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KISA OZET

Insan adipoz mezenkimal kok hiicreleri, adipoz dokuda bulunan ve hematopoetik olmayan
multipotent 6ncii hiicrelerdir. Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kolay izole edilebilmeleri,
doniisiim potansiyellerini kaybetmeden in vitro olarak hizli ¢ogalabilmeleri ve farklilagma
yetenekleri dolayisiyla doku miihendisligi ve rejeneratif tip uygulamalar1 i¢in biiyiik bir
potansiyel tagimaktadir. Avaskiiler bir yapida olan kikirdak dokusunun kendini yenileme ve
tamir etme yetenegi ¢ok diisiiktiir. MKH ile ilgili bir¢ok hiicresel ve molekiiler mekanizma
ortaya kondukca arastirmalar, kikirdak tamirini kolaylastiracak ve yeni doku olusturacak tedavi

secenekleri izerinde yogunlagmustir.

Bu calismada amacimiz, insan yag dokusundan elde edilen MKH’lerin mikromas kiiltiir teknigi
ile kondrosit hiicresine doniismesini saglamak ve adipoz dokudan kikirdak doku olusturma
arastirmalarina katki saglamaktir. Yaslar1 20 ile 50 arasinda degisen, herhangi bir sistemik
hastalig1 olmayan plastik cerrahi klinigine tedavi edilmek amaciyla yatirilan 4 saglikli kadindan
cerrahi islemle alinan yag dokusu ornekleri MKH elde etmek amaciyla izolasyon isleminin
ardindan in vitro kiiltire edildi. A-MKH Kkiiltiirleri, her bir hasta icin 3 ve 4 pasajlasmay1
takiben, kondrojenik kiiltiir medyumu kullanilarak kondrosit farklilastirmasi islemi uygulandi.
Yaklasik iki hafta sonra olusan pelletler Alizarin Red ile boyand1 ve pelletlerin kondrojenik
pelletler oldugu gosterildi. Calismamizda in vitro ortamda elde edilen bu bulgular, adipoz
kaynakli MKH’lerin in vivo ortamda da kondrosit hiicrelerine farklilasabilecegini
diisiindiirmektedir. Adipoz kaynaklt MKH’ler ortopedide ve spor hekimliginde kemik, kikirdak
gibi hasarli dokularin tamirinde, plastik ve rekonstriiktif cerrahide yumusak doku
hacimlendirilmesinde ve kulak, burun gibi kikirdak dokularim ii¢ boyutlu (3B) iiretimi amaciyla
kullanilabilir. Gelecegin hiicre tabanli tedavilerinde, 3B biyo-yazici ile hastanin kendi normal
hiicreleri ile kok hiicrelerini biyo-miirekkep olarak kullanilarak, ihtiya¢ duyulan doku hatta
organlarinin birebir kopyasini iiretebilmek miimkiin olabilecektir. Oyle goriiniiyor ki; kok
hiicrelerle ilgili deneyim kazanildikca, MKH’lerin klinik kullanimlari1 daha yaygin ve daha

giivenli hale gelecektir.

Anahtar sozciikler: Adipoz doku; Erigkin kok hiicre; Hiicre kiiltiirii; Kondrojenik farklilagma;

Mezenkimal kok hiicreler.
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CHONDROGENIC DIFFERENTIATION from MESENCHYMAL
STEM CELLS of ADIPOSE TISSUE ORIGIN
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Supervisor: Prof. Dr. Hamiyet DONMEZ ALTUNTAS
ABSTRACT
Human adipose mesenchymal stem cells found in the adipose tissue are nonhematopoietic cells
that have multipotent progenitor characteristics. Mesenchymal stem cells (MSCs) have great
potential for tissue engineering and regenerative medicine applications because of their ability
to differentiate and to multiply rapidly in vitro without losing their differentiation capabilities.
Cartilaginous tissue’s ability to regenerate and self-repair is very limited because it has an
avascular structure. As more molecular and cellular mechanisms related to MSCs are

introduced, research has intensified on treatment options that could ease cartilage reparation and

enable new tissue generation.

The purpose of this study is to enable the conversion of MSCs of human adipose tissue origin to
chondrocytes by using micromass culture techniques and thus to contribute to the research on
cartilaginous tissue diferentiation from human adipose tissue. Adipose tissue samples from 4
healthy women were cultured in vitro after isolation procedures with the purpose of obtaining
MSCs. None of the women had any systemic disease, they were at ages 20-50 and they were all
hospitalized at a plastic surgery clinic for surgery either for aesthetic concerns or for functional
disturbances. Chondrocyte differentiation procedure has been utilized by using chondrogenic
culture media following 3-4 passages for each patient. Pellets that were formed after about two
weeks were dyed with Alizarin Red and were shown to be chondrogenic pellets. The findings
obtained in vitro in our study suggest that MSCs of adipose origin can differentiate into
chondrocytes in vivo as well. MSCs of adipose origin can be utilized in reparation of bone and
cartilage damages in Sports Medicine and Orthopedics, soft tissue volume augmentation in
Plastic and Reconstructive Surgery and 3-D creation of cartilaginous tissues like ear and nose in
E.N.T. In future cell-based treatments, it will be possible to create exact copies of the needed
tissues-or even organs by using a 3-D bio-printer and by using the patient’s own stem cells and
normal cells as bio-ink. Obviously, as more experience is gained related to the stem cells,

clinical utilization of MSCs will be safer and more prevalent.

Key Words: Adipose tissue; Adult stem cells; Cell culture; Chondrogenic differentiation;

Mesenchymal stem cells.
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1. GIRiS ve AMAC

Kok hiicreler mitoz boliinmeyle 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilen, uzun siire
boliinebilen, kendilerini yenileme, organizmanin ihtiyacia gore farklilasma kapasiteleri
olan, ozellesebilen, organizmanin tiim hiicrelerinin koken aldig1 temel hiicre tipleridir.
Bunu belirleyen cevresel uyaranlar; biiyiime faktorleri, epigenetik faktorler ve diger
cevresel etkenlerdir. Farklilasma yeteneklerine gore smiflandirilan kok hiicrelerden,
totipotent kok hiicreler zigot ve blastomerden elde edilebilir ve tiim hiicre tiplerine
farklilasabilirler. Pluripotent kok hiicreler, embriyonik zar haricinde tiim hiicre tiplerini
olusturabilen, embriyonik gelisimin temeli olan endoderm, mezoderm ve ektoderm
tabakalarin1 olusturabilen hiicrelerdir. Mezenkimal kok hiicreler (MKH), hematopoietik
kok hiicre gibi multipotent kok hiicreler, kaynaklandiklar1 dokuya ait hiicrelere

farklilasma yetenegine sahiptirler (1).

Kikirdak sinirli rejeneratif potansiyeli olan avaskiiler bir dokudur. Son zamanlarda
gelistirilen stratejiler, biiyiik ol¢iide kikirdak rejenerasyonunu saglamaya yoneliktir ve
baz1 kas-iskelet bozukluklar1 modern tibbin geleneksel yontemleri ile tedavi edilemez.
Kikirdak rejenerasyonu i¢in otolog kondrosit implantasyonu yaygin olarak
kullanilmaktadir. Buna ragmen otolog kondrositleri kullanarak yapilan bir¢ok tedavi
kiiciik dolgularla smirhidir. Kulak ya da burun gibi organlarin ampiitasyonu ya da
konjenital yoklugu ve bunlarin rekonstriksiiyonunda doku miihendisligi uygulamalarma
ithtiya¢ vardir. Otolog kondrositlerin, ii¢c boyutlu (3B) iskelelere ekilmesi gibi mekanik

¢Ozlimler i¢in adipoz dokudan izole edilen mezenkimal kok hiicreler destek saglayabilir.



MKH ile yapilan kondrosite farklilastirma ¢alismalari, doku miihendisligi ile 3 boyutlu
organ ve doku iiretimi i¢in umut verici olabilir. Omurilik hasar1 sonucu ortaya ¢ikan
felcler, iyilesemeyen kiriklar, kondrosit (kikirdak) dejenerasyonlar1 ve benzeri pek ¢ok
hastaliklarin tedavisinde son yillarda kok hiicrelerden elde edilen kondrositlerle hasar
goren doku-hiicre veya organlarin islevlerini yerine koymak (rejeneratif tip) ya da tamir

etmenin (reparatif tip) miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir (2).

Bundan 20 yil 6ncesine kadar kok hiicre ile ilgili pek az sey bilinirken bugiin gelinen
noktada elde edilen bazi sonuglar, kok hiicrelerin uzak olmayan bir gelecekte
beklendiginden ¢ok daha fazla soruya ¢6ziim ve potansiyel firsat olusturabilecegini
gostermektedir. Kok hiicrelerin bilimsel gelisim siirecinde, Oscar Wilde’in su sozlerini
hatirlamak yararli olabilir: “Oyle calismalar yapilir ki, bir kenarda bekler durur ve insanlar
onu uzun siire anlayamaz. Bunun nedeni, heniiz sorulmamus sorularin cevaplart olmalaridir; ne

yazik ki bu sorular, cevaplarindan ¢cok daha sonra ortaya atilirlar.”

Bu calismada temel amacimiz; insan yag dokusundan elde edilen mezenkimal kok
hiicrelerin uygun kosullarda kondrosit hiicresine doniismesini saglamak ve adipoz
dokudan kikirdak doku olusturma arastirmalarina temel olusturmaktir. Tip alanindaki
ilerlemelere paralel olarak travma ya da baska bir sebeple kikirdak doku kaybi
tedavilerinde kullanilabilecek kondrosit hiicrelerinin Erciyes Universitesi Genom ve

Kok Hiicre Merkezi (GENKOK) Arastirma laboratuvarinda yapibildigini gostermektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOK HUCRELER ve OZELLIiKLERI

Kok hiicreler, kendilerini yenileme ve farkli hiicre tiplerine farklilasma yetenegine sahip
olan, bu Ozelliklerini kendilerine 0zgii olan sinyaller vasitasiyla gerceklestiren
olgunlagsmamis oncii hiicrelerdir. Cogu doku tipinin olusumunu saglayan prekiirsor
hiicreler olan kok hiicreler, pek c¢ok yetiskin memeli dokusunda identifiye
edilebilmektedir. Epitel ve kan gibi bazi dokularda normal hiicresel yaslanma veya
hasardan dolay1 kaybolan hiicrelerin tekrar yapilmasina katki saglamaktadirlar. Bununla
birlikte, sinirli bir hiicresel rejenerasyona sahip olan beyin ve pankreas gibi diger
yetigskin organlarda da bulunmaktadirlar (3). Leipzig’de 2001 yilinda toplanan “doku
kok hiicreleri calisma grubu”, kok hiicreyi tarif etmistir. Bu tarife gore, bir dokuya ait
kok hiicre, fonksiyonel olarak farklilasmamis ve potansiyel olarak heterojen hiicrelerdir

(4). Bu hiicreler;

a. Uygun bir ¢evreye yerlesme,

b. Cogalma,

c¢. Cok sayida farklilagmis yeni hiicreler olusturma,
d. Kendini yenileme ve idame ettirme,

e. Bir hasar olustugunda burada yeni bir dokuyu olusturabilme yetenegine sahiptir.



Bir kok hiicrenin pratikteki tanimi, islevselligidir. Kok hiicreler, bir dmiir boyu dokular1
yenileme yetenegine sahip hiicreyi tanimlar. Ornegin, kemik iligi ya da hematopoetik
kok hiicresini (HKH) tamimlayan bir deney, hiicre naklini ve HKH'ler olmaksizin
canliligin1 korumasimi belirleme yetisindedir. Kok hiicreler, yeni kan hiicrelerini ve uzun
vadede bagisiklik hiicrelerini iiretebilme yetenegindedir ve hasarli dokuya transplante
edildiklerinde dokuda islevsellik kazanabilen hiicrelerdir. Ayrica, nakil olan bir
canlidan, kok hiicrelerin tekrar saflastirilmasi miimkiindiir. Kok hiicrelerin kendilerini

yenileme yetenegini, HKH'ler olmaksizin yapilan nakiller gostermektedir.

Kendi kendini yenileyebilme ozelligiyle kok hiicreler, in vitro ortamda kiiltiire
alindiklarinda somatik hiicrelerden cok daha fazla iiremektedirler. Kiiltiir ortaminda kok
hiicre popiilasyonu sayist herhangi bir kanserlesme olmaksizin 160 kez iki katina
cikarken, normal viicut hiicrelerinin popiilasyonu sadece 60 kez iki katina ¢ikmaktadir.
In vivo ortamda ise, yetiskin kok hiicrelerin iireme o6zellikleri canhnin yasam
uzunluguna bagh olarak degismektedir (5). Kok hiicreler, asimetrik bolinmektedirler ve
boliinme sonucu olusan iki hiicreden bir tanesi kok hiicre ozelligindeyken bir digeri
farklilasacag1 dokuya ait hiicrenin 6zelligindedir. Bu 6zellikleri nedeniyle kok hiicreler,
boliindiiklerinde kendilerini yenileyerek bir havuz olustururlar. Ancak, sinirsiz tireme
ozellikleri kanserlesmeyi de uyarabileceginden hiicrelerin  sinirlayict  kontrol
mekanizmalar1 vardir. Kok hiicrelerin kontrol mekanizmasini, kok hiicre nisinden gelen
hiicre dis1 sinyaller belirlemektedir (6). Kok hiicrelerin asimetrik boliinebilme
ozelliklerini korumasi, hiicreler arasi maddeden gelen transkripsiyonel faktorlerle
gerceklesmektedir. Yetiskin kok hiicrelerin, in vivo ve in vitro ortamda multipotent
ozelligini korumasini saglayan genler kaynaklarma gore farklilik gostermektedir.
Ornegin kemik iligi kok hiicrelerinin in vivo ortamda Scl, GATA-2, Bmi-1 genlerinin
ifade olmasi farklilasmasimi engellerken, in vitro ortamda Hoxb4 genin ifade olmasi
farklilasmasin1 engellemektedir. iskelet kas1 kok hiicreleri icin Pax-7, noral kok hiicreler

icin nestin geni multipotent dzelligini belirleyen genlerdir (7).

Kok hiicreler, uygun kosullar altinda bir¢ok farkli dokularin hiicrelerine farklilagabilme
Ozelligine sahiptirler ve bu oOzelliklerine gore kendi aralarinda gruplandirilabilirler.
Ornegin, kok hiicre canlinin tamammi olusturabilme ozelligindeyse bu hiicrelere

totipotent kok hiicre; eger canlinin biitiin doku ve organlarmma farklilasabilme



ozelligindeyse bu hiicrelere de pluripotent kok hiicre denilmektedir. Farklilagsma
ozellikleri izole edildikleri dokuya gore smirlaniyor ise bunlara da multipotent kok
hiicre denilmektedir (8). Kok hiicrelerin, izole edildikleri kaynaklara gore totipotent,
pluripotent ve multipotent dzellikte olduklar1 sdylenebilir. Yetkinlik kok hiicrenin diger

hiicrelere (farkli hiicre tiplerine) farklilasma potansiyelini belirtir (1, 9) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Kok hiicrelerin farkli hiicre tiplerine farklilagsma potansiyeli (9).

Klon olusturabilmeleri kok hiicrelerin bir diger karakteristik ozelligidir. Kiiltiir

ortaminda bir tane hiicre tiremesi, klon olusturmasi icin yeterlidir (10).

Kok hiicrelerin diger memeli hiicreleri ile kiyaslandiklarinda onlardan ayrran bazi
ozellikleri vardir (4). Bunlardan ilki; uygun sinyallerle karsilagsmadiklar1 siirece
diferansiye olmamis hiicrelerdir, spesifik degildirler ve dokuya has ozelliklere sahip
degildirler. Ayrica genis bir kendi kendilerini yenileyebilme kapasiteleri vardir, bu
Ozelliklerini organizmanin yasami boyunca siirdiiriirler. Bu nedenle, in vitro kosullarda
tedavi amaciyla bol miktarda iiretilebilirler. Ayrica, 6zel biyolojik sinyallerin etkisiyle
fenotipik olarak prekiirsoriinden farkli 6zellesmis hiicreye doniisebilirler. Boliiniip,
cogalabilme (proliferasyon) ve kendini yenileyebilme (rejenerasyon) kok hiicrelerin
onemli bir 0zelligidir. Baz1 hiicreler, uygun sinyaller ile uyarildiklarinda boliinmek

iizere sessiz kalirlar (10).



Farklilasmamis kok hiicrelerin diger hiicrelerden farkli olarak, baslangigtaki hiicrenin
karakteristik Ozelliklerini tagiyan en az bir benzer hiicre olusturabilme yetenegi (self-
renewal); tek bir hiicreden birden fazla hiicre serisine farklilagabilme yetenegi (multi-
lineage differentiation) ve bir dokunun islevsel olarak yeniden yapilandirilmasi
ozellikleri vardir (12). Sonucta meydana gelen hiicrelerin 6zellesmedigi ve bu nedenle
de bu hiicrelerin uzun donemde kendilerini yenileyebilme yetenegine sahip oldugu
bildirilmistir. Hiicrelerin boliinme kapasitelerini kromozomlarin u¢ kisminda bulunan ve
“telomer* denilen DNA zincirleri belirler. Telomerler ne kadar uzunsa hiicreler o kadar
cok boliinebilirler. Telomerlerin uzun kalmasini saglayan “telomeraz enzimi’dir. Bir
hiicrede telomeraz enzimi ne kadar aktif ise telomer uzunlugu o kadar korunabilir. Kok

hiicreler yogun telomeraz enzim aktivitesinden dolay1 ¢ok sayida boliinebilirler (13).
2.2. FARKLILASMA YETENEKLERINE GORE KOK HUCRELER:

Farklilagsma yeteneklerine gore siniflandirilan kok hiicrelerin bu 6zelliklerini temel alan
hiyerarsik bir yapilar1 vardir. Buna gore; totipotent kok hiicreler zigot ve blastomerden
elde edilebilir ve tiim hiicre tiplerine farklilasabilir. Pluripotent kok hiicreler,
embriyonik zar haricinde tiim hiicre tiplerini olusturabilen, embriyonik gelisimin temeli
olan endoderm, mezoderm ve ektoderm tabakalarini olusturan hiicrelerdir. Pluripotent
kok hiicreler blastosist agsamasindaki i¢ hiicre kitlesinden elde edilebilirler. Multipotent
kok hiicreler ise, kaynaklandiklar1 dokuya ait hiicreye farklilagsma yetenegine sahiptirler.
Mezenkimal kok hiicreler ve hematopoetik kok hiicreler 6rnek gosterilebilir. Bunlarin
yam sira, birka¢ hiicre tipine farklilasabilen kok hiicrelere oligopotent, sadece tek bir

hiicre tipine farklilagabilen hiicrelere ise unipotent kok hiicre adi verilir (1).
2.2.1. Totipotent kok hiicreler:

Viicudun her hiicre tipini olusturabilen, tam olarak fonksiyonel bir organizmanin
gelisimini saglayabilen hiicrelerdir (14). Tam bir bireyi olusturabilecek kapasiteye sahip
olan bu hiicreler, sinirsiz farklilasma yetenegine sahiptir. Bu hiicreler embriyo, embriyo
sonras! tiim doku ve organlar ile embriyo dis1 membranlarin ve organlarm kaynagini
olusturan kok hiicre tiirleri olarak tamimlanmaktadir (15). Sperm ve ovumun
fertilizasyonu takiben olusan hiicre (zigot) tek basma tiim organizmayr meydana

getirebilecek genetik bilgiye ve potansiyele sahiptir. Bu hiicrelere her seyi yapabilen



anlamina gelen totipotent hiicre denir. Her yonde farklilasma ve farkli yonlere
gidebilme yetkinliginde olan kok hiicrelerdir (14). Fertilizasyondan sonraki ilk 4 giin
icinde herhangi bir nedenle bu hiicreler birbirinden ayrilirsa, ayrilan her hiicre kendi
basina biiyiiyerek ayr1 bir insan meydana getirir. Genetik sifreleri ayni1 olan bu kisilere
tek yumurta ikizi denmektedir. Bir totipotent kok hiicre, yaklasik 200 oOzellesmis
somatik hiicre tipini iceren kompleks bir organizmayi olusturabilme yetenegine sahiptir
(16, 17) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Totipotent kok hiicreler (17).



2.2.2. Pluripotent kok hiicreler:

Pluripotent kok hiicreler (blastosist sathasindaki embriyolarda), viicudun herhangi bir
hiicre tipini olusturabilme potansiyeline sahip olan hiicrelerdir (18). Pluripotent kok
hiicreler, totipotent hiicrelerin soyundan gelirler ve iic germ tabakasindan meydana
gelen (ektoderm, mezoderm ve endoderm) neredeyse tiim hiicrelere farklilasabilirler
(19). Pluripotent kok hiicreler; 6zgiil bir hiicre tipi i¢in verilen yeterli ve gereken uyari

verildiginde, 200'den fazla insan hiicresinin tiimiinii olusturabilir (20) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Pluripotent kok hiicreler (20).
2.2.3. Multipotent kok hiicreler:

Multipotent kok hiicreler, pluripotent hiicrelerden daha smirli sayida hiicre tipine
doniisebilen ve tek bir yonde farklilasmak {iizere programlanmis hiicrelerdir
(16).Yetiskin organizmada multipotent kok hiicre olarak adlandirilan ve bazi hiicre
tiplerine farklilasma potansiyeline sahip kok hiicrelerin de bulundugu bilinmektedir
(18). Yetigskin dokulardaki farklilagsmis hiicrelerin boliinme kapasitelerinin siirekli
olmadigr ve farklilasan hiicrelerin viicutta tekrar farklilagabilme kapasitelerinin
olmadiklar1 bilinmektedir. Dolayisiyla doku rejenerasyonundan sorumlu bu hiicreler,
canlimin yasami boyunca yetiskin dokularinda bulunan proliferatif farklilasma

kapasitesindeki kok hiicrelerdir (21). Multipotent kok hiicreler, kaynaklandiklar1 dokuya



ait hiicreye farklilagsma yetenegine sahiptirler. Kemik, kas, kikirdak, yag ile diger bag ve

destek dokularin1 olusturabilme kapasitesine sahip olan MKH’ler,

multipotent kok hiicre tipidir (14,22) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Multipotent kok hiicreler (22).

2.2.4. Oligopotent kok hiicreler:

Birka¢ hiicre tipine farklilagabilen kok hiicreler,

spesifik bir

oligopotent kok hiicrelerdir.

Hematopoetik kok hiicreler bu tiptendir. Oligopotent kok hiicreler lenfoid ya da

miyeloid kok hiicreler gibi sadece birkag hiicre tipine farklilagabilirler (15).

2.2.5. Unipotent kok hiicreler:

Unipotent kok hiicreler, yetiskin dokularda sadece tek bir hiicre tipine farklilasabilme

potansiyeline sahiptirler. Ancak kendisini yenileyebilir, bagka bir hiicreye doniismezler.

Fakat onlar1 kok hiicre olmayan hiicrelerden (6rn. kas kok hiicreleri) ayirt eden sey,

kendini yenileme yetenegine sahip olmalaridir.

Kok hiicreler, elde edildikleri kaynaklara gore ikiye ayrilirlar; embriyonik kok hiicreler

ve yetiskin kok hiicreler. Yetiskin kok hiicreler hematopoetik kok hiicreler, mezenkimal

kok hiicreler ve organlarda bulunan kok hiicrelerdir (23, 24).
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2.3. ELDE EDILDIiKLERI KAYNAGA GORE KOK HUCRELER:
2.3.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Sperm ile ovumun birlesmesi ile ortaya c¢ikan zigot, tek basina tiim organizmayi
meydana getirebilecek genetik bilgiye ve giice sahiptir. Tiim hiicrelere doniisebilme
potansiyeline sahip bu hiicreye embriyonik kok hiicre (EKH) denir ve bu 06zelligi
totipotent olarak tanimlanir. Dollenmeyi takip eden ilk 4-5 giin icerisinde bu hiicreler,
aynt giice sahip olup her biri tek basina bir organizma meydana getirebilme
yetenegindedirler. Yaklasik besinci giindeki “blastosist”in icindeki hiicreler de
embriyonik kok hiicredir ve viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilme yetenegine sahiptirler;
ancak bu hiicreler tek baslarina bir organizmay1 olusturamazlar. Blastosistin i¢ hiicre
kiitlesinden (IHK) nden olusan embriyonik kok hiicreler, in vitro olarak sonsuz sekilde
tireme potansiyeline sahip, normal ve dengeli bir karyotipte olan pluripotent hiicrelerdir
Bu hiicreler in vivo ve in vitro ortamlarda ii¢ germ tabakasindan koken alan farkli hiicre
tiplerine farklilasabilmektedirler (25). Maniiplasyona ugramamuis blastosist sathasindaki
embriyoda, IHK’ndeki kok hiicreler gastrulasyon sirasinda, vakit kaybetmeden ii¢
embriyonik germ tabakasini meydana getirmeye yonelmektedirler (26). EKH’ler ve
embriyonik germ hiicreleri sadece in vivo olarak gelisim gostermeyip, ayrica in vitro
ortamda da endodermal (pankreatik hiicreler), ektodermal (deri, noOronlar) ve
mezodermal (kan, kalp hiicreleri, kikirdak, endoteliyal hiicreler, diiz kas hiicreleri) hiicre
tiplerine farklilasabilmektedir (27). Kok hiicreler, genlerin kontrolii altinda aldiklar1
sinyale gore bircok dokuya kaynaklik edebilmelerine ragmen, 6zellesmis bir hiicrenin
islevini yerine getiremezler. Laboratuvar ortaminda kok hiicreler uzun zaman
stireclerinde cogalabilirler. Okarma ve ark. tarafindan, embriyonik kok hiicre serilerinin

300-400 dongii boyunca ¢ogalabildikleri gosterilmistir (28).

IHK hiicreleri, normal embriyonik ¢evreden uzaklastirilip uygun sartlar altinda kiiltiire
edildiklerinde, sonsuz sayida cogalabilen hiicrelere doniisebilmektedir Kiiltiir icerisinde
farklilagmadan cogalirken {ic embriyonik germ tabakasii sekillendirebilecek
farklilasma potansiyelini de devam ettirmektedir IHK hiicreleri, pluripotent fare, primat
ve insan EKH’lerin elde edildigi kaynak hiicreler olarak degerlendirilmektedir (28).

EKH’ler transgenik hayvanlarin iiretiminde kullanilan baslica kaynaklardandir. Yetiskin
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dokulardaki kok hiicreler tipik olarak sadece smirli sayida hiicre tipini sekillendirirken,
EKH’ler hemen her hiicre tipine farklilasabilme potansiyeline sahiptirler. (26, 29) (Sekil
2.5).

i¢ hiicre

Diallenme

Emhrlyumk Emhn}*nnel
kik hiicreler @— #E karsinom
Pluripotent
kik hiicreler

Sekil 2.5. Embriyonik kok hiicreler (29).

Uterusa yerlestirilmeye hazir 3-5 giinliik embriyolarin hiicreleri sonsuz ¢ogalma ve tiim
farklilasmis (6rnegin sinir, kas, deri, kalp vb) hiicreleri gelistirme kapasiteleri nedeniyle
alic1 bir bireye tedavi amaciyla aktarilabilirler. Eger bir embriyonun transferinde gebelik
olusmazsa diger bir embriyo uterusa transfer edilir. Gebeligin olusmasi durumunda ve
aile bagka cocuk istemiyorsa depolanmig olan embriyolar ailenin izni alinmak kosuluyla
deneysel ¢alismalarda kullanilabilir. Bu islemler sirasinda iilkelerde gecerli olan yasal

ve etik diizenlemelere uyulmasi gereklidir.
Fetal kok hiicreler

Potansiyel kok hiicre kaynaklarindan biri de erken fetal dokudur. Embriyo dollenmenin
ardindan 8 haftay1 tamamladiktan sonra "fetiis" admi alir. Fetal kok hiicreleri, fetiise ait
organlarm icinde bulunan ilkel hiicre tiirleridir. 1998 yilinda yapilan calismalari
sonucunda, 5-9 haftalik fetiislerin gonadal kivrim ve mezenter bdlgesindeki primordiyal

germ hiicrelerinin kiiltiirii ile embriyonik germ hiicreleri elde edilmistir (30). Diisiik
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yapan kadinlardan elde edilen fetiis veya cesitli sakatliklar nedeniyle gebelige son
verilip alinan fetiisler bu tiir kok hiicreleri i¢cin kaynak olusturmaktadirlar. Fetal kok
hiicre smiflandirma belirsizligini korumaktadir ve bu tiir kok hiicreler cogu kez bir

yetiskin kok hiicre icinde gruplandirilir.
Amnion s1vis1 kok hiicreleri

Amnion sivisi, amnion kesesi i¢inde bulunur ve fetiis bu siv1 i¢inde yiizer durumdadir.
Ancak, daha net bir ayirim yapmanin gerekli oldugu goriilmektedir. Multipotent kok
hiicreler amniyon sivisinda da bulunur. Bu kok hiicreler olduk¢a etkindirler ve besleyici
olmaksizin olduk¢a genisleyebilirler ve ayrica tiimorojenik degildirler. Amniyotik kok
hiicreler multipotenttirler ve adipojenik, osteojenik, miyojenik, endoteliyal, hepatik ve
yarica noronal hatlardaki hiicrelere farkhilasabilirler (31). 2007 yilinda yapilan bu

caligmalarla, amnion sivisinda kok hiicrelerin bulundugu gostermistir.
2.3.2. Yetiskin Tip Kok Hiicreler

Yetiskin kok hiicreler (YKH) dokularda az sayida bulunan, spesifik bolgelerde lokalize
olan ve bireyin 6mrii boyunca hayati énemde olan doku biitiinliigiiniin devamliligini
saglayan hiicrelerdir (32). Organizmanin o anki yasi ne olursa olsun dokularinda
bulunan kok hiicreler, yetiskin kok hiicreler olarak degerlendirilmektedir (15).
Multipotent bir kok hiicre olan YKH’ler, embriyonik germ hiicreleriyle
karsilagtirildiginda daha diisiik pluripotensiye sahiptirler (15). Bununla birlikte,
YKH’ler de sahip olduklar1 asimetrik hiicre boliinme potansiyeliyle hemen hemen
siirsiz bir sekilde kendilerini yenileme kabiliyetine sahiptirler. Diferensiye durumdaki
hiicrelerle ortak bazi yiizey isaretlerine sahip olmalarindan dolay1 identifiye edilmeleri
giic olmakla birlikte, klonojenik aktivite gibi fonksiyonel ©zelliklerine gore tespit
edilebilmektedirler (32). Ge¢miste pek cok dokunun, endojen bir kok hiicreye sahip
olmamasmdan dolay1 zarar gordiigiinde kendini rejenere etme yeteneginin olmadigi
diistiniilmekteydi. Yapilan ¢alismalarla pek cok yetiskin dokunun da rejeneratif onarim
kapasitesine sahip oldugunun ortaya konulmasiyla, yetiskinlerdeki bazi dokularin da
(deri, hematopoietik sistem, kemik ve karaciger) yenilenme ve onarim yeteneklerinin
kok veya progenitor hiicrelerin varligina isaret ettigi belirlenmistir (33). Yetiskin kok

hiicreler, tiim doku tiplerinden izole edilmezler. Kiiciik miktarlarda bulunurlar.
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Izolasyonu ve saflagtirmalarinda zorluklar vardir ve sayilari ile kaliteleri yas ile azalma
gosterir. Hiicre tipleri dar bir aralik i¢inde farklilagsma gosterir. Kok hiicreler, normal
sartlar altinda birbiri ard1 sira gerceklesen boliinme ve farklilagsma sathalarindan sonra
ilgili dokunun hiicrelerini olusturan progenitér hiicrelere doniisiirler. Yetiskin kok
hiicreler retina, akciger, kalp kasi, iskelet, kas, bagirsaklar, bobrek, dalak, kemik iligi,

kan ve deri gibi dokularin olusumuna katkida bulunabilmektedirler (34).

Yetiskin kok hiicreler {izerindeki en kapsamli calismalar, immun sistem ve kan yapimini
saglayan hematopoietik kok hiicreler iizerinde gerceklestirilmistir (35). Hematopoietik
progenitor hiicre kaynagi olarak kemik iligi, periferal kan ve gobek kordonu kani hayati
oneme sahiptir (38). Kemik iligi, hematopoietik kok ve mezenkimal kok hiicrelerine
diferensiye olma potansiyeline sahip olan stromal hiicrelerin yapimini da iistlenmektedir
(35). Mezenkimal kok hiicreler veya kemik iligi stromal hiicreleri olarak bilinen
fibroblast koloni formlar1 ilk olarak 1974 yilinda tanimlanmistir. Bunu takiben 1999
yilinda bu hiicreler ¢ogalma faktorleri kullanilarak in vitro kiiltiirlerde saflastirilip
tiretilerek osteoblast, kondrosit ve adipositler elde edilmistir (33). Yapilan calismalarda
mezenkimal kok hiicrelerin kemik, kas ve diger dokularin onarimi i¢cin mutlaka gerekli
oldugu tespit edilmistir (15). Kemik iligi kaynakli kok hiicreler iskelet ve kalp kasi,
karaciger, deri, bagirsak, akciger, pankreas, bobrek ve merkezi sinir sistemine ait
dokulara diferensiye olabilmektedirler (34). Bununla birlikte, beyin gibi diisiik
rejeneratif potansiyele sahip dokularda da noronal kok hiicreler bulunmakta ve aktive
olabilmektedirler (16). Kemik iligindeki hematopoietik kok hiicreler ndronal, myojenik
ve hepatik hiicre tiplerine diferensiye olabildikleri gibi sinir ve kas kok hiicreleri de
hematopoietik kok hiicrelere doniisebilmektedir. Dolayisiyla da yetigkin kok hiicrelerin
yiiksek bir plastisiteye sahip olduklari, gelisim ve diferensiyasyon potansiyellerinin de
sinirli olmadigi ileri siiriilmektedir (16). Olgun hematopoietik progenitér hiicrelerin
1974 yilinda gobek kordonu kaninda bulundugunun ortaya konulmasindan sonra
yapilan ¢aligmalarda, bu kanin hematopoietik kok hiicre bakimindan oldukca zengin
oldugu ve kemik iligi ile biiyiik benzerlik gosterdigi bildirilmistir (37). YKH’ler, yiiksek
farklilasma potansiyeline sahip olmakla birlikte embriyonik ve fotal kok hiicrelerininki
kadar yiiksek cogalma potansiyeline sahip degildirler. Ustelik ¢evresel faktorlere bagl

olarak olusan DNA anomalileri ve genetik defektlere sahip olduklarindan
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transplantasyon i¢cin uygun olmayabilmektedirler (16). Embriyonik ve yetiskin kok
hiicreler disinda fetal dokulardan da kok hiicreler elde edilebilmektedir (38).
Mezenkimal kok hiicreler, fetal kan hiicrelerinden de elde edilmektedir. Bu hiicreler,
kiiltirde 2040 pasaj sonunda kemik, kikirdak, oligodentrositler ve hematopoetik
hiicrelere farklilasabilmektedirler. Bununla birlikte, bu hiicreler sadece gebeligin ilk ii¢
aylik periyodunda bulunmalarinin yam sira f6tal karaciger epitel hiicreleriyle ve kemik
iligindeki hematopoetik popiilasyonlara da benzerlik gostermektedirler (33). Giiniimiize
kadar olan yetiskin kok hiicre arastirmalarinin biiyiik kismi, hiicrelerin boliinme veya
siresiz olarak kendini yenileme ve farklilasma egilimlerinin siirlarin1 belirlemek

izerine olmustur (39).
2.3.3. indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler (IPSCs)

Indiiklenmis pluripotent kok hiicre olarak adlandirilan, somatik hiicrelerin cesitli
faktorlerle tetiklenerek embriyonik benzeri kok hiicrelere doniistiiriilme siirecinde
kullanilan bu faktorler (Oct4, Sox2, Myc ve Klf4) Yamanaka faktorleri olarak bilinir
(40). Insan somatik hiicrelerine bu 4 faktor transfekte edildiginde, hiicrelerin
embriyonik kok hiicrelere benzer morfoloji, pluripotensi ve kapasite gosterdikleri tespit
edilmistir. Kyoto Universitesi'ndeki Shinya Yamanaka ve arkadaslar1 transkripsiyon
faktorleri Oct3/4, Sox2, c-Myc ve Klf4'ii kullanarak insan yiiziinden aldiklar1 hiicrelerde
deneylerini gerceklestirmislerdir (41). Wisconsin—-Madison Universitesinden Junying
Yu, James Thomson ve arkadaslar1 farkli bir grup farkli transkripsiyon faktorii
kullanarak insan siinnet derisinden aldiklar1 hiicrelerle ¢alismalarini yapmiglar, bu 4
faktoriin Oct4, Sox2, Nanog ve Lin28 seklinde olabilecegi belirlenmistir (42). Bu kok
hiicreler i¢cin gerekli temel transkripsiyon faktorleri araciliiyla farklilasmanin geri
cevrilebilmesi miimkiin olmustur. Sox2 ve Oct4'iin hiicre i¢i miktarlar1 da cok 6nemli
olmakla birlikte, az miktarlardaki degisiklikler bile hiicre acisindan biiyiik problemlere
yol acabilmektedir. Bu alanda baska arastirmalarin yapilmasma ihtiya¢ vardir.
Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler, ilag gelistirme ve hastaliklarin modellenmesi igin
yararli olabilmekte ve bunlarin transplantasyon tedavilerinde kullanmasi beklentileri
artmaktadir. Yeniden programlama faktorlerini yetiskin hiicrelere tanitmak i¢in hali
hazirda viriisler kullamilmaktadir. Bu teknigin insanlar icin kullamigh bir tedavi

olabilmesi i¢in bu siirecin dikkatle kontrol edilmesi gerekmektedir (43).
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2.4. KOK HUCRE ARASTIRMALARININ TARIHSEL GELISiMi

Rus asilli morphologist Alexander A. Maximow 1924 yilinda kan hiicrelerinin,
hematopoezi hiicresel bir hiyerarsi sonucu ortak Onciil (prokiirsor) hiicreden yani
“Hematopoetik Kok Hiicre’’den olustugunu iddia etmistir (44). 1960’11 yillarda bilim
adamlar1 Ernest A. McCulloch ve James E. Till ilk kemik iligi hiicrelerinin klonal
dogasm ortaya koymustur (45, 46). Kok hiicre arastirmalar1 1960’larda hemapoetik
kok hiicrelerin kesfi ile farkli bir boyut kazanmistir. Daha sonra bu alanda yapilan
caligmalar, elde edilen olumlu sonuglar neticesinde giiniimiize kadar geliserek devam
etmistir (47). 1958 yilinda Dr. Min Chueh Chang IVF uygulamasini tavsanlarda
demonstre etti. 1959 yilinda /n vitro fertilizasyon (IVF) yontemi ile ilk hayvan (tavsan)
tiretildi. John B. Gurdon, 1962 yilinda kurbagalarda yaptigi bir caligmada “6zellesmis
bir dokuya ait hiicreden aldig1 ¢ekirdegi, ¢ekirdegi onceden c¢ikarilmis bir hiicreye
yerlestirip yetiskin ve saglikli kurbagalar elde ederek hiicre 6zellesmesinin tersinir
(reversible) olabilecegini” gosterdi. 1963 Ernest McCulloch ve James Till; Fare kemik
iligi hiicrelerinin kendi kendilerini yenileme kapasitelerinin oldugunu kantitatif olarak
tanimladilar. Edwards ve Bavister ilk insan ovumunu 1968 yilinda in vitro olarak
fertilize ettiler. Friedenstein ve arkadaslari, 1970'li yillarda kemik iligi hiicrelerinin
klonojenik potansiyeli ex-vivo ¢aligsmalarla inceleyerek multipotent 6zellikleri oldugunu
bildirmistir (48, 49). Ik IVF insan bebegi 1978 yilinda ingiltere’de dogdu. 1981 yilinda
Martin Evans ve Kaufman, fare blastosistlerin i¢ hiicre kitlelerinden EKH’leri elde
ettiler. /n vitro ortamda pluripotent fare EKH’lerini cogaltmak icin, gerekli kiiltiir
sartlarin1 tanimladilar E. Donnall Thomas HKH’leri ilk defa 16semili bir hastada 1990
yilinda basar1 ile uygulamistir. 1994 yilinda IVF yontemiyle olusturulan insan
blastositlerinin kiiltiirasyonu yapilmistir. Rhesus maymunlarindan ve maromosetlerden
primat EKH’leri ilk defa 1996 yilinda elde edildi ve bu hiicreler, in vitro ortamda
yetistirildi (50).

1997 yilinda Dolly adi verilen, somatik hiicrelerden elde edilen diinyanin ilk memeli
hayvanmin (koyun) klonlandig1 duyurulmustur. Klon koyun aslinda 1996’da dogmustu.
Embriyolojist Ian Wilmut ve arkadaslari, Iskogya’da Roslin Enstitiisii’nde, yetiskin bir
koyunun memelerinden aldiklar1 hiicrelerle Dolly’i kopyalamislardir. Thomson ve

arkadaglar1 1998 yilinda ilk insan embriyonik kok hiicresini elde ettiler. Insan
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embriyonik kok hiicresinin pluripotent oldugu 2000 yilinda anlasildi (51). 2001 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri Baskan1 George W. Bush, kok hiicre calismalarina kisith
bir biitce ayrilmasina ve sadece o giine kadar tiip bebek yoOntemlerinden artan
embriyolarla caligsma yapilmasina izin verdi. Science Dergisi, 2003 yilinda, yilin en
onemli 10 tip olayr arasinda “Kok Hiicreler” ile ilgili gelismeleri gostermistir. 2004
yilinda Giiney Koreli bilim adamlari, 30 insan embriyosunu klonlamis ve blastosist
asamasina kadar getirmis, ancak bu embriyolardan sadece bir tanesinden kok hiicre elde
edebilmislerdir Giiniimiizde embriyonik kok hiicrelerin kullamilarak yapildigi
onaylanmis herhangi bir tedavi bulunmamaktadir. Shinya Yamanaka, 2006 yilinda
“farenin olgunlagmig (farklilasmis) hiicrelerini gen aktarimi yontemleriyle sadece 4 gen
ekleyerek farklilagsmamis kok hiicrelere cevirmeyi” basardi. 2009 yilinda ilk insan
denemesi ABD Gida ve Ilag¢ Yonetimi (FDA) tarafindan uygulamaya kondu (52).
Ancak bu insan deneyi, Atlanta'da 13 Ekim 2010 tarihindeki omurilik hasarh kurbanlara
kadar kabul edilmemistir. 14 Kasim 2011'de deneyi uygulayan sirket, kok hiicre tedavi
uygulamalarina devam etmeyecegini acgikladi (53). Kok Hiicre arastirmacist John B.
Gurdon ve Shinya Yamanaka’ya 2012 yilinda, farklilasmis hiicrelerin ‘pluripotent’
olmak iizere yeniden programlanabilecegini kesfettikleri icin Fizyoloji ve Tip dalinda
Nobel odiilii verildi. Bu iki calisma, 1900’1i yillarm ilk yarisinda genel kani olan hiicre
farklilagsmasinin tek yonlii ve geri doniisii olmayan bir siire¢ oldugu goriisiinii ortadan

kaldiran temel caligmalar olarak gosteriliyor.

Tiirkiye’de kok hiicre arastirmalari, insan émriinii uzatmanin yolunun dogum sonrasi
atilan plasentalarda ve kordon kami hiicrelerinde oldugunu soéyleyen arastirmaci Ord.
Prof. Dr. Vet. Hek. Tug. Gen. Siireyya Tahsin Aygiin’iin 1950 ve 1960 yillar1 arasinda
yaptig1 arastirmalar ile baslamistir. Prof Dr. Aygiin, kok hiicre tedavisi {izerine diinyada
belki de ilk ¢alismalar1 yapan kisidir. Aygiin, hayvanlarda fetal ve kordon kani greftleri
ile ¢esitli hastaliklarin tedavisi konusunda ¢alismalar yapmistir. 1960’11 yillarda bunlar1
kitap ve makaleler halinde uluslararasi dergilerde yayimlamis, yurtdisinda uluslararasi
kurultaylarda bildiri olarak sunmus ve kitap Almanca olarak kitap haline getirerek

Almanya'da yayimlamustir (54, 55).

1967 yilinda, ilk olarak tanimladig1 embriyonal karsinoma hiicrelerinin kiiltiir ortaminda

cogaltilmasi, kok hiicre ¢aligmalarinda ileri dogru atilmis 6nemli bir adim olmustur. Bu
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hiicrelerin farklilagmasi; embriyoid cisimcikler olarak adlandirilan embriyo benzeri
olusumlarin meydana gelmesi ile olusan hiicre kiimelenmesi ile sonu¢lanir. S6z konusu
embriyoid cisimcikler ilk olarak, embriyonal karsinomlu farelerin asit sivilarinda
gozlenmistir. Bu hiicreler bilim adamlar1 i¢in de dnemli birer model olusturmustur (54,

55).
2.5. KOK HUCRE PLASTISITESI

Dokuya o6zgii kok hiicrelerinin, kaynak dokudan daha farkli bir hiicre tipine
farklilasabilme yetenegine “yetiskin kok hiicre plastisitesi” denmektedir. Trans-
differansiasyon (trans-farklilasma) terimi ise, kok hiicrelerin plastisite potansiyeli
anlaminda siklikla kullanilmaktadir (56). Kok hiicre biyolojisindeki en tartismali
konulardan biri kok hiicre plastisitesiyle iliskilidir. Onceleri, kok hiicrelerinin yalnizca
icinde bulunduklar1 dokularin hiicrelerini verdiklerine inanilirdi. Ornegin, kemik
iliginde ve kanda bulunan hematopoietik kok hiicrelerinin yalnizca kan yapimindan
sorumlu olmalar1 gibi. Ancak, kisa bir siire Once, uygun uyaranlar ile karsilagsmalari
sonucunda bu hiicrelerin kas hiicrelerine, néronlara, hepatositlere, kikirdak, yag hiicresi
ve endotel hiicrelerine doniisebilme yeteneginde olduklar1 gosterilmistir. Bu
farklilasmalar 0zgiin biyolojik, immiinolojik, biyokimyasal, elektrofizyolojik ve
molekiiler caligmalarla kanitlanmistir. Bu yeni tanimlanan hiicrenin biyolojik
farklilasma siireci “Kok Hiicre Plastisitesi” olarak tamimlanmaktadir (16). Boylece,
“Kok hiicre plastisitesi” kavrami, kok hiicrelerinde bilinen farklilasma yeteneklerine
trans-farklilasma gibi bir yeni bir gorev daha eklemektedir. Dokulardaki kok
hiicrelerinin bagka organlarda bulunan farklilagsmis hiicrelere doniisebilme yetenekleri
ya farkli bolgelerdeki kok hiicrelerin ayni-ortak ozelliklere sahip multipotent hiicreler
oldugunu ve ileriki donemlerde kullanim icin yedekte (reserv) tutulduklar1 veya bu
hiicrelerin gereksinim halinde farkli gorev yapabilecek in vivo programlanma

kabiliyetine sahip olmalari ile izah edilmektedir.
2.5.1. YKH Plastisitesini Aciklayan Mekanizmalar
a. Doku ve/veya organlarda multipotent kok hiicreler vardir.

b. Doku ve/veya organlarda pluripotent kok hiicreler vardir.
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c. Trans-farklilasma.

d. De-differensiasyon (geri yonde farklilasma) ve re-differensiasyon (ileri yonde

farklilasma).
e. Fiizyon (kaynagma).

Doku ve/veya organlarda multipotent ve pluripotent kok hiicreler vardir. Olgun bir
dokudaki hiicrelerin ¢ogu, kendi bulunduklar1 ¢cevreye uyum saglamis, belirli fenotipik
ozellikleri olan farklilagsmis hiicrelerdir. Dolayisiyla, bir organin yenilenme kapasitesi
yasla birlikte ve etkin bir sekilde boliinebilen kdk ve onciil hiicrelerin sayisiyla orantili
olarak azalir. Bu sinirlamalarla birlikte viicut, dokularin yerine konulmasi ve
yenilenmesi icin iki biiyiik strateji gelistirmistir (57). Birinci yolda, farklilasmis ve islev
goren hiicrelerdeki ¢ogalma kapasitesi s6z konusudur. Hasar sonrasi, o bolgede hiicre
kaybmin sinirli bir sekilde yerine konmasini yonlendirmeye yetecek diizeyde
mitojenlerin salindig1 ve boylece hiicre boliinmesinin uyarildigi karaciger, iskelet kasi
ve damar endotel hiicreleri bu gruba girmektedir. Ikinci yolda ise, boliinebilen kalint1
kok hiicrelerden gelen yeni nesil hiicreler farklilasmis hiicrelerin yerini alir. Bu
kategoriye hizmet eden prototip hiicre grubu kan hiicreleridir. Hematopoetik kusagin
biitiin hiicreleri, kendisini yenileyebilen, sinirli sayidaki ¢ogalma potansiyeline sahip
hiicrelerden tiirerler ve bu hiicreler, olgun kan hiicrelerine farklilasmay1 kontrol eden

uygun stokinlerin ve biiyiime unsurlarinin etkisi altindadir.

YKH plastisitesini agiklamak icin girigilen cabalarin sonucunda bazi bilim insanlarinin
giindeme getirdikleri goriis, yetiskinlerdeki cogu dokularda (beyin, kemik iligi, periferik
kan, kan damarlari, iskelet kaslari, deri, karaciger, akciger, gbz, pankreas, kulak, burun
ve sindirim kanali mukozasi gibi) sessiz bicimde boliinmeden bekleyen kok hiicreler
oldugu yoniindedir. Ancak bazi arastirmacilar, bu kalint1 kok hiicrelerin multipotent
Ozellikte olduklarini savunurken son zamanlarda bu hiicrelerin embriyonik donemin
kalint1 hiicreleri oldugu, dolayisiyla pluripotent Ozellikte olduklar1 yoniinde kanitlar

sunmuslardir.

Kok hiicre plastisitesini gostermek i¢in gerceklestirilen ve yukarida agiklanan bir¢ok

arastirma sonucu, genellikle kemik 1iligi, periferik kan ve kordon kani kok hiicrelerini



19

icermekteyse de organizmamizdaki hemen tiim doku ve organlarda kaynaklandiklari
doku ve organlardan, farkli doku ve organlarin hiicrelerine farklilasma yetenegi
gosteren bircok in vitro ve in vivo kamit sunulmustur. flgin¢ olan, son zamanlarda bazi
arastirmacilar, c¢esitli organlarda tanimladiklar1 bu karakterdeki hiicrelerin embriyonik
kok hiicrelere benzer sekilde pluripotent potansiyele sahip olduklarina iliskin raporlar

yayinlamasidir (58).
2.5.2. Kok Hiicre Plastisitesi icin Kanitlar ve in vitro Farklilastirma Yontemleri
2.5.2.1. Kiiltiir Kosullarinin Modifikasyonlarina Yonelik Girisimler

Cesitli doku ve organlarimizda yerlesik ve esas olarak rejenerasyon olarak
isimlendirilen doku ve organ yenilenmesinden sorumlu olan, farklilasmamis hiicrelerin
varligi uzun zamandir bilinmektedir. Bunlardan derinin bazal tabakasinda yerlesik
olanlari, gen¢ bireylerde yaklagik 18 giinde derinin yenilenmesinden sorumludur.
Benzer olarak, sindirim kanalinda yerlesik olanlar, tiim mukozay1 yenilemekte ve saatte
yaklasik 250 milyar yeni hiicre iiretmektedir. Yaklasik olarak 2/3’tinii ¢ikarttigimizda
birka¢ hafta i¢inde yenilenen karaciger, dakikada 350 milyon kirmizi kan hiicresi iireten
kemik iligi ve herhangi bir hasar durumunda iskelet kasi liflerimizin tamirinde rol
oynayan satellit (uydu) hiicreleri de benzer 6zelliklere sahiptir. Son yillarda, kok hiicre
olarak isimlendirilen ve bulunduklar1 doku veya organlarin yenilenmesinden sorumlu
oldugu bilinen bu hiicrelerin umulmadik sekilde farkli doku veya organlarin hiicrelerine
doniisebilme yetenekleri (kok hiicre plastisitesi) Oncelikle in vitro kosullarda
gosterilmistir. Kolay elde edilebilir bir kaynak olduklar1 i¢in kemik iligi kok
hiicrelerinin (KiKH) in vitro kosullarda farkli sinyal molekiillerine yanit olarak
farklilasma potansiyelleri iyi bilinmektedir. 1966’l1 yillardan beri bildigimiz KiKH
havuzunun 6zgiin iki alt hiicre tipinden biri olan mezenkimal kok hiicreler, ilk kez fetal
buzagi serumu igceren kemik iliginin ortama yayilmasi sonrasinda, kemik hiicrelerine ve
adipositlere farklilasan ve fibroblastlara benzeyen yapigkan hiicre kolonileri
gelistirmistir. Sonraki yillarda gerceklestirilen bircok calisma ile farkli kaynaklardan
elde edilen yetiskin kok hiicrelerin, farkli kiiltiir kosullarinda multipotent pluripotent
farklilasma  potansiyelleri immunofenotipik ve immunogenetik c¢alismalarla

gosterilmistir (59).
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Doku ve organlar1 yenilenmesinden sorumlu oldugu bilinen kok hiicrelerin farkli doku
veya organlarin hiicrelerine doniisebilme yetenekleri (kok hiicre plastisitesi) ilk olarak
in vitro kosullarda gosterilmistir. Kolay elde edilebilir bir kaynak olduklar1 i¢in kemik
iligi kok hiicrelerinin in vitro kosullarda farkli sinyal molekiillerine yanit olarak
farklilagsma potansiyelleri iyi bilinmektedir. Farkli kaynaklardan elde edilen YKH’lerin,
farkli kiiltir kosullarinda multipotent ve pluripotent farklilasma potansiyelleri

immunofenotipik ve immunogenetik calismalarla gosterilmistir (56).

Kok hiicrelerin istenilen hiicre ¢esidine farklilasmasimi uyaracak in vitro kosullarin
saglanmasina yonelik girisimlerden biri, ©zellikle son zamanlarda ‘“nig” olarak
isimlendirilen hiicrelerin farklilasip yasamlarim1i devam ettirdikleri mikro cevre ya da
yatak anlamma gelen ortamin farklilasma mekanizmalar1 {izerine etkilerinin
anlasilmasidir. Molekiiler arastirmalarda arzu edilen hiicre cesidinin mikrocevresini
taklit etmeye yonelik girisimler artmistir. Bu amagla, kok ya da onciil hiicreler cesitli
kimyasal kiiltiir kosullarinda elde edilmek istenen hiicre ¢esidinin mikrocevresinin
0zgiin hiicreleri, doku parcaciklar1 ya da hiicre dis1 matriks elemanlar: ile ko-kiiltiire
edilmektedir (56). Son zamanlarda bazi arastirmacilar, kiiltiir kosullarinin yaninda baz1
mekanik etkiler uygulayarak kok hiicreden istedikleri hiicreleri elde etmeyi
denemektedirler. Bu alandaki iki tipik ¢alisma Giiney Asya iilkelerinden gelmistir. Bu
caligmalardan ilkinde sican kemik iligi stromal hiicreleri sivi akimimin tesvik ettigi
mekanik giiclere maruz birakilmig ve yapilan incelemelerde bu hiicrelerde diiz kas
hiicresi-6zgiin hiicre iskeleti proteinin ekspresyonunda belirgin bir artig saptanmigtir

(60). Son olarak, Lee ve ark. insan MKH’lerini mekanik strese maruz birakarak anterior

cruciate ligament-benzeri hiicreler elde etmislerdir (61).
2.5.2.2. Genomu Degistirmeye Yonelik Girisimler (Genetik Modifikasyonlar)

In vitro kosullarda genomu degistirerek farklilasmanin yonlendirilmesine iliskin
yontemler de kullanilmistir. Hiicrelerin farklilasmasinda ©6nemli rol oynayan
transkripsiyon faktorlerin ektopik transfeksiyonu ve RNAi vasitasiyla farklilasmanin
yonlendirilmesi vb calismalar Ornek gosterilebilir (165). YKH’lerin farklilasmadan
kendini yenilemesinde (self renewal) ya da multipotent ve pluripotentligin devaminda

rol oynayan bazi sinyal yolaklarin ortaya konulmasi neticesinde, bu yolaklarin bazi
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yontemlerle (Cre/LoxP sistem kullanilarak) genomdan bazi genlerin ¢ikarilarak (knock-
down) kok ya da oOnciil hiicrelerden farklilasmanin uyarilmasi veya yonlendirilmesine

yonelik girisimler de bulunmaktadir (58).

Hiicrenin akibeti, 6zgiin gen ekspresyon programlarini baskilamak ya da aktive etmek
icin molekiiler anahtarlar olarak islev goren transkripsiyon faktorleri tarafindan
tanimlanir. Bunun yaninda, molekiiler biyolojideki gelismelere kosut olarak
hiicrelerinin farklilagmasinda 6nemli rol oynayan transkripsiyonel faktorlerin (pdx1 ve
pax4 gibi) ektopik transfeksiyonuyla da kok ya da onciil hiicreden arzu edilen hiicre
cesidine farklilagsma yonlendirilebilmistir. Bunun yaninda, son zamanlarda embriyolojik
gelisim siirecinde kok ya da onciil hiicrelerden farklilagsma siireclerinde rol oynayan bazi
sinyal proteinlerinin kiiltiir ortamina eklenmesiyle de benzer sonuglarin elde edilmesine
caliglmigtir.  Tiimor Nekroz Faktor (TNF), kemik iligi stromal hiicrelerin
osteoklastogenezisini (59) ve Wnt 11 dolasimdaki 6nciil hiicrelerin kardiyomiyojenik

hiicrelere (60) farklilagmasini uyarmak amaciyla kullanilmistir.

2.6. HUCRE FARKLILASMASI
2.6.1. Hiicre Farkhlasmasi Yollar:

Kok hiicrelerin yeteneklerinin korunmasi ve devam ettirilmesi siirecinde etkili olan
sinyal ileti yolaklar1 ve birbirleri ile olan etkilesimleri molekiiler biyolojinin temel
arastirma konularindandir. Kok hiicreler, hiicre i¢i regiilasyon mekanizmalar1 ve
bulunduklar1 mikrocevreden(niche) aldiklar1 sinyaller ile kendilerini yenileyebilir ya da
farklilasabilmektedirler. Kok hiicrelerin kapasitelerinin  sinyal ileti yolaklari,
transkripsiyon faktorleri, hiicre siklusu diizenleyicileri ve miRNA’lar {izerinden kontrol
edildigi ve bunu saglandigi bilinmektedir. Kok hiicrelerin farklhilagsmasinda ve
kendilerini yenilemesinde gorevli olan "LIF-STAT, MAPK-ERK, P13 ve Wnt gibi
sinyal yolaklar1 bu mekanizmalardan en onemlileridir. MAPK-ERK yolaginin kok
hiicrelerde 6zellikle farklilagsmada gorev aldig1 yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur
(64). MAPK/ERK yolaginm kok hiicrelerin proliferasyonundaki etkinligi de
bilinmektedir. Sicanlarin kemik iliginden izole edilmis mezenkimal kok hiicreler kiiltiire
almip, diisiik doz iyonize radyasyona maruz brrakildiklarinda, proliferasyonda belirgin

sekilde artis tespit edilen hiicrelerde MAPK/ERK yolag1 ve bu yolaktaki molekiillerin
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aktivasyonu tespit edilmistir (65). Mezenkimal kok hiicrelerin yag doku hiicrelerine
farklilasmas1 amaciyla yapilan bir calismada p38 yolagi inhibe edildiginde daha az
farklilagma goriiliirken ERK yolaginin inhibisyonu belirgin bir sekilde yag doku hiicresi
olusumuna neden olmustur. Boylece, ERK yolaginin aktiflesmesi ile mezenkimal kok
hiicrelerin farkilasmasimnin baskilandigi, bu yolagin 6zellikle mezenkimal kok hiicrelerde
spesifik karakterlerinin devam ettirilmesinde rol aldigi belirlenmistir (66). Kok
hiicrelerin farklilagsmadan stabil kalmalarinda da PI3K yolaginin aktivasyonun 6nemli
rolii vardir. Bu yolagin inaktivasyonu 6zellikle mezenkimal kok hiicrelerin kemik, sinir,
kardiyak gibi dokulara farklilagmasina yol agmaktadir (67). Kok hiicrelerin farklilagsma
sirecinde bunlarin yani1 sira hiicre i¢ci mekanizmalari, miRNAlar ve Oct4, Sox2, Nanog
gibi transkripsiyon faktorleri araciligi ile diizenlenmektedir. Bu transkripsiyon faktorleri
ozellikle kok hiicrelerin pluripotensi karakterlerinin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir. Ayrica
gen ifadelerinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan kromatin modifikasyonlar1 ve
epigenetik degisimler de kok hiicrelerin yeteneklerinin ve karakterlerinin

belirlenmesinde gorevli temel mekanizmalardandir (68).

Losemi inhibitor faktor (LIF), Wnt, PI3K gibi sinyal yolaklar1 ve Oct4, Sox2 gibi
transkripsiyon faktorleri, embriyonik kok hiicrelerde c¢esitli genlerin anlatimini
diizenleyerek hiicrenin farklilagsmadan, pluripotent kok hiicre bi¢iminde kalmasini
saglamaktalardir. Bir transkripsiyon faktorii olan Nanog’ta bu yolaklarin etkiledigi ve
hiicrede embriyonik kok hiicre stabilizasyonunda rol oynayan onemli bir molekiildiir.
Nanog'un anlatiminin diizenlenmesinde sinyal ileti yolaklarinin disinda, FoxD3, p53 ve
Oct4 gibi transkripsiyon faktorleri de gorev almaktadir. Fonksiyonel olarak ise Nanog,
Sox2 ve Oct4 gibi diger 6nemli pluripotent faktorleriyle birlikte gorev yapmakta ve
cesitli genlerin regiilasyonunu saglamaktadir. Bu ii¢ 6nemli regiilatoriin hem hiicre i¢i
miktarlar1 hem de birbirleriyle olan fiziksel etkilesimleri, yine bu 3 faktoriin
aktivasyonunu diizenlemekte ve kok hiicrelerin karakterlerini bozmadan pluripotensi
ozelliginin korunmasini saglamaktadir (69). Ote yandan, Nanog, LIF'in inaktif oldugu

durumlarda bile EKH'lerin kendini yenilenmesinde rol oynamaktadir.

Giiniimiizde kok hiicrelerin yeniden programlanarak embriyonik kok hiicre gibi
davranmasi i¢in sinyal yolaklar1 bulunmustur. Bu sinyal yolaklari, c-Myc gibi

onkogenler de bulunduran bazi transkripsiyon faktorlerini kapsamaktadir. I1k caligmalar,
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fare hiicrelerinin bu anti-farklilasma sinyalleri kombinasyonlariyla farklilasmay1 geri
dondiirebildiklerini ve yetiskin hiicrelerin tekrar pluripotent hale getirilebileceklerini
gostermektedir (70). Ancak, bu hiicrelerin geri doniistiirmesinde yer alan siirecte
onkogenlerin de bulunmasi, bu tarz ¢calismalarin tedavideki kullanimlarim1 engelleyecek
gibi goziikmektedir. Hiicresel farklilasmasi arastirmalarinda, kombine edilmis
transkripsiyon faktorlerinin diger somatik hiicrelerin de kaderlerini etkileyebilecegini
gosteren bulgular elde edilmistir. Yakin zamanlarda bazi arastirmacilarin yaptigi
caligmalar, noral hatta 0zgii olan {i¢ transkripsiyon faktoriiniin, fare fibroblastlari
dogrudan islevsel néronlara doniistiirebilecegini gostermektedir (71). Mezenkimal kok
hiicrelere uygulanan cesitli kromatin modifiye edici ajanlar (histon deasetilaz inhibitorii,
trichostatin A -TSA- ve demetilleyici ajan 2'deoxycytidine -5azadC-), adipoz hiicrelere
doniisiimii tesvik etmekte ve hiicreleri epigenetik diizeyde etkileyerek farklilagsmay1

saglamaktadirlar (72).
2.6.2. Pluripotenside Biiyiime Faktorlerinin Etkisi

FGF4 ve FGFR2 barindirmayan embriyolar implantasyondan hemen sonra 6liirlerken,
IHK hiicreleri de in vivo kosullarda bile cogalamaz ve dejenere olurlar. Ancak, sadece
FGF4 yok olan EKH cogalabilir, bu da FGF4’ iin en azindan in vitro sartlarda hiicre
cogalmasi icin gerekli olmadigim gosterir. FGF4 ve ERK2 genleri kapatilmis olan IHK
hiicreleri noral ve mezodermal hiicrelere farklilagsmazlar. Bu hiicreler Oct 4 ve Nanog
diizeyleri yiiksek kalir. Noral kok hiicrelerde (NKH) de yapilan caligmalar fibroblast
biiylime faktorlerinin  MAPK/ERK aktivasyonu araciligiyla NKH'lerin Schwann
hiicrelerine  farklilastiklarin1 ~ gostermistir  (73). Spermatogonial kok hiicreler,
memelilerde sperm iiretiminden sorumlu ve belirli hiicre dongiileri olan esey kok
hiicreleridir. ERK1 ve ERK2'nin Sertoli hiicrelerinin kendini yenileme ve proliferasyon
fazlarinda periyodik olarak aktive oldugu, ayrica ERK1/2'nin biiyiime faktorii pozitif
spermatogonial kok hiicrelerin farklilasmadan korunmalarinda da gorev aldigi

belirlenmistir (74).
2.6.3. Kok Hiicre Mikrocevresi (Niche; Nis)

Kok hiicrelerin bulunduklar1 doku igerisinde, hiicrelerin yasamini siirdiirebilmesini

saglayan diger hiicrelere farklilasabilmesini destekleyecek bir yasam alani vardir. Kok
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hiicrelerin kendilerini yenileyebilmeleri ya da farklilasma yoniine gidecek projenitor
hiicreleri tiretmeleri kok hiicre kimligini yonlendiren sinyalleri iireten mikrocevreye ya
da 1978 yilinda Schofield’in terminolojiye kazandirdig:i ifade sekliyle, ‘kok hiicre
nisi’ne baglidir (75). Bu yasam alani, dokudaki oksijen ve biiylime faktorlerinin
hiicrelere ulagsmasini saglayarak hiicrelerin birbiri ile iletisimini destekler. Hiicreler arasi
maddenin olusturdugu bu ii¢ boyutlu ortama hiicre nisi denilmektedir (76, 77) (Sekil
2.6).

Hruicreler Aras:

Maddede

cozinmiis
ivonlar Hricreler Aras:
\ Baglanti Balgesi

Kok Hiicre

Wis Hiicresi
Bazzl Mebran ile
Baglanti1 Bélgesi

Bazal Membran

Sekil 2.6: Kok hiicrelerinin in vivo ortamdaki nisinin semasi (77).

Kok hiicreler, yasam boyunca doku homeostazinda ve onariminda kritik bir role
sahiptir. Bu hiicrelerin kendini yenileme ya da farklilagma yoniindeki kaderi, kok hiicre
icsel belirleyicileri ve ozgiillesmis bir mikrogevrenin, yani kok hiicre nisinin iirettigi
sinyaller tarafindan kararlagtirilir. Kok hiicrelerin istenilen hiicre c¢esidine
farklilagsmasin1 uyaracak in vitro kosullarin saglanmasima yonelik girisimlerden biri de,
ozellikle son zamanlarda ‘niche’ olarak isimlendirilen, hiicrelerin farklilasip yasamlarini
devam ettirdikleri mikrocevre ya da yatak anlamima gelen ortamin, farklilagsma

mekanizmalar1 iizerine etkilerinin anlasilmasidir (78).

Niche kavramu ilk kez, kok hiicreleri destekleyen sinirli mikrogevre olarak Schofield
tarafindan 1978 de ortaya konmustur (79). Kemik iliginde, mezankimal kok
hiicrelerden olusan kemik iligi stroma hiicreleri nis’in fiziksel yapilarmi olustururlar.

Kemik iligi stroma hiicreleri salgiladiklar1 sitokinler ve hiicre-hiicre adezyonuyla
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baslatilan hiicrelerarasi sinyallerle HKH’lerin kendilerini yenileme ve farklilasmasini
diizenlerler (80). Kok hiicreler kendilerini destekleyen mikrocevre (nis) adi verilen
fiziksel ortamla iliski halinde olup mikrogevrenin {irettigi sinyaller sonucunda
farklilagabilir ya da kendilerini yenileyebilirler (81). Mikrogevreden alinan sinyaller
sonucu aktiflesen LIF-STAT, MAP-ERK, PI3K, Wnt gibi sinyal ileti yolaklar1 bir dizi
proteinin etkilesimiyle kok hiicrelerin gelisim ve farklilasma kaderlerini belirlerler (64).
Oct4, Sox2 ve Nanog gibi Onemli transkripsiyon faktorleri, kok hiicrelerin
karakterlerinin olusumunda ve bu karakterlerin uzun siire korunmasinda gorevlilerdir.
Kok hiicrelerin kendi kendilerini yenileyebilme o6zellikleri ekstraseliiler matriksten
gelen sinyallerle olmaktadir. Ornegin insan embriyonik kok hiicrelerinin farklilasmadan
ireyebilmesi icin bazal fibroblast biiyiime faktorii (bFGF); fare embriyonik kok

hiicrelerinin farklilasmamasi i¢in de LIiF kullanilmaktadir (82).

Ce_ s 9

Kok hiicrelerin bulunduklar1 bolgelerdeki “nis” lerinden hasarli dokuya dogru
mobilizasyonu, migrasyonu gerekmektedir. Bunu saglayan uyarinin da, hasarli dokunun
degisen mikrocevresinden geldigi gosterilmistir. Hasarli bolgede salman solubl
faktorlerden stromal derived factor-1 (SDF-1) ve kompleman C3 fraksiyonunun 6énemli
rolii oldugu ileri siiriilmektedir. Burada yiiksek konsantrasyon gelismesi sonucu olusan
gradient diger bolgelerdeki kok hiicrelerin hasarli bolgeye mobilizasyonu ic¢in bir uyar1
olusturmaktadir (83- 85). Yetiskin yasamda kok hiicre nislerinin yerlesimleri, kemik
iligi, deri ve bagirsak gibi bazi dokular i¢in iyi bilinmektedir. Nis hiicreleri ile fiziksel
etkilesimler, kok hiicre mitozu sirasinda yariklanma diizleminin oriyentasyonu ve nis
alanlarinda, Wnt, Notch ve kemik morfogenetik protein yollarmin katilimiyla
gerceklesen molekiiler capraz iletisim, kok hiicrelerinin simetrik ve asimetrik boliinmesi
arasindaki dengeyi ve bununla iligkili sonuglar1 kontrol altinda tutar. Bu olaylarin
kontroliindeki fazlalik ya da eksiklik seklindeki bir diizen bozuklugu, doku

homeostazinin, onariminin yetersizligi veya tiimor olusumu ile sonuglanir (85).

Kok hiicre nisleri ve bunlarin molekiiler diizenlemesine gosterilen yogun ilgi, modern
tipta kok  hiicre islevlerini etkileme potansiyelinin yarattigi  heyecandan
kaynaklanmaktadir. Yakin gelecekte, kok hiicre nislerinin hedeflenmesi, doku onarimini

ve doku homeostazin1 yeniden saglamak icin hiicresiz bir strateji olusturabilir. Kok
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hiicrelerin istenilen hiicre cesidine farklilasmasi olasiligi, arzu edilen hiicre cesidinin
mikrogevresini taklit etmeye yonelik girisimleri artirmigtir. Bu amagla, kok ya da onciil
hiicreler ¢esitli kimyasal kiiltiir kosullarinda arzulanan hiicre ¢esidinin mikrocevresinin
Ozgiin hiicreleri, doku parcaciklar1 ya da hiicredis1 matriks elemanlar: ile ko-kiiltiire
yontemi kullanilmaktadir. Bazi arastirmacilar kiiltiir kosullarinin yaninda bazi mekanik
etkiler uygulayarak kok hiicreden istedikleri hiicreleri elde etmeyi denemektedirler. Bu
alandaki iki tipik calisma Giiney Asya iilkelerinden gelmistir. Bu caligmalardan ilkinde
sican kemik iligi stromal hiicreleri sivi akiminin tesvik ettigi mekanik giiclere maruz
birakilmis ve yapilan incelemelerde bu hiicrelerde diiz kas hiicresi-6zgiin hiicre iskeleti

proteinin ekspresyonunda belirgin bir artig saptanmustir (86).

Son yillarda gergeklestirilen bircok caligma, yetiskin dokuya 6zgii kok hiicrelerinin
sayet normal mikrogevre ya da yataklarindan baska bir mikrocevreye yerlestirilirse yeni
mikrogevrelerine uygun hiicre cesitlerini iiretmek icin yeniden programlanabilecegini
gostermistir. Yeni mikrogevre ya da yataklarina yerlesmis yetiskin doku 6zgiin kok
hiicreleri daha sonra bu yeni mikrogevreye yanit olarak ya dogrudan farklhilagmis
hiicrelere transdifferensiye olurlar ya da “cogaltict transit hiicreler” (transit-amplifiying
cells)’i olustururlar. Cogaltict transit hiicrelerinin birincil gorevi, kok hiicrelerin
boliinmelerinden dogan farklilasmis hiicrelerin sayisin1 cogaltmaktir. Boylece, kok
hiicreler sinirsiz boliinme yetenegine sahip olmalarina ragmen yapmalar1 gerekenden
daha az boliinme yapabilirler (87). Bu bilgiler bize gosteriyor ki, yetigskin kok hiicreleri
kendi mikrocevrelerinden uzaklastirildiklarinda ve yeni bir genetik programi
etkinlestiren sinyalleri yayan farkli bir mikrogcevreye ya da yataga yerlestirildiklerinde

yeniden programlanabilirler.

Mikrogevrelerinden aldiklar1 farkli sinyaller ile farkli hiicre tiirlerine doniisebilen
hiicreler, cogalma ve farklilagsma ile iliskili sinyal yolaklarindaki diizenleme bozuklugu
sonucu kanser kok hiicrelerine (KKH) de doniisebilmektedir. KKH’ler, tiimor hiicreleri
arasinda timoOr olusumundan ve tedavi direncinden sorumlu kii¢iik bir alt popiilasyon
olup, tiimor kokenli dokudaki normal kok hiicrelerle asimetrik hiicre boliinmesi, kendini
yenileme ve cok yonlii farklilagabilme gibi 6zellikleri paylasirlar. KKH’leri, kok

hiicrelere 0zgii 6zellikler tasidigmin gosterilmesi i¢in siklikla farklilagma kapasitelerinin
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incelendigi goriilmektedir. Giiniimiizde bir¢ok kanser tipine ait farkli kanser kok hiicre

alt popiilasyonlarinin farklilagma kapasitesi in vitro olarak gosterilmistir.

2.6.4. Hiicre Siklusu ve Diizenleyicileri

Hiicre siklusu hiicrenin dogumundan kardes hiicrelere ayrilmasina dek olan degisimleri
icine alan bir siirectir. Bu siire¢ 4 basamaga ayrilir. Bunlar G1, S, G2 ve M fazlaridir.
Gl1, S ve G2 fazlar1 kombinasyonu interfaz adin1 almaktadir. M faz1 sonunda iki kardes
hiicre ortaya cikar ve her biri G1 fazina girer. Bu donemde diger hiicre siklusu i¢in
gerekli olan metabolitlerin cogu iiretilir. Ayn1 zamanda bu donemde hiicrenin bir daha
boliintip boliinmeyeceginin karar1 alinir. Eger boliinmeyeceklerse hiicreler GO adi
verilen sessiz faza girerler. G1 siiresince hiicreler diger boliinmeye girilmeyi uyaracak
olan biiylime faktorlerine cevap verme asamasindadir. Eger cevap verilirse artik geri
doniis olmaz ve hiicre boliinmeye baslar. Biiyiime faktorleri ayni zamanda GO’da
bulunan hiicreleri de uyararak hiicre siklusuna girmeye zorlar. Bununla birlikte, timor
baskilayic1 genler (tumor supressor genes) adi verilen proteinler hiicre siklusunu G1
fazinda bloke eder. Bu nedenle G1 fazi hiicre boliinmesinin diizenlenmesinde ¢ok
onemli olan bir donemdir. Onkogen ad1 verilen proteinler bu donemde patolojik olarak

bu diizenlenmeyi bozarak kontrolsuz hiicre biiyiimesine neden olmaktadirlar.

DNA replikasyonu S fazi siiresince gozlenir ve bu donem sonunda DNA icerigi 2 katina
cikar. G2 fazi siiresince hiicre boliinmeye hazirlanir ve cekirdek zar1 pargalanmasi ile bu
donem sona erer (88-90). Siirekli boliinen hiicrelerde mitozdan sonra siklus G;-S-G;
(interfaz) ve M (mitoz) seklinde tekrarlanir. Bu siirecte hiicre uyarimi ve biiyiime
meydana gelmekte veya boliinme sinyali almadiklar1 siirece istirahat fazi Gy da

durmaktadirlar http://www.adutfdergi.org/text.php3?id=254 - r2(91). G;, S, G, fazlar

hiicre siklusunun %90’nin1 kapsar ve 16-24 saat siirer. Mitoz boliinme ise 1-2 saat
stirmektedir. Hiicre biiyiimesi G; fazinda kisitlayici nokta (R point) tarafindan koordine
edilir. Kisitlayict noktada hiicre duracak veya hiicre siklusunu tamamlayacaktir (92). G,
fazinda hiicreler kendi ¢evrelerini kontrol eder, sinyalleri alir ve biiyiimeyi indiikler. Bu
fazda DNA sentezi (replikasyonu) i¢in hazirlik yapilir. RNA ve protein sentezi olur. S
fazinda ise DNA sentezlendikten sonra, G, fazinda hiicre biiyiimeye devam eder ayni

zamanda RNA sentezi, protein sentezi gerceklesir ve hiicre mitoza hazirlanir. Mitoz;
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profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan olusmaktadir. Telofazda sitoplazmik bdliinme

tamamlanir ve ayn1 genetik materyalli iki yeni hiicre meydana gelir (92-95) (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Okaryot hiicre siklusu. I: Interfaz; G1: Biiyiime; S: DNA sentezi; G2:
Biiyiime ve mitoza hazirlik ; GO: Dinlenme asamasinda olan, boliinmeyen hiicreler; M:
Mitoz boliinme (profaz, metefaz anafaz ve telofaz) fazlarindan olusur (95).

Hiicre siklusu, siklin ve siklin bagiml kinazlar (CDK) tarafindan diizenlenir. Memeli
hiicrelerinde farklilasma, G1 fazindan S fazina gecis siirecinin diizenlenmesiyle kontrol
edilmektedir. Retinoblastoma proteini (Rb), G1/S gecisini kontrol eden Onemli
molekiillerden biri olup aktivasyonu fosforilasyonla saglanmaktadir. De-fosforile Rb,
(Gl fazinda) S fazina girisi saglayan genlerin ekspresyonunu baskilarken, S fazina
yaklasildik¢a siklinler tarafindan fosforlanmasi saglanir. Boylelikle, E2F serbest kalir ve
S fazina gecis i¢in ¢esitli faktorlerin aktivasyonunu saglar. Normal hiicrelerden farkli
olarak, embriyonik kok hiicreler Rb'nin de-fosforile halinin bulunmadigi kisa bir G1

faz1 gecirir (96-98).
2.6.5. Kendini Yenileme (Self-Renewal)

Kok hiicreler, yiiksek ¢ogalim potansiyellerini sahip olduklar: yiiksek telomeraz enzim
aktiviteleri sayesinde saglarlar. Farklilagmadan bu islevi devam ettirmelerini ise,
bulunduklar1 mikrogevrelerden kaynaklanan bazi sinyal yolaklarmin (Wnt, Notch ve

Jak/Stat3 gibi) aktivasyonuna bagh olarak kendini-yenilemeden sorumlu olan
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transkripsiyon faktorlerinin (OCK3, Nanog gibi) devam eden ekspresyonlariyla
stirdiiriirler. LIF, gp130 reseptorii lizerinden JAK-STAT (Signal transducer activator of
transcription) ve SHP2-Erk yolaklarinin uyarilmasiyla STAT3’tin uyarilmasi ve
cekirdekte ilgili genlerin transkripsiyonundan ve OCT4 (octamer-binding transcription
factor 4) morula evresinde trofoektoderm ve i¢ hiicre Kkitlesinin gelisiminden
sorumludur. Nanog ilkel endodermin olusumda ve gastriilasyonda etkilidir. Notch/Wnt

sinyal yolaklar1 EKH ve yetiskin kok hiicrelerde kendini yenilemeyi saglar (99-102).

MAPK-ERK sinyal ileti yolagi: gp130'un stimiile ettigi sinyal ileti yolaklarindan bir
digeri ise Ras/ MAPK (mitogen-activated protein kinase) sinyal yolagidir. ERK
(extracellular signal-regulated kinase) ve MAPK yolaklari, somatik hiicrelerde bircok
hiicresel siirecte gorev almakla birlikte Ozellikle kok hiicrelerin yeteneklerinin
korunmasinda, ¢ogalmalarinda ve farklilasmalarinda rol aldigi bilinmektedir. ERK
yolagi, hiicre zarinda Grb2 adaptorii ve Sos guanin-niikleotid-degisim faktorii iceren
aktif reseptorlerle iliski halindedir. Sos'un zardaki konumu Ras proteininin
aktivasyonunu belirlemektedir. Ras'in aktivasyonu, Raf ve MAPK'nin ardindan,
ERK'nin aktivasyonuna neden olan bir transfosforilasyon kaskadi olugsmasina neden
olmaktadir. Aktive olmus ERK, sitoplazmik bazi proteinleri fosforile edebildigi gibi
transkripsiyon diizenleyicileri olan Elk, Ets ve Myc gibi proteinlerin aktivasyonunda da
rol oynamaktadir (103). MAPK/ERK yolaginin kok hiicrelerin proliferasyonundaki
etkinligi de bilinmektedir. Sicanlarin kemik iliginden izole edilmis mezenkimal kok
hiicreler kiiltiire alinip, diisiik doz iyonize radyasyona maruz birakildiklarinda,
proliferasyonda belirgin sekilde artis tespit edilen hiicrelerde MAPK/ERK yolagi ve bu
yolaktaki molekiillerin aktivasyonu tespit edilmistir (76). Ayrica noral kok hiicrelerde
(NKH) de yapilan ¢alismalar fibroblast biiyiime faktorlerinin MAPK/ERK aktivasyonu

aracilifiyla NKH'lerin Schwann hiicrelerine farklilagtiklarini gdstermistir (77).
2.6.6. CD Yiizey Belirtecleri

Kok hiicre belirteclerini kullanarak kok hiicre tipini belirlemek, giiniimiizde en yaygin
basvurulan yOntemlerden birisidir. Hiicrelerin yiizeyinde yer alan, hiicrede sinyal
yolaklar1 iizerinde veya hiicre-hiicre yapisma molekiilleri olarak rol oynayan bu

belirteclerden bircogu kisaca “CD” (Farklanma Kiimeleri=Clusters of Differentiation)
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olarak bir baglk altinda toplanmis olup, hiicre tiiriine gore ¢cok 6zgiin veya ¢ok yaygin
olarak bulunurlar (104). Kok hiicreler, bulundurduklar: 6zgiil hiicre yiizey belirteclerine
gore saflastirilabilirler. Ancak, in vivo hiicre kiiltiir ortamlari, hiicrenin ayni1 tutumu
sergileyip sergilemeyecegini belirsiz hale getiren sekilde hiicrenin davranisini
degistirebilmektedir. Bu durumda, Onerilen ergin hiicre popiilasyonlarinin gercekten
kok hiicreler olup olmadig1 konusunda onemli tartismalar bulunmaktadir. Kok hiicreler,
digerlerinden ayiran bu 6nemli 6zellikleri sayesinde organizmanin hiicresel yapim ve

onarim olaylarinda eksilen hiicreleri yenilemek iizere genis bir olanak sunarlar.
2.7. MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), kemik iliginin stromasi i¢inde yer alan uzantili
fibroblast benzeri multipotent hiicrelerdir. CD73, CD54 (ICAM-1), CD105, CD39,
CD49 (a5-integrin) gibi belirtegleri eksprese ederler. Uygun kosullarda, osteojenik,
kondrojenik, adipojenik yonde farklilagabilmektedirler (105, 106).

MKH, hiicrelerin bag dokularinda bulunan, yetiskin haldeki kok hiicre tipidir ve
dokularin destek boliimii olan "stroma hiicre"sinin de temelini olusturmaktadirlar.
MKH’ler, bulundugu dokudan, hasarli bir dokuya gecebilmektedirler. Bu sayede hasarli
dokuda doku tamirini saglarlar. Mezenkimal kok hiicrelerin en ¢ok ilgi ceken 6zelligi,
bu hiicrelerin uygun kosullarda basta bag dokusu olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicre tiplerine
farklilasabilme potansiyeli varliginin gosterilmis olmasidir. Yetiskin viicudundaki
bircok farklilagsmis hiicre, koken ve O0zyapr acisindan yakin iligkili ailelere ayrilabilir.
Bag dokusu hiicre ailesi, sadece birbirleriyle iligkili olmayip alisilmadik bir sekilde
birbirine doniisebilirler. Kendi kendini yenileyen multipotent 6zelliklerinden dolay1 bu
hiicrelere (olgunlagsmamis fibroblast ) mezenkimal kok hiicreler denir. Bu bag dokusu
hiicreleri, hemen hemen tiim doku ve organlarin destek ve onariminda temel rol oynar
ve farklilasmis karakterlerin uyarlanabilirligi, pek ¢ok hasar tipine yanit verebilmelerini
saglayan onemli bir 6zelligidir. Fibroblastlar kimyasal sinyallere yanit olarak karakter

degistirirler.

Bagdoku ailesinin en az 6zellesmis hiicreleri olan MKH, Tip I ve Tip III kolajenden

zengin kat1 olmayan bir matris salgilarlar. Bir doku yaralandigi zaman, yakindaki



31

fibroblastlar cogalarak yaranin icine go¢ eder ve hasarli dokuyu izole edip onarmaya
yardim edecek kollajen matristen ¢ok miktarda {Uretirler. Yara yiizeyinde iyi
cogalabilme yetenekleri, kendi baslarina yasayabilmeleri ile birlesince, neden
fibroblastlarin kiiltiirde en kolay {iireyebilen hiicreler oldugu ve hiicre biyolojisi

caligmalarinda tercih edildikleri anlagilmaktadir (107).

MKH’ler ilk kez Friedenstein tarafindan 1976 yilinda diisiik yogunluklu Kkiiltiir
ortaminda gelisen kemik aspiratinda olustugu gozlenmistir. MKH’ler bugiin 6zellikle
immiinoregulatuar 6zellikleri ve rejenerasyon kapasiteleri nedeniyle klinik kullanima
girmeleriyle Avrupa Birligi (AB) tip ajansi tarafindan Ilag¢ Hiicre (Cell-Drug) kapsamina
almmustir (108). MKH’ler, yetiskin kok hiicre tiplerinden biridir. Mezenkimal kok
hiicreler tek hiicre diizeyinde osteoblastlari, kondroblastlari, adipositleri, fibroblastlari
ve iskelet myoblastlarin1 da iceren mezodermal hiicrelere diferansiye olabilmektedirler.
Mezenkimal kok hiicreler, Owen ve Friedenstein’in 1960’11 yillardaki 6ncii ¢alismalari
ile ilk kez giindeme gelmistir (109). 1980 ve 90’11 yillarda ise Caplan’in arastirmalari
konuya ilgiyi artirmistir. Bu hiicrelerin, in vitro ortamda kemik, kikirdak, adiposit,
miyosit ve kardiyomiyositlere farklilastiklar1 gosterilmistir (110). Haynesworth ve ark.
ise MKH’lerin kemik, kikirdak doku, tendon, ligaman, kemik iligi stromasi, yag

dokusu, kas ve bag dokusuna farklilagsma 6zelligine dikkati cekmistir (111).

Kemik iligi stromal hiicrelerinin, miyojenik farklilasma ve yetiskin organize kontraktil
protein olusturdugu, alict kardiyomiyositler ve gap junctionlar araciligi ile iliski
kurdugu gosterilmistir (112). Kemik iligi stromal hiicrelerinin miyositler disinda endotel
ve diiz kas hiicrelerine de farklilastig1 bildirilmistir (113). Bu hiicrelerin basit bir kemik
iligi aspiratindan 10 hafta icinde yaklasik 50 kez ikiye katlanarak c¢ogaltilmasi

mumkiindiir.
2.7.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicrelerin, karakteristik ©Ozelliklerini tanimlamada arastirmacilar
arasinda bazen celiskiler yasanmaktadir. Ozellikle hiicre esasl bir tedavi ya da doku
miihendisliginde kullanilmak iizere en uygun hiicre kaynagmnin secilmesi s6z konusu
oldugunda, mevcut hiicre kaynaklarmin birbiriyle kiyaslanarak en uygun olanimnin

secilmesi 6nemlidir. Boyle bir durumda, cesitli yontemlerle izole edilmis ve farkli
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kistaslara gore kok hiicre olarak adlandirilmis bu hiicrelerin, birbirleriyle biyolojik
ozellikleri ve deney sonuclar1 acgisindan dogrudan bir kiyaslamanin yapilabilirligi ile
ilgili karsit goriisler ileri siiriilmiistiir (114). Elde edilen hiicrelerin kiyaslanmas: ile ilgili
bu gibi tartismalar kismen, MKH’yi tanimlayan uluslararasi olarak kabul edilmis
kriterlerin eksikliginden kaynaklanmaktadir. Bu nedenlerden 6tiirii International Society
of Cellular Therapy ( ISCT ), hem laboratuar hem de pre-klinik ¢aligmalar i¢cin insan
MKH’leri tanimlamada gerekli kriterleri onermistir (114, 115) (Tablo 2.1). Halen
MKH tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan baslica o6zellikler; plastik yiizeye
yapismasi (plastik adherens), spesifik yiizey antijenlerinin ekspresyonu ve multipotent
farklilasma potansiyelidir. MKH’ler standart kiiltiir kosullar1 altinda plastik doku kiiltiir
kaplarina yapigmaktadir. Kemik iligi kaynakli MKH’lerinin ilk izolasyonu 1970’li
yillarda Friedenstein ve arkadaslar1 (51) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu caligmalarda
aspire edilen kemik iliginin in vitro kiiltiiriinde, diger hiicrelerden farkli olarak plastik
kiiltiir kabina yapisarak koloni olusturabilen fibroblast benzeri hiicre kolonilerini rapor
etmislerdir. Giiniimiizde de MKH’lerin izolasyonu icin bu basit protokol yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. MKH’ler, cok 6zel kosullar saglanarak doku kiiltiir flasklarina
yapismadan da ¢ogaltilabilmektedir.

Tablo 2.1. ISCT tarafindan MKH tanimlamasi icin gerekli kriterlerin 6zeti

1. Standart kaltar kosullannda plastik adherensi olmasi

2. Fenotlip pozitif (%95=, +) negatif (%2=, +)
CD105 CD45
CD73 CcCD34
CDg0 CD14 veya CD11b

CD79a veya CD19

HLA-DR

3. In vitro diferansiasvon: osteoblast, adiposit, kondroblast

(115).

Bir hiicre popiilasyonunun hizli bir sekilde tanimlanmasma imkan taniyan yiizey
antijeni ekspresyonu, immiinoloji ve hematolojide ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.
ISCT kriterlerine gore, bir MKH popiilasyonunun % 95 veya daha fazlasinin CD105
(endoglin olarak bilinir ve orijinal olarak MAb SH2 seklinde tanimlanmistir), CD73
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(ekto-5W -nukleotidaz olarak bilinir ve orijinal olarak MAb SH3 ve SH4seklinde
tanimlanmistir), CD90 (Thy-1 olarak da bilinir) antijenleri i¢in pozitif olmasi
gerekmektedir. Spesifik Yiizey Antijenlerinin Ekspresyonu onemlidir. Ayrica, heterojen
MKH popiilasyonunu diger hiicre popiilasyonlarindan ayirt etmek i¢in hematopoetik
kok hiicreler veya hiicrelerin izole edildigi dokuya ait spesifik antijenlerin negatif
olmast gerekmektedir. Buna gore hiicre popiilasyonunda CD45, CD34, CD14 veya
CD11b, HLA simf II, CD79a veya CD19 ve gibi hematopoetik antijenlerdeki pozitiflik

oraninin %2’yi gegcmemesi gerekmektedir (114, 115).
2.7.2. Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklan

Kemik iliginde, mezodermden koken alan hematopoetik, endotel ve mezenkimal
kok/progenitor hiicreler bulunmaktadir. Kemik iliginde non-hemotopoetik kok
hiicrelerin varligi 130 yi1l 6nce Alman patolog Cohnheim tarafindan ile siiriilmiis
olmakla birlikte, bu hiicreler ilk olarak 1976 yilinda Friedenstein tarafindan
tanimlanmiglardir. Friedenstein, fetal buzagi serumu iceren kemik iligi materyalinin
ortama yayilmasi sonucunda, adezyon yetenegi olan, morfolojik olarak fibroblastlara
benzeyen, kemik hiicreleri ve yag hiicrelerine farklilasma yetenegine sahip hiicre
kolonilerinin varligmi bildirmistir (51). Kemik iligi mikro cevresi kemik homeostazisi
ve hematopoezini destekleyen bircok farkli elementten olusur. Bu elementlerden biri de
mezenkimal hiicreler olup kas, kan, vaskiiler ve iirogenital sistemi olusturan
mezodermal orijinli primordial hiicrelerdir. Bugiin mezenkimal hiicrelerin hematopoetik
karakterli olmayan bir grubunun, mezenkimal ve mezenkimal dis1 hiicreleri olusturan
kok hiicreler oldugu saptanmis olup bu hiicrelere mezenkimal kok hiicreler adi
verilmektedir. Kemik iliginde her 10.000-100.000 tek ¢ekirdekli hiicreden birinin MKH
oldugu hesaplanmaktadir. Bu oran kordon kaninda 1/108’e kadar diisebilmektedir.
Kemik iligi stromal hiicreleri, mezenkimal kok hiicre olarak tanimlanmistir. ISCT
tarafindan mezenkimal kok hiicre yerine “multipotent mezenkimal stromal hiicre” (115)
denilmesi Onerilmisse de cok yonlii (multilineage) farklilasma o6zellikleri bulunan bu
hiicreleri “mezenkimal kok hiicre” olarak isimlendiren arastirmacilar ¢ogunluktadir.

Mezenkimal kok hiicreler bugiin bir¢ok farkli dokudan elde edilebilmektedir. Gobek kordonu,
periferik kan, amniyotik siv1 (116), periost (117), yag dokusu (118, 119), sinoviyal membran
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(120) ve kas (121), wharton jeli, dis, karaciger vd. kaynaklardan elde edilebildikleri

arastirmalarda gosterilmistir.
2.7.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklilasma Potansiyeli

Mezenkimal kok hiicreler, birgok mezodermal dokuya farklilasabilmektedir. ilk in vivo
farklilagsma, 1983 yilinda Sale ve Storb tarafindan tanimlanmistir. Allojenik kemik iligi
kaynakli hematopoetik kok hiicre nakli yapilan bir kopekte beklenmeyen bir fenomen
olarak solunum yetmezligi tablosu gelistigi tespit edilmis ve yapilan biyopsilerde
akcigerlerde yaygin ossifikasyon saptanmistir (122). Kok hiicrelerin in vitro ve in vivo
kosullarda yalnizca kaynaklandiklar1 doku ve organlarin hiicrelerine degil,
viicudumuzun diger islevsel hiicrelerine de doniisebildiklerini (plastisite) gosteren
bircok rapor yayimlanmistir. Diger yetigskin kok hiicre kaynaklarina oranla daha kolay
elde edilebilir olmalar1 nedeniyle kemik iligi kaynakli kok hiicreleri oncelikli olmak
izere olmak iizere farkli kaynaklardan elde edilen kok hiicreler rejeneratif ve reperatif

tipta olduk¢a 6nemli bir kaynak olmuslardir.

Farklilagma Potansiyeli, mezenkimal kok hiicrelerin o6zellikle rejeneratif tip
uygulamalari icin en ¢ok ilgi ceken 6zelligidir. Uygun mikro ¢evre kosullarinda basta
bag doku olmak {iizere ¢ok ¢esitli hiicre tiplerine farklilasabilme potansiyelidir. Caplan
ve arkadaslariin ardindan cesitli arastirmacilar in vitro kosullarda uygun uyaranlarla
osteojenik, adipojenik, kondrojenik, miyojenik farklilasma kapasitelerini ve

hematopoetik stroma olusturabildiklerini gostermistir (2, 123) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. MKH’lerin farkli sinyal molekiillerine yanit olarak gosterdikleri degisik
yondeki farklilagmalar1 (123).

Ilerleyen zamanda MKH’lerden pankreas beta hiicreleri, hepatosit, endotel ve epiteloid
hiicrelere doniisiim oldugu gosterilmistir (124). Ding ve ark. tarafindan farklilasmanin
transkripsiyon faktorlerini de iceren bir genetik kontrol mekanizmasi oldugu da
gosterilmistir (125). Ancak uygun kosullar saglansa bile noronlarin farklilagsma
potansiyelleri halen tartismalidir. Uygun uyaranlarla néronal morfolojiye sahip ve
noronal antijenleri tasiyan hiicreler goriilmekle beraber bu hiicrelerin gergek noron
ozelliklerinde ve fonksiyonunda oldugu kanitlanmamistir. Farklilasma potansiyeli ile
ilgili diger bir konu ise MKH’lerin kendi kokeninden degil de farkli bir doku hiicresine

farklilasmasinin in vivo kosullarda cok diisiik olmasidir.

2.7.4. Kok Hiicre ve Mezenkimal Kok Hiicrelerin Rejeneratif Tiptaki Terapotik

Potansiyeli

Rejeneratif tipta, embriyonik ve yetigskin kok hiicreler olmak iizere iki genel gruptan
yararlanilmakla beraber yetigkin kok hiicreler, embriyonik kok hiicrelerin olusturdugu
immiin uyusmazlik, timor olusturma potansiyelleri ve etik problemler gibi sebeplerden

dolayr son yillarda tercih sebebi olmaktadir (126). Yetiskin kok hiicrelerin énemli bir
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tipi olan MKH veya multipotent mezenkimal stromal hiicrelerin, 6zellikle rejeneratif tip
uygulamalar1 i¢in en cok ilgi ceken Ozelligi, bu hiicrelerin uygun mikrogevre
kosullarinda basta konnektif doku olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicre tiplerine farklilagabilme
potansiyeli varliginin  gosterilmis olmasidir. MKH’ler tek hiicre diizeyinde
osteoblastlari, kondroblastlari, adipositleri, fibroblastlar1 ve iskelet myoblastlarin1 da
iceren mezodermal hiicrelere diferansiye olabilmektedirler (8, 127). MKH’ler kemik
iligi veya yag dokudan kolay bir sekilde izole edilebilmekte ve in vitro kosullarda klinik
uygulamalarda kullanilmak {izere biiyiilk miktarlarda ¢ogaltilabilmektedirler. Ayrica,
uzun siireler farklilagsma potasiyellerini kaybetmeden saklanabilmekte ve immiin sistem
izerindeki diizenleyici etkilerinden dolay1 allojeneik MKH nakillerinde ciddi yan etkiler
olusturmamaktadirlar (128). Diger yandan, MKH’ler c¢esitli immiinomodiilatorler
faktorler salgilayarak ve adeziv oOzellikleri sayesinde hiicre/hiicre, hiicre/matriks
iligkileri olusturarak hasar gormiis doku veya organin hizli bir sekilde kendini
yenilemesine yardimci olacak rejeneratif mikrogevreler olusturmaktadirlar. Bu
ozellikler, MKH’lerin basta diabet, karaciger, kalp ve kemik hastaliklar1 gibi
inflamatuar/otoimmiin hastaliklar olmak iizere bir¢cok hasar durumunda potansiyel bir
tedavi yontemi olarak ortaya cikmasia yol acmistir (129, 130). Ayrica, ortopedi, dis
hekimligi, kardiyoloji, norosiriirji, spor hekimligi ve plastik cerrahi gibi ¢ok genis bir
alanda kullanim potansiyelleri bulunmaktadir (131). Tiim bu kullanim alanlar1 disinda,
MKH’ler degisik retroviral veya vektorlerle degistirilebilir, sistemik ve lokal
hastaliklarin somatik gen terapileri i¢inde kullanilabilir oldugunu gosteren calismalar da

mevcuttur (132).
2.7.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kullanim Avantajlan

1. Mezenkimal kok hiicreler bag doku kokenli olmalar1 nedeniyle stromal destek
saglayarak ilgili doku hiicrelerinin gelisimine ve fonksiyonlarina katki saglarlar.

2. MKH’lerin tedavide Onemli olan Ozellikleri, doku onarim ve rejenerasyon
potansiyelleri immunosupresif ve migratuar (gezici) dzellikleridir. Intravensz infiizyon
sonrasi genellikle kemik iligine yOonlenir ve burada yerlesme egilimi gosterirler ise de

eger inflamasyonun bulundugu bir bolge/doku varsa bu bolgeye de yerlesebilirler (133).
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3. Hiicrelerin gidip yerlestikleri (engrafman) ve fonksiyonel etkilerini gosterdikleri
dokuyu tanimlayan homing, dnemli bir 6zelligidir. MKH nin hareketleri, kemokinlerin
az yogun oldugu bolgeden daha yogun oldugu bolgeye dogrudur. inflamasyon
bolgesinde artmis kemokin diizeyleri MKH ‘lerini bulunduklar1 bolgeye ¢ekerler. CD44
gibi baz1 yiizey antijenleri ise endotele tutunmalar1 ve endoteli gegmelerinde gorev alir
(134).

4. MKH’lerin tam olarak tanimlanamamis immunsupresif etkileri vardir. Bu etkilerini
genellikle T hiicre fonksiyonlari baskilamak suretiyle gosterirler. MKH’lerde sadece
Major histocompatibilite (MHC) I antijenleri bulunur. MHC II antijenleri yoktur.
Hayvanlarda immuno supresif gerektirmeksizin MHC bariyerlerine asarak
nakledilebilme avantajina sahiptirler. Bu MKH’lerin tedavide kullanimlarini
kolaylastiracak bir faktor olup, akraba dis1 goniillii vericilerden alinarak c¢ogaltilan
MKH’lerin dondurulmasi ve ihtiya¢ halinde kullanilabilmesine olanak saglamaktadir. In
vitro caligmalar MKH’lerin immun diizenleyici etkilerini dentritik hiicreler, natural
killer (NK) hiicreleri, T ve B hiicreleri iizerinde gostermektedir. Monositik dendritik
hiicrelerin ¢ogalmasini ve olgunlagsmasint ve bu hiicrelerden salinan proinflamatuar
sitokinleri baskilar. Ote yandan olgun plasmositoid dentritik hiicrelerden B hiicre
aktivasyonunu baskilayan ve regiilatuar T hiicrelerini uyaran IL-10 salintmini arttirir
(139).

5. Kalitsal hastaliklarda MKH tedavilerinin gelecek vadeden yararlarindan biri de gen
tedavisi imkanidir. Bu hiicrelere gen aktariminin kolay olmasi ve deneysel ¢alismalarda
lokodistrofi gibi modellerde basar1 saglanmasi kalitsal hastaliklarda MKH’lerin genis
bir kullanim alami bulabileceginin isaretidir. Ancak, bu konuda ¢aligmalar heniiz ¢ok

yeni olup uzun deneyim gerekmektedir.

2.7.6. Mezenkimal Kok Hiicre Kullamm Zorluklari, Komplikasyon ve Potansiyel

Riskler

1. MKH’lerin klinik kullanim agisindan en 6nemli dezavantaji sayilarinin cok az olmasi
nedeniyle in vitro olarak haftalarca siiren kiiltiirlerde ¢ogaltilmas1 geregidir. Bu da ciddi
bir teknoloji, alt yapi, deneyim gerektirir ve maliyeti yiiksektir (136). Bu nedenle

diinyada ve Avrupa'da sayili sayida merkezde klinik kullanima uygun MKH iiretimi
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yapilmaktadir. Bu islem icin gerekli tiim in vitro islemlerin uluslararast kabul edilmis
standartlarda 1yi tiretim uygulamalar1 Good Manufacturing Practice (GMP) kosullarinda
tiretiminin yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle, halen MKH tedavilerinin uygulandigi
literatiirde bildirilen hasta sayis1 oldukca azdir.

2. MKH’lerin kiiltiir ortaminda pasajlanmalar1 sonucu, maruz kaldiklar: ¢esitli uyaranlar
ve faktorlerin etkisiyle fenotipik, immiinolojik ve diger biyolojik Ozelliklerinde
farkliliklara yol agmaktadir. Klinik uygulamalar sonucunda emboli gelisimi, infiizyona
bagl ciddi sorunlar da bildirilmemis ancak MKH c¢ogaltilmasinda kullanilan fetal calf
serumuna bagli immunolojik reaksiyon bildirilmistir. Bir de bu hiicrelerin
immunosupresif 6zelliginin enfeksiyon riskini (6zellikle sitomegalovirus gibi) artirmada
katkis1 olabilecegi ancak enfeksiyondan 6liim oranini degistirmedigi ifade edilmektedir.
Bu konuda heniiz yeterli deneyim ve literatiir bulunmamaktadir.

3. Deneyimli yetismis elemana ihtiyag¢ vardir.

4. Pasaj sayilarinin artmasiyla birlikte fazla manipule edilmis hiicrelerde stres belirtileri
ortaya ¢ikmakta ve bunlarin hiicrelerin in vivo durumundan sapmalara yol acabilecegi
bilinmektedir.

5. Mikroorganizma kontaminasyonun yani sira sitogenetik patoloji gelisimi, kiiltiirde
hiicre yaslanmasi, telomer kisalmasi, kanser gelisimi gibi ciddi riskler de s6z
konusudur. Diger bir sorun ise bu hiicrelerin immiinosupresif ozelliklerinin enfeksiyon
riskini arttirmada etkili olmasidir (136).

6. Bu hiicrelerin in vitro ortamda ¢ogaltilmasi sonucu mikrooganizma kontaminasyonu
yaninda sitogenetik patolojiler gelisimi, kiiltiirde hiicre yaslanmasi, kanser gelisimi gibi
ciddi riskler s6z konusudur. Enfeksiyoz riskler: Mezangimal hiicre kiiltiirlerinde
genellikle %10-20 fetal calf serumu kullanilmaktadir. Prionlar ve tanimlanmamis
zoonozlar ile bulasma riski bulunmaktadir.

7. Immun yanit olusturabilir. Bu bakimdan fetal calf seruma alternatif olarak taze
donmus plazma ve plateletler, platelet ¢ozeltisi insan platelet lizat (hPL) gibi insan
kaynakli mediumlar Onerilmektedir (137). hPL’nin alloantijen kaynakli lenfosit
proliferasyonunu daha etkin bir sekilde baskiladig: bildirilmistir (138).

8. Bu  hiicrelerin immunosupresif Ozelliginin enfeksiyon riskini (6zellikle
sitomegalovirus gibi) artirmada katkis1 olabilecegi ancak enfeksiyondan 6liim oranini

degistirmedigi ifade edilmektedir. Transformasyon (doniisiim) riski: Kiiltiir ortaminda
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cogaltilan MKH’lerin doniisiim gostermesi miimkiindiir. Bu kaygilar fare MKH
deneylerinden kaynaklanmaktadir. Uzun siireli kiiltiirlerde fare MKH nin kromozom
anormalliklerini biriktirdigi ve buna bagh olarak malign (sarkoma) doniisiim
gosterebildigi bildirilmistir (139). Insanda MKH davranislarinin benzer bir 6zellik
gosterdigine, ge¢ donem pasajlarda kromozom anormalliklerinin biriktigine dair bir
kanit olmamakla beraber (140) beraber kotiiciil doniisiim kaygilart tiimii ile ortadan
kalkmamustir.

9. Latent tiimorlerin biiyiimesi: MKH’lerin var olan bir latent tiimoriin biiyiimesine yol
acabilecegi kaygisi, kolon, over kanseri, Kaposi sarkomu ve melanom gibi tiimorlerin
hayvan modellerinde tiimor stromasina yerlestiginin ve tiimor nekrozu ve anjiogenezi
arttirmak sureti ile tiimoriin biiyiimesine yol agtiginin gosterilmesinden kaynaklanmistir
(141).

Yukarida bahsedilen bu riskler, MKH’in GMP kosullarinda {iretilmesi ve hastalara
verilmesinden once fenotipik fonksiyonel, mikrobiyolojik ve genetik 6zelliklerinin
kontrol edilmesi zorunlulugunu dogurmaktadir (142).

2.8. ADIPOZ (YAG) DOKU KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Adipoz doku, adiposit adi verilen ve %95’i yag damlacigiyla kapl hiicrelerce
olusturulan bir dokudur. Diger organlardan farkli olarak, viicut boyunca dagilim
gosteren adipoz doku olduk¢a dinamiktir. Viicut yerlesimlerine gore adipoz doku
hiicrelerinin gen ifadelenme kaliplarinda kiiciik farkliliklar goriilebilir. Yag dokusu
sadece yag depolamadan sorumlu olmayip ayni zamanda polipeptidik sitokinler ve
hormon benzeri molekiiller salgilama yetenegine sahip hiicrelerden olusan organize bir

endokrin dokudur (143).

Yag dokusu da kemik iligi gibi embriyonik mezodermden olusur ve bir stroma igerir.
Adipoz dokudaki stromal hiicreler, aralarinda daha az farklilagsmis olduklar1 diisiiniilen
stromal-damarsal hiicrelerin de oldugu, olgunlagsmanin ¢esitli asamalarindaki adiposit
onciillerini igerir. In vivo ortamdaki stromal-damarsal hiicreleri, soguk aklimasyon
esnasinda ve kalori asimi sonrasinda ¢cogalmak ve olgun adipositlere farklilagsmak iizere
uyarilirlar. Hem stromal-damarsal hiicreleri hem de kemik iligi kokenli mezenkimal
onciil hiicreler, glukokortikoidlerin, insulin ve insiilin benzeri biiylime faktorlerinin

(IGF-1) verilmesi yoluyla adipositlere farklilasma yoniinde uyarilabilirler. Dolayisiyla
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stromal-damarsal hiicreleri adipositlere ve kikirdak hiicrelerine farklilasabilen, en
azindan iki yonlii farklilasma potansiyeli sergileyen ve yag dokusunda yerlesik
vaziyette bulunan mezenkimal 6nciil hiicre grubudur. Yag dokusundaki Onciil hiicreler
tarafindan sergilenen yaygin farklilasma potansiyeline iliskin ek bulgular, kemik iligi
yagindan izole edilen klonlanmis hiicrelerin kullanildig1 ¢alismalardan elde edilmistir

(144).
2.9. MEZENKIMAL KOK HUCRE FARKLILASMASI

MKH’ler uygun kosullarda, osteojenik, kondrojenik, adipojenik, miyojenik, hepotojenik,
norojenik ve endotelyal yonde farklilagsabilmektedirler (112, 113). Her bir hiicre tipine

farklilagma ise histolojik ve immunolojik yontemler ile belirlenebilmektedir.

Tavsan yag dokusu kaynakli MKH’leri ko-kiiltiire ederek, hiicre dis1 matriks elemani
kollagen ve bal petegi sekilli cati ile birlikte kondrojenik medium kullanilarak

farklilasma potansiyelleri denenmis ve artikiiler kikirdak elde edilmistir. (145)

MKH’lerin in vitro kondrogenetik farklilastirilmasi, TGF’nin varliginda mikro
kiitlelerin olusumu ile karakterizedir (146). Kondrojenik farklilasma mikromas Kkiiltiir
teknigi kullanilarak gerceklestirilebilmektedir (147). Ozetle, 8 x 107 hiicre peleti kiiltiir
kabimin ortasma kiigiik damlacik halinde konulur ve 37 °C de 2 saat yapismalar1 i¢in
beklendikten sonra hiicreler, 6.25 mg/ml insulin, 10 mg/ml TGF-B1, 50nM askorbat-2-
fosfat ve yiizde 1’lik antibiyotik/antimikotik i¢eren kiiltiir medyumu ile 2 hafta kiiltiire
edilebilmektedir. iki haftalik Kkiiltir sonrasi kondrojenik farklilasma kikirdak
matriksinde bulunan fosfath proteoglikanlarin (Orn. Alcian blue ile) boyanmasi
yapilarak histokimyasal olarak tespit edilebilmektedir. Ayrica kondrojenik farklilagma
tip 1 ve tip 2 kollojenin immuno histokimyasal/immun floresan yontem ile belirlenmesi

ile de gosterilebilmektedir (148).

Farklilasmanin baglangic safhalarinda kondrositler, tipki osteoblast farklilagsmasinda
oldugu gibi tip I kollajen sentezlemektedirler. Olgun kondrositler ise, karakteristik olan
kollajen tip II ve IX sentezlerler. TGF-f, protein kinazlar araciligiyla (hiicre-dis1 sinyal
diizenleyici kinaz 1, p38, protein kinaz A, protein kinaz C, Jun kinaz) kondrogenezi

indiiklemektedir (149) (Sekil 2.9). TGF B, matriks molekiillerinin ekspresyonunu
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diizenler, fibronektin, proteoglikan, kollajen ve tenaskin iiretimini uyarwr. TGF-f’nin
onemli bir etkisi de matriks molekiillerini degrade eden proteazlara karsi bunlarin
inhibitorlerinin {iretimini uyarmasidir. Boylece proteazlarin matriks molekiillerini
degrade ederek yapinin stabilitesini ve biitiinliiglini bozmasma kars1 dokuyu
korumaktadir (150). TGF f’nin kondrogenezdeki gorevi hiicre dis1 sinyallerle
diizenlenen kinaz 1, p38, protein kinaz A, protein kinaz C ve Jun kinaz gibi cesitli
protein kinazlar1 uyarmaktir. TGF , MKH’lerin kondrogenezinde BMP6 ile sinerjik bir

iligkiye girerek onun etkisini de artirir (150).

2.10. KIKIRDAK DOKU ve KONDROSIT HUCRESI

Kikirdak, embriyonun mezoderm tabakasinda gelisen bir bag dokudur. Kemik dokusu
hari¢ diger bag dokulardan daha sert olmasina ragmen, biikiilebilebir bir esneklige
sahiptir. Damar ve sinir bulunmayan bu dokunun matriks yapisi ¢cok onemlidir (151).
Kondroblastlar, kikirdak matriksinin sentezinden ve salgilanmasindan sorumludurlar.
Kikirdagin ileri gelismesi ise interstisyel ve apozisyonel olarak iki sekilde devam eder.
Interstisyel tipte kikirdagin icinden doku gelisirken; digerinde cevre dokunun
perikondriyumun kondrojenik aktivitesiyle dokunun gelismesi s6z konusudur. Mitozla
cogalan kondrositler interstisyel biiylimeyi; perikondriyumdaki hiicreler ise apozisyonel
biiylimeyi gerceklestirirler (152). Her iki tiirdeki kikirdaklagsma da gelisim ¢agina kadar
devam eder. Ancak perikondriyumun kondrojenik o6zelligi sakli kalir ve herhangi bir
kikirdak hasar1 durumunda rejenerasyonu saglar. Kikirdaklasma olusurken dokunun ara
maddesinin miktar1 artar ve hiicreler tek veya gruplar halinde birbirlerinden uzaklasirlar.
Olgun kikirdak hiicresine kondrosit denir (153). Bu hiicreler aktif yapida olmayip, doku
yenilenmesi sirasinda kondroblastlara doniiserek aktif hiicre olurlar; yani sentez
yapabilme 06zelliklerini kazanirlar. Hiicrelerin etrafi sentez edilen ara madde ile
cevrilmigtir, lifler ise daha azdwr. Yapidaki kollajen, hyaluronik asit,
glikozaminoglikanlar ve  glikoproteinler tiim kikirdak tiplerinde  bulunan
makromolekiillerdir (154). Yetiskinlerde kikirdak doku uzun kemiklerin yiizeylerinde,
trake ve bronglarda, burun, kulak, larinks, intervertebral disk’in yapisinda
bulunmaktadir. Kikirdak, kikirdak doku hiicreleri, fiberleri ve amorf zemin maddesi

denilen jelimsi ve hi¢ hiicre icermeyen yapisinda proteoglikan, su ve matriks proteinleri
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iceren bir yapidan olusmaktadir. Kikirdak doku hiicresiz maddenin ¢ok bulundugu, kan
damar1 ve sinirlerin bulunmadigi bir yapidadir (155). Kikirdak dokunun en karakteristik
ozelligi, fetal donemdeki iskelet yapisinin kikirdaktan olusmasidir. Yetiskinlerdeki
bircok kemik fetal donemde kikirdak yapidadir. Tanmmus ii¢ tip kikirdak doku
bulunmaktadir

Hiyalin kikirdak; insan viicudunda baskin olarak bulunan mavimsi bir dokudur.
Kemiklerin eklem bolgelerinin yilizeyinde, kaburgalarin ventral kisimlarinda, trake ve
larinksin ylizeyinde bulunan dokudur. Hyalin kikirdak, aym1 zamanda gelisme
donemindeki cocuklarda ve fetiiste kemiklerin epifiz uglarin1 sarmaktadir (156).Elastik
kikirdak; dis kulagin yapisinda, kulak kepcesi ve isitme yolunda bunlara ek olarak
kii¢iik dilin yapisinda, dstaki borusunda ve larinksin bir kisminda bulunmaktadir. Asil
gorevlerinden biri, viicudumuzdaki tiiplerin liimenlerini sararak bu dokulara elastiklik
katmasidir (157). Fibroz kikirdak; omurgalarin yapisinda, kasik kemiginde, genis
eklemlerin yapisinda ve eklemlerin tendonlara baglandiklar1 noktalarda bulunmaktadir.
Onu olusturan hiicrelerin sadece %2’sini gelismis kikirdak dokusu olusturmaktadir. Bu
durumun tersi fetal dokuda goriilebilmektedir. Fetal kikirdak dokuda hiicre yogunlugu

fazla iken; yasa bagh olarak hiicreler azalmaktadir (158).
2.10.1. Kikirdak Dokusunun Onemi

Kikirdak dokusu destek materyali olarak onemli bir goreve sahiptir. Ozellikle eklem
bolgelerinde bulunan kikirdak dokusu, eklemin rahat hareket etmesini saglayarak kisiye
biiyiik bir hareket kolayligi saglamaktadir. Bu bolgelerdeki kikirdak dokusunda
meydana gelebilecek hasarlar agrilara neden olarak kisinin hareket yetenegini biiyiik
Olciide kisitlamakta ve yasam standardini diisiirmektedir. Kikirdak dokusunda
karsilasilan belli basli rahatsizliklar; artrit (eklem iltihab1), kalitsal anormallikler,
travma, artroz (eklem yipranmasi, yaslanmasi), kalsifikasyon (hiicre dis1 matriksin
mineralizasyonu, kireclenme), ossifikasyon (kemiklesme), lifsel bozulma, iyi ve kotii
huylu tiimorlerdir. Ayrica ¢esitli yaralanmalar ve kazalar, kikirdak dokusunda 6zellikle
de eklem kikirdaginda hasara yol acmaktadir (159). Eklem kikirdak hasari her yil
binlerce insanm eklemlerini etkileyen yaygin bir problemdir. Burada temel sorun

yiikksek oranda diferansiye olmus, vaskiiler kan destegi eksik ve yalnzca smirh
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rejenerasyon kabiliyetine sahip olan yetiskin eklem kikirdagidir (160, 161). Kikirdak
dokusu avaskiiler yapiya sahiptir. Buna baglh olarak kan ve lenf kapilerleri ile sinir
hiicrelerini icermemektedir. Beslenmesi, komsu bag dokusundaki (perikondrium)
kapilerlerden ve eklem kavitelerinin sinoviyal sivisindan difiizyonla gerceklesmektedir.
Biitiin avaskiiler dokularda oldugu gibi, kikirdak hiicreleri de diisiik metabolik aktivite
gostermektedir. Kan kapilerlerinin olmayisi nedeniyle kondrositler, diisiik oksijen
konsantrasyonlarinda solunum yapmak zorundadirlar. Bu nedenlerden otiirii kikirdak
dokusunun kendini yenileme ve tamir etme yetenegi c¢ok disiiktiir (162). Eklem
kikirdak hasar1 sonucu meydana gelen agr1 ve yetersizlik (fonksiyon kaybi), kikirdak
tamirini kolaylastiracak ve arttiracak yollarin arastirilmasini baglatmistir (160,163-165).
Tamir veya rejenere olan kikirdagin, eklem dokusu olarak tatmin edici bir performans
gostermesi i¢in, sinovyal eklemin normal agrisiz hareketi yeniden saglanmalidir. Bunun
olugsmasi i¢in de tamir dokusunun yapisi, kompozisyonu, mekanik oOzellikleri ve
saglamlig1i dogal eklem ylizeyine benzer bir sekilde olmalidir. Hasarlanan eklem
kikirdagi ya da kemik gibi organlarin da, uygun farmasotik tasiyicilar kullanilarak

kisilerden elde edilen otolog hiicreler ile onarilmas1 miimkiindiir (166, 167).

Hiicresel boyutta olan bu tarz tedavilerin ilk adimi, etkin ve saglikli olan hiicreler elde
edebilmektir. Hiicre kiiltiir asamalarinda, in vitro ortamda ya da in vivo deneyler
oncesinde elde edilen hiicrelerde, c¢ogalma (proliferasyon) veya farklilasma
(diferansiyasyon) icin hiicre kiiltiir ortam icerigine ilave edilen farmakolojik
bilesenlerinin her birinin 6nemi giderek daha acgik bir sekilde anlasilmaktadir (168).
Artikiiler kikirdagin devamliligini kondrositler saglar. Bu nedenle kikirdak defektlerinin
tamirinde farklilasmis kondrositlerin kullanilmasi dogaldir (169). Otolog kondrosit
implantasyonu, saglam kikirdaktan edinilen kondrositlerin ayrilmasi ve hiicre kiiltiirii ile
tiretilen hiicrelerin, iizeri periost ile Ortiilmiis kikirdak defektine enjekte edilmesi ile
gerceklestirilir. Periost ya da perikondrium implantasyonuyla bazi basarili sonuclar elde
edilmigse de daha kaliteli bir kikirdak elde edebilmek i¢cin yeni yOntem arayisina
girilmistir (170).
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2.10.2. Kondrogenezi Etkileyen Faktorler

Organizmada, kondrositlerin fonksiyonu diizgiin bir hormonal dengeye dayanmaktadir.
Kikirdak dokusunun gelisimine ve fonksiyonlarmna etki eden bazi sitokinler ve biiylime
faktorleri asagida aciklanmustir.

Somatotropin: Kikirdak biiyiimesi genel olarak hipofizden salgilanan biiyiime
hormonu somatotropine baglidir. Bu hormon, dogrudan dogruya kondrositleri etkilemez
ancak karacigerdeki somatomedin-C sentezini uyarir. Somatomedin-C (IGF-1) ise
dogrudan kondrositleri etkileyerek biiyiimelerini kolaylastirmaktadir (171).

C vitamini: Matriks {iiretimine oOzellikle kollajen iiretimine uyarici etkisi vardir.
Kollajenin yapisinda bulunan hidroksilizin ve hidroksiprolin amino asitleri organizmada
bu sekilde bulunmaz. Bu amino asitlerin hidroksilasyonu, sentezlenen kollajen peptidi
minimum uzunluga ulastifinda ve halen ribozomlara bagli iken peptidil
prolinhidroksilaz ve lizinhidroksilaz enzimleri tarafindan gerceklestirilir. Askorbik asit
(C vitamini) ise bu enzimlerin kofaktorii olarak gorev almaktadir.

Trioksin ve Testosteron: Siilfatlanmis glikozaminoglikan (GAG) sentezini hizlandirir.
D vitamini: Kondrositlerin olgunlasmasmi ve matriks sentezini uyarmr. Ancak
kalsifikasyonu ve vaskiiler invazyonu da uyararak ‘“‘hipertropik fenotipi” de destekler.
Estradiol: Siilfatlanmis GAG sentezini geciktirir. FGF-2: Kondrositlerin ¢ogalmasini
uyarr. Hiicrelerin, hipertropik fenotipe farklilasmasinda kuvvetli bir baskilayict
faktordiir (172).

TGF-B (Doniistiiriicii bityiime faktorii): TGF-B1, 25 kDa agirliginda bir polipeptid
biiylime faktoriidiir ve kondrosit, osteoblast, osteoklast ve mezenkimal prekiirsor
hiicreler gibi iskelet sistemine spesifik hiicrelerin cesitli tiplerinin proliferasyonunu
diizenler. Lokal TGF-B1 yapimi, kemik doku remodeling asamasi ile erken mezenkimal
proliferasyon asamasina kadar kirik onarimini diizenlemektedir. Yapisinda kapiller
icermeyen kikirdak dokusu icerisinde bu wuyarici molekiillerin baglanarak
fonksiyonlarmi yapabilmesi ve matriks igerisinde depolanabilmesi i¢in 6zel baglanma
bolgeleri bulunmaktadir. In vitro kikirdak hiicre kiiltiirlerinin basarili olabilmesi i¢in
bazi sartlarin saglanmasi gerekmektedir. Kikirdak hiicreleri, gelismeleri ve fonksiyon
gosterebilmeleri icin bir zemine yapisma ihtiyact duyan baglanma bagimli hiicrelerdir.

Izole edilmis kondrositlerin in vitro kiiltiir ortamima baglanabilmesi icin disaridan bazi
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miidahaleler yapilabilmesine karsin bu asamada yine bazi matriks molekiilleri bu islem
icin yardimcr olmaktadir. Bu tiir matriks molekiillerinden fibronektin, laminin,
vitronektin (VTN), tip-1 ve tip-4 kollajen polistiren doku kiiltiir kaplarina yapisarak
hiicre eklenmesini, biiylimeyi ve farklilagmay1 ilerletir.

VTN: in vitro olarak seruma yapisabilme yetenegini; serum da doku Kkiiltiir kabi ile
polimerik biyomalzemelere yapisabilme yetenegine sahiptir. izole edilmis kondrositler,
kiiltir ortamina alindiklarinda hemen kendi hiicre dis1 matrikslerini iiretmeye
baslamaktadir. Hiicre dis1 matrix molekiillerinden bazilarinin iiretimi ilk bir saat
icerisinde tamamlanmaktadir. Bunlardan kollajen liflerinin iiretiminin ilk dort saatte
tamamlandigr gozlenmistir. Hiicreler bulunduklar1 ortama uyum saglayabilecek
molekiilleri saglayarak, kendi organoid yapilarini iiretmektedir.
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Sekil 2.9. Kondrojenik farklilagma icin gerekli indiikleyici ajanlar. Protein bazl sitokin
ve biiylime faktorleri; Hiicre dis1 matriks; Protein olmayan kimyasallar; Sicaklik ve O2
stresi gibi fizyolojik parametreler; Hiicre yogunlugu (149).



3. GEREC ve YONTEM

Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden kondrosit farklilasmasi yaptigimiz bu
calismada, swrasiyla mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu, mezenkimal kok hiicrelerin
kiiltiirii, pasajlanmas1 ve kondrojenik farkhilagsma uygulamalar1 yapilmistir. Mezenkimal
kok hiicrelerin kondrojenik farklilagsmasi, mikromas kiiltiir teknigi kullanilarak
gerceklestirilebilmektedir (147). Bu yontemde TGF-f (Doniistiiriicii biiytime faktorii)
kullanilarak, mezenkimal kok hiicrelerin kondrosit hiicrelerine farklilagsmasi saglanda.
TGF- siiper ailesi, ¢cok sayida biiylime faktorii icermektedir. Bunlarin i¢cinden TGF-B1 ve

TGF-B2 kondrositlerin olgunlasmasini ve ¢cogalmasini uyarmaktadir.
3.1. Kullamlan Ekipman ve Gerecler

Demirbas Ekipman Adi (Marka ve Modeli )

1. Tam Giivenlikli Laminar Air Flow Kabin ( Telstar Bio II Advance )
2. COy’li Inkiibatér ( Sanyo — MCO-19AIC )
Su banyosu (Memmert WNB 10 )

&

Vorteks ( MRC SI-100)

b

Inverted mikroskop ( Leica — DM-IL )

24

Santrifiij ( HETTICH — UNIVERSAL 320R )
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7. Hassas terazi ( Shimadzu — AUX220 )

8. Derin dondurucu ( Panasonic — MDF-U5312 )

9. Buzdolab1 ( Sanyo Biomedicool MPR-514 )

10. Otomatik pipet ( Eppendorf )

11. Sarjli otomatik pipetleyici ( Gilson Pipetman )

3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

—_—
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Kollejenaz Tip 1 ( Gibco, 17100-017 )

MesenPRO RS Medium ( Gibco,12746-012 )

StemPRO Chondrogenesis Differentiation Kit ( Gibco, A10071-01 )
Penisilin/Streptomisin ( Lonza, 17-602E )

Penisilin/Streptomisin ( Biological Industries, 03-031-1B )

Ham’s F-10 ( Biological Industries, 01-090-1B )

L-Glutamin ( 200mM, 1X ) ( Biological Industries, B103-020-1C )
L-glutamin ( 200 mM, 100X ) ( Gibco, 25030 )

Tripsin EDTA ( % 0.05 Tripsin/ 0.53 mM EDTA ), ( Wisant, 325-042 )

. Trypan mavisi ( Trypan blue, % 0.5, Euroclone, ECM0990D )
. Alizarin Red S ( Sigma-Aldrich, A5533)

. Formaldehit ( Merck )

. Petri kab1 ( 60 mm’lik plastik )

. Petri kab1 ( 100 mm’lik cam )

. Serolojik pipet ( 10 mI’'lik steril, Greiner bio-one )

16.

Serolojik pipet ( 5 mI'lik steril, LP Italiana SPA )

3.3. Yontem

Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Plastik-Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali

Poliklinigine estetik amagl veya fonksiyonel bozukluklar sebebiyle bagvuran ve herhangi

bir sistemik hastaligi olmayan, 20-50 yas araliginda 4 kadinin yag dokusu ¢alismamiz i¢in
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kullanilmigtir. Cerrahi girisimle yag dokular1 alinan kadin goniilliilerden, bilgilendirme

sonrasi yazili onamlar1 alinmustir.

Calisma icin Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan etik kurul onay1

alinmustir (Etik Kurul Karar No: 2012/627).

3.3.1. Kullanilan Solusyonlarin Hazirhg:

. Kollejenaz Tip 1 Solusyonu (% 0.1 ): Kollejenaz Tip 1 (Gibco, 17100-017), 50 mg

tartildi ve 50 ml PBS (with Ca™ Mg"™) icinde ¢oziildii. igersine 1 ml (% 2 oraninda)
Penisilin/Streptomisin (Lonza, 17-602E) eklendi. Hazirlanan solusyon, 37 °C’de 10 dk
calkalamali su banyosunda aktive edildi ve sonra 0.22 um filtre ile siiziildii.

MesenPRO RS Medium: 100 ml MesenPRO RS Basal Medium (Gibco, 12747-010)
icersine 2 ml MesenPRO RS Growth supplement (Gibco,12748-018), 100 pl 2 mM L-
glutamin (Gibco, 25030) ve 1 ml Penisilin/Streptomisin (Biological Industries, 03-031-
1B) eklenerek hazirlandi.

. StemPRO Chondrogenesis Differentiation Medium (Kondrojenik farklilagtirma

medyumu): 90 ml StemPRO Chondrocyte Differentiation Basal Medium (Gibco,
A10069-01) icersine 10 ml StemPRO Chondrogenesis supplement (Gibco, A10064-01),
ve 1 ml Penisilin/Streptomisin (Biological Industries, 03-031-1B) eklenerek hazirlanda.
Alizarin Red S Solusyonu (% 2): 2 gr Alizarin Red S tartildi ve 100 ml distile su
icersinde ¢oziildii. Amonyum hidroksit ile pH’14.1-4.3’e ayarlandi.

3.3.2. Yag Dokusundan Mezenkimal Hiicre izolasyonu Yontemi:

1.

Herbir kisi icin yag dokusu, her biri 2.5 ml Ham’s F-10 medyum igeren 10 ml’lik iki
kiiltiir tiipiine alind1.

Yag dokusu, % 2’lik Penisilin/Streptomisin igeren (Ca™ Mg**)’lu PBS ile yikand1.

Yag dokusu petri kabr i¢cinde makas ve bisturi kullanilarak bag dokulardan ayrildi ve
tyice parcaland: (Resim 3.1).

Uzerine 5 ml kollejenaz Tip 1 solusyonu eklenerek tekrar parcalandi ve 50 ml’lik 2

falkona aktarild.
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5. 37 °C’lik su banyosunda 90 dk bekletildi. Arada bir elle ¢alkalandi.

6. Tiiplerin iizerine 7.5 ml, % 2’lik Penisilin/Streptomisin igeren, (Ca™ Mg™)’lu PBS
eklendi ve karistirildi.

7. Tipler 1200 rpm de 5 dk santrifiij edildi.

8. Santrifiijden sonra tiipiin iist kisminda biriken yag tabakasi ve supernatant atildi.

9. Tiiplerin iizerine 7.5 ml % 2’lik Penisilin/Streptomisin igeren, (Ca™ Mg"")’lu PBS
eklendi ve karigtirildi.

10. Tiipler 1200 rpm de 5 dk santrifiij edildi.

11. Santrifiijden sonra tiipiin tist kisminda biriken yag tabakas1 ve supernatant atildi.

12. Tiiplerin iizerine 7.5 ml % 2’lik Penisilin/Streptomisin igeren, (Ca™ Mg"")’lu PBS
eklendi ve karigtirildi.

13. Tiipler 1200 rpm de 5 dk santrifiij edildi.

14. Siipernatantlar dikkatlice ¢ekildi ve atild1.

15. Kok hiicrelerin bulundugu pellet {izerine 6 ml MesenPRO RS Medyum eklendi.

Resim 3.1. Adipoz dokunun bag dokulardan ayrilmasi ve par¢alanmasi islemi
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3.3.3. Yag Dokusundan Mezenkimal Hiicre Kiiltiirii Yontemi:

S

. Kok hiicrelerin bulundugu pellet iizerine 6 ml MesenPRO RS Medyum eklenmisti.
Hafif pipetaj yapilarak, 25 cm”lik flasklara ekim yapildi ve flasklar 37 °C %5 CO,’lik
inkiibatore kaldirildi.

Ekimden bir giin sonra flasklar etiivden dikkatlice ¢ikarildi.

Flasklarin medyumunu degistirmek i¢in {izerindeki medyum pipetle cekilip atild1.
Flasklarin i¢erisine 6 ml MesenPRO RS Medium eklendi ve etiive kaldirild1.

Flasklar 4 giin sonra kontrol edildiginde, kok hiicrelerin ¢ogaldigi ve tiim flaski
kapladigi (% 80-90 konfluent) goriildii.

. Pasaj yapilmasina karar verildi.

3.3.4. Tripsinizasyon

. Pasajlama i¢in 0nce flasklardaki medyum cekildi ve atildi. Flasklar iki kere 2 ml %

2’lik Penisilin/Streptomisin iceren, (Ca™ Mg**)’suz PBS ile yikandh.

. Flasklara 3 ml Tripsin EDTA konuldu. 37 °C %5 CO;’lik inkiibatérde 5-7 dk

bekletildi.
Hafifce yanlarina elle vurularak hiicrelerin hareketlenmesi saglandu.
Inverted mikroskopta bakild1 ve hiicrelerin tabandan ayrilarak kalkmus oldugu

gozlendi.

. Tripsini inaktive etmek i¢in her flaska 2 ml MesenPRO RS Medyum eklendi.
. Hiicre siispansiyonu 50 ml’lik falkon tiipe alind1 ve 1000 rpm de 5 dk santrifiij

edildi.
Siipernatant atild1 ve hiicre pelletinin iizerine her flask icin S5ml olacak sekilde 10

ml MesenPRO RS Medyum eklendi ve karistirildi.

. Hiicreler 2 flaska bolindii ve flasklardaki hiicrelere bakildi. Flasklar 37 °C %5

COy,’lik inkiibatore kaldirildi.
iki giin sonra flasklarda yapisma ve ¢ogalmanin ¢ok iyi oldugu gozlendi (% 80-90
konfluent).

10. Tekrar pasajlama yapild.
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3.3.5. Hiicre Canlih@: Testi

1. Pasajlama sirasinda, hiicre canliligini test etmek icin bir parca parafilm tizerinde10

ul hiicre siispansiyonu ve 10 pl trypan mavisi pipet ile karistirildi.

2. Karisimdan 10 pl hemositometreye yerlestirilir. Mikroskop yardimiyla 10x objektif
kullanilarak canli (boyay1 absorbe etmemis) ve cansiz (boyayi absorbe etmis)
hiicreler sayildi (4 kare sayildi).

3. Mililitredeki canli ve 6lii hiicre sayisi;

Total hiicre sayisi x Dilusyon oram1 x 10* = Hiicre sayis1 / ml
Kare Sayisi

formulii kullanilarak bulundu.

1. Canlilik oranini belirlemek i¢in ise asagidaki formiilden yararlanild1.

Sayilan canli hiicre sayist x 100 = % Canhlik orani
Sayilan toplam hiicre s.

3.3.6. Kondrojenik Farkhlastirma Yontemi:
Kondrojenik farklilagtirma i¢in mikromas kiiltiir teknigi kullanildi.

1.  Kondrojenik farklilagtirma islemi i¢in, 3-4 pasajlamadan sonra, hiicreler 1000 rpm de
5 dk santrifiij edildi. Uzerindeki siipernatant dipte ¢cok az hiicre kalana kadar cekilip
atild1.

2. Otomatik pipetle (10 pl'lik), 60 mm’lik 2 petriye her petride 4 yere 4-6 kere 5 pl
eklenerek damla olusturacak sekilde konuldu (her damla 20-30 pl). 37 °C %5 CO;’lik
inkiibatore kaldirildi.

Ertesi sabah yaklasik 20 saat sonra peletlerin hafif kurumus oldugu gozlendi.

4. Petrilere StemPRO kondrojenik farkhilagtirma medyumundan 3.5ml eklendi. Hiicre
peletlerinden kalkan olmadi.

5. StemPRO kondrojenik farkhilastirma medyumu kullanilarak 3-4 giinde bir petrilerin

medyumu degistirildi.
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15 giin giin sonra, olusan kondrojenik pelletlerin Alizarin Red ile boyanmasina karar
verildi.

Petrilerin medyumu c¢ekildi. Petrilere 1ml %10 luk formaldehit konuldu. 10 dk
bekletildi. Formaldehit ¢ekilerek, petriler iki kere 1 ml PBS (without Ca™ Mg™) ile
yikandi. Dipte kalan s1vi otomatik pipetle ¢ekildi.

Petrilere 1.5 ml Alizarin Red boyas: eklendi. Karanlik ortamda 15 dk bekletildi.

Sonra boya cekildi ve petriler 2 kere distile su (1.0-1.5 ml) ile yikandu.

Kondrojenik pelletlerin boyanmasit inverted mikroskopta kontrol edilerek,

fotograflandi.



4. BULGULAR

Calismamiz icin, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik Rekonstriiktif ve Estetik
Cerrahi Anabilim Dali Poliklinigine, herhangi bir sistemik hastalig1 olmayan estetik amagh
veya fonksiyonel bozukluklar sebebiyle bagvuran, 4 kisiden bilgilendirilmis onamlar1 da
imzalatilarak cerrahi girisim ile adipoz doku ornekleri alindi. Dokular saklama medyumu
Ham’s F-10 medyum icerisinde GENKOK Arastirma Laboratuvari’na getirildi. Gereg ve
Yontem kisminda belirtildigi gibi mezenkimal kok hiicre elde etmek icin sirasiyla dokuyu
yikama, bistiiri ile petri kabinda parcalama islemleri yapildi. Hiicreler kollejenaz tip 1 ilave
edilerek, 90 dk bekletildi. Daha sonra, santrifiij edilerek dipteki hiicre pelleti iizerine
hazirladigimiz MesenPRO RS Medyum eklendi. Her bir kisi i¢cin 2 flaska ekim yapildi ve
flasklar 37 °C %5 COy’lik inkiibatore kaldirildi. Flasklarda tireme olup olmadigi bir giin
sonra kontrol edildi ve medyum (MesenPRO RS Medyum ile) degisimi yapild1. inkiibatore
birakilan flasklar 4 giin sonra kontrol edildi. 4 giin sonra hiicrelerin flask tabanina yapistigi
gozlendi (Resim 4.1). Yapisan hiicrelerin mezenkimal kok hiicre oldugu diisiiniildii. Flow
sitometri cihazinda mezenkimal kok hiicrelerin immunfenotipik karakterizasyonu
yapilabilirdi ancak bu islem icin biitcemiz kisitliydi. Mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinde
yizde 80-90 yapisma oldugunda, hiicreleri yapistigt tabandan kaldirmak iizere
tripsinizasyon islemi yapilarak pasajlama islemine gecildi (Resim 4.2). Hiicre
toplulugumuzda farkli hiicreleri uzaklastrmak ve mezenkimal kok hiicrelerin

stabilizasyonu icin her bir doku 6rnegi i¢in 3 ve 4 pasajlama yapildi.
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Resim 4.1. Adipoz dokudan MKH izolasyonu sonucunda hiicrelerin kiiltiir ortamina
alindiginda tabana yapisan MKH’lerin mikroskobik goriiniimleri ( x 200)

Resim 4.2. Adipoz kaynakli MKH’lerin, ikinci pasaj sonrasi mikroskobik goriiniimleri ( x
100)

Her bir doku icin pasajlama uygulamalarindaki son pasajlamada, hiicreler trypan mavisi ile
boyanip canli ve cansiz (6lii) hiicreler sayildi. Gere¢ ve yontem kisminda verilen formiiller
kullanilarak, her bir kisi i¢in ml’deki hiicre sayilar1 ve hiicrelerin % canlilik oranlari
hesapland1. Dort kisi i¢in skorlanan hiicre sayilari, ml’deki hiicre sayilar1 ve hiicrelerin %
canlilik oranlar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Calismamizda adipoz kaynakli MKH’lerin CD29, CD44, CD49, CD105, CD73, CD90 gibi
yiizey belitecleri ile tanimlanabilirdi. Ancak, proje biitce imkanlarinin kisithlig1 nedeniyle

bakilamada.
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Tablo 4.1. Dort kisinin skorlanan hiicre sayisi, ml’de hiicre sayilar1 ve hiicrelerin canlilik
oranlar1 (%).

Kisiler | Total hiicre | Canli hiicre | Cansiz hiicre | Hiicre sayisi/ml | Hiicrelerin %
sayis1 sayis1 sayis1 canlilik oram

1 57 54 3 285.000 % 95

2 52 48 4 260.000 % 92

3 66 59 7 330.000 % 89

4 54 49 5 270.000 % 91

Mezenkimal kok hiicrelerin kondrosit farklilagsmasi, 3. ya da 4. pasaj asamasmdan sonra
yapildi. Pasaj sonrast hiicreler santrifiij edildi. Kok hiicrelerin farklilagtirma
yontemlerinden bir tanesi olan damla metodu ile dipteki hiicre pelletleri, otomatik pipetle,
60 mm’lik 2 petriye her petride 4 yere damla olusturacak sekilde konuldu (her damla 20-30
ul). 37 °C %5 CO,’lik inkiibatore kaldirildi. Ertesi sabah yaklasik 20 saat sonra peletlerin
hala nemli oldugu gozlendi. StemPRO kondrojenik farklilastirma medyumundan petrilere
eklendi. Hiicre peletlerinden kalkan olmadi. StemPRO kondrojenik farklilagtirma
medyumu kullanilarak 3-4 giinde bir petrilerin medyumu degistirildi.

15 giin giin sonra, olusan kondrojenik pelletlerin Alizarin Red ile boyanmasina karar
verildi. Farklilasmamis mezenkimal kok hiicrelerinde ekstraselliiler kalsiyum depolar1
bulunmaz. Farklilasmis kondrosit ve osteoblastlar ise ekstraselliiler kalsiyum depolarini
icerirler. Boylece, kondrosit farklilagsmasina ugrayan mezenkimal kok hiicreler Alizarin

Red boyasi ile parlak turuncu-kirmizi renge boyanirlar.

Kondrosit farklilasmasina ugrayan mezenkimal kok hiicreler ve pelletlerin Alcian blue ve

Safranin-O gibi boyalarla da cok iyi sonuglar elde edilebilirdi ve kondrositlerin varligi
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desteklenebilirdi. Ancak biitce yetersizligi nedeniyle, uygulama icin yalnizca Alizarin Red

boyasi1 kullanilmstir.

Calismamizda kondrojenik pelletlerden iyi goriinenler, boyanmadan Once inverted
mikroskopta fotografland1 (Sekil 4.3). Petrilerin medyumu cekildi. Petrilere 1ml
formaldehit (%10’luk) eklendi. 10 dk bekletildi. Formaldehit cekilerek, petriler iki kere 1
ml (Ca™ Mg"™")’suz PBS ile yikandi. Dipte kalan s1vi otomatik pipetle ¢ekildi. Petrilere 1.5
ml Alizarin Red boyasi eklendi. Karanlik ortamda 15 dk bekletildi. Sonra boya ¢ekildi ve
petriler 2 kere distile su ile yikandi. Kondrojenik pelletlerin boyanmas: inverted

mikroskopta kontrol edildi ve fotograflar1 cekildi (Resim 4.3 ve 4.4).

a) NN ' b)k

Resim 4.3. Adipoz kaynaklt MKH’lerin kondrojenik farklilagtirma medyumunda kiiltiire
edilmesi sonucu olusan kondrojenik pelletlerin Alizarin Red ile boyanmadan (a) ve
Alizarin Red ile boyandiktan sonraki (b) goriintimleri ( x 100).
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Resim 4.4. Adipoz kaynakli MKH’lerin kondrojenik farklilagtirma medyumu ile kiiltiire
edilmesi sonucu olusan kondrojenik pelletler (x100).

MKH’lerin in vitro kondrogenetik farklilastirilmasi, TGF’nin varliginda mikro kiitlelerin
olusumu ile karakterizedir (146). Kondrojenik farklilasma mikromas kiiltiir teknigi
kullanilarak gerceklestirilebilmistir. Ozetle, 8 x 107 hiicre peleti kiiltiir kabmnm ortasma
kii¢iik damlacik halinde konulur ve 37 °C de 2 saat yapismalar1 i¢in beklendikten sonra
hiicreler, 6.25 mg/ml insulin, 10 mg/ml TGF-B1, 50nM askorbat-2-fosfat, ve yiizde 1’lik
antibiyotik/antimikotik iceren kiiltir medyumu ile 2 hafta kiiltiire edilmis. Iki haftalik
kiiltir sonrasi kondrojenik farklilasma kikirdak matriksinde bulunan fosfath
proteoglikanlarin Alizarin Red ile boyamasi yapilarak histokimyasal olarak tespit
edilmistir.  Farklilasmanin  bagslangic  sathalarinda kondrositler, tipki  osteoblast
farklilasmasinda oldugu gibi tip I kollajen sentezlemektedirler. Olgun kondrositler ise,
karakteristik olan kollajen tip II ve IX sentezlerler. TGF-f, protein kinazlar aracilifiyla (ki
bunlar; hiicre-dis1 sinyal diizenleyici kinaz 1, p38, protein kinaz A, protein kinaz C, Jun

kinaz) kondrogenezi indiiklemektedir (149)



S. TARTISMA ve SONUC

Mezenkimal stromal hiicrelerin bag doku hiicrelerine farklilagma potansiyeli
bulundugunun gosterilmesi, bu hiicreleri iskelet sistemi bozukluklar1 tedavisinde
kullanilabilecek Onemli hiicreler haline getirmistir (114, 178). Kemik iligindeki stromal
hiicrelerin kikirdak dahil olmak iizere bir¢cok bag dokusu hiicresi olusturma 6zelligi oldugu
saptanmustir (114, 179). Deksametazon kullanilarak yapilan kiiltiirlerde 16. giinde
kondrosit nodiilleri, 21. giinde mineralize kemik nodiilleri saptanmistir (180). Mezenkimal
kok hiicre arastirmalarinda bu hiicrelerin multipotent 6zelligi, kiiltiir kosullarinda kolayca
cogaltilabilmeleri, doku onarimlarindaki ve gen tedavilerindeki potansiyelleri nedeniyle
belirgin bir artis goriilmektedir. Bu 6zelliklerinden o6tiirii MKH’lerin doku miihendisligi ve
rejeneratif tiptaki terapotik onemi giin gegtikce daha iyi anlagilmaktadir. MKH’ler, bir¢ok
klinik tarafindan bir dizi hastalikta denenmektedirler. Ozellikle, osteogenezis imperfecta
(174) metakromatik lokodistrofi ve Hurler sendromlu hastalarda (175, 176) uygulamada
timit vaad edici sonuglar ortaya ¢ikmustir. Kok hiicrelerin 6zelliklerinin tanimlanmasindaki
hizli gelismeler, insan doku hiicrelerinin, kok hiicrelerinden farklilastirilarak elde

edilebilecegi yoniinde iimit vermektedir (177).

Mezenkimal stromal hiicrelerin kaynagi olarak, en sik kemik iligi ve lipoaspirasyon

materyalleri kullanilmaktadir. Yag dokusu da kemik iligi gibi embriyonik mezodermden



59

olusur ve bir stroma igerir. Lipoaspirattan kisa siireli kollejenaz muamelesi ve santrifiij ile
kolay elde edilmesi nedeniyle ilgi ¢cekmektedir, elde edilen iiriine processed lipoaspirate
(PLA) denilir. PLA’lar uygun stimuluslarla osteojenik, adipojenik, myojenik ve
kondrojenik hiicrelere farklilasir ve o diziye 6zel gen ve proteinleri igerir, bu da kok hiicre
fenotipini teyit eder. Bu nedenle bu doku mezodermal doku tamirinde kullanilabilir.
Aspiratla elde edilen PLA fraksiyonu fibroblastik, endotelial hiicreler, makrofaj ve diiz kas
hiicreleri gibi heterojen bir grubu igerir, seri pasajlarla MKH’lere benzeyen homojen
fibroblastik bir popiilasyon kalir. Bu geri kalan grubun % 80’inin vimentin ve fibroblastik
marker ASO2 ekspresyonu gostermesi ile bu grubun MKH oldugu anlagilir. Uzun siireli
kiiltiirlerle PLA’larin biiytime kinetikleri ve diferansiyasyon kapasiteleri degismez. Hiicre
yiizey markerlar1 kemik iligi kaynakli MKH’lere benzer. Her ikisi de Stro-1, SH-3
icerirler, her ikisi de hematopoetik marker olan CD31 ve CD45 icermez. in vitro kiiltiirle
CD34 gittikge azalir. CD105/endoglin - transforme edici biiyiime faktorii (TGF)-B reseptor
tip III MKH’larin TGF-f bagimli kondrojenik diferansiyasyonunu gosterir. Boylece PLA
ve MKH aym hiicre tipinin varyantlar1 olarak bilinir (181). Adipoz dokudaki stromal
hiicreler, aralarinda daha az farklilasmis olduklar1 diisiiniilen stromal-damarsal hiicrelerin
de oldugu, olgunlagsmanin c¢esitli asamalarindaki adiposit onciillerini icerir. In vivo
ortamdaki stromal-damarsal hiicreleri, soguk aklimasyon esnasinda ve kalori asimi
sonrasinda ¢ogalmak ve olgun adipositlere farklilagsmak lizere uyarilirlar. Hem stromal-
damarsal hiicreleri hem de kemik iligi kokenli mezenkimal Onciil hiicreler,
glukokortikoidlerin, insulin ve insiilin benzeri biiylime faktorlerinin (IGF-1) verilmesi
yoluyla adipositlere farklilagsma yOniinde uyarilabilirler. Dolayisiyla stromal-damarsal
hiicreleri adipositlere ve kikirdak hiicrelerine farklilagabilen, en azindan iki yonli
farkhilasma potansiyeli sergileyen ve yag dokusunda yerlesik vaziyette bulunan
mezenkimal Onciil hiicre grubudur. Yag dokusundaki Onciil hiicreler tarafindan sergilenen
yaygin farklilagma potansiyeline iliskin ek bulgular, kemik iligi yagindan izole edilen

klonlanmis hiicrelerin kullanildigi ¢alismalardan elde edilmistir (144).

Adipoz dokudan MKH eldesi, kemik iligine gore daha kolay, daha az invazif ve daha

yiiksek verimle ve az miktarda dokudan ¢ok sayida kokhiicre elde edilebildiginden dolay1
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son yillarda siklikla tercih edilmektedir (119, 182, 183). Yapilan bazi calaigmalarda adipoz
doku kaynaklit MKH ile kemik iligi kaynakli MKH’leri analiz etmisler ve ayni1 hastadan
aynm1 kosullar altinda alinan MKH’lerin kemik iligi kaynakli olaninin, kondrojenik
farklilasma yeteneginin daha biiyiik oldugu gosterilmistir (184). Bununla birlikte, 2003
yilinda Winter ve arkadaslari, adipoz doku kaynaklit MKH ile kemik iligi kaynakli MKH
arasinda farklilagsma yetenegi acisindan belirgin sekilde fark olmadigim gostermistir (185).
Son donemde yag dokusu icinde, adipositler arasinda SSEA-3 (Stage specific embriyonic
antigen) olarak tanimlanan ve diger adipoz kokenli kok hiicrelerden farkli yeni multipotent
master hiicre tiirli kesfedilmistir (186). Bu bilgi, biri yag dokusu i¢cinde lokalize ve sadece
acil durumlarda aktive olan multipotent kok hiicrelerin varhigini, digeri ise kapillerler
cevresinde yerlesen ve dokunun fizyolojik doniisiimiinii diizenleyen progenitor hiicrelerin
varligin ortaya koymasi bakimindan onemlidir. 150 cc yagda 1 milyon uykuda kok hiicre
yer alir. Arastirmalar gosteriyor ki ayni: miktardaki kemik iliginin 1.000 kat1 kadar kok

hiicre anlamina gelmektedir.

Kikirdak doku miihendisligi alaninda, adipoz kokenli ya da kemik iligi kokenli hangi
mezenkimal kok hiicrelerin kondrositler i¢in iyi kaynak oldugu konusunda hala tartigmalar
stirmektedir (176, 186). Adipoz doku kaynaklit MKH’lerin izolasyonunda ise, adipoz doku
kaynag1 olarak genellikle lipoaspiratlar tercih edilse de, kiiciik boyuttaki adipoz doku
biyopsilerinden yiiksek verimle adipoz doku kaynakli MKH elde edilebildigi bilinmektedir
(182).

Cahgmamizda, cerrahi yontemle alman adipoz dokudan MKH izolasyonu yapilmustir. in
vitro kiiltir ortaminda cogaltilan adipoz doku kaynakli MKH’lerin, kondrosite
farklilagsmas1 icin kiiltiir ortami1 TGF- ile uyarildi. Kalsiyum depozitlerini olusturan
kondrosit hiicreleri Alizarin red boyas: ile boyanarak gosterildi. Bu amagla farkli
yontemler kullanilmaktadir (187). Adipoz doku kaynakli MKH’lerin farklilagtirma yontemi
olarak, mikromas teknigi ile kondrosit farklilastirilmast yontemi kullanilmistir (188).

Bulgularimiz DaniSovi€ ve arkadaslarinin ¢calismasiyla uyum gostermektedir.
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Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerle yaptigimiz bu farklilagsma potansiyelini
belirlemeye yonelik ¢alismamizdan elde edilen sonuglar, literatiirdeki benzer calismalarla
genel olarak bir uyum gostermektedir. Zuk ve arkadaslarmin yaptig1 calismada adipoz
dokudan elde edilen MKH’lerin 6zellikle estetik cerrahide yag doku kokenli kok hiicre ¢cok
kullanilsa da giderek diger alanlara yayilma potansiyeline sahip oldugu ortaya konulmustur
(119). MKH’lerin in-vitro faklilagtirma kosullarinda kondrojenik farklilagsma yetenegine
sahip olduklar1 ¢calismamizda ortaya konmustur. Minguell ve arkadaslar1 stromal-damarsal
hiicreleri, adipositlere ve kikirdak hiicrelerine farklilagabilen, en azindan iki yonlii
farkhlasma potansiyeli sergileyen ve yag dokusunda yerlesik vaziyette bulunan
mezenkimal onciil hiicre grubudur. Yag dokusundaki onciil hiicreler tarafindan sergilenen
yaygin farklilagma potansiyeline iliskin ek bulgular, kemik iliginden izole edilen
klonlanmis hiicrelerin kullanildig1 ¢caligmalardan elde edilmistir (144). Cesitli calismalarda
MKH’lerin TGF-B bagimli kondrojenik farklilagmasi gosterilmistir (117, 178, 146).
Calismamizda da TGF-f iceren hazir StemPRO kondrojenik farklilastirma medyumu
kullanarak, adipoz doku kokenli MKH’lerin 3. ve 4. pasajlamadan sonra kondrositlere
farklilagtig1 gosterilmistir. Elde edilen bu sonuglara ve Fukumoto ve arkadaslarinin (117)
calismasina dayanarak, mezenkimal kok hiicrelerin Kkiiltiir 6rneklerinin sadece ileri

pasajlamalarda kondrojenik farklilasmaya ugrayabildikleri sonucu ¢ikarilabilir.

Osteoblast ve kondroblastlar, ortopedide yeni iiretilen biyomalzemelerin biyolojik
etkilerinin incelenmesinde kullanilmaktadir (189). Doku hasarlarinin giderilmesi i¢in
hiicrelerin eriyebilen polimer kaliplar iizerinde hasarli bolgeye nakledilerek, yenileyici
olarak kullanilmas1 hedeftir. MKH’ler, 6zellikle bag doku kokenli hiicrelere kolayca
farklilasma oOzelliginden dolayr kemik, kikirdak defektleri onarmmi ig¢in uygun

gozitkmektedir (154).

Deneylerde in vitro ortamda elde edilen bu bulgular, MKH’lerin in vivo ortamda da
farklilasabilecegini diistindiirmektedir. Farklilasma icin gerekli uyari, organizmanin hasarl
bolgesinin yakin cevresinden salinan ¢oziiniir faktorlerden saglanabilmektedir. Yapilan

calismalarda, hasarli dokulardan salman kemokin, sitokin ve diger ¢coziiniir faktorlerin kok
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hiicrelerin gogii, cogalmasi ve ihtiya¢ olan yonde farklilasmasinda rol oynayabilecegi one

siiriilmektedir (190, 191).

Sunulan calismada, MKH popiilasyonuna ait hiicrelerin adipoz dokuda bulundugu ve
GENKOK Arastirma Merkezi laboratuvarimizda elde edilebilecegi gosterildi. Adipoz doku
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin, diger kaynaklara gore daha az karakterizasyon
calismas1  yapilmaktadir. Adipoz kaynakli MKH’lerin, kondrosit hiicrelerine
farklilasabildikleri calismamizda gosterilmistir. Kondrosit hiicreleri rejeneratif amach
kullanilmak iizere oncelikli olarak eklem bolgelerinde ve diger kikirdak dokularda (burun,
kulak, vb.) doku miihendisliginde kullanilmak iizere yeni bir hiicre kaynagi olabilecegi

bilgisi literatiire saglanan diger bir katkidir.

Adipoz kaynakli MKH’ler ortopedide ve spor hekimliginde kemik, kikirdak gibi hasarli
dokularin  tamirinde, plastik ve  rekonstriiktif cerrahide yumusak doku
hacimlendirilmesinde ve kulak, burun gibi kikirdak dokularin ii¢ boyutlu (3B) iiretimi
amactyla kullanilabilir. Hedef doku veya organa, o organin islevlerini eski haline
getirmeye yetecek kadar sayida ve kalitede izole edilmis ve Ozellikleri belirlenmis olan
hiicrelerin nakledilmesiyle bu amaca ulasilabilir. Kok hiicreler, bu amaca hizmet
edebilecek yani hiicre tabanl tedavide kullanilabilecek baslica unsur olarak goriinmektedir.
Gelecegin hiicre tabanl tedavilerinde, 3B biyo-yazici ile hastanin kendi normal hiicreleri
ile kok hiicrelerini biyo-miirekkep olarak kullanilarak, ihtiyag¢ duyulan doku hatta

organlarinin birebir kopyasini iiretebilmek miimkiin olabilecektir.

Mezenkimal kok hiicrelerle yiiriitilen az sayida klinik uygulama, bu hiicrelerin
giivenilirligi yoniinden imit vericidir. Ancak bu hiicrelerin rejeneratif tip amach kullanimi
icin yeterince deneyim kazanilmasi gerektigine isaret ediyor. Oyle goriiniiyor ki; kok
hiicrelerle ilgili molekiiler mekanizmalar ortaya kondukca ve deneyim kazanildikga,
mezenkimal kok hiicrelerin klinik kullanimlar1 daha giivenli ve daha yaygm hale

gelecektir.
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