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Sunulan tez ¢aligmasinin amaci sinovyal sividan mezenkimal kok hiicre izole edip, bu
hiicrelerin miktarinin, canliliginin ve ilerleyen donemlerde in vitro kondrojenik

farklilagma potansiyellerinin incelenmesidir.

Tez ¢alismasinin ilk asamasinda anestezi yapilmis geng ve eriskin koyunun diz ve dirsek
eklemlerinden steril kosullarda 23 G ignesi olan 3 ml siringa ile sinovyal s1v1 aspirasyonu
yapilmistir. Calismanin sonraki agsamasinda sinovyal sividan mezenkimal kok hiicrelerin
izolasyonu gerceklestirilmistir. Hiicre canlilif1 icin MTT testine gerek duyulmadi ¢iinki
hiicreler uzun fibroblastoid goriintimlii, graniilaritesi az, yapisip ¢ogalan, canli ve saglikli
hiicreler idi.

Daha sonra sinovyum (SMKH) kokenli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik ve
adipojenik biiylime ve farklilasma ortami olmak tizere iki farkli kosulda multipotensi
ozellikleri incelenmistir. Osteojenik farklilasma i¢in Alizarin Red, adipojenik farklilagsma

icin ise Oil Red O boyama yontemleri kullanilmistir.



Sonug olarak koyunun diz ve dirsek eklemlerinden elde edilen sinovial sividan izole
edilen MKH’ler morfolojik olarak uzun fibroblast gériintimlii, canly, kiiltiir kabina yapisip
cogalan hiicreler idi. SMKH’ler %30-40 civarinda osteojenik ve %30-40 civarinda da
adipojenik farklilagsma gosterdi. Osteoblast 6nciilerine farklilasan SMKH’lerin hiicrelerin
ekstraseliiler matriksinde 21. giiniin sonunda kalsifikasyon ve kalsiyum depolar1 tespit
edildi. Osteojenik farklilagsma 21. giliniin sonunda Alizarin Red ile boyanan hiicrelerde
kalsiyum fosfat birikimi ile tanimlandi. Adipositlerde ise yag hiicresi fenotipi
goriilmektedir. Yani trigliseridlerin toplandigi biiyiik ve yuvarlak yag damlacigi ortaya
cikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sinovial Sivi, MKH, Kondrosit, Sinovial Membran, Adipojenik
Farklilagma, Osteojenik Farklilasma
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ABSTRACT

THE OSTEOGENIC, CHONDROGENIC AND TENDONOGENIC
DIFFERENTIATION PROPERTIES OF SYNOVIAL FLUID AND SYNOVIAL
MEMBRANE DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS

Aygun ISAYEVA

Master of Science, Devision of BIOENGINEERING
Supervisor: Prof. Dr. ibrahim VARGEL

September 2019, 82 pages

The aim of this study is to isolate mesenchymal stem cells from synovial fluid and to
investigate the amount, viability and chondrogenic differentiation potential of these cells

in vitro.

In the first stage of the thesis, synovial fluid aspiration was performed from the knee and
elbow joints of anesthetized young and adult sheep with a 3 G syringe with a 23 G needle
under sterile conditions. In the next stage, isolation of mesenchymal stem cells from
synovial fluid was performed. No MTT test was required for cell viability because the
cells were viable and healthy cells with long fibroblastoid appearance, low granularity,

adhesion and proliferation.

Then, the multipotency properties of synovium (SMKH) derived mesenchymal stem cells

under two conditions, osteogenic and adipogenic growth and differentiation medium,
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were investigated. Alizarin Red was used for osteogenic differentiation and Oil Red O

was used for adipogenic differentiation.

As a result, MSCs isolated from synovial fluid obtained from knee and elbow joints of
sheep were morphologically prolonged fibroblast-like, viable cells that adhered to the
culture vessel and proliferated. SMCCs showed osteogenic differentiation in 30-40% and
adipogenic differentiation in 30-40%. Calcification and calcium depots were detected in
the extracellular matrix of cells of SMKHs differentiated to osteoblast precursors at the
end of the 21st day. Osteogenic differentiation was defined by calcium phosphate
accumulation in Alizarin Red stained cells at the end of the 21st day. Adipocytes show
fat cell phenotype. In other words, a large and round droplet of oil is formed in which

triglycerides are collected.

Keywords: Synovial Fluid, MSC, Chondrocytes, Synovial Membrane, Adipogenic

Differentiation, Osteogenic Differentiation
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1. GIRIS

Insanlarda hem yasa bagli olarak hem de spor yaralanmalar1 ve kaza sonucunda dokularda
hasarlar olusur. Kii¢iik boyutlu hasarlarda doku kendisini onarir lakin biiyiik boyutlu
hasarlarda doku kendini onaramiyor. Bu asamada doku miihendisligi uygulamalari
devreye girer. Doku mithendisliginin temel hedefi laboratuvar kosullarinda doku ve organ
olusturarak doku veya organ hasarlar1 zamani1 hasarli bolgeye uygulamaktir. Organ
yetmezligi biitiin diinyada biiyiik bir sorun olusturmaktadir. Organ nakli olmay1 bekleyen
bazi hastalara kisa zamanda uygun nakil yapilsa da, bazilari ise yillarca uygun organ nakli
beklerken yasamlarini yitirmektedirler [1]. Son dénemlerde organ transplantasyonu tiim
diinyada organ yetmezlikleri i¢in tedavi segenegi olarak uygulanmaya baslanmis cerrahi
bir tedavi girisimidir. Ancak beyin 6liimii gerceklesmis insanlardan transplantasyon i¢in
alinan organlar, organ nakli bekleyen hastalarin ihtiyaglarin1 karsilamamaktadir. Canli

donorlerden de yapilan organ transplantasyonu yeterli sayida degil [2].

Biitiin bu sorunlar doku miihendisligi yaklagimlarinin énemini gozler 6niine sermektedir.
Doku miihendisliginde kullanilmak i¢in uygun olan doku iskeleleri ve ihtiya¢ duyulan
dokuyu olusturabilecek fonksiyona sahip hiicreler hem tek baslarina, hem de ikisinin

kombinasyonu seklinde uygulanabilir [3].

Eklem kikirdaginin iyilesme potansiyeli simirlidir. Subkondral kemigin delinmesi
(mikrokirik olusturulmasi) veya eklemin yikanmasi gibi mevcut tedavi yontemleri
zamant ise fibroz kikirdak olusur. Kikirdak doku miihendisliginde 6nemli olan hiicreler,
uygun matriks ve biyosinyallerdir. Uygun matriksle hibrid bir sekilde otolog
kondrositlerin transplantasyonu son yillarda kikirdak onariminda ¢ok fazla kullanilmaya
baslanmustir [4]. Ileri derecede farklilagsmis doku olan eklem kikirdagimin yapisini tip II
kollajenler (hiicreler aras1 ag) ve kondrositler olusturur. Hiicreler aras1 matriks {i¢ boyutlu
proteoglikan yapisindadir ve kayma, sogurma ve yiik tasima gibi islevler agisindan ¢ok
onemlidir. Avaskiiler yapida olan ve sinovyal sividan beslenen eklem kikrdagi dokusunda
rejenerasyon sinirl diizeydedir ve doku igerisinde gerceklesir. Bu yiizden eklem kikirdagi
dejenerasyon zamani ¢cok zayif iyilesme gosterir ve bu hasar dejeneratif artrite neden olur.
Kikirdak dokusunun Tip I kollajen ile onarim1 onun islevini yeterince yerine getiremez
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clinki eklem kikirdagi katmanlarinin yapisal ve islevsel ozellikleri farklidir. Mevcut
tedavi yontemleri (eklemin tek basina yikanmasi, abrazyonu, debridmani, subkondral
kemigin delinmesi) eklemin ancak boyut olarak kii¢iik olan ve yiik tasimayan bolgesinde
iyi sonug¢ verir. Mozaikplasti yontemi ise 4 mm?*’ye kadar olan yaralanmalarda iyi
sonuglar verir. Kikirdak doku miihendisligindeki kullanilan bir diger yontem ise otojen
greft yontemidir yani kikirdagin kendisinden, ayrica periost, kemik iligi, kas ve yag
dokularindan elde edilen ve laboratuvar ortaminda hiicre kiltiirii ile ayrigtirilarak
cogaltilan ve doygunluga ulasan kikirdak benzeri hiicrelerin yarali kikirdak bolgesine
ikinci bir ameliyatla uygulanmasidir. Ancak, otojen greft i¢in kullanima uygun olan
eklem kikirdagi kaynagmin ¢ok smirli olmast da sorun olusturmaktadir. Doku
mithendisliginde bir diger yontem ise uygun biyomalzeme iskelelerde biiyiitiilen
hiicrelerin biyolojik yenilenmeyi saglamak tizere kikirdak hasarmin oldugu yere enjekte
edilmesidir. Kikirdak yenilenmesi i¢in kullanilan tim bu tedavi yontemlerinde amag
klinik olarak uygulanabilen, dogal dokuya benzer ve dogal doku islevini yerine getiren

kikirdak dokusu tiretilmesidir [5].

Insan viicudu travmalara maruz kaldiginda tendon ve ligament yaralanmalar1 olusabilir.
Bu yaralanmalar hareket fonksiyonunu kisitladigi i¢in Onemli sorunlara neden
olabilmektedir. Eger bu tiir yaralanmalar damar ve sinir yaralanmalar1 ile beraber
seyrederse ¢ok tehlikeli olabilir hatta hayati tehlike arz edebilir. Basit bir spor
yaralanmasindan ciddi bir trafik kazasina kadar bir¢ok neden bu tiir travmalara sebep
olabilir. Tendon ve ligament yaralanmalar1 gerilme, yirtilma, kiint travma veya delici
yaralanma seklinde olabilir. Bu tiir yaralanmalarda bazen dogal iyilesme siireci olmaz
veya bu siireci olumsuz etkileyen faktorler ortaya ¢ikar. Doku mithendisligi uygulamalari
tendon ve ligament hasarlarinin onarilmasinda kullanilabilmektedir. Son zamanlarda bu

alanda arastirmalar yapilmakta ve umutverici sonuglar eldeedilmektedir [1].

Kikirdagin yapisi: eklem yiizeyinden subkondral kemige kadar olan alanda 4 tabaka
mevcuttur. Buna sebep ise bu alanda olan kondrositlerdeki ve matriksdeki morfolojik

degisikliklerdir.



1) Yiizeyel tabaka (Siiperfisiyal Zon); Iki katmandan olusan en ince tabakadir.
Eklemin yiizeyinde bulunan bu katin yiizeyinde hiicre bulunmaz, lakin {izerinde
polisakkaritlerden olugsmus ince fibriller yer alir. Hiicre igermeyen bu alana
“lamina splendens” adi verilir. Yiizeyin hemen altinda ise uzun ve ince
kondrositler eklem yiizeyine paralel olarak yerlesmistir. Bu bolgede proteoglikan
icerigi az, kollajen igerigi ise daha fazladir. Ayn1 zamanda yiizeysel tabakada
diffiizyon yolu ile beslenen kikirdagin snovial sividan aldigi besin maddeleri de
kontrol edilmektedir. Bu tabakanin diger bir 6zelligi ise su tutma 6zelligidir. Bu
tabakada bulunan fibrillerin yapisi nedeniyle germe kuvvetine kars1 da direnglidir.
Bu katta olusan bozukluk mekanik direncin degismesine, inflamatuar ve immun

yanit olusumuna ve sonucunda ise osteoartrite sebep olur.

2) Gegis Tabakasi (Transizyonel Zon); Bu bolge sentez yapan organelleri daha fazla
gelisen hiicrelerden olusmaktadir. Bu tabakada bulunan sferoidik hiicreler
proteoglikan konsantrasyonu daha yiiksek olan ve daha kalin lifli kollajen

sentezlerler.

3) Derin Tabaka (Radiyal Zon); Kolonlar seklinde ve eklem ylizeyine dik olarak
yerlesmis sferoidal kondrositlerden olusmus, en kalin kollajen fibrilleri ve en

yiiksek proteoglikan yogunluguna sahip katmandir.

4) Kalsifiye Kikirdak Tabakasi; Ince bir bolgedir ve derin tabakayla subkondral

kemigi ayirir. Bu tabakada olan hiicreler metobolik olarak daha az aktiftir [6].

Kikirdak doku miihendisliginde yaygin kullanilan pluripotent kok hiicreler kendini
yenileme yetenegiyle yanasi olarak, degisik kosullarda degisik hiicrelere doniisebilirler.
Ozellikle, mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) 6nemli avantajlari var: hipo-
immunolojiktirler ve hastanin immun sisteminden kagabilirler, birgok lokal (parakrin)
veya endokrin (sistemik) biiytime faktorlerinin etkisiyle morfolojik ve biyolojik degisime
ugrayarak kemik, kikirdak, yag, kas, vs. gibi dokulara farklilagabilirler. Diinyada ¢ok
yaygin olan ve kikirdak dokunun dejenerasyona ugramasina neden olan osteoartrit ve
romatoid artrit gibi eklem hastaliklarinda son yillarda MKH umutverici olmaya
baslamistir, lakin buna ragmen simdiye kadar yapilan hi¢gbir deney sonucunda tamamen

dogal ve islevsel olan artikiiler hiyalin kikirdak dokusu MKH kullanilarak



olusturulamamistir [7]. Adipoz doku ve kemik iligi kikirdak doku miihendisligi
caligmalarinda MKH’lerin en 6nemli kaynagidir, lakin son zamanlarda literatiirde

sinovyum kaynaklit MKH’le yapilan ¢esitli ¢alismalarin sonuglari da umut vericidir.

Kemik iliginden elde edilen MKH’lerin kullanimi1 yaygin olsa da bu hiicrelerin hem
yasam siireleri, hem farklilasma potansiyelleri, hem de miktari, dondriin yasi artikca

azalmaktadir yani ters orantilidir. Ayrica KiMKH’lerin elde edilmesi invaziv bir iglemdir

[8].

MKH’leri elde etmek i¢in kullanilan diger bir kaynak ise adipoz dokudur. Kemik iligi
gibi mezenkimden koéken alanadipoz doku igerisinde destek stromast bulundurur ve bu
destek stromasi kolayca izole edilebilir. Burada bulunan ve kararli bir biiytime kinetigi ve
proliferasyon gosteren kok hiicreler, osteojenik, adipojenik, miyojenik, ve kondrojenik
farklilagma gosterebilmektedirler. AMKH’leri MKH’lerden farkli kilan iki ylizey antijeni
vardir. AMKH’ler CD-106 a¢isindan negatitken, CD-49 agisindan pozitifdir. MKH’ler
ise CD-106 agisindan pozitif, CD-49 agisindan ise negatifdir.. AMKH’lerin CD-106
acisindan negatif olmast bu antijenlerin non-hematapoietik bir dokuda mevcut
olmasindan kaynaklanmaktadir [9]. Adipoz dokudan kisa zamanda daha ¢ok MKH elde
edilebilmektedir [10].

Sinovyumun en 6nemli fonksiyonu sinovial siviyr salgilamaktir. Sinovial sivi eklem
kikirdaginin beslenmesini ve eklemin siirtiinmesiz hareketini saglayan kayganlastirici
stvidir. Sinovyumun iki hiicre katmani vardir. I¢ hiicre tabakasi "intimal lining" ve dis
hiicre tabakas1 "sublining" olarak adlandirilir. i¢ hiicre tabakasi gevsek ve avaskiilerdir
ve sinoviyal siv1 iiretmektedir. I¢ hiicre tabakasinda Tip A hiicreler ve Tip B hiicreler
olmakla iki temel hiicre tipi mevcuttur. Kemik iliginden koken alan Tip A hiicreler
"makrofaj benzeri" hiicrelerdir. Fagositoz, antijen sunumu, biiyiime faktorleri, sitokinler,
ve inhibitorlerin sentezi ve sekresyonu, doku yikimina neden olan bir¢ok enzimlerin ve
bircok inflamatuar mediatoriin {iretiminde rolii vardir. Ayn1 zamanda Tip A hiicreleri
neoangiogenezde yani yeni kan damarlari olusumunda 6nemli rol almaktadir. Tip B

hiicreler mezenkimal kokenlidir ve morfolojik olarak fibroblastlara benziyorlar. Ribozom

4



dizileri ve graniillii endoplazmik retikulum gibi salgilayicit elemanlar1 vardir. Ayni
zamanda Uridin difosfoglukoz dehidrogenaz (UDPGD) sentezini yaparlar. UDPGD
hyaluronik asit sentezinde rol oynar. Tip B hiicreler sitokinler gibi bircok yikim ve
imflamatuar mediatorlerini sentezleme kapasitesine sahiptir. Kemik ve kikirdak
yikiminda etkin rol oynayan hiicrelerdir. Dis hiicre tabakasi olan ve "sublining" olarak
adlandirilan ikinci hiicre katmani ise aseliilerdir, fibroblastlar ve kan damarlar igerir.
"Sinoviyal yiizeyin altinda zengin bir mikrovaskiiler damar ag1 mevcuttur." intimal
hiicrelerin hemen yakininda ise kapiller damarlar mevcuttur. Cocuklarin sinoviyalarinda

bu kapiller belirgin olup, yas artdikca sayilar1 azalir ve doku fibrotik hal alir [11].

Halk arasinda kire¢lenme ismiyle bilinen, dejeneratif bir eklem hastalig1 olan osteoartrit,
eklemlerde olan kikirdak dokusunun yapisinda bozulma, kikirdakta incelme, asinma ve
cevre dokuda bozulmanin eslik etmesi ile ortaya ¢ikan ve ozellikle yaslilikta en ¢ok
karsilasilan bir hastaliktir. Diz, kalga, el bilegi ve omurga eklemlerinde daha fazla
olusabilmektedir. Eklem kikirdaginin iyilesme yetenegi smurlidir. Eklem kikirdag:

yiiksek derece ihtisaslasmis bag dokusudur ve muazzam bir mekanik yiik emer.

Sinoviyum kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kondrosite farklilagsma potansiyelinin
diger (yag dokusu, kemik iligi) mezenkimal kok hiicrelerine oranla daha fazla oldugu
deneylerle kanitlanmistir. Sinovial kaynakli MKH’lerin kemik iligi kaynakli MKH’e
benzer morfoloji ve hiicre fenotipi gosterdigi bilinmektedir. Diger taraftan sinoviyum
kaynakli MKH arastirmalarinda sinovial membran daha iyi bir kaynaktir. Ciinkii sinovial
stv1 kaynakli MKH’in biyolojik anlasilabilirligi sinirhidir. Sinovial siviya daha kolay
erisilebilir, invaziv bir islem gerektirmemektedir. OA ve Romatoid Artrit hastalarinda da
bu alana kolay ulasilir. Sinovial s1v1 kaynaklt MKH’in yiiksek tireme hiz1 ve kondrogenez
kapasitesi de vardir. Sinovium kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik,
osteojenik ve tendonojenik farklilasma potansiyellerinin  §grenilmesi ilerleyen
zamanlarda OA ve RA basta olmak {izere bir¢ok eklem hastaliklarinin tedavisinde yeni

bilgilere ulasilacak ve klinik soruna 1s1k tutacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kikirdak Doku Miihendisligi ve Kullanilan Hiicreler

Basarili bir doku miithendisligi i¢in gerekli olan ii¢ bilesen var: ragulatuar sinyaller,
hiicreler ve hiicre dis1 matriks [12]. Ortak yapi1 ve isleve sahip olan ve kendileri tarafindan
salgilanan ara madde ile ¢evrili olan hiicreler grubu dokular1 olusturur. Farkli dokularda
bulunan ara maddeler farklilik gosterir: kemik dokuda ara madde kati, kikirdak dokuda
yarikati-jelimsi, kan dokusunda ise sivi seklindedir. insan viicudunda 4 doku tiirii

bulunuyor: epitel, destek, kas ve sinir dokusu. Kikirdak dokusu da destek dokulara aittir.

Eklem kikirdag: diger bag dokulara (meniskiis, ligament, tendon) benzer sekilde hiicre,
makromolekiiler ag iskeleti ve eklem sivisindan olusmaktadir. Makroskopik olarak
incelendiginde ise deformasyona direngli, sert, parlak bir yiizey olarak goriiniir. Eklem
kikirdagi kas ve kemik dokularina oranla daha diisiik metabolik aktivite gosterir. Eklem
kikirdaginin yas agirligimin yaklasik %80'ini su olusturur. Eriskin eklem kikirdaginin
yalnizca % 1'ini kondrositler olusturur. Bu dokunun mekanik 6zelliklerini belirleyen
faktor ise su ile ag molekiillerinin etkilesimidir. Eklem kikirdaginin % 90-95'ini Tip 2
kollajen olustursada, Tip 6, 9, 10 ve 11 kollajenlerini de icermektedir. Tiim doku boyunca
uzanan Tip 2 kollajen ag1, proteoglikanlar1 da sararak dokunun biitlinliigtinii saglamakla
kalmaz ayn1 zamanda gerilmeye karsi direng giliciini verir. Kondrositler ag
makromolekiillerini sentezler ve bu ag makromolekiilleri normal eklem hareketleri
sirasinda hiicreyi mekanik hasardan korur. Hiicre islevlerinin diizenlenmesinde yardimci
olan molekiiller (sitokinler, bliylime faktorleri), besinler, metabolik artiklar bu agdan

gecerler, hatta bu molekiiller agda depolanabilirler [4, 13,14].
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Sekil 2.1. Eklem kikirdag: [15].

Sekil 2.2. Kikirdak dokusunda bulunan hiicreler [16].

Bag dokusunun 6zellesmis bir sekli olan kikirdak dokusunun 3 tipi var: hiyalin, elastik
ve fibroz kikirdak. Kikirdak yumusak dokuyu destekler ve ayn1 zamanda dogumdan 6nce

ve sonra uzun kemiklerin olusumunda rol alir [16].



Sekil 2.3. Kikirdak dokusunda bulunan hiicreler [16].

Sinir hiicrelerini, kan ve lenf kapillerini igermeyen, avaskiiler yapiya sahip olan kikirdak
dokusunun hiicrelerinin metabolik aktiviteleri diistiktiir. Bu doku perikondriumda olan
kapillerden ve eklem kavitelerindeki sinovial sividan difiizyonla beslenmektedir. Bu

yiizden de kikirdak dokusunun kendini yenilemesi olduk¢a siirlidir [17].

Kikirdak dokusu iki sekilde biiyiir: interstisyel ve apozisyonel. Kondrositlerin mitotik
boliinmeleri ile gerceklesen biiylime interstisyel biiylimedir, perikondriyumdaki
hiicrelerin farklilasmasi ile gergeklesen biiyiime ise apozisyonel biiytimedir. Eklem

kikirdaginda perikondriyum yoktur ve bu yiizden apozisyonel biiyiime de yoktur [16].

Kondrogenez kikirdak dokusunun olusum asamalarina ve gelisim mekanizmasina verilen
isimdir. Kikirdak hiicreleri olan kondrositler kanda bulunan besin maddelerini diflizyon

yolu ile almaktadirlar. Bu nedenden dolayi kikirdagin maksimum kalinligi sinirlidir. [18].

Hiyalin kikirdak hiicreleri genellikle glikozu metabolize ederek laktik asidi
olusturmaktadirlar  [19]. Kikirdak matriksinde serbest suyun neredeyse hig

bulunmamasinin nedeni ise besin maddelerinin ¢oziicli olarak matriksteki serbest suyu



kullanmasidir [16]. Kikirdak dokusunda iki tip hiicre bulunmaktadir: gen¢ kikirdak

hiicreleri olan kondroblastlar ve olgun kikirdak hiicreleri olan kondrositler [16].

Sekil 2.4. a. Yildiz seklindeki mezenkimal hiicreler, b. Kondroblastlar, c. Kendi
matriksini sentezlemeye baslayarak birbirlerinden uzaklasmaya baslayan ve olgunlasarak
kondrositlere dontismekte olan kondroblastlar d. Kendi lakiinleri icerisinde ¢ogalarak

izogen hiicre gruplar1 olusturan kondrositler [16].

Eklem kikirdag: avaskiiler, alenfatik ve andral dokudur ve eriskin eklem kikirdaginin
toplam hacminin %21 sini kondrositler olusturmaktadir. Yogun miktarda kollajen ve
proteoglikan iceren karmasik bir matrikse sahiptir. Bu matriks kikirdak dokusunun
mekanik o6zelliklerini belirler. Eklem kikirdaginin hacminin %90°1 hiicre dis1 ara
maddeden olusur ve bu ara maddenin temel bilesenleri su, kollajen, proteoglikandir. Kuru
agirliginin %60°1 kollajen olusturmaktadir. Bu kollajen liflerinin kendine 6zgii capraz
dizilimli bir yapis1 vardir. Kikirdagin temel fibriler yapisi ag orgiisii olusturan kollajen
fibriller ve dev proteoglikanlardan meydana gelir. Su ise kikirdak agirligina %65 ila
%851 olusturu. Kikirdak dokusunun kuru agirlhiginin % 25 ile %35°’1 olusturan
proteoglikanlar su tutma yetenekleriyle kikirdaga basinca karst bir esneklik ve sertlik
verirler. Tip 2 kollajen ise dokunun gerilme kuvveti ve sekline katki saglamaktadir.
Proteoglikan icerigi derin bolgelerde ylizeyel bolgelere oranla daha yiiksek
yogunluktadir. Elektron mikroskobu ile incelendigi zaman eklem kikirdaginin yapisal

olarak dort tabakaya ayrildig1 goziikmektedir:

1) Yizeyel Tabaka (Tanjansiyel zon): Yiiksek konsantrasyonda kollajen ve diisiik
konsantrasyonda proteoglikan igeren matriks sentezleyen kiiciik ve yassi
kondrositler, gerilme kuvveti saglayan ve eklem kikirdagina paralel yerlesmis

kollajen liflerden olusmaktadir.



2) Orta Tabaka (Transizyonel zon): En kalin tabakadir, yiizeysel kata gére daha az
su ve kollajen icerigine sahipdir ve gelisigiizel yerlesimli ve biiyiik capli kollajen

lifler igerir.

3) Derin Tabaka (Bazal zon): Bu katta kondrositlerin metobolik etkinligi on kat daha
fazladir ve en biiyiik captaki kollajen liflerini igerir. En diisiik konsantrasyonda su

ve en yliksek konsantrasyonda proteoglikan igerir.

4) Kalsifiye Kikirdak Bolgesi [20].

~=\:“3~ g/_xf“ ~§?:G~I&i === Ylzeyel bolge
NN ™2 G r\, \'\_ F e N /"‘\":':. //'f:_
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6/ \ Q) %&w N\ Y\ 0/ \ Gegis bolgesi

Derin gegis bolgesi

Gegis cizgisi
— Kemiklesmis kikirdak
Kemik

Sekil 2.5. Eklem kikirdaginin kesitsel yapis1 [20].

Sinoviyal doku: Sinoviyal membran aym1 zamanda sinoviyum olarak da
adlandirilmaktadir. Sinoviyum vaskiiler ve mezensimal bir dokudur. Biitiin sinoviyal
eklem boslugunu déseyen sinoviyum dokusu eklem sivist ve onun kompanentlerinin
tretimini saglamaktadir. Ayn1 zamanda eklem boslugunda bulunan hiicre ve bag dokusu
artiklarinin da temizlenmesini saglamaktadir. ”Normal sinoviya kan plazmasi
stiziintiistine ( dializatina) hyaluronat ilavesiyle meydana gelir.” Hyaluronat eklemin
yaglanmasinda ve beslenmesinde biiyiik rol oynamaktadir. Sinovyal hiicrelerin kikirdak
dokusunda bulunan hiicrelerle ayni oOnciilden gelmesi onlarin kikirdak doku

miihendisliginde kullanilmasinin daha iyi sonuglara neden olacagini gostermektedir [20].

Kikirdak Dokusu Tedavi Yontemleri: Bir ¢ok tedavi yontemleri mevcuttur (ortopedik
ameliyatlar, doku transplantasyonu ve yapay protez) [19]. Ameliyat hem riskli hem de
kullanilan protezler maliyetlidir, ayn1 zamanda 15-20 sene sonra ameliyatin tekrarlanmasi
gerekmektedir. Doku nakillerinde ise donér doku bulunmasindaki zorluklar, greftin

boyutlarindan kaynaklanan sorunlar, ayni zamanda bagisiklik sistemi tarafindan
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reddedilmesi gibi aplikasyonlar mevcuttur. Bunun yani sira viicudun farkli bolgelerinde
olan kikirdak dokularmminayni mekanik dayanima sahip olmamast da 6nemli bir sorun

olusturmaktadir [18, 21].

Kikirdak doku tiretiminde kullanilan iki yontem mevcuttur: Hiicre transplantasyonu
(kikirdak hiicrelerinin viicut disinda ¢ogaltilarak hasarli bolgeye uygulanmasi) ve hiicre-
polimer modeli (kondrositlerin {i¢ boyutlu iskelelerde uygun kosullarda iiretilmesi) [22,
23]. Saglikli doku miktar1 yeterli olmazsa veya dogal dokunun tamami bozulursa
(Osteoartritin son evreleri gibi) ortopedik implantlar kullanilir, yani kikirdak dokusunun

yerine, tamamen yapay olan biyolojik implant malzemeler yerlestirilir [19].

Kikirdak doku miihendisliginde kondrogenezi etkileyen uyarict molekiiller mevcuttur:
Trioksin ve testosteron siilfatlanmis GAG sentezini hizlandirirken, Kkortizon,
hidrokortizon, estradiol ise geciktirir [16]. Matriks iiretiminde ve Ozellikle kollajen
tretiminde uyarici etkisi olan askorbik asit (C vitamini) ayn1 zamanda organizmada
bulunmayan ve kollajenin yapisinda bulunan hidroksilizin ve hidroksiprolin amino

asitlerinin sentezinde enzimlerin kofaktorii olarak gorev almaktadir.

D vitamini kondrositlerin olgunlagsmasini ve matriks sentezini, FGF-2 ise kondrositlerin
cogalmasimi uyarir [24]. TGF-B1 ve TGF-B2 kondrositlerin proliferasyonunu ve

olgunlagsmasini indiiklemektedir [19].

Hiicre dis1 molekiilleri ti¢ ana baslik altinda toplayabiliriz: Kollajen ve elastin gibi yapisal
proteinler, 6zellesmis proteinler olan laminin, fibronektin, vitronektin ve fibrilin ve diger
en 6nemli yapilardan biri olan proteoglikanlar (glikozaminoglikanlar (GAG)). insan
viicudunda en bol bulunan protein olan kollajen lifler hiicre dis1 matriksin en énemli
proteini olmakla beraber kuru agirligmin yaklasik olarak %30’unu olusturmaktadir.
Kollajenin yapisinda az miktarda lizin ve hidroksilizin amino asitleri de bulunmaktadir.
Kollajen liflerinin 25 tiirti bilinmektedir [16]. Laminin, fibronektin, vitronektin gibi

proteinler 6zelleserek doku igerisinde spesifik gorevleri yerine getirerek hiicreler ile diger
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hiicre dis1 matriks proteinleri ile baglanti kurarak dokunun metabolik biitiinligiini

korurlar.

Cizelge 2.1. Kollajen tipleri ve bazi1 6zelikleri [16].

Tip a-Zincir Diizeni Yapisi Lokalizasyonu

| [al(D]2[eo(D)] 300 nm, 67 nm sarili | Deri, tendon, kemik,
fibriller vb.

I [al(1D]3 300nm, kiigiik 67nm | Kikirdak
fibriller

I [a1(1ID)]3 300nm, kiigiik 67nm | Deri ve kasta yogun
fibriller bulunur

v [al(IV)2[a2(IV)], 390nm C-term globiiler | Tiim bazal lamina
bolge, non-fibriler

A% [alW)][ a2(W)][ a3(V)] 390nm N-term globiiler | Tip-I  kollajen ile
bolge, kiigiik fiberler iligkili

VI [al(VD][ a2(VD][ a3(VD)] 150nm, N-C term. | Tip-I kollajen ile
globular bolgeler, | iligkili
mikrofibriller

VI [al(VID)]3 450nm, dimer Epitel

VIII [al(VIID)]3 7?7 Bazi endotel hiicreler

IX [a1(IX)][ a2(IX)][ a3(IX)] 200nm, N-term. | Kikirdak, tip-11
globiiler bolge kollajen ile iligkili

X [al(X)]3 150nm, C-term. | Hipertropik ve
Globiiler bolge mineralize kikirdak

XI [al(XD][ a2(XD][ a3(XD)] 300nm, kii¢tik fiberler Kikirdak
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Proteoglikanlar: Genellikle bir heksoz amin ve bir tironik asit tarafindan olusturulan
Glikozaminoglikanlar (GAG), dogrusal polisakkaritlerdir” [25]. Karbonhidratlar
proteoglikan molekiilintin kiitlesinin %80-90’1n1 olusturmaktadir ve i¢inde hidroksil,
karboksil ve stilfat gruplarini yiiksek oranda barindirdigi i¢in proteoglikan agregatlar cok
fazla su iceren yapilardir [21, 25].

Doku miihendisliginin iki temel yaklasimi vardir: in vivo doku mithendisligi ve ex vivo
doku miihendisligi (in vitro gelistirilen yapilar kullanilir). Hem in vivo hem de in vitro
doku miihendisligi i¢in de uygun doku iskelesi, biyosinyal molekiilleri ve duyarlt hiicreler
[26]. Sentetik ve ya dogal yapiya sahip biyobozunur polimer iskelelerde kikirdak
dokusundan elde edilen hiicreler ekilerek ¢ogaltiliyor ve bu yap1 kondrositler kendi hiicre
dis1 matriksini iiretene kadar tutuna bilmeleri i¢in bir ¢esit yapay hiicre dis1 matriks gorevi
goriir [27]. iki-boyutlu kiiltiir islemi zamani hiicreler kendi fenotipik o6zelliklerini
kaybederler. Buna karsin tic-boyutlu iskelelerde biyoreaktorlerde yiiriitiilen kiiltiir islemi

zamani kondrositler dediferansiye olmazlar [22].

=
qe - / -
<y Periosteal !‘?Tn—*; «
flap ~ . ,\
Cultivation of chondrocytes
Enzymatic

digestion

Sekil 2.6. Kikirdak hasarinin kendisinden alinan MKH’lerle tedavisi [15].



Kendini onarma yetenegi sinirli olan sinovial eklemlerde olusan kikirdak kaybinin tedavi
yontemleri bilim insanlari tarafindan uzun zamandir arastirilmaktadir, lakin onarim ve
rejenerasyon kavramlar1 arasinda fark var: onarim, yaralanan eklem kikirdaginin yapi,
islev ve icerik olarak farkli olan ancak hiyalin kikirdaga benzeyen yeni bir doku ile
yenilenmesidir. Rejenerasyon ise, eklemin normal hiyalin kikirdagindan ayirt edilemeyen

yeni doku ile yenilenmesidir [13].

”Doku miithendisligi” kavramini ilk dile getiren kisi LexerModern Lexer’dir. O 20.
yiizyilin baslarinda taze kadavradan elde ettigi allogreftleri eklem rekonstriiksiyonunda
kullanmistir [14]. Doku miihendisligi yaklasimlarinin temel kaynagi hiicre icermeyen bir
implantin emzimler tarafindan bozularak fiziksel 6zelliklerini kaybetmemesi i¢in doku
mithendisligi triinii olan dokularin in vivo ortamda dogal dokular gibi davranmasidir

[28].

Doku miihendisliginin 6nemli bilesenlerinden biri de hiicrelerdir. Hiicreleri elde etmek
icin uygun bir hiicre kaynagina ihtiya¢ duyulmaktadir. Doku mithendisliginde kullanilan
hiicre kaynagi olan ve kendini yenileme ve ¢ogalma potansiyeline sahip olan MKH’ler
(MKH) hipo-immunolojikdir ve bu nedenle hastanin immiin sisteminden
kagabilmektedirler. Kikirdak doku miihendisliginde sinovial sivi ve membran, kemik

iligi, adipoz doku gibi kaynaklar kullanilmaktadir. [29].

Kikirdak doku miihendisliginde en ¢ok kullanilan, kolay elde edilen ve farkli polimer
aglarla birlikte kullanilan kondrositler ve kondroblastlarin erken doénemde kikirdak
yizeyinde yeterli onarimi sagladigi goriinse de uzun donemde ayni sonucu
verememislerdir. Chen ve ark., transplante edilen hiicrenin sayisinin sentezlenen ag
miktarini etkiledigini, hiicre sayisi arttik¢a ag miktarinin da arttigini bildirmislerdir [31-
33]. Diger taraftan ise kikirdak dokusunun her katinda olan kondrositler biyokimyasal ve
morfolojik 6zelliklerine gore digerlerinden farklidir. [34, 35]. Perikondrial ve periosteal
dokuda kondrojenik potansiyelleri olan hiicreler mevcuttur. Otojenik hiicrelerin kullanimi
zamani daha basarili sonuclar elde edilir lakin bu hiicreler canliligini uzun siire

koruyamamaktadir. Ayn1 zamanda deneyler sonucunda subkondral kemikle baglantida

14



olan hiicrelerin kondrositlere farklilasmadigi, osteoblastlara farklilastigi bildirilmistir

[36, 37, 38].

Hiyalin kikirdagin kendini yenileme yeteneginin olmamasina karsi c¢evresinde olan
perikondriumda bulunan kondroblastlarin az da olsa kendini yenileme yetenegi vardir..
Lakin kikirdak hasarlarinin bir¢ogu perikondriyuma kadar uzanmamaktadir. Biiyiik
olg¢tide kikirdak hasarlarinda ise hiyalin kikirdak yerine fibréz kikirdak dokusu
olusmaktadir. Bu ylizden de kok hiicre tedavisi kikirdak lezyonlarinda 6n plana ¢ikmustir.
[39-44].

000\

N
o\

- X \ Lesion ‘
° I

S

Osteochondral plug

Sekil 2.8. Kikirdak lezionunu otograft ile tedavisi [15].

Caplan [45] MKH aracilig1 ile gerceklesen kemik ve kikirdak doku doniisiimiinde ¢evre
kosullarinin MKH farklilasmasinin uyarilmasinda ¢ok 6nemli rolii oldugunu gostermistir.

[46-48]

Kikirdak doku miihendisliginde uygun bir eklem ag1 olusturmak i¢in bir takim seylere

dikkat edilmesi gerekmektedir.

1) Porozite: Besinlerin ve metobolik atiklarin taginmasi, ayni1 zamanda aga ekilen

hiicrelerin yapismast ve migrasyonu i¢in porlar ve porlar arasinda baglantilarin
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olmasi ¢ok onemlidir. Tasiyicilik: Ag biliylime faktorlerini kontrollii salabilme

ozelligine sahip olmali.

2) Adezyon: Hiicrelerin normal biyokimyasal fonksiyonlarini yerine getirmesi i¢in

ag hiicrelerin yapismasini kolaylagtirmalidir.

3) Biyobozunurluk: Orijinal ag olusumuna izin verilmeli ve rezorbsiyon siireci

kontrol edilmelidir.

4) Hacim Stabilitesi: Eklem yiiziiniin piiriizstizliigliniin bozulmamas: i¢in ag sisme

veya biiziisgme gibi hacim degisikleri gostermemelidir.

5) Biyouyumluluk: Ag biyouyumlu malzemelerden yapilmalidir ki, konak dokuya

yerlestirildigi zaman ¢evre dokuyla biitiinlesebilsin.

6) Internal Yapisma: Bosluga dolduruldugu zaman bosluktan tekrar disari

¢tkmamasti i¢in internal yapisma 6zelligi olmasi gerekmektedir.

7) Elastiklik: Agin dogal sertligi, eklemde bir takim kuvvetlere direnebilmesi

vemekanik 6zellikler agisindan kinak dokuya benzemesi gerekmektedir.

8) Cerrahi Teknige Uygunluk: Klinik uygulamalarda agmn hangi cerrahi
uygulamayla defektif bolgeye yerlestirilecegi ¢ok 6nemlidir: [14, 34, 38, 49-53].

2.1.1. Hiicre Hatlar:

Bilimsel deneylerde memelilerin ve diger canlilarin kullanilmasmin olabildigince
kisitlanmasi gerekliligi hiicre kiiltiirlerinin gelistirilmesine ve kullanilmasina yol agmastir.
Ik defa 1951 yilinda servikal kanser hastasi olan Afrika kokenli Amerikal1 bir hastanin
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Baltimore’da kanserli dokularinin laboratuvarda
kiltirc  yapilmistir  [54-59]. Kanserli hiicrelerden elde edilen hiicre hatlar
(kondrosarkom) daha c¢ok sayida hiicre iiretir lakin fizyolojik siirecleri kopyalayamiyor,
nedeni ise tiimorijenik 6zelliklere sahip olmasidir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in son zamanlarda
Olumsiizlestirilmis kondrositler gelistirilmistir. Aym1 zamanda bir¢ok genetigi
degistirilmis hayvan modeli kikirdak farklilasmasi ¢alismalarinda kullanilmaktadir [60-
64]. Fare kondrojenik ATDCS5 hiicre hatti kondrojenezin molekiiler mekanizmasini
arastirmak i¢in yaklasik 300 calismada in vitro bir model olarak kullanilmistir, ayni
zamanda nitrik oksit de dahil olmak tizere enflamatuar mediatorleri incelemek i¢in de

kullanilmastir [65]. Oliimsiizlestirilmis insan geng kostal kondrosit hiicre hatt1 T/C-28a2
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ve Murin kondrojenik hiicre hatti ATDC-5 da hiicre hatlar1 da kikirdak doku
mithendisliginde kullanilmaktadir [66].

2.1.2. Ko-kiiltiirler

Dokunun normal gelisimi ve onarim reaksiyonu i¢in dokudaki hiicrelerin organizasyonu
onemlidir. Bir ko-kiiltiir sisteminde, aym kiiltiir ortaminda bir araya getirilen iki veya
daha fazla hiicre tipi yakinliklarina ve etkilesime girme yetenegine bagl olarak birbiri ile
etkilesir ve iletisim kurar [67]. Doku miihendisligi ¢aligmalarinda hangi ko kiiltiir
kosullarinda bir hiicre tipinin soyunu korudugunu, ikinci bir hiicre tipinin soyuna
farklilastigini, aralarindaki etkilesimi incelemek 6zellikle 6nemlidir. Eklem kikirdaginin
yiizeyel bolgesindeki kondrositler, sinovyal hiicrelerle ve sinovyal sivida mevcut olan
faktorlerle hiicresel etkilesime girerek, fenotiplerini ve fizyolojilerini korurlar. Gegis
bolgesi ve radyal bolge icinde ise kondrositler ve hiicre dis1 matris arasinda hiicresel
etkilesimler gergeklesir, kemik-kikirdak sinirinda olan kondrositler ise subkondral kemik

ve kat1 kemik matriksindeki osteoblastlar ile etkilesime girer. [68-71].

Hiicresel yonlendirme kikirdak doku miihendisliginde karsilasilan en énemli zorluktur.
Hiicresel yonlendirmeni etkileyen basta biiyiime faktorleri olmakla bir¢ok faktor var.
Degistirilen faktorler ko kiiltiir sirasinda doku rejenrasyonunda énemli rol oynamaktadir

[72].

2.2. Kok Hiicreler

Kok hiicre” terimine ilk kez botanik ile ilgili yazilarda rastlanmaktadir. Yasamin 6nciisii
olan kok hiicreleri tanimlamak gerekirse: Kendini yenileyen, farkli hiicrelere
farklilagabilen ve klon olusturma yetenegine sahip olan hiicrelerdir. Kok hiicreler
asimetrik boliinerek kendini yenilerler, yani olusan yavru hiicrelerden biri kok hiicre

havuzuna katilir, digeri ise bir sonraki asama i¢in farklilagir.

1) Kok hiicreler kendini yenileme (Self-Renewal) ve farklilasabilme yetenegine

sahip Ozellesmemis hiicrelerdir. Erken embriyonik donemde kok hiicrelerin
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kendini yenileme kabiliyeti en yiiksek diizeydedir. Ayn1 zamanda kok hiicreler
viicutta olan biitiin hiicrelere (kemik, kikirdak, kas, sinir, kalp vb) farklilasabilirler

[73].

2) Farklilasma yetkinligi(potensi): Kok hiicreler hem farklt hiicre tiplerine
farklilasabilir (unipotent), hem de tek tip hiicre tiiriine farklilasabilir (progenitér,

prokiirsor).

3) Klon olusturma yetenegi (klonalite): Tek bir kok hiicreden ¢ok sayida yeni kok
hiicreler olusur. Kiiltiirde birden fazla tiirde hiicre olursa bu klonaliteyi olumsuz
yonde etkileyebilir, lakin hiicreleri farklilastirdikca ¢ogalma ve farklilasma
yetenekleri azalabilir [74]. Viicudumuzdaki pek ¢ok hiicre 6rnegin kalp hiicresi,
sinir hiicresi, deri hiicresi 6zel bir islev i¢in sartlanmislardir. Kok hiicreler ise

sartlanmamustir ve 6zel uyar1 alana kadar hi¢bir hiicreye doniismez.

[lk embriyonik hiicre olan zigot fotipotent hiicredir, ¢iinki tek basina biitiin bir
organizmay1 olusturabilme yetenegine sahiptir. Dollenmeden sonraki ilk 4-5 giinde
meydana gelen hiicreler de totipotent hiicrelerdir. Yaklasik besinci giinde meydana gelen
ve blastositin i¢ hiicre kitlesini olusturan hiicreler tek basina organizmayi olusturamasa
da viicutta olan biitiin hiicrelere farklilasabilen p/uripotent hiicrelerdir. Daha sonra olusan
hiicreler ise eriskin kok hiicrelerdir. Bu kok hiicrelere multipotent kék hiicre denir. Sadece
bir tip hiicreye dontigebilen ve ayn1 zamanda da kendini yenileyebilen kok hiicrelere ise

unipotent kok hiicreler denir [75, 76].

2.2.1. Tarihge

Ik kes 1959°da ABD’de in vitro fertilizasyonla ilk hayvan (tavsan) olusturuldu [77].
Insan yumurtasimi in vitro olarak ilk kez 1968’de Edwards ve Bavister fertilize ettiler.
1970’lerde ise kok hiicreler embriyonik gelismeyi gostermek i¢in kiiltiirde ¢ogaltildi.
1978’de ise Ingiltere’de ilk in vitro fertilizasyon olan insan Louise Brown dogdu [77].
1981°de Evans, Kaufman ve Martin tarafindan ilk kez fare embriyonik kok hiicresi elde
edilerek cogaltildi. 1989°da ise Pera ve ark. lari, her 3 ana germ tabakasindan da insan
embriyonal karsinom hiicrelerini elde etmeyi basardilar. 1995 ve 1996 yillarinda ise ilk

kez hayvanlardan in vitro kok hiicre saglandi.
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Bilim insanlar1 farkli yontemlerle insan embriyosundan pluripotent kok hiicre elde etmeyi
basarmiglar [77]. Kok hiicreler kemik hastaliklarinin yani sira, kikirdak lezyonlarinda da

yaygin kullanilmaktadir, bunun nedeni ise kondrojenik farklilagmalarmin ¢ok 1iyi

olmasidir [39].

2.2.2. Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicrelerin elde edildikleri kaynaklara gore iki ¢esidi vardir:

A. Embriyonik kok hiicreler

B. Embriyonik olmayan kok hiicreler

Embriyonik olmayan kok hiicrelerin de ti¢ ¢esidi vardir:

1) Hematopoetik kok hiicreler: kemik iligi kok hiicreleri, periferik kan kok hiicreleri,

gobek kordon kani kok hiicreleri
2) Stromal (mezenkimal) kok hiicreler

3) Organlarda yerlesik diger eriskin kok hiicreleri [78].

Insan viicudunda sadece bulundugu dokudaki hiicrelere doniisebilme yetenegine sahip
dokuya 6zgiin kok hiicreler vardir ve bu hiicreler viicutta yaslanan ve 6len hiicrelerin

yenilenmesini saglar [73].

Kolios ve ark. [79, 80], kok hiicreleri bes grupta ele almistir: embriyonik kok hiicreler,
fetal kok hiicreler, perinatal kok hiicreler, eriskin (adult) kok hiicreler ve indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler. Embriyonun en erken evresindeki yani zigot olusumundan
blastosist asamasina kadar olan evredeki farklilasmamis kok hiicreler totipotent kok
hiicrelerdir ve biitlin organizmay1 olusturma yetenegine sahiptirler. Embriyo zigot
olusumundan sonraki 5-6 giinde 64-200 hiicre asamasina gelir ve bu evre blastosit

evresidir. Bu evrede blastositin i¢ hiicre kitlesindeki kok hiicreler (embriyoblastlar)
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pluripotent kok hiicrelerdir. Bu hiicreler ektoderm, endoderm ve mezoderm karakterli
tiim hiicrelere doniisebilir ve biitlin organ ve dokular1 olusturabilir. Embriyonik kok hiicre
olan pluripotent kok hiicreler rejeneratif tipda ¢ok biiyilk 6neme sahiptir [74, 81]. Tek
bir germ tabakasindan farklilasan, kendini yenileme 6zelligine sahip olan multtipotent
kok hiicreler kemik iligi, sinir, goz gibi dokularda bulunuyor. Multipotent hiicreler
somatik kok hiicrelerdir. Eritrosit, lenfosit, miyeloid gibi kan hiicrelerini olusturan
hematopoetik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler de multipotent kok hiicrelerdir.
Kemik iliginden, sinovial dokudan, dis pulpasindan, adipoz dokudan, gébek kordonundan
ve plasentadan elde edilebilen mezenkimal kok hiicreler osteoblastlara, kondrositlere,
kondroblastlara, pankreas beta hiicrelerine, noronlara, kas hiicrelerine ve yag dokusu
hiicrelerine farklilasabilir. Mezenkimal kok hiicreler sitokinler ve kemokinler gibi
mediatorler salgilarlar. Bu mediatorler diger hiicrelerin farklilasmasinda ve cesitli
bolgelere yonelmesinde onemli islevlere sahiptir. Ayni zamanda MKH’ler bolgesel

hiicresel kontakt ile ¢evrelerindeki hiicreleri etkileyebilmektedir.

Ozel bir organda veya dokuda bulunan, kendini yenileyen progenitor kok hiicreler
oligopotent kok hiicrelerdir. Bu hiicreler iki veya daha fazla hiicre hattina farklilasabilir.
Miyeloid ve lenfoid 6nciil (progenitdr) hiicreler oligopotent kok hiicrelerdir. Oligopotent
kok hiicrelere diger bir 6rnek ise gerektiginde endotel gerektiginde diiz kas hiicresine
farklilagabilen vaskiiler kok hiicrelerdir. Kendini yenileme 6zelligine sahip olan ve yalniz
tek bir hiicre serisine farklilasabilen kok hiicreler ise unipotent kok hiicrelerdir. Bu
hiicreler oncii hiicre olarak bilinmektedirler. Bu hiicrelere en iyi 6rnek insan deri hiicreleri

veya hepatositlerdir. Oncii hiicreler organ ve dokularda 6len hiicrelerin yerini alirlar [82].

Viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilen, tekbasina viicudu olusturma yetenegine sahip olan
zigot hiicresi ise fotipotent kok hiicredir. Fertilize yumurta hiicre totipotent 6zelligi ile

bilinen tek kok hiicre tipidir [83].

Bir kok hiicrenin farkli dokular1 olusturan hiicrelere doniisebilme yetenegi onun
plastisitesi olarak tanimlanmaktadir [73, 84-87]. Pluripotent kok hiicreler mezodermal,
ektodermal ve endodermal kokenli olmak tizere viicuttaki 200 farkli hiicre tipine

dontisebilme yetenegine sahip olsalar da tek baslarina organizmayi olusturamazlar [73,
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88-90]. Multipotent kok hiicreler farkli hiicre tiplerine dontistiigii zaman farklilagsma
kabiliyetlerini kaybederler. Lakin kiigiik bir kism1 bu 6zelliklerini korurlar. Multipotent
kok hiicreler erigkin bireylerin dokularinda bulunmaktadir [85, 87, 90, 91].

Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyo kok hiicrelerini (EKH) elde etmek icin ilk deneyler 1970’11 yillarda fareler
tizerinde yapilmistir ve farelerde gelisen teratokarsinomdan embriyo karsinoma hiicreleri
(EKaH) elde edilmistir. Lakin bu hiicrelerin tiimér kaynakli olmasi nedeniyle bu

hiicrelerde hiicresel bozulmalar olabilir.

Embriyonik kok hiicreler (embriyoblastlar) pluripotent kok hiicrelerdir ve viicuttaki tiim
hiicrelere dontigebilirler. Bu hiicreler hiicresel tedavi uygulamalarinda kullanilabilecek
ideal hiicre profiline sahiptir lakin bu hiicreler embriyononun i¢ hiicre tabakasindan elde
edildigi i¢in bazi1 sorunlar olusmaktadir: etik sorunlar, timoér gelisimi riski, immiin
rejeksiyon riski ve fonksiyonel olgun hiicreleri elde temek i¢in farklilagma protokollerinin
mevcut olmamasi. Bu engelleri asmak i¢in yeniden programlama teknolojileri ile erigkin
somatik kok hiicrelerden dediferansiyasyon yoluyla pluripotent hale dontistiiriilmiis kok
hiicrelere elde edilmektedir. Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (IPSC) embriyonik kok
hiicre protein ve genlerini eksprese ederler ve ayni pluripotent farklilasma kapasitesine
sahiptirler [78]. Insandaki embriyonik kok hiicreler de blastokistin i¢ hiicre kitlesinden
elde edilen pluripotent kok hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler blastokist olusmadan
once de embriyodan elde edilebilir. Strelchenko ve ark. morula agsamasindaki embriyodan
EKH elde etmisler. Klimanskaya ve ark. ise tek bir blastomerden EKH elde etmisler [74].
Embriyonik kok hiicreler i¢ hiicre kitlesi ektoderm, endoderm ve mezoderm doku
hiicrelerini olusturur lakin trofoblast olarak bilinen dis hiicre katmani plasentayr ve

amnion zarini olusturamazlar [92, 93].

1998 yilinda Thomson ve ark. [82]. Tarafindan pluripotent 6zellige sahip ilk insan

embriyonik kok hiicresi elde edilmistir.
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1) Bazen in vitro fertilizasyon yapilan labaratuvarlarda kullanilmayan
embriyolardan gercek embriyonik kok hiicre (fertil embriyonik kok hiicre) elde

edilir.

2) Bazi embriyonik kok hiicreler ise somatik niikleer transfer metoduyla elde edilir.
Bu yontemde ise yumurta hiicresinin ¢ekirdegi ¢ikarilarak yerine viicut somatik
hiicre ¢ekirdegi nakledilir ve yumurta hiicresi yeniden programlanmis olur. Bu

yumurta hiicre aktive edilip ¢cogalmaya birakilir [81].

3) Doéllenmemis yumurta hiicrelerinden de embriyonik kok hiicre elde

edilebilmektedir

Parthenogenez ile elde edilen bu ticrelere parthenogenetik embriyonik kok (pgEK) hiicre
denir. Biiyiime faktorleri igeren 6zel besiyerlerinde saklanan bu hiicrelerin kiiltiir
ortamlar1 degistirilirse diferansiye olur. Bu zaman ise ii¢ germ tabakasini igeren
embriyoid cisim olusur. Insanlarda oosit nadiren aktive olur. Memelilerde ise
dollenmemis oosit kimyasal ve mekanik etkenlerle uyarildiginda embriyonik olmayan
blastosist olusturabilir ve bu blastosistin i¢ hiicre kitlesinden in vitro kendini yenileme
ozelligi ve klon olusturma o6zelligi olan ancak normal ve ekstra embriyonik gelisim
goriilmeyen parthenogenetik embriyonik kok hiicreler elde edilebilir [94].
Parthenogenetik embriyonik kok hiicreler (pgEK) diisiik maliyetli ve kolay elde edilebilir
olmasi, immiinogenetik olarak tam uyumlu hiicrelerin elde edilebilmesi yoniinden ve en
onemlisi ise etik tartismalara neden olmamasi sebebiyle alternatif kok hiicre kaynagi

olarak kullanilmaktadir [95].

Kok hiicrelerin elde edildikleri kaynaklarina gore 3 tiirii vardir: Embriyonel, fetal ve
eriskin kok hiicreler [85, 88, 91, 96-98]. Sinirsiz olarak ¢ogalabilme kabiliyeti olan
embriyonel kok hiicrelerin aynt zamanda kontrolsiiz ¢ogalma ve tiimér olusturma
potansiyelleri de vardir [73, 88, 99]. Zamanla embriyonik kok hiicrelerin biiytime
sinyalleri azalir ve farklilasmasi durur [73]. Yetiskinlerde embriyonik kok hiicrelere
neredeyse hig¢ rastlanmaz [100, 101]. Embriyonik kok hiicrelerin daha degerli olmasinin
nedeni ise farklilagma yeteneginin fazla olmasidir, ancak embriyonik kok hiicrelerin elde
edilmesinde etik tartismalar vardir, ayn1 zamanda tiimor olusma riski de vardir [96, 102].

Bu nedenle son zamanlarda bilim insanlar eriskin kok hiicreler tizerine odaklanmistir
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[103]. Embriyonik donemde dis germleri ektodermal yapidan olusur, bu nedenle dental
dokular ektodermal kaynaklidir [104]. Fetiisiin dokularindan izole edilen fetal kok
hiicreler pluripotent yapidadirlar ayn1 zamanda sinirsiz sayida bolinme ve kendilerini
yenileme Ozelligine sahiptirlerler. Hatta gerekli kosullar saglanirsa tekrar farklilasarak
yumurta veya sperm hiicresine de doniisebilirler. Ancak tek baslarina yeni bir organizma

olusturamazlar [66, 105-106].

EKH’ler uzun siire kiiltiir icerisinde farklilasmadan kalabilirler. Ayrica EKH’ler yiiksek
telomeraz diizeyine sahip olmalar1 onlar yetiskin kok hiicrelere gore daha dayanikli
yapmaktadir [107]. EKH’ler osteojenik hiicrelere farklilasabilirler lakin kiiltiirde
timorojenik farklilagsma gibi bir risk tasimaktadirlar [88-108]. Hayvanlara nakledilen
embriyonik kok hiicreler teratoma ve teratokarsinomalara yol agabilmekte ve bu immiin
yanita neden olabilmektedir [109]. Embriyonik kok hiicrelerin klinikte uygulanmasini
kisitlanmasina sebep ise insan embriyo kok hiicrelerinin kulanilmasiin etik sorunlara
neden olmasidir. insan embriyonik kok hiicrelerinin kullanimini etkileyen etik sorunlar
klinik uygulamayr da sinirlamaktadir. [110]. 1981 yilinda fareden elde edilen
embriyoblastlar (fare blastokistindeki i¢ hiicre kitlesi) in vitro kosullarda fare
fibroblastlar1 tizerinde ¢ogaltilarak EKH elde edilmistir. Kompleman araciligiyla alinan
i¢c hiicre kitlesi zemininde fare embriyonik fibroblastlariin bulundugu kiiltiir kabina
aliir. Zemindeki fibroblast hiicre tabakasi (feeder layer) besleyici hiicre tabakasidir ve
buradaki fibroblastlar boliinmezler ve ¢ogalmazlar, yani inaktif durumdalar. Lakin
besleyici hiicre tabakasi olmadan da fare embriyonik kok hiicreleri farklilasmadan
cogalabilmektedirler. Bunun i¢in ise kiiltiir ortamina 16semi engelleyici faktér (LIF)

eklenmelidir [78].

Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreler (uPK hiicreleri)

uPK hiicreler pluripotent 6zellik kazanmis olmalarina ragmen dogal olarak pluripotent
kok hiicre degildir. uPK kok hiicreleri pluripotent olmayan hiicrelerin genleri
degistirilerek veya belirli ve spesifik bir dizi gen ifadesi ile uyarilarak yapay olarak
olusturulur. Verimlilikleri dusiiktiir lakin somatik kok hiicrelere pluripotensi 6zelligi
getirmek ilerleyen zamanlarda kok hiicre tedavileri icin umutvericidir [111]. 2006 yilinda
fare hiicrelerinde, 2007 yilinda ise insan hiicrelerinde indiiklenmis pluripotent kok
hiicreler iiretilmistir. insan fibroblast hiicrelerine Oct3/4, Sox2, Kif4 ve C-Myc genleri

retroviral yolla aktarilmistir [112, 113]. Arastirmalar sonucunda insan uPK hiicreleri ile
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insan EKH hiicrelerinin morfoloji, gen ekspresyonu ve yiizey antijenleri, pluripotensi ve

in vitro farklilasma potansiyeli agisindan benzer oldugu gosterilmistir. [114].

2006 yilinda kok hiicre alaninda ¢ok 6nemli bir devrin baslangici olan tarihi bir kesif
yapildi. K. Takahashi ve S. Yamanaka sonuna kadar farklilasmis dermis fibroblastlarini
(Oct4, Sox2, KIf4 ve cMyc; OSKM) transkripsiyon faktoriiniin (TF) zorlu ifadesiyle
degistirerek yeniden programladi. Bu hiicreler uPK hiicreleridir [74].

Yetiskin Kok Hiicreler

Yetigkin kok hiicreler (YKH) yani embriyonik olmayan kok hiicreler erken embriyo
gelisimini tamamlamis organizmalarin doku veya organlarindaki farklilasmis hiicreler
arasinda bulunan farklilagsmamis hiicrelerdir. YKH ayni zamanda somatik kok
hiicrelerdir. Dokuya 6zgii kok hiicreler olan YKH ic¢inde bulunduklar1 dokularin
0zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilmektedirler. YKH’lere 6rnek olarak: bagirsak kok
hiicreleri, mezenkimal kok hiicreler, noral kok hiicreler ve hematopoetik kok hiicreleri
gosterebiliriz. Bunun disinda pankreas, kalp, akciger ve karaciger gibi organlarda bulunan
parankim hiicrelerinin koken aldigr hiicreler de yetiskin kok hiicrelelrdir. YKH’in esas
gorevleri iginde bulunduklar1 dokunun hasar gormiis hiicrelerini tamir etmektir [74, 78].
Yetiskin kok hiicreler multipotenttir ve bulunduklar1 dokuda Omiir boyu g¢ogalirlar
plasenta [115]. Kemik iligi insan viicudunda eriskin kok hiicrelerin en fazla bulundugu
yerdir. Bunun diginda plasenta membrani, amniyotik sivi, gobek kordon kani, retina,
kornea, periferik kan, sa¢ folikiilleri, dis pulpasi, akciger, karaciger, kalp ve pankreas gibi

cesitli dokulardan da YKH izole edilebilir [66, 116-118].

Embriyonik ve postnatal kok hiicrelerin farki 6zellestikleri hiicrelere doniistimlerinin
farklilik gostermesidir [118]. Kok hiicre nisi normal kosullarda kok hiicrelerin sessiz
kalmasini saglarken doku hasarlar1 zamani veya doku olusumu zamani embriyonik kok
hiicrelerin uygun sinyaller alarak farklilasmasini saglar. Nise ait ¢cok ¢esitli faktorler gen
ekspresyonlarini diizenleyerek embriyonun gelisimi esnasinda embriyonik kok hiicrelerin

cogalma veya farklilasmalarini diizenlerler [119].
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Yetiskin kok hiicrelere 6zgii olan bir kavram vardir, bu kavram plastisite (hiicreler kendi

kimligini bir organdan diger organa ge¢irir) kavramidir [ 120-121].

Dis Pulpas1 Kok Hiicreleri

Periodontal ligament kok hiicreleri (PDLKH), dental folikiil 6ncii progenitor hiicreleri
(DFOH), apikal papilla kok hiicreleri (APKH), dis pulpas1 kok hiicreleri (DPKH) ve siit
disi kok hiicreler1 (SDKH) diste bulunan kok hiicrelerdir. [120, 122]. DPKH’larin
basarili bir bigimde osteojenik farklilasma gosterdigi yapilan deneylerle gosterilmistir
[114]. Dental kok hiicrelere ulasmanin etik ve yasal sorunlara neden olmamasi sebebiyle
bu hiicreler arastirmacilarin daha fazla dikkatini cekmektedir [123-126]. Dis pulpas1 kok
hiicreleri kolay elde edilir ve etik sorun yaratmaz. Ayni zamanda yliksek farklilagsma
potansiyeline sahiptir. Dental pulpa kok hiicreleri in vitro ortamda kondrositlere,

osteoblastlara, diiz kas hiicrelerine ve noéronlara farklilasabilir [127, 128].

Hematopoetik Kok Hiicreler

Kordon kan1 HKH ve progenitor hiicreler agisindan ¢ok zengindir. Buradaki kok hiicreler
kemik iligindeki kok hiicrelerden daha az sayidadir lakin ¢ogalma potansiyelleri
acisindan daha zengindirler. Kemik iligi kok hiicreleri, yaglanma, radyasyon,
enfeksiyonlar ve kimyasallar nedeniyle zarar goriirken kordon kanindaki kok hiicreler bu
tiir etkenlerle karsilasmadiklari i¢in daha sagliklidirlar. invaziv bir islem gerektirmemesi
ve etik sorunlara neden olmamasi son zamanlarda arastirmacilar tarafindan ragbet
gormektedir. Lakin olumsuz yonleri de vardir: engraftman kok hiicrelerinin alicinin
kemik iligine yerleserek kan yapmaya baslamasi bu hiicrelerle daha ge¢ gelismektedir.
Son zamanlarda iki, hatta {i¢ vericiden alinan kordon kani ile yapilan ¢coklu kordon kani
nakilleri olumlu sonuglar vermis ve kok hiicre gereksinimi duyan hastalara bu iglemler

neredeyse rutin olarak uygulanmaktadir [78].

Uzerinde enfazla ¢alisilan ve tedavide yaygin kullanilan eriskin kok hiicrelerden biri de

hematopoetik kok hiicrelerdir. Diger kok hiicreler gibi kendini yenileyebilme yetenegine
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sahiptir. HKH’ler biitiin matiir kan hiicrelerine doniisebilmektedir. Periferik kan, fetal
karaciger, kordon kani, kemik iligi gibi organlardan elde edilebilir. Ozellikleri en iyi
tanimlanan hematopoetik kok hiicreler CD34, CD14, CD45 ve CDI133 hiicre yiizey
belirteclerine sahip olan ve kemik iliginde bulunan kok hiicrelerdir [78, 129].

HKH’ler embriyonik donemde kemik iligi heniiz gelisip, kok hiicre fonksiyonlar1 i¢in
uygun mikrogevreyi olusturmadan once fotal karaciger, plasenta, dalak, timiis ve kemik
iligi arasinda goc¢ ederler. Aym1 zamanda farkli anatomik bolgelerde olan HKH’in
farklilagsma ve ekspansiyon 6zellikleri birbirinden farklidir [130]. HKH’ler bulunduklari
ortama gore farkli davranis gosterirler. Kemik iligi tarafindan siirekli tiretilen HKH’ler
olgunlagsmis kan hiicrelerine doniisiirler. Intrauterin dénemde ve dogum esnasinda fetal
dolasimda bulunan HKH’ler dogumdan birka¢ saat kemik iligine go¢ ederler. Bu hiicreler
uygun kosullar saglandiginda kikirdak, kemik, kas bibi hiicrelere farklilagsabilmektedir
[131, 132].

Kemik iliginde iki ¢esit HKH ve MKH kok hiicre bulunmaktadir. HKH’ler yetiskin kok
hiicrelerdir ve eritrosit, trombosit, fibrosit ve endotelial oncii (prekiirsor) hiicrelere de
dontismektedir. Ttim hematopoetik kok hiicreler CD45 yiizey belirtecini ifade eder. Lakin
olgun kirmizi kan hiicreleri ve onlarin onciilleri bu belirteci ifade etmez. HKH’lerin
pluripotensi 6zellikleri de var, kemik iligi ve kordon kanindan izole edilebilmektedir

[133-135].

Tiim kan hiicreleri kemik iliginde olgunlasir sadece T lenfositlerini olusturacak olan
progenitdr hiicreler timusta olgunlasir [136]. Hematopoetik progenitorler (6ncii),
hiicreler ekstraseliiler matriks ve kemik iligi stromal hiicreleri ile direkt etkilesimdedirler
ve bu mikrogevreye “nis” ad1 verilir. Nig’ler oncii hiicrelerin hayatta kalmasi, ¢ogalmast
ve farklilagmasi i¢in uygun substratlar saglayan, 6zellesmis mikro ¢evrelerdir [137, 138].
Hematopoetik progenitér hiicreler kemik iliginde osteoblastlarla iligskili olarak ve
damarlardan uzak sakin bir durumda beklemektedirler. Bu hiicrelerin kemik iliginden

mobilizasyonu kompleks olaylari igerir [139].
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2.3. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

1999 yilinda Pittenger ve ark [140] ilk kez mezenkimal kok hiicreyi (MKH) tanimladi.
Kemik iliginden koken alan fibroblast benzeri multipotent MKH, uygun uyaranlarla
kondrojenik, adipojenik ve osteojenik hiicrelere doniisebilmektedir. MKH plasenta,
dermis, adipoz doku, sinovial doku gibi dokulardan da izole edilebilmektedir. MKH

karakterize etmek i¢in ti¢ 6zelligi bulundurmalar1 gerekiyor:

1) Plastik yiizeylere yapisabilmeli

2) Yizeylerinde C105, CD73 ve CD90 hiicre ylizey belirteglerini eksprese etmeli
ancak CD45, CD34, CDI14, CDI11b, CD79 veya CD19 ve HLA-DR gibi

belirtegleri eksprese etmemeli

3) Osteoblast, adiposit ve kondroblast serilerine farklilagsmali [78].

MKH’lerin deneysel ¢alismalarda ¢ok fazla kullanilmasinin bir¢ok nedeni vardir:
laboratuvar ortaminda kolaylikla ¢ogalarak, kok hiicre o6zelliklerini korumaktadirlar.
Ayn1 zamanda kemik, kikirdak, yag, tendon, ligament, pankreas, karaciger vb hiicrelere
dontisebilmektedirler. MKH’lerin migrasyon yetenekleri vardir ve hasarli bolgelere goc
ederek, hasarli hiicrelerle fiizyona girmektedirler. Cesitli faktorler salgilayarak hasarlt
dokunun tamirine katki saglarlar [141-143]. MKH’ler kolaylikla kemik, kikirdak ve yag
dokusu hiicrelerine farklilasabilmektedir. Ayrica bazi ¢alismalar sonucunda MKH’lerin
kardiyak miyositleri, isklet miyoblastlari, noral ve endotel hiicrelerinin fenotipik
ozelliklerini ifade edebildiklerine ir bulgular elde edilmistir [144, 145]. Klinikte ve klinik
oncesinde MKH’lerin terapotik degerini gosteren ¢alismalar mevcuttur. MKH’ler doku
mithendisliginde ve rejeneratif tipta kullanilabilme potansiyelinden dolay: arastirmacilar

tarafindan biiyiik ilgi gormektedir. [146].

2.3.1. MKH izolasyonu

MKH hastalardan dogrudan alinabilir, ayn1 zamanda allojenik dokulardan kaynaklanan
immiin reddi mevcut degil. Bu 6zelliklere sahip olmalar1 onlarin en biiyiik avantajidir.

Lakin MKH’leri tedavide kullanabilmek i¢in onlar1 belirli sayida ¢ogaltmak
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gerekmektedir [30]. MKH en ¢ok kemik iligi ve adipoz doku ve kordon kanindan elde
edilmektedir [153]. Kemik iligi ve adipoz dokudan MKH izolasyonunda basar1 orani
%100’e yakinken, kordon kaninda bu oran maksimum %30-38 oranindadir [147, 148].

MKH izolasyonunda asil kaynak kemik iligi olsa da son zamanlarda alternatif kaynak
olarak kordon kani kullanilmaktadir. Bunun nedeni ise kemik iliginden MKH’lerin
izolasyonun invaziv bir islem olmasi ve farklilasma ve dayaniklilik potansiyellerinin
yasla birlikte azalmasi dir [147]. Kordon kaninin MKH kaynagi olarak kullanilmasini
kisitlayan faktor ise izolasyon verimliliginin daha diisiik olmasidir. Kordon MKH’leri
ile kemik iligi ve adipoz doku kaynakli MKH morfolojik, fenotip ve antiapoptotik
ozelliklerine gore benzerdirler. Kemik iligi kaynakli MKH daha uzun zamandir ¢aligildig1
icin klinik giivenirligi daha fazladir [147-149]. Kemik iligi stromasinda bulunan tiim
hiicrelerin yaklasik %0.01’ini MKH olusturmaktadir. [150]. Kemik iligi kaynakli MKH
insanda genellikle iliak kanattan, daha sonra ise tibia, femur, torasik ve lumbar

omurgadan alinan kemik 1ligi aspiratindan elde edilir [30].
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Sekil 2.9. Kok hiicrenin gelisim ve degisim asamalar1 [151].

Kemik iliginde olgunlagsmis ve olgunlasmamis kan hiicreleri, stromal hiicreler, sitokinler,
kemokinler, biiylime faktorleri, ECM {ireten 6zel bir mikrogevre vardir. Ayni zamanda

interlokin 1 alfa (IL1a), interlokin 1 beta (IL1b), hepatosit bitylime faktorii (HGF), timor
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nekrozis faktorii (TNF), interlokin (IL) 6, 7, 8, 11, 14, 15, gibi sitokin ve kemokinleri
sentezlemektedirler [150, 152, 153].

Yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AMKH) ile ilgili ilk ¢alisma 1992 yilinda
yapilmistir. Adipoz kok hiicreleri yag dokunun damarca zengin stromal (Stromal vascular
fraction; SVF) bolgesinden elde edilir [154]. AMKH’ler fibroblast benzeri morfoloji
gosteren, uzun siireli kiiltiire dayanikli olan, dondurma ve ¢oézme islemi sirasinda
multipotensi 6zelliklerini kaybetmeyen, CD9, CD13, CD29, CD44, CD54, CD73, CD90,
CD105, CD106, CD117, CD140b, CD146, CD166 hiicre yiizey belirteglerini eksprese
eden ve CDI11b, CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD79a, CDI133 ve CD144
belirteglerini ise eksprese etmeyen hiicrelerdir [155, 156]. AMKH’ler de uygun
kosullarda osteojenik, adipojenik, kondrojenik ve miyojenik hatlara farklilasabilirler.

[157].
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Sekil 2.10. Kemik iligi ve adipoz doku kaynakli MKH izolasyonu [30].

2.3.1.1. Sinovyum Koékenli Mezenkimal Kok Hiicreler (SMKH)

“Sinoviya” terimi ilk kez Paracelsus tarafindan 16. yiizyilda tanimlanmistir. Sinoviyal
membran ya da sinoviyum, vaskiiler ve mezensimal bir dokudur. Bu membran biitiin

sinoviyal eklem (diartrodial eklem) boslugunu doser. Eklem sivist ve onun ¢esitli
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komponentlerinin iiretimi bu doku tarafindan saglanir. Ayni zamanda eklem boglugundan
hiicre ve bag dokusu artiklarinin temizlenmesini de saglar. Normal sinoviya kan plazmasi
dializatina hyaluronat eklenmesi ile olusmaktadir. Hyaluronat, eklemin yaglama
(lubrication), saflastirma ve beslenmesine yardimei olur [20, 158]. Sinoviyal membran
eklem kikirdagin1 ortmiiyor, sadece eklem kapsiiliiniin i¢ yliziinii dosiiyor. Normal
sinoviyal membran, 1-3 hiicre kalinligindadir ve doseyici hiicrelerden (lining cell)
meydana gelen yiizeyel bir tabakadan olusur. Eklem kapsiilii ile yiizeyel tabaka arasinda
ise gevsek bag dokusu mevcuttur. Ug tip sinovial doku (membran) vardir: adipoz, fibroz

ve areolar [20].

1) Areolar tip: normal sinoviyumun en ¢ok O6zellesmis formudur ve genellikle
yiizeyde 2 kat veya 3 kat olarak devamli siralanmis hiicrelerden olusur. Burada
ayn1 zamanda kapillerler, ventiller ve mast hiicreleri de bulunmaktadir. Normal
sinoviyumun bag doku matriksi tip 1 kollajenden olusur. Kollajen fibriller

yapidadir [6].

2) Adipoz tip; yag yastik¢iklarinda izlenen adipoz tip yiizeysel kapillerlere ve intimal

hiicre tabakasina sahiptir.

3) Fibroz tip; Tanimlamak olduk¢a zordur. Araliklarla siralanan hiicre tabakasi
icerir. Elektron mikroskobik incelemelerde snoviyal dokunun tip A (makrofaj
benzeri ) sinoviyositler ve tip B (fibroblast benzeri ) sinoviyositler olmak tizere 2

tip sinoviyositten olustugu goriilmustiir [159].

Tip B hiicrelerinin (sinoviyosit) iistiinde ise belirgin lizozomlar i¢eren, monositik
hiicrelerden koken alan, fagositik hiicreler olan tip A hiicresi bulunurlar. Sinoviyal
yiizeyel tabakada bulunan hiicreler, 6-12 um capindadir. Tip A hiicresi (sinoviyosit)
fibroblastlara benzeyir, belirgin golgi organeli ve az endoplazmik retikulum igerir. Tip A
hiicreleri kemik iliginden koken alip, fagositozdan sorumludurlar, ayni zamanda CD11b,
CD68 ve CD14 eksprese ederler. Bu hiicreler eklem boslugundaki istenmeyen partikiilleri
de fagosite ederler. Tip B hiicresi ise ¢ok miktarda protein sentezi yapan organeller ve
seyrek vakuoller icerir. Tip B hiicreler lumbricin igeren sinoviyal siviy tiretirler. Her iki

tip hiicre sinoviyumun ekstraselliiler matriks proteinlerinin sentezinden sorumludur [20].

Sinoviyal membran, iki tabakadan olusuyor:
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1) Yiizeyel tabakadaki hiicreler (sinoviyal lining cell). intraartikiiler kavite ile iligkili
olan bu tabaka sinoviyumun en st tabakasidir. Bazal membrani olmayan araliklt

hiicrelerden olusan tabaka seklindedir.

2) Sinoviyal yiizeyel hiicreler: Bu tabakanin hiicreleri subintimaya gevsek olarak
tutunur. Subintimada ise kan damarlari, lenfatikler ve sinirler bulunuyor.
Subintimada makrofajlar, fibroblastlar, lenfositler, mast hiicreleri ve yag hiicreleri
bulunmaktadir. Makroskopik incelemelerde ise sinovial yiizey soluk pembe

renginde ve parlak goriliiyor.

Daha derinde yerlesen gevsek bag dokusu ise fibroz doku ya da yag icerir. Daha fazla gii¢
ve daha az esneklik gerektiren yerlerde fibroz sinoviyal membran bulunuyor.
Immiinopatolojik ¢alismalar zamani endoplazmik retikulumdan zengin hiicreler
saptanmistir. Bu hiicreler B hiicreleridir ve prostoglandinler, kollajenaz, hyaluronik asit
gibi bircok eklem sivilarinin komponentlerini salgilarlar. Proliferatif ve kondrojenik
kapasiteleri nedeniyle sinovyum kaynakli mezenkimal kok hiicreler (SMKH’ler),
kikirdak onarimi i¢in en uygun kaynaklardan biridir. Lakin sinovial sividan ve sinovial
dokudan SMKH’lerin i¢in izolasyonu ve kiiltiirlenmesi yontemleri kapsamli bir sekilde

karakterize edilmemistir [160].

Yapilan ¢alismalar sonucunda SMKH’lerin KiMKH’ler ile ayn1 fonksiyon ve yapida
oldugugosterilmistir. Hatta osteogenez acisindan SMKH’ler daha tistlindiir. Son yapilan
calismalarla sinovial sivinin da kemik iligi ve sinovial dokudakine benzer MKH’ler

icerdigi gosterilmistir [161].
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Sekil 2.11. A) Normal sinoviyum mikroskobik goriintiisii. Eklemin tipine ve eklem i¢inde
sinoviyanin lokalizasyonuna gore yag/fibroz doku oranidegismektedir. (Hematoksilen
&Eozin x10). B) Orta derecede OA“li hastanin dizinden alinan sinoviyal dokunun
mikroskobik goriintiisii. Sinoviyal doseyici hiicrelerin (lining cell) hipertrofisi,
sinoviyositlerin hiperplazisi goriiliiyor. Artmis vaskiilarite ve orta derecede kronik
inflmatuvar infiltrasyonun subsinoviyal dokuda goriiniisii (Hematoksilen &Eozin x10)

[20].
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Sekil 2.12. Sinoviyal dokunun vaskiiler ve lenfatik dolagimi A; Normal sinoviyum (x200
biiylitme), vaskiiler ag1 gostermek igin faktor 8 ile boyanmig (kirmizi), B; Normal
sinoviyum (x200 biiyiitme), lenfatik ag1 gostermek icin LY V-1 antikoru ile boyanmis
(kirmizi) [6].

2.3.2. MKH Karakterizasyonu

Kok hiicreler: 1. Kiiltiir kabina yapismali; 2. Uygun farklilasma ortaminda in vitro
ortamda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasmali; 3. CD105, CD 73 ve CD90
yiizey belirteclerini kok hiicre popiilasyonunun >%95 ifade etmeli, CD14, CD34, CD45

32



kok hiicre popiilasyonunun <%?2 ifade etmemelidir. Doku igerisinde kok hiicreler ¢ok
diistik bir konsantrasyonda bulunmaktadirlar. Diger hiicrelerle kok hiicreleri birbirinden
ayirt etmek icin her hiicre tipine spesifik olan hiicre yiizey belirtecleri kullanilmaktadir.

[74].

2.3.3. MKH Farkhilasmasi

MKH’lerin karakteristik  6zelliklerinden biri  de farklilagsmadir.  Sitokinlerin,
kemokinlerin, biliylime faktorlerinin etkisiyle MKH bircok hiicre hattina
farklilagsabilmektedir. Bu uayaric1 etkenler ortadan kalkarsa bir¢cok hiicre bolinme

dongiistine tekrar doner [78].

Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik ya da kondrojenik farklilasmasinda biiyiime
faktorleri fibroblast biiytime faktorii 2 (FGF2), kemik morfogenetik proteini (BMP) ve
dontstiiriicti bitytime faktori—fp (TGF—p), ayn1 zamanda 6strojen ve paratiroid hormonu

gibi hormanlarin rolii var [162-164].

Kondrojenik Farkhilasma

MKH’ler askorbik asit, deksametazon ve biiytime faktoriiniin (TGF- siiper ailesinin bir
tiyesi) bulundugu ii¢ boyutlu kiiltiir oratminda kondrojenik farklilasma gosterir. Hiicreler
bu ortamda fibroblastik morfolojilerini kaybederek kiiresel bicime doniisiiyorlar ve
kikirdaga 6zel ECM birlesenlerini ifade etmeye baslarlar. Hiicre morfolojileri biiyiik
olgtide degisir ve glikozaminoglikanlarin hizli sentezi baglar. Tip II kollajenin yiiksek
miktarda sentezledigi agsi matris hiicreleri cevreler. Kondrojenik farklilasma bazi
histokimyasal boyalarla 6rnegin: Toluidin mavisi, Safranin O ve Alcian mavisi gosterilir.
Kondrogenezin ilk déneminde kiiltiirde kondroitin-4-siilfat ve kondroitin-6-siilfat orani
nerdeyse esit olur, yalniz 8 giinden sonraki asamada ise kondroitin-6-siilfat oranda dort
kat yiikselme goriiliir. Kondrogenezde TGF-B2 ve TGF-B3, daha etkilidir. Kondrojenik
farklilasma zaman1 MKH’ler TGF-B3 varliginda normal eklem kikirdagi matrisin tiim
bilesenlerini (agregan, dekorin, kondroaderin, tip II kollajen, link protein, kikirdak

oligomerik matris proteini, fibromodulin) [30].
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Hiyaliironik asit (HA) ve kondroitin siilfat (CS) kondrojenik farklilasmanin erken
evrelerinde kondrojenik transkripsiyon faktorii olan Sox9’un ifadesini arttirir, kollajen
tip-1 (fibroblastik isaretci) ifadesini ise azaltir. Kondrojenik farklilasma zaman1 Sox9 ve
B-katenin molekiillerinin fiziksel etkilesimleri bazen osteoprogenitér hiicrelerin
olusumuna neden olur. Farklilasmanin hangi yonde ilerleyecegini B-katenin ¢ekirdek
lokalizasyonu belirlemektedir: Kondrojenik farklilasma zamani B-katenin c¢ekirdek
lokalizasyonu daha azdir. Bunun disinda kondrosite 6zgii olan CD44, CDI151 yiizey
belirteclerinin ifadesi artar. Ayn1 zamanda kondrositlere 6zgii olan proteinlerin de (tip-2

ve tip-4 kollajen, agrekan) ifadesi artar [162-170].

Osteojenik Farkhilasma

Wnt sinyal yolagi iizerinden B-katenin’in diisiik konsantrasyonu osteoprogenitor
hiicrelerin kondrositlere, yiiksek konsantrasyonu ise osteoblastlara farklilasmasini saglar.
Kondrojenik farklilasmayr SRY (sex determining region Y)-box 9 (Sox9), osteojenik
farklilasmay1 ise TGF-ailesi tiyesi olan BMP2 aktive eder. Wnt/B-katenin sinyal
yolaginda [-katenin ifadesi kaybolursa osteoblastlar adipositlere farklilasir [171].
Osteoprogenitdr hiicrelerin osteoblastlara farklilasmas1 zaman1 BMP-2, BMP-4, BMP-6

ve BMP-7 ifadelerinin artmast Runx2’nin de aktivasyonunu saglar [170].

MKH’ler %70-80 yogunluga ulastiklar1 zaman osteojenik farklilagmay1 baglatmak i¢in
onlar1 klasik yontem olan askorbik asit, B-gliserolfosfat, ve deksametazon ile 3-4 hafta
kiltiir etmek gerekir. Farklilasmay1 hizlandirmak i¢in kiiltiire TGF-3, BMP ve vitamin
D3 de eklenebilir. Kiiltiirde hiicrelerin, kalsiyum ag¢isindan zengin mineralize ECM
olusturmasiyla ve alkalin fosfataz (ALP) aktivitesinin regiilasyonu ile osteoblastik
morfoloji gostermektedirler [172]. Hiicreler aras1 matrisin mineralizasyonu i¢in kalsiyum

ve fosfat iyonlar1 olduk¢a onemlidir. B-gliserofosfat inorganik fosfat kaynagidir [30].

Osteojenik farklilasma zamani MKH’ler fibroblast benzeri yapilarindan ¢ikarak kiibik
sekle doniisiirler, ayn1 zamanda ECM bilesenleri I kollajeni sentezler. Daha sonra ise
kemiklesmenin baslangici olan ¢okiintii ve nodiiller olusur. Alizarin kirmizis1 ve von

Kossa boyama yontemleri ile osteojenik farklilagmay1 géstermek miimkiindiir [30].
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Deksametazon’un diisiik dozu osteojenik farklilasmay1 uyarir, yiiksek dozlar1 ise baskilar.
Ayn1 zamanda kollajen sentezini negatif etkiler. Lakin ortama askorbik asit eklemekle
sorun ¢oziiliir [166-168]. MKH’leri osteojenik farklilagtirmak i¢in 10 nM deksametazon,
50-500 uM Askorbik asit veya C vitamini gerekmektedir [169].

Adipojenik Farklhilasma

Osteojenik ve kondrojenik farklilasmanin aksine adipojenik farklilasmada Wnt sinyal
yolagimi aktive eden [B-katenin ifadesi azalir [170, 173]. Adipojenik doniisim i¢in
MKH’ler insiilin, indometazin, izobutilmetilksantin (IBMX) ve deksametazon ile kiiltiir
ortamina alinir, ayn1 zamanda askorbik asit-2-fosfat, bazik FGF ve T3 (tiroid hormonu)
kiiltiir ortamina eklenebilir. Yag hiicresine doniisen MKH fibroblastik goriintimlerini
kaybederek kiiresellesir. Hiicrelerin sitoplazmalarinda yag damlaciklar1 olusur. Ayni
zamanda ECM’de kollajen tip I, III, IV, V ve VI, laminin, fibronektin gibi birlesenlerin
sentezi gergeklesir. Adipojenik farklilasmay1 gostermek i¢in Oil Red O boyamasi yapilir,

ayni zamanda 151k mikroskobu ile goriintiilemek miimkiindiir [30].

2.3.4. MKH Yiizey Belirtecleri

MKH’ler CD45, CD34, CD14 ve CD11, CD80, CD86, CD40. Sigan ve insan MKH’leri
CD34’i1 ifade ederken, kemirgen hiicreleri CD34’ ifade etmez [174]. insan adipoz doku
hiicreleri kok hiicre kaynagidir ve CD49d ifade edilir, lakin MKH’ler ifade etmez [175-
177].

MKH’ler tizerinde doku uygunluk kompleksi olan MHC smif II molekiilleri ifade
edilmezken, MHC simif I molekiilleri diisiik oranda ifade edilir [178].

2.3.5. MKH Kullanimi

Dejeneratif hastaliklar tedavisi zor olan hastaliklardir. Bu hastaliklarda MKH kullanimi
umutvericidir. MKH’ler c¢esitli tedavi alanlarinda kullanilmaktadir: kardiovaskiiler
hastaliklar, periferik arter hastaliklari, akciger fibrozisi, miyokart infarkti, dermotolojik

hastaliklar, kas iskelet hastaliklari, periferik sinir hastaliklar1 gibi hastaliklarda MKH
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tedavileri yaygindir [30]. MKH’ler klinikte de yaygin kullanilmaktadir, bunun nedeni ise
MKH’lerin 4 6nemli 6zelligidir:

1) Doku yaralanmalari zamanit MKH’ler damar ig¢ine (intraven6z) enjekte
edildiginde hasarli bolgeyi bulma yetenegine sahiptirler;

2) Cesitli hiicrelere dontisebilme yetenegine sahiptirler;

3) Hasarli hiicrelerin iyilesmesini uyaran ve inflamasyonu inhibe eden biyolojik aktif

molekiiller salgilama yetenegine sahiptirler;

4) Immiinojenite ve immiinomodulatér yetenegine sahiptirler [30].

Rejeneratif Tip

Kalitsal ’

Hastaliklar Gen Terapi

i Kronik
nflamatuar % = sk Hacrelerin -
. ir Sist
Hastaliklar Klinikte Kullanim sl-il::tal::d:'r':'
/‘ : - Alanlan
immun
Hastaliklar Kardivaskiiler
1 Hastaliklar
Ortopedi
Hastalhiklarn

Sekil 2.13. MKH’lerin farkli kullanim alanlar1 [30].

Agir osteogenesis imperfektali bir fetusta gebelik doneminde hastaligi hafifletmis,
dogumdan sonra ciddi hastalik tablosu olugsmasini engellemistir [151]. Osteoartrit (OA)
hastaliginin erken tedavi yontemlerinden biri olan mikro kirik yontemi zamani
subkondral kemigin basinda kirik olusturulur. Bu yontem MKH ile birlikte kemik iligi
elemanlarinin yara bolgesine ulagsmasini saglamaktadir. MKH’ler hiicresel tedavilerde
direkt farklilasmadan veya in vitro ortamda farklilastirilarak hasarli bolgeye enjeksiyon

yolu ile verilmektedir. MKH’ler kemik, kikirdak, ligament, tendon yaralanmalarinda
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[179, 180]. MKH’ler meniskiislerde olusan avaskiiler olan periferik yirtiklarin

iyilesmesinde, kas ve tendon tamirinde kullanilmaktadir [181, 182].

Bazi calismalar sonucu MKH naklinin belirgin malin (k6tii huylu) transformasyon
olusturmas1 goriilmistiir [183]. Kiriklarin %5-10"u ge¢ kaynar ya da kaynamaz. Bu
yuizden klinikte yeni tedavi modellerine gereksinim vardir [184]. Selek ve ark. [185] niiks
yirtiklart azaltmak icin tendon onarimi sirasinda MKH’lerin tendon giictinii arttirdigini

gozlemlemistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan bu tez ¢alismasinda koyunun diz ve dirsek eklemlerinden ilerleyen zamanlarda
kikirdak doku rejenerasyonlarinda (Osteoartrit, Romatoid Artrit gibi hastaliklarin neden
oldugu) kullanilmak {izere sinovial sivi kaynakli mezenkimal kok hiicreler (SMKH) izole
edilmigtir. Daha sonra bu SMKH’lerin in vitro kosullarda hiicre kiiltiir ¢alismalari

gerceklestirilmis ve karakterizasyonlar1 yapilmigtir.

3.1. Kullanilan Malzemeler

Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda kullanilan SMKH’ler, Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Yetistirme Unitesi’nden alinan 2 adet 0-1 yas araliginda,
agirligr 80-90 kilo olan, Anadolu Merinosu cinsinden olan yetiskin koyundan izole
edilmistir. Tezin calismalar1 Kirikkkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’ndan alinan 2019-03 karar numarali izin ile yiiriitilmiistiir [Ek-1].

Hiicre kiiltiirti ¢aligmalarinda kullanilan DMEM HAM’S F12 besiyeri (%10 FBS,%]1
PEN/STREP,%1 L GLUTAMIN), DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline)
Invitrogen (ABD) firmasindan satin alinmistir. Ayni zamanda serum (FBS) Invitrogen
(ABD) firmasindan alinmistir. Osteojenik farklilasma i¢in kullanilan L-askorbik asit,
dekzametazon ve P-gliserol fosfat tuzu Sigma (ABD) firmasindan satin alinmistir.
Sinovial sivida olan birikintiyi kaldirmak i¢in kullanilan 40 pum naylon hiicre siizgeci
(BD Falcon. Becton Dickinson Franklin lakes, NJ, USA) firmasindan satin alinmastir.
Farklilasmay1 gostermek i¢in kullanilan Alizarin Red ve Oil Red O boyalar1 Invitrogen

(ABD) firmasindan satin alinmustir.

3.2. Eklem Kapsiiliinden Sinovial Sivi Aspirasyonu

Kok hiicrelerin izole edilmesi i¢in farkli yaklagimlar mevcuttur. Izolasyon yénteminin
belirlenmesinde mezenkimal kok hiicrelerin izole edilecegi doku yani mezenkimal kok
hiicrelerin kaynagi cok onemlidir. Izolasyon isleminden once kullanilacak biitiin
malzemeler otoklav vasitasiyla sterillenmistir. Bu tez ¢alismasinda 0-1 yas araliginda,
agirhigr 80-90 kilo olan, Anadolu Merinosu koyun irkindan elde edilen sinovial sivi

kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (SMKH) izolasyonu i¢in koyunlar 15 dakika
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araliklarla intramuskuler olarak anestezi yapilmistir. Gen¢ ve erigkin koyunlar
anesteziden 6-12 saat 6nce a¢ birakilmis, ama anesteziye kadar su icmeleri saglanmistir.
Premedikasyon amaci ile atropin 0.2 mg/kg’lik dozlarda 15 dakikalik araliklarla
intramuskuler olarak verilmistir. Koyunlar anestezi sonrasi dorsal-recumbent pozisyona
getirilmistir. Ilk ila¢ (atropin) uygulamasindan 15 dakika sonra genel anestezi
baslatilmistir. Penthobarbital sodyum’un baslangi¢ dozu 30 mg/kg’1n intravaskuler olarak
yavas verilmesiyle yaklasik 60-90 dakika bir anestezi saglanmistir. Islem sonunda
karbondioksit kullanarak ve BSRC "Alexander Fleming” Kurumsal Hayvan Bakim ve
Kullanim Komitesinin yonergelerine gore hayvana 6tanazi yapilmistir. Stirekli kalp atisi,
viicut sicakligi ve perkutan kan O2, kanin oksijen saturasyonu (SPO2) anestezi sirasinda
gozlemlenmistir. Viicut sicakligini korumak i¢in: i¢inde 38-39°C su sirkiilasyonu olan
battaniye kullanilmistir. Gozleri kurumaktan korumak icin Ophthalmologic pomat
kullanilmistir. Mikro diseksiyon aletleri %70 etanol ile yikanarak, birka¢ saniye boyunca
soltisyona daldirilmistir. Daha sonra ise antimikrobiyal i¢ine batirilmistir. Steril serum
fizyolojik ile yikanarak kontaminasyona karsi 6nlem alinmistir. Her koyunun eklemlerini

disseke eder iken kullanilacak cerrahi aletler mutlaka sterilize edilmistir.

Koyun yiiz yukar1 yatirilmis ve eklemi %100 etanol ile yitkanmistir. Daha sonra makas
veya bisturu yardimi ile forseps kullanilarak deri geriye dogru soyulmus ve yumusak
dokular arka ayaklara kadar uzaklastirilmistir, ancak ayak parmaklarini kaplayan kalin

keratinize deriye gelindiginde diseksiyon durdurulmustur.

Tibial kastan once ayak bilegi eklemi dahil olacak sekilde ayak bilegi kesilmis ve %100
etanol sprey ile kontaminasyona karst oOnlem almmistir. Ayak bilegi eklemleri
antibiyotiklerle dolu bir tiipe yerlestirilmistir. Tim eklemler icin bu islemler
tekrarlanmistir. Bu adimdan sonra tiim islemler laminer akis kabininde yapilmstir.
Kesilen eklemler birka¢ saniye i¢in %70 etanol igeren 100 mm’lik doku kiiltiirii

plakalarina yerlestirilmistir [186].

3.3. Hiicre Kiiltiir Calismalar

Hiicre kiiltlir ¢alismalari i¢in, sinovial sivi kaynakli mezenkimal kok hiicreler (SMKH)

kullanilmustir.
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3.3.1. Sinovyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu (SMKH)

Uygun alan se¢ilmis ve yaklasik 15x10 ( uzunluk/genislik) boyutlarinda femoral eklemin
tizerindeki tiiyler jiletle steril sekilde tras edilmistir. Sonra uygulama alani asagidaki gibi

3 kere sira ile temizlenmistir.

1) Povidon iyot

2) %70 etanol

Alan iyice kuruduktan sonra ise steril ortiilerle ortiilmiistiir. Steril 23 G ignesi olan 3 ml
siringa eklemin igine sokulmustur. Sonra eklemden sinovial s1v1 aspirasyonu almak i¢in,
enjektor ile kibar sekilde aspirasyon islemi yapilmistir, eklemden toplanan sinovial
stvinin yaklasik miktar1 0,25-0,75 ml olmustur. Kandan virtis bulasmamasi i¢in sirmga
hemen uzaklastirilmistir. Ornekler soguk zincir reaksiyonu devam ettirilerek yaklasik 25
dakika siirede laboratuvara yetistirilmistir. Laboratuvarda enjektorde bulunan koyun
sinoviyal stvis1 15 ml’lik falkona aktarilmistir. Enjektoriin icinde kalan siviy1 da almak
icin PBS ilave edilmistir. 15 ml’lik falkonda son hacim 5 ml olacak sekilde (eksik
oldugunda PBS ilave edilmistir) falkon tiip santifriije koyulmustur. 1500 rpmde 20 dk
santifriyj edilmistir. Stipernatant dikkatli bir sekilde pelete dokunmadan uzaklastirilmistir.
DMEM HAM’S F12 besiyeri (%10 FBS,%1 PEN/STREP,%1 L GLUTAMIN) olacak
sekilde hazirlanmistir ve hazirlanan besiyerinden 1 ml alinarak pelet ¢ozdurtilmiistiir.

Daha sonra tizerine 5 ml daha besiyeri ilave edilmistir.

Serolojik pipetle homojen karismasi saglanan karisim 25°lik flaska ekilmis ve 37 °C ‘de
%S5 CO2 olan inkiibatore kaldirilmistir. 7 giin boyunca hiicreye dokunulmamustir.(hareket
ettirilmemesi 6nemli) 7. glinlin sonunda besiyeri ¢ekilip PBS’le yikama yapilmis ve yeni
taze besiyeri flaska eklenmistir. 10.glintin sonunda hiicre artik pasajlanmaya uygun hale
gelmistir. Hiicrelerin beslenmesi i¢in komplet hiicre kiiltiir ortami hazirlanmistir.
Komplet hiicre kiiltiir ortami, %25 tripsin-edta ve PBS su banyosunda 37°C’de

isitilmistir. CO2 inkiibatoriinden alinmis hiicreler mikroskopta incelenmistir.
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Flask dik konuma getirilmis ve pipet hiicre tabakasinin oldugu yiizeye degdirilmeden
ortam yavase¢a cekilmistir. Hiicre tabakasina pipet degdirilmeden flaskin alt kdsesine 6ml
PBS eklenerek, yiizey yikanmis ve PBS yavase¢a ¢ekilmistir. Daha sonra yeni bir pipet ile
ortama%?25 tripsin-edta eklenmis ve flask 2-3 dakika CO2 inkiibatoriinde tutulmustur

(Uzerini biraz gegmesi yeterli T25;3 ml T75; Sml).

Mikroskopta hiicrelerin flask tabanindan serbestlesip serbestlesmedigi kontrol edilmistir

(Eger hiicreler serbest degil ise tabanina birkag¢ kez vurulur).

Hiicreler serbest ise flaska komplet ortam eklenmis (eklenen tripsinin 3-4 kati) ve
santrifiij tiiptine aktarilmistir. Hiicreler 1200 rpm de 5dk santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklastirilmis, pelet 1:9 oraninda DMSO ve FBS kullanilarak dondurulmustur.
Dondurma i¢in cryo tiipe konan hiicre 6nce -20’de 1 saat bekledikten sonra -80’e

kaldirilmistir [30, 186].

3.4. Hiicre Karakterizasyonu

Hiicrelerin metabolik aktivitesini ve canlilifini degerlendirmek i¢cin herhangi bir viabilite
testine gerek duyulmad ¢iinki hiicreler canli ve saglikl idi. Hiicreler uzun fibroblastoid

goriniimlii, graniilaritesi az, yapisip ¢ogalan hiicreler idi.

Sonda ise boyanmis hiicreler akar suda yikanarak optik mikroskop altinda incelenmistir.

3.5.1. SMKH’lerin Farkhilasma Potansiyellerinin Incelenmesi

Mezenkimal kok hiicreler in vitro ortamda ve uygun kosullarda bircok hiicre serisine

(6zellikle: adipojenik, kondrojenik ve osteojenik) farklilagabilmeleridir.

3.5.2. Osteojenik Farklilasma

Osteojenik farklilasmanin degerlendirilmesi i¢in koyun sinovial sivisindan elde edilen

MKH’ler 3 pasaja kadar DMEM HAM’S F12 besiyeri (%10 FBS,%1 PEN/STREP,%]1 L
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GLUTAMIN) icerisinde tretilmistir. Tripsinizasyon protokoliine uygun olarak toplanan
hiicrelerin canlilig1 degerlendirilip sayimi1 yapilmustir. 12 kuyucuklu tabaklarin osteojenik
farklilagma i¢in ayrilan 4 kuyucuguna 25 000 MKH 1 ml %10 FBS iceren DMEM-LG
(gelisim mediumu) igerisinde kontrol i¢in ayrilan, 1 kuyucuga ise 12 5000 MKH 1 ml
gelisim mediumu igerisinde ekilmistir. Haftada 2 kez besiyeri DMF-10 ile degistirilerek
osteojenik farklilasma degerlendirmesi icin ekilen kuyulardaki hiicre yogunlugunun
%70-80 ulagmasi1 saglanmistir. Daha sonra biitiin kuyucuklar 1 ml PBS ile yikanmistir.
Osteojenik farklilagsma i¢in kuyucuklarin bir kismina Cizelge 3.1°de igerigi listelenen 2
ml osteojenik farklilagsma besi yeri eklenmistir. Kontrol kuyucuklarina ise biiytime besi
yeri eklenmistir. 21 giinde farklilasma sonlandirilmistir. Biitiin kuyucuklar PBS ile
yikandiktan sonra osteojenik farklilagma i¢in ayrilan kuyulardan bir tanesi %10 formalin

soltisyonu (Sigma ABD) ile fikse edilmistir.

3.5.2.1 Alizarin Red Boyamasi

Hiicrelerin osteojenik farklilasmasini ve ECM’de biriken kalsiyum birikimlerini
goriintiilemek tizere Alizarin Red ile boyama yapilmistir. Formalin uzaklastirildiktan
sonra 1 ml Alizarin RedS (ARS) boyas1 eklenmis, daha sonra 10 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi kuyucuk 2 defa ddH20 ile yikanmistir. Daha sonra hiicrelerdeki
kalsiyum fosfat mineral depositleri gostermek amaci ile dijital goriintiileme sistemi
(Mikroskop: OlympusCXX41 Kamera: Olympus, DP71) ile kuyucuklarin fotograflar
cekilmigtir [187].
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Cizelge 3.1. Osteojenik farklilasma medyumunun i¢inde bulunan kimyasallarin listesi

[187].

50 ml medyum | Saklama Firma ve  Katalog
hazirlamak i¢in kosulu numarast
DMEM-LG 30 ml +4 BIOCHROM, F0415
%10 HI-FBS S5ml -20 BIOWEST, S181G-500
%1
500ul -20 BIOCHROM, A-2213
Penisilin/streptomisin
%1 L-Glutami
° S S 00ul 20 BIOCHROM, K-0283
(200Mm)
Dek: t 100
chsametazon 5ul 20 SIGMA, D2915
nM
Beta gliserofosfat 10 | 500ul -20 APPLICHEM,
L-askorbik asit 0,2 | 500ul -20 SIGMA, ABD A4403
Il 1
DMEM-LG ¢ 50 mp, BIOCHROM, F0415
tamamlanir

3.5.3. Adipojenik Farkhlagsma

Adipojenik farklilasmanin degerlendirilmesi i¢in koyun sinovial sivisindan elde edilen
MKH’ler 3 pasaja kadar DMEM HAM’S F12 besiyeri (%10 FBS,%1 PEN/STREP,%]1 L
GLUTAMIN) igerisinde tretilmistir. Tripsinizasyon protokoliine uygun olarak toplanan
hiicrelerin canliligi degerlendirilip, saymmi yapilmistir. 12 kuyucuklu tabaklarin
adipojenik farklilasma i¢in ayrilan 4 kuyucuguna 25 000 MKH 1 ml %10 FBS igeren
DMEM-LG (gelisim mediumu) igerisinde kontrol i¢in ayrilan, 1 kuyucuga ise 12 5000
MKH 1 ml gelisim mediumu igerisinde eklenmistir. Adipojenik farklilasmanin
degerlendirmesi i¢in ekilen kuyulardaki hiicre yogunlugunun %90-100 ulagmasi
saglanmistir. Daha sonra biitiin kuyucuklar 1 ml PBS ile yikanmistir. Adipojenik
farklilasma icin kuyucuklarin bir kismina Cizelge 3.2°de igerigi listelenen 1 ml adipojenik

farklilasma besi yeri eklenmistir. Kontrol kuyucuklarina ise gelisim mediumu
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eklenmistir. 21. giinde farklilasma sonlandirilmistir. Biitin kuyucuklar PBS ile

yikandiktan sonra hiicreler %10 formalin soliisyonu (Sigma ABD) ile fikse edilmistir.

3.5.3.1 Oil Red O boyama

Trigliseridleri boyamak icin kullanilan ve yagda ¢oziinen bir boya olan Oil Red O

boyamast zamani yag damlaciklari kirmizi renge boyanmaktadir. Formalin
uzaklastirildiktan sonra biitiin kuyucuklara 1 ml (1,1 mg/ml) oilredO (ORO) boyasi
(SIGMA, catno:0-0625) eklendikten sonra 10 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
biitiin kuyucuklar 2 defa ddH2O ile yikanmistir. Daha sonra hiicrelerdeki lipid birikimini
gostermek amac ile dijital goriintiileme sistemi (Mikroskop: OlympusCXX41 Kamera:

Olympus, DP71) ile kuyucuklarin fotograflart ¢cekilmistir[187].

Cizelge 3.2. Adipojenik farklilasma medyumunun i¢inde bulunan kimyasallarin listesi

[187].

50 ml
Saklama B Katal
irma ve Katalog numarasi
medyum kosulu s
hazirlamak
DMEM-LG 30 ml +4 BIOCHROM, F0415
%10 HI-FBS 5ml -20 BIOWEST, S181G-500
%1
500ul -20 BIOCHROM, A-2213
Penisilin/streptomisin
%1 L-glutami
’ ST 500u1 20 BIOCHROM, K-0283
(200Mm)
Deksametazon 1 pum 50ul -20 SIGMA, D2915
Indometazin 60 pm 50ul +4 veya - | SIGMA, 1341001
Insulin 5 pg 62,5ul -20 SIGMA, 13536
IBMX  3-Izobutil 1- 50ul 10 APPLICHEM,
metilksantin 500 uM A0695,0001
DMEM-LG fle 50 ml|+4 BIOCHROM, F0415
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Calismada sinovial sivi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin  (SMKH) osteojenik ve

adipojenik farklilagsma 6zellikleri incelenmistir.

4.1. Sinovyal Sivi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu (SMKH)

Koyunun her bacagindan yaklasik 0.25-0.75 ml sinovial sivi elde edilmistir. Siringa
hemen eklemden cekilerek kapatilmis ve buz akiileri esliginde steril kopiik kutuya
konulmustur. Daha sonra bu 6rnekler soguk zincir reaksiyonu devam ettirilerek yaklagsik

25 dakika igerisinde laboratuvara yetistirilmistir.

4.2. Hiicre Kiiltiir Calismalar

Calismalarda sinovial s1vi kaynaklt mezenkimal kok hiicreler (SMKH) kullanilmaistir.

4.2.1. Sinovyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu (SMKH)

Sinovial s1v1 kokenli hiicrelerin izolasyonu sonucunda ilk 3 giinde hiicreler %85 oraninda
yogunluga ulasmistir. Bu ise hiicre canliligiin ¢ok yiiksek oldugunu gostermektedir.
Lakin bu asamada MKH’ler ile fibroblast hiicrelerini ayirt etmek miimkiin degil, ¢iinkii
morfolojik olarak her iki hiicre bir birine ¢cok benzemektedir (Sekil 4.1). Bu asamada
MKH’ler fibroblast benzeri igsi bir morfoloji sergilemektedir. Hiicrelerin igerisindeki
MKH’leri ayirt etmek i¢in kiiltiir devam ettirilmistir. Yaklasik 5-6 giin sonra kullanilan
MKH’lere 6zel besiyeri sonucunda fibroblastlar ortadan kaldirilmis ve ortamda sadece
MKH’ler kalmistir. Boylece MKH’lerin varlig1 tespit edilmistir. Sekil 4.2 6zel besiyeri
kullanimindan sonra elde edilen MKH’lerinin OlympusCXX41 mikroskobundaki
goriintiilerini gostermektedir. Sekil 4.2°de goriindiigii gibi MKH’ler giderek artan ve

ylizeye tutunup yayilan fibroblast benzeri igsi bir morfoloji sergileyen hiicrelerdir.

45



Sekil 4.1 Koyun sinovial s1vi kaynaklt MKH ve fibroblast hiicreleri. Optik mikroskop ile
incelendigi zaman hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyine tutundugu ve yayildigi

goriinmektedir. Bu hiicreler fibroblast benzeri 1gsi bir goriiniimdedir.

Sekil 4.2 Optik mikroskopla goriintiileme zamani1 giderek artan ve ylizeye tutunup yayilan
fibroblast benzeri igsi bir morfoloji sergileyen koyun sinovial sivi kaynakli MKH. Ilk
resimde  MKH ve fibroblastlar goriinmektedir, ikinci resimde ise arttk MKH

belirginlesmis ve yiizeyi tamamen kaplamaistir.

Daha sonra MKH’leri ¢ogalmak ve farklilasma i¢in hazir hale getirmek amaci ile 3 pasaj
yapilmustir. 3. pasajin sonunda siipernatant uzaklastirilmis, pelet 1:9 oraninda DMSO ve
FBS kullanilarak dondurulmustur. Dondurma i¢in cryo tiipe konan hiicre énce -20’de 1
saat bekledikten sonra -80’e kaldirilmistir. 3. pasajin sonunda hiicreler farklilagsmaya

hazir hale gelmistir.
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4.3. Hiicre Karakterizasyonu

3. pasaj sonucunda elde edilen MKH’ler uzun fibroblastoid goriiniimiine sahiplerdi. Bu
hiicrelerin graniilariteleri ¢ok az idi ve kiiltiir kabinin tabanina yapisarak ¢ogalma eylemi
gosteriyorlardi. Bu sonuglar hiicrelerin canliliginin yiiksek oldugunu ve ayni zamanda
metabolik aktivitelerinin de yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu sonuglara dayanarak
hiicrelerin canlilifi ve metabolik aktiviteleri i¢in herhangi bir viabilite testine gerek

duyulmadi.

4.4. SMKH’lerin Farkhlasma Potansiyellerinin incelenmesi

MKH’ler in vitro ortamda ve uygun kosullarda baz1 hiicre serilerine

farklilasabilmektedirler, 6zellikle: adipojenik, kondrojenik ve osteojenik.

4.4.1 Osteojenik Farkhilasma

3. pasajdan sonra osteojenik farklilasma icin yeterli miktarda MKH’ler elde edilmistir.
Osteojenik farklilasma basladiktan sonra 6, 13 ve 21. giinlerde hiicrelerin farklilasmasi
mikroskop altinda incelenmis ve 21. giinde ek olarak Alizarin Red boyasi ile boyanarak
mikroskop altinda incelenmistir. Kontrol kuyucuklarina ise osteojenik farklilasma
mediumu eklenmemis sadece biiylime besi yeri eklenmistir. Biitiin kuyucuklar PBS ile
yikandiktan sonra osteojenik farklilagsma i¢in ayrilan kuyulardan bir tanesi %10 formalin
soltisyonu (Sigma ABD) ile fikse edilmistir. 6. giiniin sonunda hiicreleri inceledigimizde,
hiicreler bir birinin igerisine girmis sekilde goriinmektedir ve hiicre hatlar1 net olarak
gorinmemektedir. Bu sonug 6. giinde heniiz yeterli miktarda osteojenik farklilagmanin
gerceklesmedigini lakin hiicrelerin farklilasmaya dogru gittigni gostermektedir. Kontrol
grubunu inceledigimizde SMKH’ler normal morfolojik goriinimde yani fibroblast
benzeri hiicrelerdirler ve hiicre yogunlugu ¢ok fazladir. 6. giiniin sonuglarina dayanarak
daha net farklilasma sonucu elde etmek ic¢in kiiltiir devam ettirilmistir. 6. giine ait

osteojenik farklilasma resimleri sekil 4.3°te ve kontrol grubu sekil 4.4°te gosterilmistir.
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Sekil 4.3 Osteojenik farklilagsma 6. gun: Hiicreler birbiri igerisine girmis, hiicre hatlari
cok net degil (Mikroskop: OlympusCXX41 Kamera: Olympus, DP71) ile kuyucuklarin

fotograflari ¢ekilmistir.

Sekil 4.4. Kontrol grubu 6. giin: Hiicreleri normal morfolojik goriiniimde, ancak ¢ok
yogun. (Mikroskop: OlympusCXX41 Kamera: Olympus, DP71) ile kuyucuklarin

fotograflar1 ¢ekilmistir.

Osteojenik farklilasma devam ettirilmis ve her 3 giinde bir medium degistirilmistir.
Osteojenik farklilasmanin 13. giiniinde boyama sonucunda hiicreleri inceledigimizde,
hiicreler bir birinin igerisine girmis sekilde goriinmektedir ve hiicre hatlar1 net olarak
gorinmemektedir. Lakin farklilagsmanin 6. giiniine oranla hiicre hatlar1 daha belirgindir
ve kiigiik kalsiyum kristalleri goriilmektedir. Bu ise hiicrelerin osteojenik farklilagsmasinin
devam ettigini gostermektedir. Farklilasma 21. giine kadar devam ettirilmistir. 13. giiniin

sonuglari sekil 4.5°te ve kontrol grubu sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.5 Osteojenik farklilasma 13. giin: Hiicreler birbiri igerisine girmis, hiicre hatlari
cok net degil, lakin 6. gline gore hiicre hatlar1 daha belirgindir.  (Mikroskop:
OlympusCXX41 Kamera: Olympus, DP71) ile kuyucuklarin fotograflari ¢ekilmistir.

Sekil 4.6 Kontrol grubu 13. giin: Hiicreleri normal morfolojik gériiniimde, ancak ¢ok
yogun. (Mikroskop: OlympusCXX41 Kamera: Olympus, DP71) ile kuyucuklarin
fotograflari ¢ekilmistir.

Osteojenik farklilasma devam ettirilmis ve her 3 giinde bir medium degistirilmistir.
Osteojenik farklilasmanin 21. giiniinde boyama yapilmadan 6nce hiicreleri mikroskop
altinda inceledigimizde, hiicre hatlarinin net olarak goériinmedigi goriilmektedir. Lakin
hiicre hatlar1 6. ve 13. giine oranla daha belirgindir. Ayn1 zamanda kalsiyum kristalleri
goriilmektedir. 21. gilinlin sonuclar1 sekil 4.7°de ve kontrol grubu sekil 4.8°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7 Osteojenik farklilasma 21. giin: Hiicreler birbiri igerisine girmis, hiicre hatlari
cok net degil, lakin 6. ve 13. giine gore hiicre hatlar1 daha belirgindir. (Mikroskop:
OlympusCXX41 Kamera: Olympus, DP71) ile kuyucuklarin fotograflari ¢ekilmistir.

Sekil 4.8 Kontrol grubu 21. giin: Hiicreleri normal morfolojik goriiniimde, ancak ¢ok
yogun. (Mikroskop: OlympusCXX41 Kamera: Olympus, DP71) ile kuyucuklarin

fotograflar1 ¢ekilmistir.

4.4.1.1 Alizarin Red Boyamasi ve 21. giin farklilasma sonuglar:

Hiicrelerin osteojenik farklilasmasini ve ECM’de biriken kalsiyum birikimlerini
goriintiilemek tizere Alizarin Red ile boyama yapilmistir. Mineralize depolar birinci
haftanin sonunda belirmektedir. 21. giinde Alizarin Red ile boyama sonucunda hiicrelerde
kalsiyum fosfat birikimi gortilmustiir. Bu ise hiicrelerde osteojenik farklilasmanin mevcut
oldugunu gostermektedir. Sekil 4.9°da da goriildiigii gibi hiicrelerde yogun bir sekilde

kalsiyum birikimleri goriilmektedir. Kalsiyum depolar1 Alizarin Red boyamasi sonucu
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kirmiz1 renkte goriilmektedir. 21. giiniin osteojenik farklilasma Alizarin Red boyamasi

sonuglart sekil 4.9°da ve kontrol grubu sekil 4.10°da gosterilmistir.

Sekil 4.9 Osteojenik farklilasma 21. giin Alizarin Red boyamasi: Hiicrelerde olusan
yogun miktarda kalsiyum birikimleri kirmizi renkte goriilmektedir. (Mikroskop:
OlympusCXX41 Kamera: Olympus, DP71) ile kuyucuklarin fotograflari ¢ekilmistir.

Sekil 4.10 Kontrol grubu 21. giin: Hiicreler fibroblast benzeri normal morfolojik
goriinimde ve hiicre yogunlugu ¢ok fazladir. (Mikroskop: OlympusCXX41 Kamera:
Olympus, DP71) ile kuyucuklarin fotograflar ¢ekilmistir.
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4.4.2 Adipojenik Farkhlasma

3. pasajdan sonra adipojenik farklilagsma i¢in yeterli miktarda MKH’ler elde edilmistir.
Adipojenik farklilasma basladiktan sonra 6, 13 ve 21. gilinlerde hiicrelerin farklilagmasi
mikroskop altinda incelenmis ve ek olarak 21. giiniin sonunda Oil Red O boyasi ile
boyanarak tekrar mikroskop altinda incelenmistir. Kontrol kuyucuklarina ise gelisim
mediumu eklenmistir. Biitiin kuyucuklar PBS ile yikandiktan sonra hiicreler %10
formalin soliisyonu (Sigma ABD) ile fikse edilmistir. 6. giiniin sonunda hiicreleri
inceledigimizde, hiicreler morfolojik olarak yuvarlaklasmaya baglamis, bazi hiicrelerde
minik lipid dropletleri gézlenmektedir. Bu sonug ise hiicrelerin farklilagsmaya basladigini
gostermektedir. Kontrol grubunu inceledigimizde SMKH’ler normal morfolojik
gorinimde yani fibroblast benzeri hiicrelerdirler ve hiicre yogunlugu cok fazladir.
Farklilagsmanin daha da belirgin hale gelmesi i¢in kiiltiir devam ettirilmistir. 6. giine ait

adipojenik farklilasma resimleri sekil 4.11°de ve kontrol grubu sekil 4.4’te gosterilmistir.

Sekil 4.11 Adipojenik farklilasma 6. giin: Hiicre morfolojik olarak yuvarlaklasmaya
baslamis, bazi hiicrelerde minik lipid dropletleri gozlenmekte. (Mikroskop:
OlympusCXX41 Kamera: Olympus, DP71) ile kuyucuklarin fotograflari ¢ekilmistir.

13. giinlin sonunda hiicreleri inceledigimizde, hiicreler morfolojik olarak yuvarlaklagmis
ancak minik lipid dropletleri net goriinmemektedir. Bu sonu¢ ise hiicrelerin
farklilagsmasimin devam ettigini gostermektedir. Kontrol grubunu inceledigimizde
SMKH’ler normal morfolojik goriiniimde yani fibroblast benzeri hiicrelerdirler ve hiicre

yogunlugu c¢ok fazladir. Farklilasmanin daha da belirgin hale gelmesi i¢in kiiltiir devam
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ettirilmistir. 13. giine ait adipojenik farklilasma resimleri sekil 4.12°de ve kontrol grubu

sekil 4.6’da gosterilmistir.

Sekil 4.12 Adipojenik farklilasma 13. giin: hiicreler morfolojik olarak yuvarlaklasmig
ancak minik lipid dropletleri net goriinmemekte. (Mikroskop: OlympusCXX41 Kamera:
Olympus, DP71) ile kuyucuklarin fotograflar1 ¢ekilmistir.

21. giiniin sonunda Oil Red O boyamas1 yapilmadan once hiicreleri inceledigimizde,
hiicrelerin morfolojik olarak yuvarlaklastigini gérmekteyiz. Ancak minik lipid dropletleri
net goriilmemektedir. Kontrol grubunu inceledigimizde SMKH’ler normal morfolojik
goriiniimde yani fibroblast benzeri hiicrelerdirler ve hiicre yogunlugu ¢ok fazladir. 21.
giine ait adipojenik farklilasma resimleri sekil 4.13’de ve kontrol grubu sekil 4.8’de

gosterilmistir.

Sekil 4.13 Adipojenik farklilagsma 21. giin: hiicreler morfolojik olarak yuvarlaklasmis
ancak minik lipid dropletleri net goriinmemekte. (Mikroskop: OlympusCXX41 Kamera:
Olympus, DP71) ile kuyucuklarin fotograflar ¢ekilmistir.
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4.4.2.1 Oil Red O Boyamasi ve 21. giin farklilasma sonug¢lari

Oil Red O, trigliseridleri boyamak i¢in kullanilir. Yagda ¢6ziinen bir boyadir ve boyama
sonrast yag damlaciklar1 kirmiziya boyanmaktadir. 21. giiniin sonunda lipid damlalar1
iceren adipositler olugsmaktadir. Bu adipositlerde lipid damlaciklar1 kirmizi renktedir ve

net goriilmektedir. 21. giine ait adipojenik farklilagsma Oil Red O boyamas resimleri sekil

4.14’te ve kontrol grubu sekil 4.15’te gosterilmistir.

Sekil 4.14 Adipojenik farklilasma 21. giin Oil Red O boyamasi: hiicreler morfolojik
olarak yuvarlaklasmis ve minik lipid dropletleri net goriinmektedir. (Mikroskop:
OlympusCXX41 Kamera: Olympus, DP71) ile kuyucuklarin fotograflari ¢ekilmistir.
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Sekil 4.15 Kontrol grubu 21. giin Oil Red O boyamasi: Hiicreleri normal morfolojik

gorlinlimde, ancak ¢ok yogun. (Mikroskop: OlympusCXX41 Kamera: Olympus, DP71)
ile kuyucuklarin fotograflar ¢ekilmistir.
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5. YORUM

Literatiirde koyun sinovial sivi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik
farklilasmasi ile ilgili bir¢cok ¢alisma bulunsa da, osteojenik ve adipojenik farklilasmasi
ile ilgili ¢cok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Koyunun diz ve dirsek eklemlerinden elde
edilen sinovial sividan izole edilen MKH’ler morfolojik olarak uzun fibroblast
goriintimlii, canli, kiiltiir kabma yapisip cogalan hiicreler idi. SMKH’ler %30-40
civarinda osteojenik ve %30-40 civarinda da adipojenik farklilasma gosterdi. Osteoblast
onciilerine farklilasan SMKH’lerin hiicrelerin ekstraseliiler matriksinde 21. giiniin
sonunda kalsifikasyon ve kalsiyum depolar1 tespit edildi. Osteojenik farklilasma 21.
giiniin sonunda Alizarin Red ile boyanan hiicrelerde kalsiyum fosfat birikimi ile
tanimlandi. Adipositlerde ise yag hiicresi fenotipi goriilmektedir. Yani trigliseridlerin
toplandig1 biiyikk ve yuvarlak yag damlacigi  ortaya c¢ikmaktadir. Adipojenik
farklilagmay1 gostermek icin 21. giiniin sonunda hiicreler Oil Red O ile boyanmistir. Bu

boya trigliseridleri kirmizi renge boyar.

Sinovial s1viy1 elde etmek kemik iligini elde etmekten daha kolaydir ve daha az invaziv
islem gerektirir. Sinovial sividan elde edilen MKH’ler ise %85 oraninda canlilik gosterir.
Lakin deney sonucunda SMKH’lerin adipojenik ve osteojenik farklilasma potansiyelinin
diisiik oldugu goriilmektedir. Bu konuda ¢ok az ¢alisma yapildigi i¢in sonuglarin ileride

yapilan ¢alismalara katkis1 olacaktir.

Osteojenik farklilasmada 6. giiniin sonunda hiicreleri inceledigimizde, hiicreler bir
birinin igerisine girmis sekilde goriinmektedir ve hiicre hatlar1 net olarak
gorinmemektedir. Osteojenik farklilasmanin 13. giiniinde boyama sonucunda hiicreleri
inceledigimizde, hiicreler bir birinin igerisine girmis sekilde goriinmektedir ve hiicre
hatlar1 net olarak goriinmemektedir. Lakin farklilasmanin 6. giiniine oranla hiicre hatlar1
daha belirgindir ve kii¢iik kalsiyum kristalleri goriilmektedir. 21. giinde Alizarin Red ile
boyama sonucunda hiicrelerde kalsiyum fosfat birikimi goriilmiistiir. Bu ise hiicrelerde

osteojenik farklilagsmanin mevcut oldugunu gostermektedir.

56



Adipojenik farklilasmanin 6. giiniin sonunda hiicreleri inceledigimizde, hiicreler
morfolojik olarak yuvarlaklagsmaya baslamis, baz1 hiicrelerde minik lipid dropletleri
gozlenmektedir. 13. gliniin sonunda hiicreleri inceledigimizde, hiicreler morfolojik olarak
yuvarlaklasmis ancak minik lipid dropletleri hala net goriinmemektedir. 21. giiniin
sonunda lipid damlalar1 iceren adipositler olusmaktadir. Bu adipositlerde trigliseridlerin

toplandig1 biiyiik ve yuvarlak lipid damlaciklar1 kirmizi renktedir ve net goriilmektedir.
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