiiltiir
ortaminda haftalarca siiren kiiltiirlerde ¢ogaltilmas1 geregidir (Isbirlioglu, 2015). Uzun
siiren kiiltiir ortamlarinda, MKH’lerde meydana gelebilecek hiicresel veya molekiiler
degisimlerin  (onkojenik transformasyon, telomer kisalmasi, mikroorganizma
kontaminasyonu, v.b.) in vivo’daki etkilerine dair kesin veriler olmasa bile olasi
sakincalar (enfeksiyonlar, kanser gelisimi, v.b.) bilim insanlar1 tarafindan endiseyle
karsilanmaktadir. Ikinci dezavantaji ise, kiiltiirde ¢ogaltilan hiicrelerin hastalarda
kullanilmasimin uygun bulunmas: i¢in tiim islemlerin kabul edilmis Uluslar Arasi
standartlarda (GMP, Iyi Uretim Uygulamalar) yiiriitiilmesi zorunlulugudur. Bu
kosullar saglayabilecek gerekli alt yapiya sahip laboratuvar sayisi ise olduke¢a kisithdir.
Ucgiincii sirada ise, MKH’lerin kiiltiir ortaminda g¢ogaltilmasinda kullanilan iiriinlerin

(serum, v.b.) klinik kullanima uygun 6zelliklere sahip olmasinda yasanan zorluklara yer

verilmektedir (Erden, 2014).
2.7.6.Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler (ADMKH)

ADMKH; tipik MKH 6zelligi tasiyan, plastige yapisarak ¢ogalan, multipotent
farklilasma yetisine sahip hiicreler olarak tanimlanmaktadir (Can, 2014). ADMKH

eriskin tip kok hiicrelere aittirler ve bu nedenle yapilan deneysel ve klinik uygulamalari
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embriyonik kok hiicrelere gore etik ve yasal tartismalarin disinda kalmistir. Embriyonik
kok hiicreler kadar esnek farklilasma kabiliyetine sahip degillerdir. Ancak buna karsin
ADMKH yag, sinir, kikirdak, kas ve kemik dokularina doniisebilmektedirler (Zuk ve
ark., 2001; .Zuk ve Ark., 2002).

Pulmoner
vag dokusu

Periadventisyal
vag dokus

Perirenal
yag dokusu

Subkutan
yag dokusu

Visera i
vag dokusu

Sekil 10. Viicutta Adipoz Doku Lokalizasyonu
Kaynak: Savas 2016 ss: 10
2.7.7.Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Avantajlari

Atik adipoz dokularindan kolay ve tekrarlanabilir bigcimde elde edilebilmeleri ve enzime
dayali, karmasik basamaklar gerektirmeyen izolasyon yontemleri nedeniyle, bu hiicreler
kok hiicre ¢alismalarinda bir¢ok avantaja sahiptir (Akgiin, 2016). ADMKH kemik
iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicreler (KiMKH) ile karsilastirildiklarinda doku
kiltiiriindeki davraniglari, biiyiime hiz ve paternleri, morfolojileri ve hiicre yiizey
profilleri bakimindan biiyiik oranda benzerlikleri oldugu dikkat ¢cekmektedir. iki hiicre
grubu da farkli anatomik lokalizasyonlardan elde ediliyor olmalarma karsin stromal
kokenli (cilt alt1 yag dokusu ve kemik iligi yag dokusu) olmalar1 sebebiyle bu durum
olagan karsilanmaktadir. Bu durum ele alindiginda ADMKH’lerin fazla miktarda
bulunmalari, kolay elde edilebiliyor olmalar1 ve genis alana yayilmis olmalar1 onlari
KiMKH'lere kiyasla daha avantajli hale getirmektedir (Aksu ve Calig, 2015). Bu
hiicreler farkli hiicre tiplerine doniistiiriilebilme 6zelligine sahiptirler ve boylece doku
miithendisliginde kullanilmaktadirlar. MKH’leri istenen hiicre tiplerine farklilagtirmak
icin uygulanan cesitli protokoller mevcuttur. Bazi kimyasal ve fiziksel uygulamalarin

MKH’lerin farklilagmasini uyardigi ya da geciktirdigi bilinmektedir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1.Arastirma Plani

Bu tez calismasi, Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu (Karar No:
2019/44) ve Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (Proje Kodu:
9303) onayi ile Betiil Ziya Eren Genom ve K&k Hiicre Merkezi (GENKOK)’nden elde

edilen insan adipoz doku kékenli mezenkimal kok hiicreler iizerinde gergeklestirildi.
3.2. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Kiiltiire Alinmasi

-196°C’lik azot tankindan alinan insan kaynakli ADMKH’ler hizli bir sekilde 37°C’lik
su banyosunda (Memmert Su banyosu) ¢ozdiiriildii. Biyogiivenlik kabin (Telstar Clean
Air) i¢inde santrifiije hazirlandi. 300 g.’de 5 dk boyunca santrifiij (Hettich, Rotina 380,
Almanya) edildi. Siipernatant uzaklastirilarak pellet yeniden siispense edildi. Pipetaj
sonrasi 25 cm”lik flaska (TPP, isvigre) ADMKH’ler ekildi. Flask 37°C, % 5 CO,
iceren inkiibatore kaldirildi (Sanyo CO, Inkiibatér, Model: MCO-19AIC (UV), Sanyo
Electric, Co., Ltd., Japonya).

3.3. MKH’lerin Karakterizasyonunun Yapilmasi

Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi tarafindan MKH fenotipini belirlemek i¢in
standart olarak kabul edilen CD34, CD45, CD73, CD90 ve CD105 hiicre yiizey
belirtegleri kullanildi (Dominici ve ark., 2006). MKH akim sitometri tanimlama kiti
(BD, ABD) kullanilarak protokole uygun olarak antikorlar ile inkiibe edildi. Protokolde
belirtilen talimatlara gore hiicreler, ortak MKH belirteclerinin ifadesi ig¢in akis
sitometrisi ile incelendi. MKH'lerin degerlendirilmesinde Insan MKH Analiz Kiti (BD,
ABD) kullanild1. Uretici firmanin vermis oldugu talimatlara gore hiicreler 6nceden
konjuge antikorlarla boyandi. Kisaca, ADMKH’ ler 1x 10° hiicre konsantrasyonunda 10
dakika siire ile spesifik olmayan baglanmay:1 azaltmak amaciyla BD ™ Accutase ™
Hiicre Ayirma Soliisyonu ile inkiibe edildi. Daha sonra, MKH-pozitif belirtegler (CD90-
FITC, CD105-PerCP-Cy5.5, CD73-APC) ve negatif belirtecler (CD45-PE, CD34-PE,
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CD11b-PE, CD19-PE, HLA- i¢in antikor kokteyli DR-PE) hiicrelere eklendi. 22° C' de
20 dakika inkiibasyonunun ardindan, fazla antikorlar1 ¢ikarmak icin hiicreler BD
Pharmingen ™ Blot Tamponu (PBS-Cell Wash) ile yikand1 ve BD Pharmingen ™ Blot
Tamponu (PBS-Cell Wash) igerisinde 300-500 ul'de tekrar siispanse edildi. Ardindan
akim sitometri cihazinda (Beckman Coulter Novios, ABD) goriintiilenerek MKH varlig1

ve karakterizasyonu yapildi.
3.4. ADMKH’lerin Pasajlanmasi ve Hiicrelerin Cogaltilmasi

Hiicreleri flasktan kaldirmak i¢in Tripsin- EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit)
(Gibco, Kanada) ile muamele edildi. Hiicreler %80 doluluk oranina ulasinca
tripsinizasyon prosediiriine gore pasajlama islemi yapildi. Hiicre bu islem sonunda bir

iist pasaja ¢ikmis oldu ve bu prosediire gore hiicre ¢ogaltma islemine devam edildi.
3.5.Timokinonun (TK) Hazirlanmasi

Toz halinde satin alinan TK’den (Sigma, 274666) 16,4 mg tartilarak, 1000ul
(mikrolitre) DMSO (Dimetil siilfoksit) (Sigma, Almanya) igerisinde ¢6zdiiriildii. Stok
sollisyonu hazirlandi. Hazirlanan stok sollisyonundan ¢alismalarda kullanilmak iizere

calisma soliisyonu hazirlandi.

Sekil 11. Timokinon
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3.6. Deney Plani ve Timokinon fle Muamele

Islemler biyogiivenlik kabini icerisinde, 96’lik steril kuyucuklu tabaka kullanilarak
gerceklestirildi. Her bir kuyucuga 5x10° hiicre ekildi. Kuyucuklu tabakanin tabaninda
hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in 3 giin etiivde bekletildi. Ardindan MTS analizi i¢in kontol,
DMSO ve TK konsantrasyonlar1 (40nM, 50nM, 100nM, 200nM, 300nM, 400nM,
500nM, 600nM) ile 10 grup olusturuldu. 24 saat inkiibe edildi ve MTS testi icin
Olctimleri yapildi. Apoptoz ve diferansiyasyon testleri kontrol, DMSO ve diisiik, orta,
yiiksek TK konsantrasyonlarinda (50nM, 100nM, 200nM, 300nM,) gerceklestirildi. TK

diferansiyasyon siiresi boyunca (kontrol grubu hari¢) 3 giinde bir mediyuma katildi.
3.7. Canhilik/Proliferasyon Analizi

Tetrazolyum tuzlarinin elektron alarak indirgenmeleri, formazan adi verilen yapiya
dontismelerini saglayarak, renk degisikligini beraberinde getirmektedir. Tetrazolyum
halkas1 ancak aktif mitokondri tarafindan kirilabilmekte ve bdylece renk reaksiyonu
yanlizca canlt hiicrelerde goriinmektedir. Olii hiicreler ise tetrazolyum bilesiklerini
indirgeme yeteneklerini kaybeder ve boylece herhangi bir renk degisimine neden
olmazlar. Bu degisimin, in vitro ortamda yalnizca canli hiicreler tarafindan
yapilabilmesi, tetrazolyum bilesiklerini biyolojik anlamda olduk¢a 6nemli kilmaktadir.
Tetrazolyum tuzlart MTT, XTT, MTS olarak farkli gruplara ayrilir. Biz ¢aligmamizda
MTS testini (Methods For Testingand specification) kullandik. Tetrazolyum
bilesikleriyle yapilan proliferasyon testleri, ii¢ asamadan meydana gelmektedir. ilk
asamada hiicreler belirli bir silire arastirilan  sitotoksik maddeye maruz
birakilmaktadirlar. Ikinci asamada ise toksik madde uzaklastirilarak tetrazolyum bilesigi
hiicrelere eklenmektedir ve ortalama 1-4 saat boyunca inkiibe edilmektedir. Bu esnada
canli hiicreler ilgili bilesikler indirgenip renk degisimini ger¢eklestirmektedir. Son
asamada ise renk degisimi spektrofotometrik yontemle Olciilerek canli/6lii hiicre sayisi
belirlenmektedir. Calismamizda kullanilan proliferasyon testi, MTS proliferasyon testi
kit (MTS Powder Glomax) protokoliine uygun olarak yapildi. 5x 10° hiicre ekildi. Hiicre
%70 konfluensiye ulastiktan sonra 24. saatte belirlenen dozlarda ila¢ uygulandi.
Protokole gore kit igeriginden ¢ikan MTS/PMS soliisyon 2:1 oraninda hazirlanarak
hiicrelerin tizerine 20ul eklendi ve 3 saat karanlikta inkiibasyona birakildi. Sonrasinda

orneklerin absorbansi Glomax Multi ELISA (Promega, ABD) 450nm’de okundu.
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Sekil 12. Elisa Reader
3.8. Apoptoz Testi

Deney biyogiivenlik kabin i¢inde, 6’lik steril kuyucuklu tabaka kullanilarak
gerceklestirildi. Her bir kuyucuga 3x10° hiicre ekildi. Kuyucuklar 2 kere 1ml(millitre)
PBS ile yikandi. 1 ml tripsinde 3dk bekletildi. Hiicreler kaldirildi. 200 mikrolitre FBS
ile inhibe edildi. 300g’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant aspire edildi. 100 mikrolitre
PBS, 100 mikrolitre apoptoz kiti (Muse Annexin V Cell Death Kit, ABD) eklendi. 20 dk

karanlikta inkiibe edildi Muse cihazinda 6l¢iim yapildi.

Sekil 13. Muse Cell Analyzer

3.9. Hiicre Dongiisii Testi

Deney biyogiivenlik kabin iginde, 6’lik steril kuyucuklu tabaka kullanilarak
gerceklestirildi. Her bir kuyucuga 3x10° hiicre ekildi. Kuyucuklar 2 ml PBS ile 2 kere
yikandi. 1ml tripsin ile kaldirildi. 200 mikrolitre FBS ile inhibe edildi. 300g’de 5 dk
santrifiij edildi. Siipernatant aspire edildi. 1ml PBS ile yikandi. 300ml Cold ETOH
eklendi. -20 °C’de overnight birakildi. 300 g’de 5dk santrifiij edildi. Siipernatant aspire
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edildi. 1ml PBS ile yikand1. Siipernatant aspire edildi. 200 mikrolitre hiicre dongiisii kiti
(Muse Cell Cycle Kit, ABD) eklendi. Yarim saat karanlikta inkiibe edildi. Muse

cihazinda 6l¢tim yapildi.
3.10. Farkhlasma Testleri
3.10.1. Adipojenik Farklilasma

Bu test TK’nin ADMKH’lerin adipojenik farklilasma sonucunda olusturduklar1 yag
damlaciklarina olan etkisini belirlemek i¢in yapildi. Bu amagla 3.Pasaja gelmis hiicreler
6 kuyucuklu tabaka kaplarina kuyucuk basina 1x10* hiicre/cm?® olacak sekilde ekildi.
Hiicreler %90-95 yogunluga ulasinca iizerindeki kiiltiir besiyeri ¢ekilerek adipojenik
farklilasmay1 indiiklemek i¢in adipojenik farklilastirma besiyeri ile degistirildi. Bunun
icin MKH adipojenik indiiksiyon besiyeri kiti (PT-3102B, Lonza MD, ABD) ve
adipojenik devam besiyeri kiti (PT-3102A, Lonza MD, ABD) kullanildi. ilk olarak
hiicreler 3 giin boyunca indiiksiyon besiyeri ile kiiltiire edildi. Bu ticari besiyeri
iceriginde 170 ml Adipojenik Indiiksiyon Besiyeri, 2 ml Insan Insiilini (rekombinant), 4
ml L-Glutamin, 20 ml MCGS, 1 ml Deksametazon, 0,4 ml Indometasin, 0,2 ml IBMX
(3-isobutil-1-metil-ksantin), 0,2 ml GA-1000 bulunmaktadir. Sonraki ii¢ giin adipojenik
devam besiyeri ile kiiltiire edildi. Bu ticari besiyeri iceriginde ise, 170 ml Adipojenik
Devam Besiyeri, 20 ml MCGS, 4 ml L-Glutamin, 2 ml Insan Insiilini (rekombinant) ve
0,2 ml GA-1000 bulunmaktadir. Bu dongii ti¢ giinde

bir yeni besiyeri ile degistirilerek 21 giin boyunca bu sekilde tekrarlandi. TK
diferansiyasyon siiresi boyunca kiiltiirde 3 giinde bir (kontrol grubu hari¢) mediyuma
eklendi. Daha sonra insan ADMKH’lerin adipojenik farklilagmasi sonucu olusan yag
damlaciklar1 Adipo Red Assay Kit (PT-7009, Lonza, ABD) kullanilarak gosterildi. Kit
prokoliine gore, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 igerisinde farklilasan yag damlaciklarinin
yerinden oynamamasi i¢in besiyeri yavasga ¢ekildi. PBS ile iki kez yikandi. Her bir
kuyucuga 140ul/kuyucuk olacak sekilde Adipo Red kit boyas: eklendi. Hiicreler oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Ardindan Invert mikroskop (Leica DMI 3000,
Leica Microsystems, Almanya) altinda yag damlaciklart turuncu-kirmizi renkte

gozlemlendi.
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Sekil 14. Adipojenik Farklilagma Kiti

3.10.2. Osteojenik Farkhilagsma

Bu test ile TK’nin ADMKH’lerin osteojenik farklilagmasi sonucunda hiicre igerisinde
olusan kalsiyum depolarina olan etkisi belirlendi. Bunun i¢in 3.pasaja gelmis hiicreler 6
kuyucuklu tabaka kaplarma kuyucuk basina 1x10* hiicre/cm? olacak sekilde ekildi ve
hiicreler %90-95 yogunluga ulasinca besiyeri osteojenik farklilastirma besiyeri (PT
3002, Lonza, ABD) ile degistirildi ve hiicreler osteojenik olarak farklilagsmasi i¢in
uyarildi. Besiyeri haftada en az iki kere degistirilerek bu islem 21 giin boyunca
tekrarlandi. TK diferansiyasyon siiresi boyunca her mediyum degisiminde (kontrol
grubu hari¢) yeni mediyuma eklendi. 21 giin sonunda hiicrelerdeki kalsiyum
depolarimin morfolojik olarak invert mikroskopta goriintiilenebilmesi i¢in %1’°lik
Alizarin Red boyas1 (A5533, Sigma-Aldrich, ABD) kullanildi. Boyama islemi i¢in
hiicreler tizerinde bulunan farklilasma besiyeri gekilerek hiicreler iki kez PBS ile
yikandi. Kuyucuk bagia %70 metanolden 2-3 ml eklendi. 5 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. PBS ile ii¢ kez yikanarak her bir kuyucuga %] lik Alizarin Red ilave edildi. 20
dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve Invert mikroskop altinda gériintiilendi.
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Sekil 15. Osteojenik Farklilagma Kiti
3.10.3. Kondrojenik Farkhilagsma

Bu test ile ii¢ boyutlu farklilastirma sonucu olusan kikirdak yapr tasi agregan
proteoglikanlar1 gdsterildi. 3. pasaja gelmis hiicreler her tiipte 3x10° hiicre olacak
sekilde 15 ml’lik konik tiip icerisine alindi ve santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
slipernatant atilarak kondrojenik farklilagsma besiyeri (PT-3003, Lonza, ABD) eklendi.
Besiyeri igeriginde; 185 ml Kondrojenik Farklilastirma Bazal Besiyeri, 2 ml ITS+
tamamlayici, 2 ml Prolin, 2 ml Sodyum priivat, 4 ml L-Glutamin, 2 ml Askorbat, 1 ml
Deksametazon, 0,2 ml GA-1000, 2pug TGF-B3 bulunmaktadir. Haftada en az iki kez
besiyeri degistirilerek 21 gilin boyunca hiicreler kondrosite doniismesi i¢in uyarildi. TK
diferansiyasyon siiresi boyunca degistirilen mediyuma (kontrol grubu hari¢) eklendi.
Olusan proteoglikanlar1 goriintiillemek i¢in kondrojenik pelletler konik falkondan

alinarak kriyomatriks igerisine gdmiildii.
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Sekil 16. Kondrojenik Farklilagma Kiti
Alcian Blue Boyama

Kriyomatriks igine gomiilen kikirdak dokularindan 7um kalinliginda alinan frozen
kesitler, 10 dk oda kosullarinda bekletildikten sonra asetonda 10 dk fikse edildi. PBS
(Phosphate Buffer Saline) ile 2 kez 5 dk yikanan kesitler etanol asetik asit (2:1) i¢inde 5
dk bekletildi. Daha sonra kesitler distile su ile 2 kez 5 dk yikandi. Yikama agamasindan
sonra Alcian blue’de 10 dk bekletildi. Alcian blue ile boyanan kesitler distile su ile 2
kez 5 dk yikanarak su bazli kapatici ile kapatildi.

3.11. istatiksel Analiz

Calismanin istatiksel analizleri GraphPad Prism V8.02 programi kullanilarak yapildi.
Degerler ortalama +standart sapma olarak verildi. ikili karsilastirmalarda t testi, ¢oklu
karsilastirmalarda ise ANOVA testi kullanildi. P<0.05’in altindaki degerler anlaml
olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. MKH’lerin Karakterizasyonu

Yapilan akim sitometri ile karakterizasyon sonucu ADMKH’lerin negatif kokteyl olan
CD19, CD34, CD45, CD11b, HLA-DR yiizey belirteglerini ekprese etmezken (%0.26);
CD44 (%98,64), CD73 (%94,92), CD90 (99,76), CD105 (94,47) yiizey belirteglerini
eksprese ettigi belirlendi. Mezenkimal kok hiicrelerin ¢oziilerek kiiltiire alinmasinin
immiinfenotipik karakterini degistirmedigi tespit edildi.
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Sekil 17.Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu ve negatif-
pozitif ylizey belirtecleri
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4.2. Canhilik/Proliferasyon Analizi

TK’nin hiicre canlilig1r {izerindeki etkisini tesbit edebilmek i¢in yapilan MTS
proliferasyon deneyinde kontrol grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda gruplar
arasinda herhangi bir fark bulunamadi (p=0,1251). Farkli konsantrasyonlarda TK
eklenen hiicre gruplarimiz kontrol grubu ile karsilastirildiginda 40nM TK eklenen
grupta anlamlilik gériilmedi (p= 0,1598). Kontrol grubu ile 50nM TK eklenen grup
karsilastirildiginda anlamli fark bulundu (p= 0,0007). Kontrol gurubu ile 100nM TK
eklenen grup karsilastirildiginda anlamli fark bulundu (p= 0,0155). Kontrol gurubu ile
200nM TK eklenen grup karsilastirildiginda anlamli fark bulundu (p= 0,0239). Kontrol
gurubu ile 300nM TK eklenen grup karsilastirildiginda anlamli fark bulundu (p=
0,0047). Kontrol grubumuz ile 400nM, 500nM, 600nM TK konsantrasyonlari
karsilastirildiginda hiicre canliliginda azalma oldugu goézlendi (P degerleri sirasiyla:
0,0791; 0,0028; <0,0001). 50nM konsantrasyonda TK’nin anlamli olarak hiicre
canliligint artirdign gozlemlendi. Konsantrasyonlarimizda 50nM, 100nM, 200nM ve
300nM TK dozlarmin hiicre canliligimi arttirdigi gozlendi ve bu sebeple sonrasinda

yapilacak diger deneylerimizde bu konsantrasyonlarin uygulanmasina karar verildi.

ADMKH
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D 100 nso
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0- T T T T T Hokke p<07001

Kontrol
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40 nM Timokinon

50 nM Timokinon
100 nM Timokinon
200 nM Timokinon
300 nM Timokinon
400 nM Timokinon

500 nM Timokinon

600 nM Timokinon

Sekil 18. Timokinonun farkli dozlarda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelere
uygulanmasi sonucu elde edilen hiicre canlilik/proliferasyon oranlari
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4.3. Farkhilagsma Testleri
4.3.1.Adipojenik Farkhlagsma

Yag damlaciklar hiicrelerin kendinden adipojenik farklilasmaya gittigini belirtmektedir.
Calismamizda TK’nin diisiik dozlarinda adiopjenik farklilagmanin korundugu ancak
yiiksek konsantrasyonlar farklilasmanin bozuldugu tespit edildi. Goriintiilemede 10x

biiyiitme, invert mikroskop kullanildi.

7

. 1. y
100 nM Timokinomn g 200 nM Timokinomn 300 nM Timokinomn

Sekil 19. Timokinonun farkli dozlarda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelere
uygulanmasi sonucu elde edilen adipojenik farklilagsma bulgulari, 10x biiyilitme, Invert
mikroskop (Leica, Almanya)

4.3.2.0steojenik Farkhlagsma

Caligmamizda osteojenik farklilastirma deneyinde 21 giinlin sonunda TK eklenen tiim
gruplarda osteojenik farklilagmanin korundugu ancak; hiicrelerin 50nM ve 300nM TK
etkisinde kontrole gore daha yogun bir sekilde kalsiyum depoziti olusturdugu gézlendi.
Goriintiilemede 10x biiyiitme, Invert mikroskop kullanildi.
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50 M Timokinomn

100 nM Timokinomn 200 nM Timokinomn 300 nM Timokinomn

Sekil 20. Timokinonun farkli dozlarda adipoz doku kaynakli mezenkimal kdk hiicrelere
uygulanmasi sonucu elde edilen osteojenik farklilasma bulgulari, 10x biiyiitme, invert
mikroskop (Leica, Almanya)

4.3.3.Kondrojenik Farkhlasma

Kondrojenik farklilagma deneyi sonunda TK eklenen gruplarda kondrojenik
farklilasmanin kontrole gore daha belirgin oldugu goriildii. Yiiksek konsantrasyonlara

c¢ikildikga kondrojenik farklilagsmada artis gozlendi.

200 nM 300nM

Sekil 21. Timokinonun farkli dozlarda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelere
uygulanmasi sonucu elde edilen kondrojenik farklilasma bulgulari.(Yesil ile boyanan
kikirdak hiicreleri ok ile gosterildi; hiicreler arasinda kalan alan kikirdak matriksi)




4.5. Apoptoz Testi
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Yapilan istatistik analizinde gruplar arasi1 yapilan karsilastirmada erken, ge¢ ve total

apoptoz yilizdeleri ortalama+standart sapma olarak verildi. Gruplar arasi yapilan

karsilastirmada erken apoptoz yiizdesi en diisiik 50nM TK uygulanan grupta en yliksek

ise 100nM TK uygulanan grupta bulundu (P<0.05). Total apoptoz yiizdesi gruplar arasi

karsilastirmada en yiiksek 100nM TK grubunda bulunmus olup gruplar arasi anlaml

fark bulundu (P<0.05). Gruplar arasi yapilan karsilastirmada 50nM TK uygulanan

grupta total apoptoz yiizdesinin anlamli sekilde azaldigi; ancak 100 nM TK uygulanan

grupta da anlamli sekilde arttigi bulundu (P<0.05).

Tablo 4. Timokinonun farkli dozlarda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelere
uygulanmasi sonucu elde edilen total apoptoz % ort+ standart sapma degerleri

Ornekler Total Apoptoz % ort= Standart
Sapma

Kontrol 15,15+1,07
DMSO 12,53+1,07
50nM Timokinon 10,31+0,75
100nM Timokinon 18,9+1,93

200nM Timokinon 12,93+1,23
300nM Timokinon 12,35+1.25
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Sekil 22. Timokinonun farkli dozlarda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelere
uygulanmasi sonucu elde edilen total apoptoz % oranlari

4.6. Hiicre Dongiisii Testi

Yapilan istatistiksel analizide gruplar arasi yapilan karsilastirmada hiicre dongiisii
yiizdeleri ortalama+tstandart sapma olarak verildi. Gruplar aras1 yapilan karsilastirmada
GO0/G1 fazinda kontrol grubu ile farkli TK ilave edilen her bir grup arasinda anlamli fark
bulundu (P<0.05). DMSO ve 50nM TK grubu ile DMSO ve 200nM TK gruplari
arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (P<0.05). S

fazinda ise sadece kontrol grubu ile 300nM TK grubu arasinda anlamli fark bulundu.

G2/M fazinda DMSO grubu ile 50nM, 100nM, 200nM ve 300nM TK gruplar1 arasinda
fark bulunurken, kontrol grubu ile DMSO, 50nM, 100nM, 200nM ve 300nM TK

gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmadi.
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Tablo 5. Timokinonun farkli dozlarda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelere
uygulanmasi sonucu elde edilen GO/G1 evresi hiicre % ort+ standart sapma degerleri

Ornekler G0/G1 Evresi Hiicre % ort+ Standart
Sapma

Kontrol 40,83+2,23
DMSO 42,46+2,12
50nM Timokinon 61,36+1,17
100nM Timokinon 59,06+1,39
200nM Timokinon 66,4+1,57

300nM Timokinon 66,83+4,91

Tablo 6. Timokinonun farkli dozlarda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelere
uygulanmasi sonucu elde edilen S evresi hiicre % ort+ standart sapma degerleri

Ornekler S Evresi Hiicre % ort+ Standart Sapma
Kontrol 35,7+0,6
DMSO 32,65+0,65
50nM Timokinon 26,9+2,55
100nM Timokinon 27,5+2
200nM Timokinon 25,7+0,5
300nM Timokinon 25+0,9

Tablo 7. Timokinonun farkli dozlarda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelere
uygulanmasi sonucu elde edilen G2/M evresi hiicre % ort+ standart sapma degerleri

Ornekler G2/M Evresi Hiicre % ort+ Standart
Sapma

Kontrol 13,83+3,16

DMSO 15,36+0,7

50nM Timokinon 5,8+0,40

100nM Timokinon 7,2+0,45

200nM Timokinon 4,76+0,65

300nM Timokinon 5,5+0,77
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Sekil 25. Timokinonun farkli dozlarda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelere
uygulanmasi sonucu elde edilen hiicre dongiisii faz % oranlari



5. TARTISMA VE SONUC

Timokinon ¢orek otu ugucu yaginda bulunan en Onemli biyoaktif bilesen olarak
tanimlanmistir  (Goyal ve ark., 2017). Literatiirde TK’nin sitoprotektif etki,
antiinflamatuar etki, antidiabetik etki ve antikanserojenik etki gibi dokuya yararli pek
cok oOzellige sahip oldugu ortaya konmustur. Kok hiicreler; sinirsiz ¢ogalabilme,
kendilerini yenileyebilme, kendilerinden bagska hiicrelere farklilasabilme, hasarli dokuya
verildiginde dokuyu onarabilme 6zellikleri ile tanimlanan hiicre tipidir (Tekeli, 2016).
TK’nin biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri tlizerine yapilan kapsamli ¢alismalarda
dokuya yararli bir etken madde oldugu gosterilmesine ragmen, kok hiicreleri iizerindeki

etkisi heniiz tam anlamiyla agikliga kavusturulmamistir (Alimoradi ve ark., 2018).

TK’nin glial hiicrelerde proliferasyon/apoptoz iizerine etkisi ile ilgili olarak yapilan bir
caligmada akrilamit ile muamele edilen hiicrelerde once verilen TK’nin C6 hiicrelerinde
akrilamitin toksik etkilerini azaltarak otofajik, oksidatif, apoptotik ve morfolojik agidan
koruma sagladig1 ortaya konmustur (Kagar 2020). Bu calismada C6 hiicrelerinin
canliliginin akrilamit verilmesiyle %62 oraninda azalirken 6nceden TK verilmesiyle
%85’e kadar arttig1 gézlenmistir. TK’nin akrilamit ile indiiklenen apoptozu engelledigi
ve akrilamit toksisitesine karsi koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir (Kacar 2020).
Bizim c¢alismamizda da TK’nin MTS’de kok hiicrelerin proliferasyonunu artirdigi,
ayrica diisiik dozda apoptozu da onleyerek hiicrelerin daha uzun siire canli kalmasina
sebep oldugu gozlemlendi. Ayrica boliinme tizerine olumsuz etkisinin olmadig1 da goriildil.
Buradan yola ¢ikarak, kok hiicrelere zarar verebilecek durumlarda TK’nin bu etkisiyle
kok hiicreleri de koruyabilecegini diislinliyoruz. Alhebshi ve arkadaslarinin (2013)
caligmalarinda ise 72 saat boyunca verilen TK’nin primer noron kiiltiiriinde amiloid-3
kaynakl1 norotoksisiteye karsi koruyucu etki gdsterdigi belirtilmistir (Alhebshi ve ark.,
2013). Amiloid-B kaynakli norotoksisiteye karst TK’ nin koruyucu etkisinin arastirildig

bir baska calismada ise norotoksisite olusturulmadan once verilen TK’nin amiloid-8
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kaynakli apoptozu engelledigi gosterilmistir (Ismail ve ark., 2013). Fouda ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada ise insan lenfosit kiiltiiriinde benzo(a)piren
ve mitomisin C kaynakli genotoksisiteye karsi verilen TK’nin doza bagli koruyucu
etkide bulundugu gosterilmistir (Fouda ve ark.,2014). Mousavi ve arkadaglari da
TK’nin, a¢ birakilarak strese sokulan feokromositoma hiicrelerinde koruyucu etki
olusturdugunu ortaya koymustur (Mousavi ve ark., 2010). Bir baska c¢alismada ise
Radad ve arkadaslari TK’nin primer mezensefalik hiicre kiiltiiriinde 1-metil-4-
metilfenilpiridinyum kaynakli dopaminerjik hiicre 6liimiine kars1 noroprotektif etkisi
gosterdigini bulmuslardir (Radad ve ark., 2015). Biz de ¢alismamizda &zellikle 50nM
konsantrasyonda uygulanan TK’nin, anlamli olarak hiicre canliligini artirdigini
gozlemledik. Ayrica gruplar arasi yapilan karsilastirmada 50nM TK uygulanan grupta
apoptoz yilizdesinin de anlamli sekilde azaldigin1 (P<0.05) ve hiicre dongiisiiniin de
olumsuz yonde etkilenmedigini bulduk. Bu sonuclar da gostermektedir ki TK dokuda
hem kok hiicrelerin canliliklarini artirarak hem de apoptoza ugramalarini engelleyerek
hiicre yenilenmesine katkida bulunmaktadir. TK ile in vivo yapilan ¢alismalarda da
benzer sonuglar elde edilmistir. TK nin hem sisplatinin hem de amikasinin olusturdugu
ototoksiteye karsi intraperitoneal uygulandiginda etkili oldugu gosterilmistir (Sagit ve
ark, 2013; Aksoy ve ark., 2015). Bununla birlikte literatiirde kanser hiicreleri ile yapilan
caligmalarda TK’nin normal hiicrelerde canlilif1 artirip apoptozu azaltirken, kanser
hiicrelerinde hiicre canliligini azaltip apoptozu artirdii ortaya konmustur. Meme
kanseri hiicre hatlar1 ile yapilan ¢alismalarda TK’ nin triple negatif meme kanserlerinde
proliferasyonu, migrasyonu ve koloni olusumunu azalttig1 gosterilmistir (Unal ve ark.,
2020). Ayrica kolon kanserlerinde kanser hiicrelerinin tedavi ajanlarina olan
hassasiyetini da artirdigr gosterilmistir (Zhang ve ark., 2016). Bu nedenlerden dolay1
TK’nin hem kanser hiicreleri tizerindeki toksik etkisi bulunmasi hem de ilaglarin
etkinligini artirict  etki  gOstermesi sebebiyle tedavide kullanilabilecegi One
stiriilmektedir ( Imran ve ark., 2018). Tiim bu ¢aligsmalarda TK’nin saglikli hiicrelerde
cogalmay1 artirdig1 ve hiicreleri olas1 toksik etkilerden korudugu, hastalikli hiicrelerde
ise apoptozu artirarak hiicre canliligini azalttifi gosterilmistir. TK’nin bu koruyucu
etkilerini kok hiicreler ilizerinden mi yaptig1 konusunda literatiirde herhangi bir bilgi
bulunmamakla birlikte son zamanlarda yayinlanan bir ¢alismada farelerden elde edilen
kemik iligi kokenli MKH’lerde TK’nin antioksidan ve immunregiilator etkisi ortaya

konmustur. Sozkonusu caligmada bizim caligmamizla da uyumlu olarak yiiksek
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dozlarda TK’nin hiicre proliferasyonunu azalttig1 gdsterilmistir (Rezanei ve ark., 2020).
Ancak bizim c¢alismamizda TK’nin daha diisiik dozlar1 da kullanilmis olup TK’nin
diisiik dozlarda MKH’laren proliferasyonunu artirict etkisi de ortaya konmustur.
Literatiirde TK nin insan kaynakli kok hiicreler tizerindeki etkisi ile ilgili olarak sinirlt
sayida caligma bulunmaktadir. Calismamiz bu yoniiyle literatiirde 6nemli bir arastirma

konusunun kapisini aralamaktadir.

Yapilan bir calismada TK’nin osteoblastlar iizerinde osteojenik farklilagmay1
hizlandiric1 etki ettigi gosterilmistir (Wirries ve ark., 2013). Sézkonusu calismada
TK’nin erken, orta ve ge¢ donemlere ait farklilasma belirteclerinin ekspresyonunu
artirdigi dolayisiyla farklilasma siirecinin erken asamasindan son asamasma kadar
cesitli seviyelerde miidahale i¢in kullanima uygun oldugu ifade edilmistir. Ayrica, TK
toksik olmamasi sebebiyle biiyiik potansiyel tasiyan umut verici bir dogal tedavi ajani
olarak kabul edilirken osteoporozun onlenmesinde ve tedavisinde kullaniminda yan
etkilerinin az oldugu ya da hi¢ olmadigr da gosterilmistir (Wirries ve ark., 2013).
Yapilan in vivo bir ¢alismada da benzer sonuglar ortaya konmustur. Arslan ve ark,
sistemik olarak uygulanan TK’nin ratlarda ameliyat sonrasi kemik yapimini belirgin
sekilde artirdigini ve kontrol grubuna kiyasla defektlerin tamaminda kapanma
goriildiigiinii belirtmislerdir (Arslan ve ark, 2017). Bu ¢alismalar TK’nin hem in vitro
hem de in vivo olarak kemik yapimini aktive ettigini ortaya koymaktadir; ancak bunu
nasil yaptig1 tam olarak bilinmemektedir. Mendi’nin yaptig1 bir ¢alismada TK’nin kdk
hiicrelerin osteojenik farklilagsmasina etkisi aragtirilmistir. Dis pulpasindan elde edilen
mezenkimal kok hiicreleri ile yapilan bu ¢alismada TK’nin kok hiicreleri osteojenik
farklilisma yoniinde uyardigi ve farklilagsmay artirdig ortaya konmustur (Mendi, 2018).
Bununla birlikte s6z konusu ¢alismada TK’nin osteojenik farklilagma {izerindeki etkisi
net olarak gosterilirken adipojenik ve kondrojenik farklilasmaya olumlu etkisi
gosterilememistir. Bizim calismamizda ise ADMKH’lerde TK’nin etkisi arastirilmis
olup s6z konusu ¢aligmaya benzer sekilde TK uygulanan gruplarda daha yogun bir
sekilde kalsiyum depoziti olustugu ve osteojenik farklilagmanin kontrol grubuna kiyasla
arttign goézlenmistir. Arslan ve arkadaslarinin ¢alismasimin aksine bizim c¢alismamizda
ADMKH’lerde TK’nin kondrojenik farklilasmayr da doza bagli olarak artirdig:
gozlendi. Osteoblast ve kondroblastlar, ortopedide yeni iiretilen biyomalzemelerin
biyolojik etkilerini incelemede kullanilmaktadir. MKH’ler, 6zellikle bag doku kokenli

hiicrelere kolayca farklilagma o6zelliginden dolayr kemik, kikirdak defektleri onarimi
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icin uygun goziikmektedir. TK’nin de kemik ve kikirdak defektleri {izerine olumlu etki
gosterdigi zaten bilinmektedir (Yasar, 2014). Biz de ¢alismamizda TK’nin ADMKH’
lerin osteojenik ve kondrojenik farklilasmasi iizerine olumlu etkisini ortaya koyduk.
Boylece TK’nin rejeneratif tip uygulamalar1 alaninda da kullanilabilme potansiyeli

tagidigina dikkat ¢ekiyoruz.

Insandaki farkli MKH kaynaklar1 kullanilarak yapilan bir calismada; adipoz doku,
gobek kordon-warthon jeli, kil folikiilii, siit ve 20 yas disi kemik iligi kaynakl
mezenkimal kok hiicrelerin farklilagsma potansiyelleri karsilastirildiginda ADMKH’lerin
adipojenik farklilasmada en iyi sonucu verdigi, bunun da soya 6zgii faktorlerin soya
0zgi farklilasmay1 desteklemesi seklinde agiklanabilecegi belirtilmistir (Erman, 2018).
Literatiirde TK’nin bir yandan matiir adipositlerde lipid igerigini ve hiicre boyutunu
azaltarak saglikli adipositleri korudugu belirtilirken; immatiir hiicrelerde adipogenezi
uyardig1 bildirilmektedir (Licari ve ark, 2019; Shen ve ark, 2020; Benhaddou-
Andaloussi ve ark, 2008). Bizim ¢alismamizda da TK’nin adiposit farklilagmasina
diisiik dozlarda olumsuz herhangi bir etkisinin olmadig: bilakis TK uygulanan gruplarda

daha fazla yag damlaciklar1 olustugu gozlendi.

Sonu¢ olarak timokinonun adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin
cogalmasina ve farklilismasina etkisini arastirdifimiz ¢alismamizda timokinonun kok
hiicrelerinin ¢ogalmasini artirdigi; ve hiicrelerin adipojenik, kondrojenik ve osteojenik
farklilasmasina olumsuz bir etkisinin olmayip aksine farklilagsmay1 destekledigini ortaya
koyduk. Bu yoniiyle hem kok hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasini uyarici etkisi hem
de hiicreleri koruyucu etkisi sebebiyle; yapilacak daha ayrintili ¢alismalarin da
katkisiyla birlikte timokinonun mezenkimal kok hiicrelerinin rejeneratif tip

uygulamalarinda 6nemli bir kullanim alanina sahip olabilecegini diisiinmekteyiz.
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