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OZET

YAG DOKUSU KOKENLI MEZENSIMAL KOK HUCRELERININ

FARKLI PASAJLARDA KARAKTERIZASYONU

Minela Jusovic
Yuksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. Mehmet Ali ONUR

Temmuz 2014, 105 sayfa

Yag dokusu, hiicresel tedavi ve rejeneratif tip icin dikkat ¢ekici ve bol bulunan bir kok
hiicre kaynagidir. Mezensimal kok hicreler (MKH) hasar boélgesine goé¢, tutunma ve
dokuya yerlesme yetenekleri sayesinde ve salgiladiklari molekuller aracigiyla 6nemili
derecede tedavi edici potansiyele sahiptir. MKH'ler cilt alti yag dokusundan primer
eksplant kdltir yontemi ile kolaylikla izole edilebilir ve in vitro kultir ortaminda
kolaylikla ¢ogaltilabilir. MKH'ler immunofenotiplerini belirleyen bir cok ylzey antijeni
ifade eder. Bu calismada MKH'ler 10 farkli pasajda bes farkli ylzey antijeni (CD13,
CD29, CD54, CD90 ve CD34) icin immunofloresan boyama yontemi ile karakterize
edilmigtir. MKH'ler Wistar albino siganlardan primer kiltir yontemi ile izole edilmis ve
standart kosullarda kualtura yapilmistir. 10 pasajda da MKH'ler kultir kaplarinin
yuzeyine tutunarak fibroblastik morfoloji gdstermistir. Hicreler tam konfluent hale
geldikten sonra pasajlanmis, ve butun pasajlarda yuzey antijenlerinin ifadesi % olarak
hesaplanmigtir. Pasajlar arasinda ylzey antijenlerin ifade bakimindan farklilik olup
olmadigi Kruskal-Wallis test yontemi ile istatistiksel olarak gésterilmistir. istatistiksel
onem kontrolu p< 0,05 duzeyinde yapilmistir.



Sonuglar hicreler uzun sire kaltur edildikleri zaman yiizey antijenlerinin ifadesinde
degisiklikler oldugunu gostermistir.

CD13 ve CD54 artan pasajlarda ifade oraninda bir degisiklik olmazken, CD29 ve
CD90 ifadesi farkli pasajlarda degismektedir ve en ylksek ifade orani ilk pasajlarda
goralurken ilerleyen pasajlarda ifade orani dusmektedir. CD34, MKH'lerde ifade
edilen bir diger yuzey antijenidir. Ancak, bu yuzey antijenin ifadesi diger yuzey
antijenleri ile kiyaslandiginda belirgin derecede dusuk olmaktadir.

MKH'lerin yilizey antijenlerinin profiline bakildiginda, ilk pasajlarda ylzey ifadesi
bakimindan daha kararli olduklari ve in vivo uygulamalar icin P3, P4, P5 ve P6'nin en
uygun pasajlar oldugu soylenebilir. Bu pasajlarda hicrelerin - morfolojileri
degismemekte ve immunofenotipik 6zelliklerini devam ettirmektedirler.

Heterojen bir hlicre populasyonu oldugu igin, bir cok yluzey antijeninin ifadesi, ilk
pasajlarda hudcre kudlturinde salgilanmis cgesitli faktorler ve sitokin  molekdilleri
tarafindan etkilenmekte ve in vitro ylzey antijenlerinin ifadesi, in vivo daki ifadeleri ile

her zaman ortismemektedir.

Anahtar Kelimeler: yag doku, mezensimal kok hlcreler, ylzey antijen, pasaj, ifade



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF ADIPOSE TISSUE-DERIVED

MESENCHYMAL STEM CELLS IN DIFFERENT PASSAGES

Minela Jusovic
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Ali ONUR

July 2014, 105 pages

Adipose tissue represents an attractive and abundant stem cell source for both
cellular therapy and regenerative medicine. It is clear that mesenchymal stem cells
(MSCs) have significant therapeutic potential because of their ability to secrete
various molecules, which are important for their adhesion, migration and homing to
the site of injury. MSC can be isolated from subcutaneous adipose tissue by primary
explant culture method, can be easily expanded in vitro. MSCs express many of
surface molecules that define their immunophenotype.

In this study, MSCs were characterized in 10 different passages for five surface
antigens including CD13, CD29, CD54, CD90 and CD34 by using
immunofluorescence staining method. MSCs were isolated by primary explant culture
method from Wistar albino rats, and cultured under standard culture conditions. In the
culture medium cells showed plastic adherent properties, and exhibited fibroblastic
morphologies in all of 10 different passages. Cells were subcultured when nearly
complete confluence was reached. Expression profile (%) of five different surface

antigens were determined separately in all passages.



By using independent samples Kruskal-Wallis test expression profile of each surface
antigen was compared between passages. P-value of p< 0,05 was considered
statistically different. Results obtained showed that some surface antigens were
changed when cells are cultured for longer time. The expression of CD13 and CD54
did not change with increasing passage number. However, expression of CD29 and
CD90 was variable between passages, and was mostly expressed highly in first
passages, with decline in later passages. CD34 was also detected on the surface of
MSCs, but its expression was considerably lower than other normally positively
expressed surface antigens.

Based on surface profile of the characterized MSCs it can be concluded that the
expression profile is mostly stable in first passages, and for any further in vivo
application these cells should be used at P3, P4, P5, P6 passages. In the mentioned
passages cells maintained their morphologies and kept their immunophenotypic
characteristics.

Because of the heterogenous cell population, it is important to note that differences in
cell surface expression of many markers may be influenced by factors secreted by
other cells in the initial passage, and the in vitro expression of some markers by

MSCs does not always correlate with their expression patterns in vivo.

Keywords: adipose tissue, mesenchymal stem cells, surface antigen, passage,

expression
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1. GIRIS

Mezensimal kok hucreler (MKH), hematopoietik grup disinda kemik, kikirdak, yag,
kas ve endotel gibi farkli hicre tiplerine donusebilme, vicudun kendi hasarlarini tamir
edebilme yetenegine sahip, oldukgca 0zgun hucrelerdir. Kemik iligi, periferik kan,
kordon kani ve yag dokusu baslica MKH kaynaklaridir. Yag dokusu, elde edilme
kolayligi ve c¢ok sayida MKH icermesi bakimindan son vyillarda fazlaca ilgi
cekmektedir. Yag dokusundan elde edilen MKH'ler, birgcok hastaligin tedavisi ve
Ozellikle hasarli dokunun yenilenmesi konularinda hem preklinik hem de klinik
arastirmalarda doku hasarlarinin iyilestiriimesine yonelik olarak kullaniimaktadir.
MKH'ler go¢ edebilme oOzellikleri ve dokuda hasarli hicre ile flizyon yetenegi,
¢ogunlukla non-immunojenik 6zellikte olmalari ve salgiladiklar c¢esitli faktorler
sayesinde transplante edildiklerinde uygulama bdlgesinde hasarli dokunun

iyilesmesine katkida bulunmaktadir.

Cesitli kaynaklardan izole edilen MKH'in karakterize edilmesi igin farkh tipte hlcre
yuzey isaretleyicileri kullaniimakla birlikte, bu hicrelerin karakterizasyonunda hala
tam olarak bir fikir birligine varilabilmis degildir. Ancak bu konu ile ilgili olarak
uluslararasi komiteler, arastirmacilar arasinda fikir birligine varilabilmesi icin temel

bazi kriterler olusturmaktadir.
Bu noktada kabul goren Gg temel kriter vardir: MKH,
1.Plastik kulttr yuzeylerine tutunabilmeli;

2. CD105, CD73 ve CD90 (+), ancak CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 ve
HLA-DR (-) olmal ve

3. In vitro kosullarda osteoblast, kondroblast ve adipositlere farklilagabilmelidir.

Yag dokusu MKH'leri de benzer 6zelliklere sahip ancak kemik iligi MKH'leri ile
kiyaslandiginda genetik olarak daha kararli ve uzun siren kiltirde daha az degisiklik
goOsteren hucrelerdir. Yapilan g¢alismalar yag dokusu MKH'lerinin de CD13, CD29,
CD53,CD73 ve CD90 yuzey antijenleri i¢in pozitif, CD34, CD45 antijenleri icin ise



negatif 0zellige sahip oldugunu gostermektedir. MKH'lerin sahip olduklari bu ylzey

antijenleri ayni zamanda MKH'lerin farklilasma potansiyelini de ifade etmektedir.

Ancak yapilan ¢alismalar, s6zU edilen bu ylzey antijenlerinin devam eden kiltirde ve
pasajlarda degisiklige ugradigini géstermektedir. Uzun sireli kdlttrlerde ve devam
eden pasajlarda bu ylzey antijenlerinin ifadesinde nasil degisiklik olduguna dair tam
bir fikir birligine varilabilmis degildir. Bu nedenle, yapilan bu c¢alismada primer
eksplant kultir yontemi ile izole edilmis ve 10. pasaja kadar ¢ogaltiimis olan hicreler,
farkh ylzey antijenleri i¢cin immunofloresan boyama yéntemi kullanarak boyanmis ve

farkh pasajlarda ifade edilme 6zellikleri ve morfolojileri incelenmistir.

Sonuglar, farkli pasajlarda in vitro ortamda MKH'lerin ylzey 6zelliklerinde degisiklik
olabilecegini ve bu hucrelerin farkli pasajlarda bazi morfolojik degisikliklere sahip

olabilecegini gostermektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hucreler

Farkli hacre tiplerine déntsebilme potansiyeline ve kendisini yenileyebilme gicine
sahip olan hicrelere kdk hicre denir [1]. Kok hicre biyolojisinde en dnemli 6zellik,
kok hicrenin kendi kendini yenileyebilmesi ve bulundugu dokudaki bir veya daha
fazla hiicre tipine farklilagsabilmesidir [2]. insan viicudunda kék hiicreler, doku

hasarlarinin iyilesmesinde bir tamir mekanizmasi olarak gorev almaktadir.

Kok htcreler yiuksek plastisite gostermektedir. Kok htcre plastisitesi bir hicrenin
koken aldiklari dokularin digindaki dokulara da farklilagabilme 6zelligini
tanimlamaktadir. Ornegin kemik iligi kok hicreleri kas hicrelerine, endotele ve

hepatosit hiicrelerine farklilasabilmektedir [3].
Temelde kok hacre tanimini olusturan prensipler sunlardir:

¢ Kendi kendini yenileyebilme yetenegi,
e Tek bir hiicreden birden fazla hucre tipine farklilagabilme,

e Belli bir dokunun in vivo fonksiyonu geri kazandirabilme.

Kok hcreleri farkhlasma kapasitelerine gére gruplandirmak mimkidndir. Zigottan
olugan hucreler butun bir organizmayi olusturabilecek 6zellige sahip hucrelerdir ve
bunlara totipotent hiicre denir. Pluripotent hicreler, embriyonun blastosist
evresinde i¢ hucre kitlesinden meydana gelir ve embriyonik dénemde farkli doku
hicrelerine (endoderm, mezoderm, ektoderm) doénlUsebilme yetenegine sahip
hicrelerdir. Multipotent hiicreler ise sadece sinirli sayida hicre tipine farklilasabilen

yetiskin kok hucreleridir [4].

Diger bir deyise gore kok hucreler, gelisim evresine gore embriyonik kok hucreler
(EKH) ve vyetigkin kok hicreler olmak dzere siniflandinlabilinir [1][4]. Bir de
indUklenmis pluripotent kok hicre (IPSC) tanimindan bahsetmek mimkundir. IPSC,
organizmada dogal olarak bulunmayan ancak in vitro sartlarda uyari sonucu meydana

getirilen ve pluripotent 6zellik kazandirilan hicrelerdir [1][5][6].



2.1.1. Embriyonik K&k Hucreler

Embriyonik kok hicreler blastosist denilen embriyonun 4-5 ginlik i¢ hicre kitlesinden
elde edilen pluripotent hiicrelerdir [4]. Pluripotent 6zellige sahip bir kdk hicre kendini
yenileme 6zelligine sahiptir ve pek ¢ok vicut hlcresine doénusebilir (Sekil 2.1.1.1).
Embriyonik kok hucreler kiltur ortaminda kok hicre 6zelligini kaybetmeden canliligini
korur ve kendini yenileyebilir. Bu hucreler dondurulabilir ve arastirmalarda tekrar
tekrar kullanilabilir. Ancak bu 6zellikleri EKH'leri klinik uygulamalar igin ¢ok basarili bir
kaynak yapmaz. CUnku sinirsiz bélinme potansiyelleri nedeniyle uygulandiklari doku

bdlgesinde timadr olusumuna neden olabilir.

EKH'ler dondurulup defalarca kullanabilme 6zelliginden dolayi dogal bir hicre hattidir.
Bu nedenle, embriyogenez arastirmalari ve genetik hastaliklarin mekanizmalarinin

arastirmasi igin iyi bir kaynaktir.

invivo dollenmi
o mura
8 hiicreli embriyo

Koltire edilmis / Puroohent Blastokist
ayrismamis
kok hicreler |

Kan Hicreleri

Sinir Hicreleri

Kalp Kun Hiicreleri

Sekil 2.1.1. 1 Pluripotent 6zellikteki embriyonik kdk hicreler



2.1.2. Yetigkin Kok Hucreler

Yetigkin kok hicreler, somatik kok hucreler olarak da adlandirlir. Yetigskin kok
hicreler, mezensimal kok hucreler gibi yetiskin dokulardan kok alir. Bu hucreler
genellikle bulunduklari dokularin yenilenmesinde ve homeostazinda gérev alir [1].
Yetigkin kdk hicreler multipotenttir ve elde edildikleri doku kaynagini temsil ederler
(Sekil 2.1.2.1). Antiinflamatuar 6zellikte olan yetigskin kok hucreler, doku hasarinin
tamirinde rol oynamaktadir. Ancak in vitro sartlarda sinirh bir farkhlasma potansiyeline
sahiptir. Yetiskin kOk hucreler otolog olarak kullanilabildiklerinden dolayi klinik
uygulamalarda 6nemli bir avantaja sahiptir. Yetigkin kok hlcreler plasenta da dahil
olmak tzere kemik iligi, periferik kan, dis pulpasi, yag doku, sindirim sistemi ve beyin

gibi bircok farkli kaynaktan izole edilebilir [1].

Kemik iligi ve yag dokusu iyi birer yetiskin kok hucre kaynagidir. Bu hucreler
salgiladiklari faktorler sayesinde hasarli doku bolgesinde iyilesmeye katki

saglamaktadir.

VA

¢ p o5y A

/ kalp kost

Kon Hicrelen

Sekil 2.1.2. 1 Multipotent kok hiicreler



2.2. Mezensimal Kok Hiicreler (MKH)

Mezensimal kok hucreleri yetigkin kdk hucre tiplerinden biridir. MKH'ler kendini
yenileyebilen ve cesitli hicre tiplerine farklilasabilen multipotent stromal hucreler
olarak tanimlanir [7]. Bu hucrelerin kaltirG esnasinda, hem kodk hlcre hem de diger

hiicre tiplerinden olugsan heterojen bir hiicre populasyonuna rastlanir [7].

MKH'ler hem hucresel tedavi hem de doku yenilenmesi konularindaki kullanimi
dolayisiyla son zamanlarda ¢ok 6énem kazanmistir. Gavenilirligi ve kaltir ortaminda
uzun sdre kiltire edilebilmesi sebebi ile in vivo ve in vitro calismalarda sikga
kullaniimaktadir. Bu hucrelerin izolasyonunun ve kuiltarinin kolay olmasi ayrica
yiksek ex vivo potansiyelinin olmasi bu hucreleri tedavi edici bir ara¢ haline
getirmektedir. MKH'ler neredeyse tum yetiskin organlarda bulunur. Bu hucreler

kolayca izole edilip, milyonlarca hicreye kadar ¢ogaltilabilir.

MKH'ler hematopoietik grup disinda kemik, kikirdak, yag, ligament ve tendon gibi
hicrelere farklilagma yetenegine sahiptir (Sekil 2.2.1).
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Sekil 2.2. 1 Mezensimal kok hiicrelerin farklilasma potansiyelleri  [8]



MKH'ler hematopoietik olmayan stromal hucreler olup bag doku kdkenli olmalari
nedeniyle bagta bag doku kokenli hucreler (kemik, kikirdak, yag, ligament ve tendon)
olmak Uzere bir ¢ok farkli tipte hicreye (kalp, karaciger, pankreas, sinir sistemi

hiicreleri) farklilasabilme yetenegdine sahiptir [7][8].

MKH'ler go¢ edebilme Ozellikleri ve dokuda hasarl hicre ile fluzyon yetenegdi ve
¢ogunlukla non-immunojenik 06zellikte olmalari ve salgiladiklar c¢esitli faktorler
sayesinde transplante edildiklerinde uygulama bolgesinde hasarli dokunun

iyilesmesine katkida bulunurlar [9].

2.2.1 Mezensimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Mezensimal kok hicreler ilk kez 1968 vyillinda Fridenstein tarafindan
tanimlanmiglardir.  Fridenstein, yapilan kemik iligi kultarlerinde hematopoietik
olmayan, adezyon yetenegi gésteren, morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen hiicre
kolonilerinin bulundugunu ve bunlarin kemik ve vyag hucrelerine farklilasma
yetenedine sahip olduklarini gostermistir [7] . Yillar sonra yapilan galismalarda bu
hiicrelerin hematopoietik 6zellikte olmayan multipotent kok htcreler oldugu ve farkl

hlcrelere donugebilme yeteneklerinin oldugu gosterilmigtir.

Mezensimal kok hlcrelerini tanimlayabilmek igin U¢ temel kriter vardir:
e Kultur kabinin yuzeyine tutunabilme 6zelligine sahip olmali
e Ylzeylerinde spesifik ylizey antijenlerini ifade edebilmeli

e In vitro kosullarda osteoblast, kondroblast ve adipositlere farklilagabilmeli.

Ik kez 1999 yilinda, Pittenger ve arkadaglari MKH'lerin sahip olduklari yiizey
antijenlerini tanimlayarak bu hucreleri karakterize etmiglerdir [10]. Bu hticreler, birgok
farklilagsma kimesi molekilleri icin pozitif ya da negatif olabilir. Farklilagma kiimeleri
(Cluster of Differentiation, CD) sistemi, monoklonal antikorlarla tanimlanan ldkosit
antijenlerinin isimlendirilmesinde kullanilan sistematik bir yaklagimdir [11].

CD adlandirmasi hem insan I6kosit antijenleri hem de fare ve siganlardaki

homologlari igin kullanilir. CD molekulleri, reseptor olarak ya da ligand olarak hareket



edebilir. Bazi CD proteinleri ise hucre sinyal yollarinda hicre adezyon molekli

olarak gorev alir.

CD sistemi immunofenotiplemede hulcre belirteci olarak kullanilir. Bu sekilde hlcreler
yuzeylerinde bulunan, kendilerine 6zgi CD molekdllerine gére tanimlanir. Bahsedilen
bu CD molekulleri ayni zamanda mezengimal kok hicrelerin karakterizasyonunda da
kullanilmaktadir [12][13][14].

Yuzey antijenleri MKH'in karisik hicre populasyonundan ve hematopoietik gruptan
ayrilmasi icin énemlidir. MKH'ler ¢ok cesitli ylizey antijenlerini ifade etmekle birlikte
Uluslararasi Hucresel Tedavi Derneginin (ISCT) fikir birligine vardigi yuzey antijenleri
CD73, CD90, CD105 pozitif ve CD14, CD34, CD45, CD19 ve HLA-DR negatiftir
[10][212][14].

MKH'ler in vitro kosullarda bir¢cok hlicre tipine, basta adiposit, osteoblast, kondrosit,
miyosit, hepatosit, sinir hucreleri, endotel ve epitel hicrelerine donusebilme
yetenegine sahiptir [7][12][15].

MKH'ler non-hematopoetik stromal hiicreler olarak; kemik, kikirdak, kas, bag doku,
tendon ve vyad doku yenilenmesinde katkida bulunurlar.  MKH'lerin
karakterizasyonunun vyapilabilmesi icin yukarda belirtlen t¢ temel kriter takip
edilmelidir. Yani sira bu hicrelerin karakterize edilebilmesi icin ekstraselller matriks

reseptorleri ve blylume faktorleri gibi birgok hiicre belirtecgleri kullaniimaktadir [16].

MKH'lerin énemli bir 6zelligi hasarli bolgeye mobilize olabilmeleridir. Bu hicreler
hasarli bolgeye go¢ edebilme ve o dokuya yerlesme kapasitesine sahiptirler [15]. Bu

yerlesmede kimokin, sitokin ve yuzeydeki reseptdrler 6nemli rol oynar.

2.2.2. Mezensimal Kok Hiicrelerin Kaynaklari

ik calismalarda MKH'ler sadece kemik iliginden izole edilmistir [7]. Fakat giinimizde
MKH'ler, yag dokusu, deri, dig, periferik kan, umbikal kord kani, ve sert dokularda;
karaciger, dalak, akciger gibi neredeyse tim erigskin dokulardan temin edilebilir
[17][18][19][20]. Bu htcreler ayni zamanda plasenta ve amniotik sividan da izole
edilebilir [7][15].



Yapilan c¢aligmalara gore MKH'ler kikirdak dokudan da elde edilebilmektedir ve
MKH'lerin temel kriterlerinden olan ylksek proliferasyon orani, multipotent yapi ve

benzer MKH'lerin belirteci fenotipini gostermektedir [13].

Bahsedilen MKH'lerin kaynaklari olan kemik iligi, kikirdak ve yad doku farkh hicre
tiplerine farkhlasmasi, bu U¢ kaynak da osteojenik, adipojenik ve kondrojenik
farkhlasma potansiyeline sahiptirler. Yuzey belirteclerinin ifadesinde degisiklikler
gorilebilmektedir [13].

insan plasentasindan elde edilen MKH'ler, kemik iliginden elde edilen MKH'lere
oranla daha ylksek ¢ogalma ve kulture edilme kapasitesine sahiptir [21]. Amniotik

sivi MKH'lerinin de yuksek hucresel plastisitesi ve farklilagma 6zelligi vardir [22].

Farkli dokulardan izole edilmis MKH'ler morfolojik olarak benzerlik gosterirler ve bu
hicrelerin Gzerinde bulunan ve ortak olarak kullanilan ylzey belirteglerinin

ifadesinde farklihk goralmemistir [23].

MKH'ler, kemik iliginde ve diger dokularda sadece ¢ok az miktarda bulunmaktadir.
Kemik iliginde tum kemik iligi hucrelerinin 0.0001%-0.01'ik kismini olugsturmaktadir
[14]. Bu hucreler Gzerine yapilan genis calismalar esnasinda diger kaynaklarin da
arastirlmasi gerektigi anlasilmigtir. Yag doku igin her bir gram yagda 100.000

mezensimal kok hicre bulundurmaktadir [15].

Kemik iligine kiyasla yag dokudan MKH'leri toplanirken, aci vermeden daha fazla
miktarda elde edilmesi mumkundir. Bu nedenle yad dokunun, MKH'ler igin ¢ok iyi bir
kaynak oldugu farkedilmistir. Yag doku kolay ulagilabilir, guvenilir, fazla miktarda
yetigkin kok hucre izole edilebilen bir kaynaktir. Bu nedenle, doku yenilenmesi
amaciyla yapilan uygulamalarda sikga tercih edilmektedir. Farkli hayvan modelleri
Uzerinde yapilan caligmalarda, yag doku MKH'lerinin immiin baskilayici olarak ve
ayni zamanda farkli doku hasarlarin tedavisinde kullaniimaktadir [15].



2.3. Yag Dokusu Kokenli Mezensimal Kok Huicreler

Kemik iligi gibi yag doku da mezodermden turemis bir organdir. Yag doku MKH'leri,
elde edilmesi kolay ve bir seferde bol miktarda doku izole edilebilecedi i¢in alternatif
bir kaynak olarak kabul edilmektedir. Bu hicreler de adipojenik, osteojenik,

kondrojenik, noérojenik ve miyojenik farklilasma yetenegine sahiptir (Sekil 2.3.1) [24].

A
Yenmar ?‘;m

Osteoblast Adiposit Kondrosit

Sekil 2.3. 1 Yad dokusu kokenli mezensimal kdok hucrelerinin farkhlasma
potansiyeli

Yag dokusu kok hdcrelerinin immun cevap olusturma olasiligi daha dusuk ve uzun
dénemde kultir kosularinda genetik olarak daha stabildir [24][25]. Guvenirliligi ve

etkinligi yag dokusu MKH'nin klinik olarak uygulanabilirliligini de mimkutn olmaktadir.

Uluslararasi Yag Uygulamalari Teknolojileri Toplulugu (International Fat Applied
Technology Society) "yag dokusu kok hucreleri" kavramini, yag dokudan elde edilen,
plastik kultir kabinin yuzeyine tutunan, seri olarak pasajlanan ve multipotent 6zellik

gOsteren hticre populasyonu seklinde tanimlar [14][26].

Saglikh ve yetigkin bir bireyin toplam vicut agirhginin %10-15'i yag dokusu olup; bu
dokunun yaklasik yarisi cilt altinda, geri kalani da omentum, mezenter ve i¢ organlar

arasinda yer alir. Cilt alti yag dokusu ayni zamanda iyi bir MKH'lerin kaynagidir.
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Bircok c¢alismalarin sonuglarina gore, kok hicre populasyonu perivaskiler
lokasyonda, perisit ve endotel hicreler ile beraber bulunmaktadir [7][26].

MKH'ler pasajlama sirasinda fibroblastik morfoloji géstermeye devam ederken (Sekil

2.3.2) yuzey ozellikleri kismen degiserek, farklilagsma gdsterebilmektedirler.

Sekil 2.3. 2 P1'de yagd dokusu kokenli mezengimal kok hucrelerin fibroblast
morfolojisi A) X10 B) X20

Yag dokusu kokenli mezensimal kdok hucreler tim vylzey belirte¢ ifadelerini
gostermez. Bu hucrelerin fenotipik karakterlerine bakildiginda, CD29, CD90, CD73,
CD44, CD105, CD13, CD54, CD146 ve HLA-ABC icin pozitif, hematopoetik ve
endotel hicrelerin belirtecleri olan CD45, CD34, CD133 ve HLA-DR ic¢in ise negatif
ifade gostermektedir [12][27][28]. Adipoz doku kdkenli mezensimal kdk hlcreler ayni
zamanda kemik iligi kok hacrelerin ile karsilastirildiginda, CD36 igin pozitif ve CD106
icin negatif ifade gosterir [29].

Bu hdcreler deri altinda (subcutaneous) ya da karin bdlgesinde bulunan yagdan
(abdominal) izole edilebilir. Ong ve ark. 2014 yilinda yaptigi ¢alismada, CD10'un
ifadesi, deri altindan alinan yad dokusunda sikga goéraldugund, ayni zamanda CD200
ylzey antijeninin ifadesi abdominal yagdan izole edilen yag kok hticrelerinin tGzerinde
daha c¢ok goéruldigunu tespit etmistir [30]. Farkh galismalar gdstermektedir Ki;
karakterize edilmis ve immunofenotip 6zelliklerine gbre karsilastiriimig, kiltire edilmis
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adipoz kok hucrelerinin ilk ve ileri pasajlardaki ylzey Ozelliklerinde degisiklikler
olmaktadir [7] [27].

2.3.1. Yag Dokusu Kokenli Mezensimal Kok Hiicrelerin Yizey Ozellikleri ve

Karakterizasyonu

Yag dokusu MKH'leri, kemik iligi MKH'lerine benzer birgcok yuzey antijenini ifade
ederler ve ISCT' nin belirledigi gibi ortak ylzey antijenleri vardir (Cizelge 2.3.1.1).
Ancak bazi dzellikleri bakimindan ¢ok ufak farkliliklar gésterirler. Ornegin kemik ilii
kok hicreleri CD49d'yi ¢ok az ifade ederken, yag dokusu kok hucreleri tarafindan gok
daha fazla miktarda ifade edilir. CD106 ise yag dokusu kokenli MKH'ler tarafindan ¢ok
az ifade edilirken, kemik iligi kok htcreleri cok daha fazla ifade eder. Bununla birlikte
kabul gérmis sonug bu hicrelerin CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 ve MHC
Class | i¢in pozitif, CD34, CD45, CD31 icin ise negatif 6zellik gdsterdigidir.

Cizelge 2.3.1. 1 Mezengimal kok hucrelerin yuzey antijenleri
Pozitif yuzey antijenleri Negatif yuzey antijenleri
CD13 CD63 CD11 CD34
CD29 CD71 CD11b CD45
CDh44 CD73 CD14 CD106
CD49%a CD90 CD31 CD117
CD54 CD105 CD33 CD133

Mezensimal kok hiucrelerin karakterizasyonunda hlcre ylzey isaretleyicilerinin
yanisira sitokin ve cesitli baylme faktorleri reseptorleri ile ekstraselliler matriks
reseptorleri de kullanilabilir (Cizelge 2.3.1.2) [16][31][32].

Mezensimal kok hulcreler, makrofaj koloni stimule eden faktér (M-CSF), granulosit
koloni stimule eden faktdr (G-CSF), fms-benzeri tirozin kinaz-3 (Flt-3) ligand, kok
hicre faktora (SCF) gibi sitokinler, kimokinler ve buyume faktorlerini tretir. Ayrica, IL-
1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R sitokin reseptorlerini ifade eder. Kemik blyime faktor
reseptori  (BGF-R), platelet kokenli buyime faktor reseptort (PDGFR) ve
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donusturiact buyume faktoru beta reseptoru (TGFBR) gibi buyume faktoru

reseporlerinin MKH'lerin farkhlagmalarinda dnemli bir rol oynadigi gosterilmistir [31].

Sitokinler tarafindan uyariimis olan mezensimal kok hicreler, CXCL9, CXCL10 ve
CXCL11 gibi lI6kosit kimokinlerini yiksek duzeyde ifade eder. Doku yenilenmesi ya
da doku hasarinin tamir edilmesi sirasinda hasarli bolgeye mezengimal hucrelerin
goc etmesi sirasinda CCR1, CCR4, CCR7, CXCR5 ve CCR10 gibi bazi kimokin

reseptorlerinin rol oynadigi yapilan ¢calismalar ile gdsterilmistir [16].

Cizelge 2.3.1. 2 Mezensimal kok hiicrelerde yaygin olarak ifade edilen ylizey
isaretleyiciler

Yiuzey antijenleri CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, Stro-1,
Sco-1

Kimokin reseptdrleri CCR1, CCR2, CCR4, CCR6, CCR7, CCRS9,
CCR10, CXCR1, CXCR2, CXCR4, CXCR5

Sitokin reseptorleri IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R

Ekstrasellulermatriks ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, ALCAM, endoglin,

reseptaorleri hyaluranon, integrinler: o, o2, oz, oa, av, P, B2,
B3, Ba

Blylme faktoru reseptorleri BGF-R, PDGF-R

Diger reseptorler Thy-1, IFN-aR, TGF-BR, TNF-R

Bu tez c¢alismasinda yag dokusundan izole edilen mezensimal kok hucrelerin
karakterizasyonu icin CD13, CD29, CD54, CD90 ve CD34 ylzey antijenleri

kullaniimistir.

2.3.1.1. CD 13 (Aminopeptidaz N)

Aminopeptidaz N, 967 amino asit iceren bir integral Il tip cinkoya baglanan bir
metalloproteazdir (Sekil 2.3.1.1.1) [33]. CD13 ifadesi, embriyonik ve gesitli
kaynaklardan izole edilen yetigkin kok hucrelerin ylzeylerinde gorilmektedir.
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CD13 bir ubikutin enzimdir ve insanda endotel, epitel, fibroblast, I6kosit gibi hicre
tiplerinde ve bir cok dokuda goérulmektedir. Farkli hicre tiplerinde regulator peptitlerin
metabolizmalarina katilabilmektedir [33][34].

Hem enzime bagli hem de badli olmayan bu multifonksiyonel protein, bagisiklk
sistemi fonksiyonlari ve hucre proliferasyonu, sekresyonu, adezyonu, migrasyonu,
anjiyogenez, inflamasyon hareketleri, antijen sunumu ve endositoz gibi temel biyolojik
olaylara etki eder [33][34].

Simdiye kadar vyapilan c¢alismalarda CD13'Un, MKH'lerin adezyonunda,
migrasyonunda ve vaskiler agin formasyonunda buyuk bir rol oynadigi géralmustar
[34].

Sekil 2.3.1.1. 1 insan Aminopeptidaz N (CD13) proteini [35]

2.3.1.2. CD 29 (integrin 1)

insan MKH'leri yiizeylerinde a1, a2, a3, a4, a5 ve B1, B3, B4 gibi farkl integrin
molekuller bulunmaktadir [9]. Bu molekullerden biri olan CD29 ayni zamanda integrin
B1 olarak da adlandirilir ve in vivo ortamda MKH’lerin migrasyonunda islev gorur [36].
integrinler hiicre adezyonuna yardim eden bir hiicre yiizey protein ailesidir. integrinler

temel yapi olarak membranda bulunurlar ve glikoprotein yapisindadir (Sekil
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2.3.1.2.1A). integrinlerin molekiiler yapilari a ve B olmak Uzere iki altiiniteden
olusmaktadir [37] (Sekil 2.3.1.2.1B).

matrix binding

divalent |
cation

(¢4

subunit | CYsine-

rich domains

plasma
membrane

cytosol

\Q) talin, fitamin, and
«-actinin binding

L

10 nm

Sekil 2.3.1.2. 1 A) integrinin temel yapisi B) Integrinin molekiler yapisi a ve B
altuniteler [37] [38].

16a ve 8B altinitelerinin heterodimerizasyonu sonucunda 20 farkli integrin reseptor
olusturur [39]. Bu integrin reseptorlerin ¢ogu ekstraselliler matriksler {zerinde
bulunan fibronektin, kollajen ve vitronektin gibi ligandlara baglanir (Sekil 2.3.1.2.2).
Bazi integrinler ¢bzunebilen fibrinojen gibi ligandlara baglanabilir ya da komsu

hiicrelerin intraselliler adezyon molekdlleri gibi reseptorlerine baglanir.

Hucre adezyonunda ve hiicre iskeletinin organizasyonun yani sira, integrinler sinyal
reseptorleri olarak da fonksiyon Ustlenir. CD29 hucre bluyumesinde, farklilagsmasinda,

migrasyonunda ve apoptozunda dnemli rol oynar [7][36][40].
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Sekil 2.3.1.2. 2 integrin resepdrlerinin ekstraselliller matriksler tizerinde bulunan
fibronektin ve kolajen ligandlara baglanmasi [41]

Kendini yenileyebilen, multipotent ve migrasyona sahip MKH’ler temel regulator
olarak homeostazda ve bircok yenilenme islemlerinde gorev alir. Migrasyon yetenedi,
bu hucrelerin hasarli bolgeye hareket etme ve hasarli bolgeye yerlesme aktivitesidir.
Bazi arasgtirmalar, MKH’lerin migrasyonunun CD73 / CD29 yizey antijenlerinin
kontroliinde gercgeklestigini gdstermektedir. MKH’lerin CD73 ve CD29 ylzey
antijenlerinin ifadelerinin fonksiyonel seviyede azalmasi durumunda MKH’lerin

migrasyonu azalir [42].

2.3.1.3. CD 54 (intraseluler adezyon molekuli-1)

Hucre adezyonunda, gocinde ve transmigrasyonunda gorev aldigi bilinen birgok
molekul vardir [9]. Bu molekiller MKH’lerin de ylzeylerinde bulunur. CD54 ayni
zamanda intraseliler adezyon molekuli (ICAM-1) olarak adlandirilan ve
immunoglobulin ailesinden gelen bir integral membran proteindir (Sekil 2.3.1.3.1A).
Bu protein B2 a1l ve B2 aM gibi integrinleri tanir (Sekil 2.3.1.2.1B). intraseliiler
adezyon molekulu genel olarak endotel ve I6kosit iligkili bir transmembran proteinidir
ve bu protein hucrelerin arasinda hucre etkilesimini stabilize etmede ve
transmigrasyonunda 6énemli bir gérev almaktadir [43][44].
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Lenfosit, fibroblast, keratinosit, epitel, T ve B hicreleri ve bir gok baska hucre tipleri
CD54 antijeni ifade eder. T hicrelerin, T ve B hucrelerle etkilesimlerde énemli rol
oynadidi gosterilmistir [45]. Enfeksiyon bolgesine I0kositleri ve ayni dokulara
MKH’lerin migrasyonunun karsilastiriimasi agisindan iyi bir érnektir [39]. MKH'ler T
lenfosit aktivasyonu ve alloreaktif reaksiyonlari onlerler. Bunun yaninda aktive B
lenfositleri de inhibe eder, regulator T hucreleri uyarirlar. MKH'lerin hayvan ve
insanlarda lenfosit proliferasyonunu engelleyerek immunosuipresif etki gosterdigi
bildirilmigstir [46].

Yapilan c¢alismalara gore MKH’de bulunan ICAM-1 molekilld, bu hicrelerin
endotelyuma tutunmada fonksiyonel éneme sahiptir [9]. Bunun yani sira ICAM-1

molekilt, MKH aracili immunosupresyonda kritik bir rol Gstlenir [43][44].

Sekil 2.3.1.3. 1 A) ICAM-1 temel yapisi B) ICAM-1'In B2 integrinleri tanimasi [47]

2.3.1.4. CD 90 (Thy-1)

Glikozilfosfatidilinozitol bagh bir protein olan CD90 ayni zamanda Thy-1 olarak da
bilinir (Sekil 2.3.1.4.1). CD90, hiicre-hiicre ve hicre-matriks etkilesiminde goérev alir
[48]. CD90 ifadesi tirler arasinda degisiklik gosterir, ama simdiye kadar endotel

hicrelerde, hematopoietik kok hiicrelerde, lenfositlerde, fibroblast hicrelerinde, sinir
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hucrelerinde tanimlanmigtir ve ayni zamanda MKH'lerin yuzeyinde pozitif olarak
tanimlanir [12][48].

CD90 ilk defa T hucrelerin ylzeyinde tespit edildi. CD90 T hicrelerin aktivasyonunu
tesvik eder, hiicre adezyonunda, migrasyonunda, inflamasyonunda, 6liminde ve

tumor gelisiminde gorev alir [48].

Sekil 2.3.1.4. 1 Thy-1 (CD90) membrana baglanmasi; Glikozilfosfatidilinozitol
anchor (GPI-acik yesil) [49] [50]

2.3.1.5.CD 34

CD34 transmembran bir glikoproteindir ve lenfohematopoetik kdk ve progenitor
hiicrelerinin, endotel, embriyonik fibroblast hicrelerinin, fetal ve yetiskin sinir
dokularindan olusan hucrelerin yizeylerinde ifade edilir [48]. CD34’Un fonksiyonu tam
olarak bilinmemekle birlikte, yapilan c¢alismalara gore bu molekllin hicresel
mikrogcevreye gore hem tutunma hem de anti-tutunma 0Ozellikleri gérilmektedir [51].
CD34'un, hucre proliferasyonu destekledigi, faklilagsmayi bloke ettigini bildiriimigtir.
Ayni zamanda, hematopoietik hiicrelerin hareketleri ve migrasyonu da arttirmaktadir

[52]. CD34, MKH’ler igin negatif bir belirte¢ olarak énerilmistir [12][27][28].
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2. 4. Hiucre Kultarinde Pasajlama

Kualturde hucrelerin proliferasyonu sonucu sayilarin artmasi, buna bagl olarak besin
kullanilmasi atik maddelerin miktarinin artmasi ve istenmeyen urunlerin olugsmasi
nedeniyle hucreler ayni ortamda sonsuza kadar kulture edilemez. Bu nedenle hucre
populasyonunu yeni bir kultir ortamina transfer etmek gerekir. Bu islem, hucre
pasajlanmasi olarak adlandinlir. Hucre pasajlamasi genel olarak yasam sdresini

uzatmak ya da kultir ortamindaki hucre sayisini artirmak igin kullanilir.

Hucre pasajlanmasi, asil hucre kulturune gore daha duguk yogunlukta hicreler elde
etmek icin kullanilir. Yeni kultar ortaminda taze besiyeri hicrelerin 61um riski olmadan
¢ogalmasini saglar [53]. Hucre suspansiyonu kultar flasklarina bolinerek daha dugsuk
yogunlukta hucreler elde edilir ve bu kultur sekonder kultir olarak tanimlanir. Daha
sonra sekonder kultlrdeki hlcreler tekrar ¢ogaltilarak Gguncul hicre kiltira elde
edilmesi mumkundur [53]. Bu sekilde hucrelerin de 0zelliklerine gore pasajlama

devam edebilir.

Hucre kultur ortamina ekilen huacreler ¢ogalarak kualtar kabir zeminini tamamen
kapladiginda hem besleyici sivilar hicreler igin yetersiz hale gelir, hem de kultur
kabinda yer olmadigi i¢in hiucrelerin gogalmalari durur ve hicreler dlmeye baslar. Bu
durumda pasajlama iglemi ile hicrelere zarar vermeden yuzeyden kaldiriimasi ve
yeni ortama transfer edilmesi gerekmektedir. Hicreler tutunduklari yizeyden mekanik

veya enzimatik yollarla ayrilir.

Mekanik yontemin ¢abuk olmasinin yani sira hucrelerin spatul ile kaldirlmasinda
zarar gormesi tehlikesi oldugu icin, enzimatik yontemler tercih edilir. Bu yontemde
pasajlama islemi cesitli proteolitik enzimler kullanarak yapilir. En yaygin kullanilan
proteolitik enzimler tripsin, kolajenaz ve pronazdir. Hiucreler plastik ylzeye
tutunabilmek icin gesitli proteinleri ve adezyon molekulerini ifade eder. Tripsin ve
diger proteolitik enzimler bu hucrelere baglanir ve proteinlerin baglarini kopartarak,
hicrelerin kultir kabi ylizeyinden ayrilmasini saglar. Tripsin ¢gogu zamanda EDTA
(etilen diamin tetra asetik asit) ile kombine kullanilir. Tripsin yardimiyla hucrelerin

birbiriyle ve kultur kabinin ylzeyi ile olan etkilesimi koparilir ve tek hucre olarak
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suspanse sekilde toplanir. Hucre suspansyonu santrifuj edilerek toplanir ve hicre

peleti yeni besi ortami ile tekrar sispanse edilerek hlcreler yeni ortama aktarilir.

Pasajlama sirasinda, bu hicreler farkllasmaya ugrayabilirler. Bu ylzden her hiicre
tipi ve farkl kaynaklardan izole edilen hucreler icin ve farkli in vivo uygulamalarda

kullanilacak olan hucrelerin hangi pasaja kadar kulture edilecegi belirtiimelidir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Mezensimal Kok Hiicre izolasyonu

Bu calismada MKH izolasyonu icin ortalama agirliklari 300-350 gram olan, 6-8
haftalik erkek Wistar albino sicanlar kullanmigtir. Yag dokusu mezensimal kok
hiicreleri siganlarin deri alti yag dokusundan izole edilmistir. Hlcre izolasyonu igin
kullanilan siganlar ile ilgili gerekli etik kurul izni Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlar Etik Kurulu'ndan alinmistir ( H.U. Etik Kurullari, Protokol No: 2011/01-1).

izolasyona hazirlanmak (izere siganlar anesteziye alinmistir. Anastezi igin Xylazine
(10 mg/kg) (Richter Pharma AG, Austria) ve Ketamin (50 mg/kg) (Richter Pharma
AG) kullanilmistir. Anestezi, siganlara intramuUskular olarak verilmistir. Anestezi
uygulanmis olan siganlarin dokusunun alinacagi kasik bdlgesi tiraslanmis ve
antiseptik solusyon ile temizlenmigstir. Yag dokusuna ulagsmak igin ilk olarak siganin
kasik bodlgesinde yaklasik iki cm uzunlugunda bir insizyon yapiimis ve bu bdlgeden

iceri girilerek yag doku alinmistir (Sekil 3.1.1).

Cilt operasyondan sonra U¢ numara atravmatik cerrahi ipek ile kesikli dikis teknigi ile

dikilmis ve sicanin anestezi sonrasi takibi yapiimistir.

'/ WV; ‘JH'

¥ 'ww

Sekil 3.1. 1 Siganlardan yag dokusu alinmasi A) Kasik boélgesinde insizyon yapilmasi
B) Yag dokusunun (—) cilt altindan ¢ikartiimasi
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3.2. Mezensimal Kok Hiicre Kilturu ve Pasajlanmasi

Siganlardan elde edilen yag dokusu, dnceden hazirlanmis %10 fetal bovine serum
(FBS) (Sigma,USA), %0.4 penisilin-streptomisin (v/v) (Sigma, USA) iceren Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium / Ham’s F12 (DMEM / F12) (Sigma, USA) tasima besiyerine
alinmigtir. Bundan sonra tum islemler, steril hava kabini iginde gercgeklestirilmigtir.
Tasima besiyeri iginde yag dokusu kuguk pargalara bolunmuis ve bu doku pargalari
kontaminasyon riskinden kaginmak amaciyla U¢ kez ayri tagima besiyeri igceren cam
petri kaplarinda yikanmistir. Daha sonra yag doku pargalari 6-kuyucuklu kultar

kaplarina alinmistir (Sekil 3.2.1).

Sekil 3.2. 1 6-kuyucuklu kultir kabindaki yag doku pargalari

Doku pargalarinin tzerlerine birer damla %20 FBS, %0.1 penisilin-streptomisin (v/v)
iceren besiyeri damlatiimis ve dokular 37 °C’de %5 CO, - %95 hava iceren standart
kaltir ortaminda 20 dakika inkibe edilmigtir. Bu inklibasyon suresi dokularin kulttr
kabi yluzeyine tutunmasi ve dokulardan ayrilacak hucreler igin uygun bir ortam
olugsmasini saglamak icindir. 20 dakika sonra dokulari yluzeyden kaldirmayacak ve
dokularin ylUzeyini kaplayacak kadar %20 FBS, %0.1 penisilin-streptomisin (v/v)
iceren besiyeri damlatiimis ve dokular gece boyu beklemek Uzere inkibasyona
birakilmigtir (Sekil 3.2.2).
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Sekil 3.2.2 6-kuyucuklu kiltir kaplarinda yag dokularinin inklibasyonu

izolasyonun ertesi giinlinden itibaren kiiltiriin takibi mikroskobik (IX70 Olympus,
Japan) olarak yapilmistir. Cesitli sitokin molekuler, mezensimal kok hucrelerin
farkhlasmasina sebep olabilir. Bu nedenle mezensimal kék hicrelerin farkhlasmaya

yol agmamasi i¢in besiyeri degisimi izolasyonun ilk besinci guna yapiimistir.

izolasyonun besinci glininde kuyucuklarda bulunan yad doku pargalari
uzaklastiriimis ve kuyucuklara %20 FBS, %0.2 penisilin-streptomisin (v/v) igeren

besiyeri eklenerek bir gin sure ile inklibasyona devam edilmigtir.

Bu asamadan sonra standart tripsinizasyon metodu uygulanarak hcrelerin
pasajlama islemleri gergeklestiriimistir. Bu islemde ilk olarak 6-kuyucuklu kualttr
kaplarindaki besiyeri alinmig ve daha sonra her kuyucuk 0.5 ml Trypsin/EDTA
solUsyon ile (Sigma, USA) yikanmistir. Yikama islemi yapildiktan sonra kuyucuklarin
her birine 0.5 ml Trypsin/EDTA eklenmis ve kiiltir kabi 37 °C’de %5 CO, - %95 hava
iceren standart kultir kosullarinda inkube edilmigtir. Kaltir kaplar 2-5 dakika
inkiibatorde bekletiimis ve boylece hicrelerin birbirleri ve ylzey ile olan
baglantilarinin kopartilmasi saglanmigtir. Hicreler ylizeyden kalkip suspanse hale
gelinceye kadar tripsin icerisinde bekletilmigtir. Daha sonra kuyucuklarin her birine 2
ml %20 FBS iceren DMEM/F12 besiyeri eklenmis ve bdylece hiicreler yilzeyden

toplanip santrifdj tipune alinarak 800 rpm’de 5 dakika sureyle santriflj edilmigtir.
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Santrifj sonrasi supernatan atilmis ve alt kisimda kalan hucre peleti %20 FBS iceren
DMEM/F12 ile homojenize edilmis ve 25 cm?lik kiiltir kaplarina alinmistir (Sekil

3.2.3). Buislem ile pasaj 1 (P1) asamasindaki hlcreler elde edilmisitir.

Sekil 3.2. 3 Mezensimal kdk hicrelerin pasaj 1 (P1)'de
25cm?lik kiltiir kabinda kiiltiire edilmesi

Tripsinizasyon yontemi kullanarak hicreler toplam olarak pasaj 10'a (P10) kadar
kiltire edilmistir. Her pasajdaki hulcrelerin ¢ogaltilmasi icin 7-10 gune kadar

beklenmis ve hiicreler tam konfluensiye ulastiktan sonra pasajlama islemi yapilmistir.

Pasaj 2 asamasindan itibaren inkiibasyon 75 cm? 'lik kiltir kaplarinda ve P10'a
kadar, her pasajda, % 20 FBS igeren besiyeri ortaminda kaltiriG devam edilmigtir.
(Sekil 3.2.4).

Her pasajdaki hicreler bir sonraki islemler icin kademeli dondurma ydntemi ile
dondurulmustur. Bu iglem igin, ayni tripsinizasyon yontemi uygulanmis olup, hucreler
% 20 FBS iceren DMEM-F12 ile 5 dakika 800 rpm’de santriflj edilmistir. Bu
asamadan sonra supernatan atimig ve tupun altinda kalan hucre peletinin
homojenizasyonu bu kez %50 FBS, %40 DMEM/F12 ve %10 dimetilsulfoksit (DMSO0)
(Sigma, USA) iceren dondurma besiyeri ile yapiimistir. Bu hucreler ilk olarak 72 saat
slre ile -80°C’de bekletilmis sonrasinda -196 °C’de sivi azota alinmistir. BOylece

toplam 10 farkl pasaj hlicre hazirlanip karakterizasyon iglemi igin saklanmistir.
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Sekil 3.2.4 Mezensimal kdk hiicrelerin 75cm?lik kiiltir kabinda kiltiire
edilmesi

3.3. Mezensimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Yag dokusundan izole edilen mezensimal kok htcrelerin toplam olarak 10 pasaiji
hazirlanmistir. Her pasajdaki hicreler dondurulmus ve karakterizasyon icgin
saklanmigtir. Hucrelerin karakterizasyonu iki asamada gercgeklestirimistir. Birinci
asamada, her pasajdaki hicreler karakterizasyon icin 6-kuyucuklu kulttr kaplarinda
hazirlanmistir. ikinci asamada ise, farkli pasajlardaki hiicreler immunofloresan

boyama yontemi kullanarak karakterize edilmistir.

3.3.1. Mezensimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyon i¢cin Hazirlanmasi

Kriyotlp igerisinde kademeli dondurularak sivi azot tankina (-196 °C) yerlestirilmis
olan hicreler (P1-P10) tanktan ¢ikarilarak, sicakligi 6nceden 37 °C'ye ayarlanmis su
banyosunda hizlica ¢ézdirtimistir. icinde ¢dézdiriimis hiicre siispansyonu bulunan
kriyotup, kriyoprotektan madde iceren dondurma ortaminin uzaklastiriimasi amaciyla
800 rpm'de 5 dakika sureyle santrifij edilmistir. Santriflij isleminin sonunda, kriyotlp
icerisindeki sUpernatan (DMSO iceren hicre dondurma ortami) atilarak

uzaklastiriimigtir.
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Daha sonra kalan hucre peleti % 20 FBS iceren besiyeri ortami ile homojenize
edilmigtir. Trypan Blue ile hicreler boyanarak, canli hucreler 1sik mikroskobunda
neubauer laminda hemositometrik olarak sayilmis (Sekil 3.3.1.1) ve ml'deki hicre
sayisi bulunmustur. Sayim islemi i¢in 1:1 (100 pl hiicre siispansyonu +100 pl Trypan
Blue) hicre sispansiyonu Trypan Blue ile karistiriimig ve bu sekilde hicre yogunlugu

ve toplam hdcre sayisi belirlenmistir.

Hucre sayisi asagidaki formal ile hesaplanmistir;

Hucre/ml = [Canh hicre sayisi (A) /en kuguk kare
sayisi (400)] x SF x 10*

Toplam Hucre sayisi=Hucre/ml| X Hucre

stispansiyonunun hacmi (ml)

Sekil 3.3.1. 1 Hemositometrede canli hiicre sayimi

Toplam hulcre sayisi belirlendikten sonra (istenilen hlcre sayisi x istenilen hacim)
/toplam hucre sayisi; formulu kullanarak her 6-kuyucuga esit miktarda hucrelerin

ekimi yapilmistir.

Her pasajda, karakterizasyon yapabilmesi icin baslangi¢c hiicre sayisi her bir 6-
kuyucuklu kaltr kabi i¢cin 100 000 hticre/12ml; her kuyucukta yaklasik 16.666 hiicre/2
ml olarak hazirlanmistir. Her pasajda bes farkh ylzey antijeni ile karakterizasyon
yapmak Uzere, boyama iglemlerinden 24 saat 6ncesinde, hicrelerin 6-kuyucuk kulttr
kaplarina ekimi yapilmis ve gece boyunca bu hicreler inkibe edilmistir. Burada

belirlenen hicre sayisi sayim igin en uygun miktar oldugu igin tercih edilmistir.
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3.3.2. Mezensimal Kok Hiicrelerin immunofloresan  Yéntemi ile

Karakterizasyonu

6-kuyucuklu kilttir kabinda gece boyunca inklibe edilmis hicreler boyama igslemlerine
baslamak icin uygun hale gelmis, her kuyucukta yeterli sayida hicre olup plastik
ylzeye tutunmuslardir. ik basta boyama islemleri igin tiim soliisyonlar PBS iginde
(Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich; P4417) 1:50 oraninda hazirlanmig ve tim

islemler oda sicakliginda gergeklestiriimistir

Mezensimal kok hicrelerin  karakterizasyonu icin CD13 (Santa Cruz
Biotechnology,USA; sc-15360), CD29 (Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-6622),
CD90 (Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-9163), CD54 (Santa Cruz Biotechnology,
USA,; sc-8439) ve CD34 (Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-9095) olmak Uzere bes
farkh ylzey antijeni kullanilmigtir.

Floresan boyama yonteminde sirasiyla su asamalar gergeklestirilmistir:

e Standart floresan boyama yontemine baslamak igin oncelikle 6-kuyucuklu
kultur kaplarindan kaltar ortami uzaklastiriimigtir ve her kuyucuktaki htcreler
fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile yikanmigtir.

e Fiksasyon icin hicrelerin tzerini kapayacak kadar (0.5ml) metanol eklenmis ve
5 dakika -10 °C'de beklenmistir.

e Daha sonra metanol uzaklastiriimis ve 6-kuyucuklu Kkultir kaplarindaki
hicrelerin tzerine her bir kuyucuga 300pl olacak sekide engelleyici (blocking)
serum (Normal Goat Serum, Santa Cruz Biotechnology, USA; sc-2043)
eklenmig ve 20 dakika boyunca inkube edilmistir.

e Bu surenin sonunda serum uzaklastirilarak, hucreler PBS ile yikanmigtir.

e Dabha sonra hicrelerin Gzerini kaplayacak sekilde, her kuyucuga énceden PBS
icinde hazirlanmig olan primer antikor solusyonlar (1:50 oraninda) (CD13,
CD29, CD90, CD54 ve CD34, Santa Cruz Biotechnology, USA) eklenerek 60
dakika sureyle oda sicakliginda karanlik ortamda kabin igerisinde inkibe
edilmistir.

e inkiibasyonun sonunda ortamdan primer antikor soliisyonlari uzaklastirilarak 3

kez ve her seferde 5 dakika sureyle bekleyerek PBS ile yikanmistir.
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Daha sonra hicrelerin Uzerine, her kuyucuga 300 yl dnceden PBS iginde 1:50
oraninda hazirlanmis sekonder antikorlar (CD13, CD29, CD90, CD54 ve CD34

ylzey antijeni igin:

donkey anti-goat 1gG-TR (Texas red, Santa Cruz

Biotechnology, USA; sc-2783)) ile 45 dakika sureyle inklibe edilmistir.

Bu islemin sonunda sekonder antikorlarin ortamdan uzaklastiriimasi igin

hicreler 3 kez PBS ile yikanmistir.

Tam islemler CD13, CD29, CD54, CD90 ve CD34 igin alti kuyucuklu kultar kaplarinda

pasaj 1'den , pasaj 10’a kadar ve her pasaj igin ayri ayri uygulanmistir. Hicreler TR

icin floresan aydinlatma (Olympus, Japan) ile inverted mikroskopta (Olympus 1X70

Inverted Mikroskop, Japan) 545-580 nm'de (Excitation Filter) goruntulenmigtir.

Goruntuler Olympus DP Manager ve DP Controller (Olympus 1X-JVAD, Japan)

programlari kullanilarak her pasajdaki hiicrelerin ¢cekimleri yapilmak tzere bilgisayara

aktarilmigtir. 6-kuyucuklu kiltir kabina bakildiginda her bir kuyucuk icin bes farkl

alan secilmistir. Bu bes farkli alanin hem normal gorunti hem de florasan gorunti icin

hicre sayimi yapiimistir (Sekil 3.3.2.1). Bu sekilde her bir yuzey antijeninin ifadesinin

pozitif yizde (%) orani hesaplanmistir.
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Sekil 3.3.2. 1 6-kuyucuklu kultir kabinda hicre
sayimi igin alan belirlenmesi

nlicin:
Toplam normal goéruntude
(boyama yapilmaksizin) hucre

sayisi = A1+A2+A3+A4+A5

Toplam floresan boyanmis hiicre
sayisi= A1+A2+A3+A4+A5

% ifade orani: (toplam floresan
boyanmis hicre x 100) / toplam

normal goéruntide hicre sayisi



3.4. Istatistiksel Analiz

Bu caligmada deneysel verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) istatistik programi kullaniimistir. Her bir ylzey antijeninin, 10
farkh pasaji arasindaki farkliklari incelemek icin parametrik olmayan (non-parametric)
Independent Samples Kruskal-Wallis test kullanilmistir. istatistiksel Snem kontroli p<
0,05 duzeyinde yapilmistir. Son olarak, beg farkli yuzey antijenin genel ifadesi
arasindaki farklara bakilmak Uzere tek yonli varyans analizi (One-way ANOVA)

uygulanmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Mezensimal Kok Hiicrelerin izolasyonu, Kiiltiirii ve Pasajlanmasi

Yag dokusundan primer eksplant kultir yontemi ile izolasyonu yapilan mezensimal
kok htcreler pasaj 0 (P0O) ve pasaj 1 (P1) olarak kuilture edilmistir Daha sonra bu
pasajlardaki kok hucreler dondurulmus ve sivi azottan (-196°C) cikarildiktan sonra

P1'den P10'a kadar pasajlanmis ve karakterizasyonu icin tekrar dondurulmustur.

Bu tez calismasinda hicre izolasyonu sirasinda herhangi bir enzimatik yontemi
kullaniimamig, primer dokudan dogrudan mezensimal kok hucrelerin ayrilarak kultar
kabinin ylzeyine tutunmalari saglanmistir. inkubasyondan 24 saat sonra MKH'lerin
dokudan ayrilarak kultir kabinin ylzeyine tutunmaya basladiklari ve fibroblastik
morfolojiye sahip olduklari go6sterilmistir (Sekil 4.1.1). Bu hicrelerin arasinda
eritrositler de belirgin olarak gorulmektedir. Ancak besiyerinin degistiriimesi ile
eritrositler ortamdan uzaklastirilmis ve birinci pasajdan sonra kultirde hemen hemen
hic eritrosit kalmamistir. inkiibasyonun baslangicindan 5 giin sonra fibroblastik
morfoloji gésteren hicrelerin sayisi artmis (Sekil 4.1.2A, Sekil 4.1.2B) ve pasaj 1'den

once hicreler konfluent gérunttye ulasmiglardir (Sekil 4.1.3).

Sekil 4.1. 1 Yag dokusundan izolasyondan 24 saat
sonra MKH'ler (—) ve cevrelerindeki eritrositler (---»)
(X10)
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Pasaj 1'deki hucreler hizla prolifere olmus ve kdiltir kabinin yuzeyini tamamiyle
kaplayarak konfluensiye ulagsmiglardir (Sekil 4.1.4). Primer kultur ile kiyaslandiginda
(PO), P1'den sonra hiicre sayisi hizla artmaya baslamis ve hicreler P10'a kadar
pasajlanmistir. Her pasajdaki hicreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik

morfolojiden belirgin bir sapma olmadigi gosterilmigstir (Sekil 4.1.5 - 4.1.13).

Sekil 4.1. 2 Primer ekspant kultirin 5. gununde
MKH'lerin morfolojisi A) X10 B) X20
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Sekil 4.1. 3 MKH'lerinin pasaj 1' den (P1) dncesi konfluent
goruntisi (X10)

Sekil 4.1. 4 Pasaj 1'de (P1) MKH'lerin konfluent goruntisu ve
morfolojisi (X10)
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Sekil 4.1. 5 Pasaj 2'de (P2) MKH'lerin konfluent gorintisu ve
morfolojisi (X10)

Sekil 4.1. 6 Pasaj 3'de (P3) MKH'lerin konfluent gérintisi ve
morfolojisi (X10)
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Sekil 4.1. 7 Pasaj 4'de (P4) MKH'lerin konfluent goruntusu ve
morfolojisi (X10)

Sekil 4.1. 8 Pasaj 5'de (P5) MKH'lerin konfluent gérintisi ve
morfolojisi (X10)
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Sekil 4.1. 9 Pasaj 6'da (P6) MKH'lerin konfluent gbrintisu ve
morfolojisi (X10)

Sekil 4.1. 10 Pasaj 7'de (P7) MKH'lerin konfluent gortintiisu ve
morfolojisi (X10)
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Sekil 4.1. 11 Pasaj 8'de (P8) MKH'lerin konfluent gérintisi ve
morfolojisi (X10)

Sekil 4.1. 12 Pasaj 9'da (P9) MKH'lerin konfluent gortintiisu ve
morfolojisi (X10)
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Sekil 4.1. 13 Pasaj 10'da (P10) MKH'lerin konfluent goruntusu
ve morfolojisi (X10)

ilerleyen pasajlarda hiicrelerin morfolojilerinde bazi sapmalar oldugunu gérilmistiir.
Bu degisiklikler belirgin ve sayica fazla olarak P6 'dan sonra gorulmustiur. P6, P7, P8,
P9 ve P10'da hucrelerin fibroblastik morfolojilerinin degiserek daha yaygin bir
goruntiye sahip olduklari tespit edilmistir. Bu hlcrelerde hicre goévdesi daha

yayginlasmis, uzantilar kisalarak kalinlagsmistir (Sekil 4.1.14 - 4.1.16).

Sekil 4.1. 14 A) P6'da MKH'lerin degisik morfolojik goérintist B) P7'de
MKH'lerin degisik morfolojik gorintisu (X20)
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Sekil 4.1. 15 A) P8'de MKH'lerin degisik morfolojik goruntisi B) P9'da MKH'lerin
degisik morfolojik gorintusia (X20)

Sekil 4.1. 16 P10'da MKH'lerin degisik
morfolojik gorunttsi (X20)

4.2. Mezensimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Yag dokusu kokenli MKH de, bazi spesifik ylzey antijenleri ifade eder. Bu da
MKH'lerin karisik bir hiicre populasyonu icinden hizli bir sekide ayrilmasina olanak
tanir. Bu calismada yad dokusu MKH'leri immunofloresan boyama ydntemiyle

karakterize edilmis ve bunun icin CD13, CD29, CD54, CD90 ve CD34 ylzey
antijenleri kullaniimigtir.
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Hucreler boyama sonunda TR (Texas Red) icin 545-580 nm dalga boyunda floresan
aydinlatma (Olympus, Japan) ile inverted mikroskopta (Olympus IX70 Inverted

Mikroskop, Japan) goruntilenmistir.

Elde edilen goruntiler ile hiicrelerin her pasajda her bir ylizey antijeni i¢cin normal ve
floresan hucre sayisi belirlenmigtir. Floresan goéruntiler, normal ¢ekim gorunttleri ile
kargilastiriimis ve her pasajda pozitif ifade orani % olarak hesaplanmistir. Hicreler

P1’den P10'a kadar bes ytzey antijeni i¢in belirli oranlarda boyanmistir.

CD 34'Un mezensimal kdk hucreler icin negatif bir antijen olmasi gerekirken, farkl
pasajlarda belirli oranda ifade edildigi gorulmustur. Ancak bu oran diger antijenler ile
kargilastirildiginda dusik oldugu igin MKH'lerde yeterli duzeyde ifade edilmedigi
soylenebilir. Tek yonlu varyans analizi (One-way ANOVA) kullanarak CD 34 yilzey
antijenin % ifade orani diger ylzey antijenler ile kargilastiriidiginda, CD34'Un % ifade
orani, CD13, CD29 ve CD90 yuzey antijenlerinin ifade oranlarindan istatistiksel olarak

farkli bulunmustur (Cizelge 4.2.1).

Cizelge 4.2. 1 CD34 yuzey antijenin % ifadesinin diger yuzey antijenleri ile
karsilastiriimasi

Ylzey antijeni P degeri
CD13 0.000
CD29 0.004
CD90 0.004

Her ylzey antijeninin ifade orani hesaplanirken daha 6nce de ifade edildigi gibi
P6'dan sonra hiucrelerin morfolojilerinde bazi dedisiklikler gorilmustir (Sekil
4.2.1.6,7,10; Sekil 4.2.2.6,7,9,10; Sekil 4.2.3.7,8,9,10; Sekil 4.2.4.6,7,8,9,10; Sekil
4.2.5.7,9,10). Bu degisik morfolojideki htcreler sayim alanlarinda yer alabilir ya da

almayabilir. Ancak her pasajda hicreler fibroblastik morfolojiye sahip olmaktadir.

immunofloresan boyama sonuclari, bes yiizey antijeninin de her pasajda ifade
edildigini ancak pasajlar arasinda ifade oraninda bazi farkhliklar oldugunu

gOstermigtir.
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4.2.1. Mezensimal Kok Huicrelerin CD13 Yilizey Antijeni ile Karakterizasyonu

Pasaj 1'de (P1) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
go6zlenmistir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.1.1A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.1.1B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P1 MKH'lerde CD13 ylzey

antijenin pozitif ifadesi % 73.575 olarak hesaplanmigtir.

Sekil 4.21. 1 Pasaj 1 (P1) MKH'lerinde CD13 yilzey
antijeninin ifadesi A) Hicrelerin normal goruntisu B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisi (X20)
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Pasaj 2'de (P2) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
gozlenmigtir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.1.2A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.1.2B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P2 MKH'lerde CD13 ylzey

antijenin pozitif ifadesi % 83.055 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.21. 2 Pasaj 2 (P2) MKH'lerinde CD13 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntusu B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisu (X20)
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Pasaj 3'de (P3) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmistir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.1.3A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.1.3B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P3 MKH'lerde CD13 ylzey

antijenin pozitif ifadesi % 81.025 olarak hesaplanmigtir.

Sekil 4.2.1. 3 Pasaj 3 (P3) MKH'lerinde CD13 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goéruntist B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisi (X20)
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Pasaj 4'de (P4) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.1.4A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.1.4B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P4 MKH'lerde CD13 yiizey

antijenin pozitif ifadesi % 79.728 olarak hesaplanmistir.

200 um

B

Sekil 4.2.1. 4 Pasaj 4 (P4) MKH'lerinde CD13 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goéruntist B)
Hucrelerin floresan boyama gortintisu (X20)
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Pasaj 5'de (P5) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.1.5A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.1.5B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P5 MKH'lerde CD13 ylzey

antijenin pozitif ifadesi % 91.740 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.1. 1 Pasaj 5 (P5) MKH'lerinde CD13 yuzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntist B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisiu (X20)
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Pasaj 6'da (P6) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.1.6A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil

4.2.1.6B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P6 MKH'lerde CD13 ylzey
antijenin pozitif ifadesi % 90.113 olarak hesaplanmistir.

200 pm

Sekil 4.21. 2 Pasaj 6 (P6) MKH'lerinde CD13 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal gorintisi B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisu (X20)
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Pasaj 7'de (P7) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.1.7A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.1.7B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P7 MKH'lerde CD13 ylzey

antijenin pozitif ifadesi % 81.931 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.21. 3 Pasaj 7 (P7) MKH'lerinde CD13 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal gorintist B)
Hucrelerin floresan boyama gortintisi (X20)
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Pasaj 8'de (P8) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmigtir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.1.8A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil

4.2.1.8B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P8 MKH'lerde CD13 ylzey
antijenin pozitif ifadesi % 78.546 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.1. 4 Pasaj 8 (P8) MKH'lerinde CD13 yilzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntist B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisu (X20)
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Pasaj 9'da (P9) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmigtir. Normal gorintiden (Sekil 4.2.1.9A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil

4.2.1.9B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P9 MKH'lerde CD13 ylzey
antijenin pozitif ifadesi % 87.825 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.21. 5 Pasaj 9 (P9) MKH'lerinde CD13 yilzey
antijeninin ifadesi A) Hiucrelerin normal goruntist B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisi (X20)
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Pasaj 10'da (P10) hicreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmigtir. Normal géruntiden (Sekil 4.2.1.10A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.1.10B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P10 MKH'lerde CD13 ylzey

antijenin pozitif ifadesi % 79.233 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.1. 6 Pasaj 10 (P10) MKH'lerinde CD13 ylizey
antijeninin ifadesi A) Hducrelerin normal goruntisu B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisi (X20)
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CD13 yuzey antijenin 10 farkh pasajda % ifadesine bakildiginda (Sekil 4.2.1.11)
Independent Samples Kruskal-Wallis Test kullanarak anlamli bir farklilik olmadigi
tespit edilmigtir (p=0.237).
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Sekil 4.2.1. 11 10 farkh pasajda CD13 ylzey antijeninin ifadesi (%)
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4.2.2. Mezengimal Kok Hicrelerin CD29 Yiizey Antijeni ile Karakterizasyonu

Pasaj 1'de (P1) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmigtir. Normal gorintiden (Sekil 4.2.2.1A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.2.1B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P1 MKH'lerde CD29 ylzey

antijenin pozitif ifadesi % 84.880 olarak hesaplanmigtir.

200 um

Sekil 4.2.2. 1 Pasaj 1 (P1) MKH'lerinde CD29 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goérintist B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisi (X20)

51



Pasaj 2'de (P2) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmistir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.2.2A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.2.2B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P2 MKH'lerde CD29 ylzey

antijenin pozitif ifadesi % 90.268 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.2. 2 Pasaj 2 (P2) MKH'lerinde CD29 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goérintist B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisi (X20)
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Pasaj 3'de (P3) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmistir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.2.3A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.2.3B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P3 MKH'lerde CD29 yizey

antijenin pozitif ifadesi % 93.021 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.2. 3 Pasaj 3 (P3) MKH'lerinde CD29 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntistu B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisiu (X20)
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Pasaj 4'de (P4) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmistir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.2.4A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.2.4B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P4 MKH'lerde CD29 ylzey

antijenin pozitif ifadesi % 83.753 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.2. 4 Pasaj 4 (P4) MKH'lerinde CD29 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goéruntisi B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisi (X20)
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Pasaj 5'de (P5) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
gozlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.2.5A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.2.5B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P5 MKH'lerde CD29 yiizey

antijenin pozitif ifadesi % 91.013 olarak hesaplanmistir.

200 pm

Sekil 4.2.2. 5 Pasaj 5 (P5) MKH'lerinde CD29 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntisi B)
Hucrelerin floresan boyama gorintist (X20)
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Pasaj 6'da (P6) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.2.6A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.2.6B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P6 MKH'lerde CD29 yilzey

antijenin pozitif ifadesi % 85.590 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.2. 6 Pasaj 6 (P6) MKH'lerinde CD29 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goéruntist B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisi (X20)
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Pasaj 7'de (P7) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmistir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.2.7A) toplam ve floresan boyanmig (Sekil
4.2.2.7B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P7 MKH'lerde CD29 ylzey

antijenin pozitif ifadesi % 46.988 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.2. 7 Pasaj 7 (P7) MKH'lerinde CD29 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntist B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisu (X20)
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Pasaj 8'de (P8) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.2.8A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.2.8B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P8 MKH'lerde CD29 ylzey

antijenin pozitif ifadesi % 69.571 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.2. 8 Pasaj 8 (P8) MKH'lerinde CD29 yizey
antijeninin ifadesi A) Hicrelerin normal gorintist B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisi (X20)
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Pasaj 9'da (P9) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
gozlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.2.9A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.2.9B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P9 MKH'lerde CD29 vyizey

antijenin pozitif ifade orani % 85.008 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.2. 9 Pasaj 9 (P9) MKH'lerinde CD29 yizey
antijeninin ifadesi A) Hicrelerin normal goérintistu B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisa (X20)
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Pasaj 10'da (P10) hicreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmistir. Normal goértntiden (Sekil 4.2.2.10A) toplam ve floresan boyanmigs (Sekil
4.2.2.10B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P10 MKH'lerde CD29 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 70.868 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.2. 10 Pasaj 10 (P10) MKH'lerinde CD29 yuzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal gorintistu B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisiu (X20)
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CD29, yuzey antijenin % ifade oranina bakildiginda (Sekil 4.2.2.11) farkli pasajlarda

anlaml bir farklilik oldugu gérilmustur (p=0.002).
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CD 29 yuzey antijenin % ifadesinde P7' de énemli bir disis gbzlenmektedir. Ancak

bazi pasajlar arasinda 6nemli derecede anlaml farkhlik gériimustar (Cizelge 4.2.2.1).

Cizelge 4.2.2. 1 CD29 yuzey antijeninin pasajlarinin karsilagtiriimasi

Pasajlar P degeri Pasajlar P degeri Pasajlar P degeri
P7-P1 0.007 P7-P6 0.007 P10-P2 0.014
P7-P2 0.018 P7-P9 0.009 P10-P3 0.007
P7-P3 0.006 P8-P2 0.039 P10-P5 0.017
P7-P4 0.006 P8-P3 0.020
P7-P5 0.022 P8-P5 0.044
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4.2.3. Mezengimal Kok Hiicrelerin CD54 Yiizey Antijeni ile Karakterizasyonu

Pasaj 1'de (P1) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmigtir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.3.1A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.3.1B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P1 MKH'lerde CD54 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 84.870 olarak hesaplanmigtir.

Sekil 4.2.3. 1 Pasaj 1 (P1) MKH'lerinde CD54 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntisu B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisu (X20)
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Pasaj 2'de (P2) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.3.2A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.3.2B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P2 MKH'lerde CD54 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 75.298 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.3. 2 Pasaj 2 (P2) MKH'lerinde CD54 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntisi B)
Hucrelerin floresan boyama gortintisi (X20)
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Pasaj 3'de (P3) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.3.3A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.3.3B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P3 MKH'lerde CD54 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 82.461 olarak hesaplanmigtir.

Sekil 4.2.3. 3 Pasaj 3 (P3) MKH'lerinde CD54 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hiucrelerin normal gorintist B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisu (X20)

64



Pasaj 4'de (P4) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.3.4A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.3.4B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P4 MKH'lerde CD54 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 76.220 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.3. 4 Pasaj 4 (P4) MKH'lerinde CD54 yizey
antijeninin ifadesi A) Hducrelerin normal goérintistu B)
Hucrelerin floresan boyama goérintisi (X20)
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Pasaj 5'de (P5) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
gOzlenmistir. Normal goruntaden (Sekil 4.2.3.5A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.3.5B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P5 MKH'lerde CD54 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 75.811 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.3. 5 Pasaj 5 (P5) MKH'lerinde CD54 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hducrelerin normal goérintistu B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisi (X20)
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Pasaj 6'da (P6) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.3.6A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.3.6B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P6 MKH'lerde CD54 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 76.128 olarak hesaplanmigtir.

Sekil 4.2.3. 6 Pasaj 6 (P6) MKH'lerinde CD54 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hiucrelerin normal gorintist B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisi (X20)

67



Pasaj 7'de (P7) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.3.7A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.3.7B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P7 MKH'lerde CD54 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 61.520 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.3. 7 Pasaj 7 (P7) MKH'lerinde CD54 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hducrelerin normal goruntisu B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisi (X20)
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Pasaj 8'de (P8) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
gozlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.3.8A) toplam ve floresan boyanmig (Sekil
4.2.3.8B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P8 MKH'lerde CD54 yilzey

antijenin pozitif ifade orani % 65.686 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.3. 8 Pasaj 8 (P8) MKH'lerinde CD54 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hducrelerin normal goérintistu B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisu (X20)
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Pasaj 9'da (P9) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.3.9A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.3.9B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P9 MKH'lerde CD54 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 75.675 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.3. 9 Pasaj 9 (P9) MKH'lerinde CD54 yizey
antijeninin ifadesi A) Hducrelerin normal goérintistu B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisu (X20)
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Pasaj 10'da (P10) hicreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmigtir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.3.10A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.3.10B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P10 MKH'lerde CD54 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 73.078 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.3. 10 Pasaj 10 (P10) MKH'lerinde CD54 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goéruntisi B)
Hucrelerin floresan boyama goruntisi (X20)
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CD 54 yuzey antijenin de ifadesinde, farkli pasajlarda (Sekil 4.2.3.11) bir farklihk
olmadigi g6zlenmistir (p=0.123).
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4.2.4. Mezengimal Kok Hicrelerin CD90 Yizey Antijeni ile Karakterizasyonu

Pasaj 1'de (P1) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmigtir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.4.1A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.4.1B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P1 MKH'lerde CD90 yizey
antijenin pozitif ifade orani % 77.001 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.24. 1 Pasaj 1 (P1) MKH'lerinde CD90 yuzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goérintist B)
Hucrelerin floresan boyama gorintist (X20)
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Pasaj 2'de (P2) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.4.2A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.4.2B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P2 MKH'lerde CD90 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 84.093 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.4. 2 Pasaj 2 (P2) MKH'lerinde CD90 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hicrelerin normal goérintistu B)
Hucrelerin floresan boyama gortintisi (X20)
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Pasaj 3'de (P3) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.4.3A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.4.3B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P3 MKH'lerde CD90 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 85.390 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.4. 3 Pasaj 3 (P3) MKH'lerinde CD90 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hicrelerin normal goérintistu B)
Hucrelerin floresan boyama gortintisi (X20)
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Pasaj 4'de (P4) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g0Ozlenmistir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.4.4A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.4.4B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P4 MKH'lerde CD90 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 78.680 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.4. 4 Pasaj 4 (P4) MKH'lerinde CD90 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntisu B)
Hucrelerin floresan boyama gortintisi (X20)
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Pasaj 5'de (P5) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.4.5A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.4.5B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P5 MKH'lerde CD90 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 84.996 olarak hesaplanmigtir.

Sekil 4.2.4. 5 Pasaj 5 (P5) MKH'lerinde CD90 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntisi B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisiu (X20)
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Pasaj 6'da (P6) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmistir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.4.6A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.4.6B) hulcrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P6 MKH'lerde CD90 yuzey

antijenin pozitif ifade orani % 88.368 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.2.4. 6 Pasaj 6 (P6) MKH'lerinde CD90 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goéruntisi B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisi (X20)
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Pasaj 7'de (P7) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.4.7A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.4.7B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P7 MKH'lerde CD90 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 71.356 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.4. 7 Pasaj 7 (P7) MKH'lerinde CD90 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntisu B)
Hucrelerin floresan boyama gortintisi (X20)
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Pasaj 8'de (P8) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.4.8A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.4.8B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P8 MKH'lerde CD90 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 67.793 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.4. 8 Pasaj 8 (P8) MKH'lerinde CD90 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hicrelerin normal goruntisu B)
Hucrelerin floresan boyama gortintisi (X20)
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Pasaj 9'da (P9) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.4.9A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.4.9B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P9 MKH'lerde CD90 yuzey

antijenin pozitif ifade orani % 77.645 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.4. 9 Pasaj 9 (P9) MKH'lerinde CD90 yuzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goéruntist B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisi (X20)
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Pasaj 10'da (P10) hicreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmistir. Normal goértntiden (Sekil 4.2.4.10A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.4.10B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P10 MKH'lerde CD90 yuzey

antijenin pozitif ifade orani % 69.600 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.4. 10 Pasaj 10 (P10) MKH'lerinde CD90 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goéruntisi B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisi (X20)
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CD 90 da ayni istatistik analizi uygulanarak tekrar 10 farkh pasajda % ifadesine
bakildiginda (Sekil 4.2.4.11) anlamli farklilk tespit edilmistir (p=0.031).

CD90 yuizey antijeninin ifadesi
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Sekil 4.2.4. 11 10 farkh pasajda CD90 yuzey antijeninin ifadesi (%)

CD90 yuzey antijenin en dusuk % ifade orani P8'de ve P10'da goérllmustir. Bu
nedenle, hem bu iki pasajin hem de diger pasajlarin karsilastirimasi yapilmis ve p

degerleri (p < 0.05) asagida verilmistir (Cizelge 4.2.4.1).

Cizelge 4.2.4. 1 CD90 yuzey antijeninin pasajlarinin karsilastiriimasi

Pasajlar P degeri Pasajlar P degeri Pasajlar P degeri
P8-P2 0.033 P10-P2 0.039 P7-P6 0.032
P8-P3 0.018 P10-P3 0.022
P8-P5 0.010 P10-P5 0.013
P8-P6 0.004 P10-P6 0.004
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4.2.5. Mezengimal Kok Hicrelerin CD34 Yiizey Antijeni ile Karakterizasyonu

Pasaj 1'de (P1) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmigtir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.5.1A) toplam ve floresan boyanmig (Sekil
4.2.5.1B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P1 MKH'lerde CD34 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 73.636 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.5. 1 Pasaj 1 (P1) MKH'lerinde CD34 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntusu B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisu (X20)
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Pasaj 2'de (P2) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.5.2A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.5.2B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P2 MKH'lerde CD34 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 75.326 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.5. 2 Pasaj 2 (P2) MKH'lerinde CD34 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goruntisu B)
Hucrelerin floresan boyama gortintisi (X20)
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Pasaj 3'de (P3) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmistir. Normal goruntiden (Sekil 4.2.5.3A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.5.3B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P3 MKH'lerde CD34 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 73.563 olarak hesaplanmistir.

200 ym

Sekil 4.2.5. 3 Pasaj 3 (P3) MKH'lerinde CD34 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goéruntisi B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisi (X20)
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Pasaj 4'de (P4) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.5.4A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.5.4B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P4 MKH'lerde CD34 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 77.830 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.5. 4 Pasaj 4 (P4) MKH'lerinde CD34 yizey
antijeninin ifadesi A) Hducrelerin normal gortntist B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisiu (X20)
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Pasaj 5'de (P5) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.5.5A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.5.5B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P5 MKH'lerde CD34 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 61.920 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.5. 5 Pasaj 5 (P5) MKH'lerinde CD34 ylzey
antijeninin ifadesi A) Hicrelerin normal goérintistu B)
Hucrelerin floresan boyama gortintisi (X20)
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Pasaj 6'da (P6) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.5.6A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.5.6B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P6 MKH'lerde CD34 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 77.395 olarak hesaplanmistir.

=1

—

Sekil 4.2.5. 6 Pasaj 6 (P6) MKH'lerinde CD34 yizey
antijeninin ifadesi A) Hicrelerin normal goérintistu B)
Hucrelerin floresan boyama gorintusa (X20)

89



Pasaj 7'de (P7) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.5.7A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.5.7B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P7 MKH'lerde CD34 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 67.078 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.5. 7 Pasaj 7 (P7) MKH'lerinde CD34 yizey
antijeninin ifadesi A) Hducrelerin normal gorintist B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisu (X20)
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Pasaj 8'de (P8) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
goOzlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.5.8A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.5.8B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P8 MKH'lerde CD34 yiizey

antijenin pozitif ifade orani % 55.036 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.5. 8 Pasaj 8 (P8) MKH'lerinde CD34 yizey
antijeninin ifadesi A) Hducrelerin normal gorintist B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisiu (X20)
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Pasaj 9'da (P9) hucreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
gozlenmigtir. Normal goruntuden (Sekil 4.2.5.9A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.5.9B) hucrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P9 MKH'lerde CD34 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 76.920 olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.5. 9 Pasaj 9 (P9) MKH'lerinde CD34 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal gortntisu B)
Hucrelerin floresan boyama gortntisi (X20)
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Pasaj 10'da (P10) hicreler morfolojik olarak incelendiginde fibroblastik morfoloji
g6zlenmistir. Normal goéruntiden (Sekil 4.2.5.10A) toplam ve floresan boyanmis (Sekil
4.2.5.10B) hicrelerin sayisi belirlenmis ve bu sekilde P10 MKH'lerde CD34 ylzey

antijenin pozitif ifade orani % 48.615 olarak hesaplanmistir.

200 um

Sekil 4.2.5. 10 Pasaj 10 (P10) MKH'lerinde CD34 yizey
antijeninin ifadesi A) Hucrelerin normal goéruntisi B)
Hucrelerin floresan boyama gorintisi (X20)
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Son olarak, diger ylzey antijenlerine gore en dusik % ifadesi olan CD34 ylzey
antijeninin de farkl pasajlarda % ifade oraninda (Sekil 4.2.5.11) farkhhk oldugu

goriimustir (p=0.016).

CD34 ylizey antijeninin ifadesi

120
110
100

% ifadesi

Pasaj

Sekil 4.2.5. 11 10 farkh pasajda CD34 yuzey antijeninin ifadesi (%)

CD34 yuzey antijenin en dusuk % ifade orani P8'de ve P10'da goéruimuistir. Bu
nedenle hem bu iki pasajin hem de diger pasajlarin karsilastirlmasi yapilmis ve p

degerleri (p < 0.05) asagida verilmistir (Cizelge 4.2.5.1).

Cizelge 4.2.5. 1 CD34 yuzey antijeninin pasajlarinin karsilagtiriimasi
Pasajlar P degeri Pasajlar P degeri Pasajlar P degeri
P8-P4 0.020 P10-P2 0.006 P10-P9 0.004
P8-P6 0.031 P10-P3 0.012
P8-P9 0.041 P10-P4 0.002
P10-P1 0.010 P10-P6 0.003
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Bes farkl ylzey antijenin genel ifadesine bakildiginda, mezengimal kok hicrelerde
CD13 yuzey antijenin en yuksek oranda ifade edildigi goralmustar (% 82.677). Daha
sonra CD29 (% 80.096) ve CD90 yuzey antijenlerinin (% 78.492) bu hucrelerin
yuzeylerinde ifade edildigi gézlenmistir, daha CD 54 yiizey antijenin de pozitif ifadesi
gelmektedir (% 74.675). Son olarak diger yuzey antijenlere gore en dusuk % ifade
orani gosteren CD34 yuzey antijenin ifadesi % 68.732 olarak gosterilmisgtir.
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Sekil 4.2.5. 11 Bitiin ylzey antijenlerinin ifadesi
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Kok hucreler kendilerini yenileyebilme 06zelligi ve yuksek plastisite gOsterebilen
hicrelerdir. Bu hicreler, dokulara spesifik olan htcrelerinin ifade profilleri ve fenotipik
Ozelliklerini gosterebilme 6zelligine sahiptir. Fizyolojik agidan yetiskin kok hicreler
doku homeostazini saglamaktadir. Yetigkin kok hucreler belirli progenitor hicrelere
farkhlasabilir ve bu sekilde hasarli dokunun iyilesmesini saglar. Yetigkin kok hiucreler
spesifik stromal dokularda bulunur ve kolaylikla mezoderm dokulardan-kemik iligi,
kas, yag doku-, endoderm dokudan - bagirsak - ve ektoderm dokudan-deri-elde

edilebilir.

Yetigkin kok hucre tiplerinden biri olan mezensimal kok hucreler (MKH), ilk
calismalarda sadece kemik iliginden izole edilebilirken, yapilan yeni ¢alismalarda yag
doku gibi farkli dokulardan da bu hicrelerin izolasyonu gerceklesmektedir [7][15].
MKH’ler genel olarak mezoderm spesifik hlcre tiplerine farklilasabilir. Bu farkh
dokulara in vitro farklilasma 6zelligi sayesinde, bu hiicreler in vivo hasarli organlarin
onariimasinda ve immun sistemin dizenlenmesinde kullanilir. Ayni zamanda bu
hicreler endotel hicrelere farkhlasabilirler ve yeni damar olusumuna katkida bulunur.
Bahsedilen bu o6zelliklerinden dolayr MKH'ler, temel ara¢ olarak, hucresel tedavi ve

rejeneratif tipta ¢cok yaygin kullaniimaktadir.

Birgok arastirma, kultire edilen MKH’lerin gesitli biyoaktif molekuller salgiladiklarini
gostermektedir. Bu molekullerin anti-apoptotik, immunmodulatér, immunsupresif ve

angiojenez ozellikleri sayesinde in vivo ortamda lokal rejenerasyon saglanir.

Daha 6nce bahsedildigi gibi, yag doku, yetigkin kdk hucreler igin kolayca ulagilabilen
ve ¢ok zengin bir kaynaktir. Yag doku kaynakh kok hucreler, kemik iligi mezengimal
kok hicrelerine cok benzer bir ylizey protein profili gdsterir. Bu hicrelerin ilk izolasyon
ve karakterizasyon calismasinda ve diger birgcok calismada uzun sire kiltire edilen

hacrelerin yuzey Ozelliklerinin degisiklige ugradigi gorulmustur [14][27][54][55].

Bu tez calismasinda MKH’ler, CD13,CD29, CD54, CD90 ve CD34 ylzey antijenleri
icin karakterize edilmis ve bu yuzey antijenlerinin % ifade orani on farkli pasajda

belirlenmistir.
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MHK’'lerin izolasyonu, primer eksplant kultur yontemi kullanilarak yapilmistir. Primer
eksplant kultar yontemin bir gok farkli yonden avantajlari bulunmaktadir. Bu yontemde
hiucreler yag dokusundan dogrudan ayrilarak izole edilmigtir. Bu yontem, diger
yontemlere goére oldukga hizli bir yontemdir. Ayni zamanda hicre izolasyonunda
kolojenaz ya da tripsin gibi herhangi bir enzim kullanilmadigi i¢in, hicrelerde ¢ok az
yluzeysel hasar neden olmakta ve hicre ylzey antijenlerininde de ¢cok az degisiklik

gozlemlenmektedir.

Elde edilen yad doku karisik ve heterojen bir hiicre populasyonu icermektedir.
MKH'ler, ylzeye tutunma oOzelligi gosterdigi icin bu hulcreler doku eksplantindan
ayrildiklarinda, hem tutunma Ozelligi tagsimayan diger hucrelerden kolaylikla
ayrilmakta, hem de MKH'lerin digindaki tum hucreler elimine edilebilmektedir. Daha
homojen bir hiicre populasyonu elde etmek igin, besiyeri ortami her gin degistiriimis
ve bu sekilde eritrositlerin ve diger hucrelerin uzaklastiriimasi saglanmistir. Ayni
zamanda, bu hucrelerin salgilamis olduklari faktorler diger yandan sitokin ve diger

blyume faktorlerinin olasi farklilastirici etkileri de ortadan kaldiriimistir.

Bu yéntemde MKH'ler ortalama 5 glnde tam konfluensiye ulasmadan ilk pasaijlar
yapiimistir. llk pasajdan sonra bu hiicrelerin proliferasyon yeteneginin arttigi gérilmis
ve P1'den P4'e kadar, her pasaj 2-3 gin igerisinde elde edilmistir. Ilk tripsinizasyon
islemi ve hucrelerin ilk kez tutunduklari ylzeylerden ayrilmasi, bu hicrelerin daha
hizli prolifere olmasini baslatmis ve bu sekilde hicrelerin tam konfluensiye gelme
surelerinin ilk pasajlarda daha hizli gergeklestigi gortlmastir. llerli pasajlarda
hdcrelerin cogalma hizinin azaldigi goralmuas ve hicrelerin tam konfluensiye ulagmak

icin daha fazla zaman gerektigi gdzlemlenmistir.

Bu calismada, MKH'ler tim pasajlarda fibroblastik morfoloji gdstemiglerdir. Ancak,
pasaj 6'dan sonra hicrelerde bazi morfolojik degisiklikler farkedilmigtir. Bu
degisiklikler, ilerleyen pasajlarda MKH'lerin farklilagsabildigi yoninde bir takim

sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir.

MKH'ler karigik bir hiicre fraksiyonundan izole edildigi icin, bu heterojen hicre
populasyonu preadiposit, endotel progenitor hiicreleri gibi bir takim farkli hicre tipleri
icermektedir [7].
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Bu nedenle ilerleyen pasajlarda, MKH'lerde saptanan morfolojik degisiklikler
sonucunda, bu hucrelerin endotel hucrelere farklilagtigi soylenebilir. Fakat, hi¢ bir
zaman bu farklilasmis hdcreler, kultir ortaminda MKH'lerin fibroblastik morfolojiye

gore baskin hale gelmemislerdir.

Yapilan bir ¢alismaya goére MKH’lerin P10’a kadar kulture edildikleri zaman, bu
hdcrelerin morfolojileri ve ylzeylerinde bulunan molekullerin ifadelerinin degismedigi
saptanmig fakat, uzun sure kultir ortaminda bu hicrelerin spontene transformasyon

riski tasidiklari gértalmastur [15].

Bagka bir calismaya gore, MKH’lerin azalan proliferasyonun sonucunda hucre
yaslanmasi ve bazi morfolojik degisiklikler gorulmustar. Ayni ¢alismada MKH’ler uzun
sure, P7'den P12'e kadar kdiltire edilmis ve hucrelerde bir takim morfolojik
anormalite, hlicre buylUmesi ve bazi spesifik ylzey antijenlerinin ifadelerinin ve

proliferasyonun azalmasi gozlemlenmistir [56].

Hucre kultir metodu, ¢ok sayida hicreler elde etmek igin glvenli bir ydontemdir. Fakat
eder bu hucreler in vivo uygulamalarda kullanilacaksa, MKH'lerin farkli pasajlarda
genetik stabilitelerini korumalari ve kok hucre 6zelliklerini gostermeye devam etmeleri
gerekir. Uzun sureli kaltir, MKH’lerin proliferatif kapasite ve farklilasma potansiyeli

MKH’lerin kalitesini duigurebilmektedir.

Bu calismada, bazi ylzey molekillerinin ifade oraninda degisiklikler olmus ve seri
pasajlama sonrasinda ifadenin azaldigi goértlmustir. Yag doku kokenli MKH’ler
biyolojik 0Ozelliklerini kaybetmeden kultir ortaminda ¢ogaltilabilir, ancak farkh
pasajlarda kendilerine 6zgu hem pozitif hem de negatif yuzey antijenlerinin ifadesinde

bazi kabul edilebilir degisiklikler ortaya ¢ikabilmektedir.

Bu tez calismasinda MKH’lerinin bes farkli ylzey antijeni i¢in karakterizasyonu
yapildiginda CD13 ylzey antijeninin ifadesi bu hicrelerin ylzeylerinde % 82.677
olarak hesaplanmistir. CD13 ylzey antijeninin ifade orani 10 farkli pasajda

karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi géralmustur (p=0.237).

Birinci pasajda (P1), en dusuk ifade orani % 73.575 ve en yuksek ifade orani P5'de
% 91.740 olarak belirlenmistir. CD13 ifadesi igin elde edilen veriler, bu ylzey
antijeninin pasajlar ilerledikge sabit kaldigini géstermektedir.
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CD13’Un potansiyel gorevi halen tam olarak bilinmemesine ragmen, bu tip-1l ¢inko
bagh metalopeptidaz bir c¢oklu fonksiyona sahip olarak enzime bagli (biyoaktif
peptitlere bolebilmesi) ve enzime bagli olmayan adezyon molekil ya da anjiyojenik
regulator gibi fonksiyonlari vardir. Bu fonksiyonlar, hicre adezyonunda, hicre
migrasyonunda, anjiyojenez ve inflamator hareketlerine katkida bulunmaktadir [33]
[57] [58] [59] [60].

CD13 ifadesi butin pasajlarda ayni seviyede oldugu igin, bu hucrelerin in vivo
uygulamalarda kullanimi, bUtin pasajlardaki hucrelerin  guvenli bir gekilde

kullaniimasini saglar.

CD13 hucre adezyonunda, migrasyonunda ve vaskuler ag formasyonunda 6énemli bir
gérev almaktadir. Rahman ve ark.'nin calismasina goére, CD13 anjiyogenezin
fonksiyon regulatért olarak calistigi tespit edilmis ve MKH’lerin ylizeylerinde CD13
bulunmadigi durumlarda, bu hucrelerin endotel aglara donismekte yetersiz kaldigi

gorulmastar [34].

Ayni calismada, CD13'Un bir adezyon molekili olarak fonksiyon ustlendigi
g6zlenmigtir. MKH’lerin ekstraselller matriks (ECM) proteinleri ile etkilesimleri
incelendigi zaman, yuzeylerinde CD13 bulunmayan MKH’lerin, yuzeylerinde CD13
bulunan normal hiicrelere gére daha az tutunma Ozelligi gosterdigi saptanmigtir.
Adezyon molekulleri araciligi ile gerceklestirilen ekstraselller matrikse tutunma, bir
takim sinyal iletim yollarini aktive eder ve sonug olarak hucre iskeletinden intraseluler
degisiklikleri uyarir. CD13 molekuli bulunmayan hicrelerde, hicre iskeletinde

butinltgun bozuldugu gozlenmigtir [34].

Bu tez galismasinda, yag doku MKH'lerinin farkh pasajlarda CD13 yuzey antijeninin
ifadesinde degisiklik olmadidi i¢in, bu hicrelerin tutunma 6zellikleri CD13 moleklu ile
regule edilir ve bu esnada fokal adezyon kinaz (FAK) aktivasyonu gergeklesir. FAK
aktivasyonu adezyonu regule eder, bu da MKH’lerin hayatta kalmasini, migrasyon ve
invazyonu kontrol ederek, MKH’lerin entegre olmasini, hayatta kalmasini ve hasarl
dokuda yerlesmesini yénetir [61][62][63]. in vivo ve in vitro o&zelliklerin

kiyaslandiginda, MKH’lerin populasyonu, MKH’lerinde bulunan CD13 molekultnin bir

99



cok fonksiyonu yerine getirdigini, CD13'Un yoklugunda iskelet kaslarinin iyilesmesine
daha az etkisinin oldugunu gostermigtir [34].

MKH’ler in vivo ortamda yara iyilesmesine katkida bulunurlar ve Rahman ve ark.'nin
yapmis oldugu ¢alismada, enjekte edilen CD13’ten yoksun MKH’lerin kas dokusunda
kan aksinda dizelmenin daha ge¢ gergeklestigini gostermiglerdir. Bu g6zlem, in vitro
ortamda bozulmus olan MKH’lerin adezyonu, yani bu hiicrelerde CD13 molekuli

yoklugunda, in vivo ortamda MKH’lerin fonksiyonunun azaldigini ongormektedir [34].

Ayni calismada, CD13 bulunmayan MKH’lerde in vitro vaskuler aglarin olusamadigi
gOsterilmigtir. Bu ayni zamanda gdstermektedir ki, CD13, endotel hulcrelerinin
kaderini belirlemektedir [34].

Calismamizda CD29 yuzey antijeni, % 80.096 orani ile ikinci en ¢ok ifade gdsteren
yluzey antijeni olarak tespit edilmistir. CD29 ylzey antijenin ifadesine 10 farkli
pasajda bakildiginda, istatistiksel olarak anlami bir farkliik oldugu goérulmastur
(p=0.002). ilk pasajlarda CD29 ifadesinde bir artis gézlenmistir, ve en yiiksek ifadesi
P3 'de (% 93.021) ve P5de (% 91.014) gorulmastir. MKH'ler igin CD29
karakterizasyonu yapildiginda, P7'de ve P7'den sonra hucrelerin morfolojilerinde
degisiklikler gozlemlenmigtir. Ayrica, pasaj 7'de CD29 vyuzey antijeninin ifade
oraninda bir dusus tespit edilmistir (% 46.968). P8 ve P9' da tekrar bir artis
gorilmustlr, ama ilk pasajlardaki ifadesine gore CD29 ylzey antijenin daha disuk
ifade edildigi belirlenmigtir. Bu artigi hicre kiltirinde MKH'lerin yuzeylerinde cesitli
molekulerin uyariimis hale gelmeleri ile aciklanabilir. P10' da CD29 ifadesinde tekrar
bir azalma gorulmektedir (%70.868).

Literatlrde yapilan calismalar, farkli pasajlarda farkl ytizey antijenlerinin degisebilen
ifadeler gosterdiklerini ortaya koymaktadir. Yeni izole edilmis yag doku kok hicreleri,
ilk ve ilerleyen pasajlarda ytzey antijenlerinin ifadelerinde degisiklik gosterir. Yag
doku kokenli mezensimal kok hucreler tim ylzey proteinlerini ifade etmez, fakat
genel olarak bu hucreler P2’de ve P3’te, kendilerine 6zgu pozitif ylizey antijenleri
ifade ederler [14][15][27][55].
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Bu tez caligmasinda hem CD13 hem de CD29 ylzey antijenleri, MKH’lerinin
yuzeylerinde yuksek oranda ifade gosterirler, ama CD13 ifadesi kultur ortaminda
belirgin olarak degismezken, CD29 ifadesi ilerleyen pasajlarda azalmaktadir. Bir
arastirmaya goére CD29 ifadesinin izolasyondan hemen sonra (stromal vaskuler
fraksyonda) P3’e kadar vyukseldigi saptanmistir. Cesitli proteinler ve yuzey
molekullerinin MKH’lerde orta derecede ifade edilmesi gerekmektedir. Cunkl bu
molekuller araciligiyla MKH’ler hedef dokuya go6¢ edebilmekte, diger hicrelerle

fluzyon yapabilmekte ve hasarli dokuda yerlesmeleri saglanmaktadir.

MKH’lerin, hedef dokulara yerlesmesinde, bu hucrelerin spesifik dokuya farklilagmasi
yerine, asil faydal etkileri o dokuda buyime ve diger faktorlerin Uretimini

saglamasidir [55].

MKH’lerin, kan damarindan gecmesi, gocli ve dokulara yerlesmesi, tam olarak
bilinmemektedir. Ama ¢ok muhtemelen, hasarli dokuda bulunan spesifik reseptorler,
ya da cesitli ligandlar, MKH’lerin bu dokulara yerlesmesinde, go¢ etmelerinde ve
adezyonunda yardimci olmaktadir. Kimokinler disinda, MKH’lerde cesitli adezyon
molekulleri de bulunmaktadir ve bu molekiller, yukarda bahsedilen MKH’lerin
migrasyonunda ve hasarli dokuya yerlesmesinde yardimci olmaktadirlar. Bu
molekillerden biri olan integrinlerin hem hiicre adezyonunda hem migrasyonunda
onemli bir rol oynadigi bilinmektedir [64][65]. Ip ve ark.'nin yaptigi ¢alismalarda,
integrin a4 yerine integrin B1'in, kemik iligi kok hicrelerin intramiyokardiyal

migrasyonunda ve doku yerlesmesinde ayri bir gorev aldigini tespit etmistir [36].

Elde ettigimiz bu sonuglara gére MKH’lerin intraven6z uygulamalarda kullaniimasi
durumunda, bu hucrelerin ilk pasajlarinin tercih edilmesi gerekir, cinku bu pasajlarda
ylzey antijeninin ifade oraninin en yuksek seviyede oldugu gorulmustir. Bu sekilde

hicrelerin hedef dokuya kolaylikla go¢ edebilmeleri saglanabilecektir.

Bazi arasgtirmalar, MKH’lerin migrasyonunun CD73 ve CD29 yiizey antijenlerinin
kontrolinde gercgeklestigini gostermektedir. MKH’lerin CD73 ve CD29 ylzey
antijenlerinin ifadelerinin fonksiyonel seviyede azalmasi durumunda MKH’lerin

migrasyonu azalir [42].
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Birgok arastirma, MKH'lerin Uzerinde, CD54 molekulini tanimlamistir, 6te yandan
bazi diger arastirmalara gore MKH’lerde bu antijenin ifadesine rastlanmamigtir
[7][43][44]. Bu tez calismasinda MKH’ler bu adezyon molekuli (CD54) igin
karakterize edilmis ve farkli pasajlarda CD54 ifade oraninda istatistiksel agidan

anlamli bir farkhihk olmadigi saptanmistir (p=0.123).

Diger yuzey antijenleri ile kargilastirildiginda, CD54 daha dusuk ifade (% 74.675)
gosterir. P1'de bu yuzey antijeninin ifadesinin en yiuksek oldugu tespit edilmistir (%
84.870). ilerleyen pasajlarda bu ifade oraninda azalma gériilmistir. En dusiik ifade
orani P7'de (% 61.520) ve P8' de (% 65.686) tespit edilmistir.

Yapilan galigmalara gore MKH’de bulunan ICAM-1 (CD54) molekilt, bu htcrelerin
endotelyuma tutunmasinda fonksiyonel éneme sahiptir [9]. Bunun yani sira ICAM-1

molekult, MKH’ler aracili immunosupresyonda kritik bir rol Ustlenir [43][44].

ICAM-1 ve VCAM-1 genellikle MKH’lerin isaretleyicileri olarak gorulmektedir. Bu
adezyon molekulleri MKH’lerin go¢ edebilme ve hasarli dokularin yenilenmesinde
kritik bir rol almaktadir. Ayni zamanda MKH’ler aracili, immunosupresyonda gerekli
olan hticre-hlicre adezyonunun saglanmasi énemli bir fonksiyon Gstlenmektedir. Ren
ve ark. yaptiklari c¢alismalarinda, MKH’lerde ICAM-1 ve VCAM-1 ifadelerinin
yukselmesi durumunda, daha yiksek immunosupresyon gozlemlemigtir [44].
Adezyon molekulleri, immun aktivasyon ve imunsupresyon arasinda denge kurmada
onemli rol oynamaktadir. Endotelyuma ulastiktan sonra, adezyon molekulleri hucre
hareketlerini desteklemekte ve bu sekilde T-lenfositler ve antijen sunucu hicrelerin
arasinda etkilesimi stabilize eder. Bu etkilesim, T-hicrelerin aktivasyonu igin kritik bir
olay olmaktadir. T hucreleri aktif hale geldigi zaman, IFN-y,TNF-a ya da IL-1 gibi bir
takim sitokinler salgilarlar ki bu sitokinler ICAM-1 ve VCAM-1 adezyon molekdllerinin
ifadesini artinir. Bu iki molekulin, MKH'ler ve T-hlcreleri arasindaki etkilesimi arttirdigi

gosterilmigtir [44].

Bu durumda MKH’lerde ICAM-1 ifadesi immunolojik hastaliklarda 6nemli rol
oynamaktadir. Bu da MKH'lerin bir ¢ok immunolojik hastaligin tedavisinde

immunosupresif olarak etki etmesini saglamaktadir.

102



Adezyon molekullerinin ligandlarinin ya da reseptorlerinin engellenmesi hayvan
modellerde birgok hastaligin kontrol altina alinmasinda blyuk fayda gostermektedir.
ICAM-1 olmayan MKH’lerde, bu hucrelerin hem in vivo hem de in vitro ortamda

immunosupresiv etkilerinin azaldigi gézlenmistir [44].

llk pasajlarda ya§ dokusu izolasyonundan hemen sonra, MKH'ler stromal belirteg
olarak CD90'1 (Thy-1) ifade eder. Hucreler pasajlandik¢a, bu yuzey antijeninin
ifadesinin yukseldigi ve P6'da en ylUksek ifadesi gdzlemlenmistir (% 88.368). Sonug
olarak, CD90 yuzey antijeninin ifadesinin farkli pasajlarda degisiklik gosterdigi tespit
edilmistir (p=0.031). P7 ve sonrasinda morfolojik degisiklikler gériimus, P7 ve sonraki

pasajlarda ifadenin azaldigi tespit edilmigtir.

Yapilan bir galismaya goére, CD90 (Thy-1) bir farklilagsma isaretleyicisi, 6zellikle
osteoblastlarin farklilasmasinda isaretleyici olarak incelenmistir [66]. Bu GPI-bagh
membran proteinin kesin bir biyolojik fonksiyonu bilinmemekte ve MKH’lerinde

potansiyel rolu arastiriimaktadir.

Adipoz doku heterojen bir hiicre populasyonu icermekte ve stromal vaskiiler fraksiyon
adipositler, vaskuler endotel hicreleri ve bunlarin progenitor hucreleri ve
hematopoetik hucreleri igermektedir. MKH’lerin kaltire edilmesi durumunda daha
homojen hlcre populasyonu elde etmek mumkundar fakat kuiltir esnasinda
hicrelerin imunofenotipik 6zellikleri degisebilmektedir. MKH’leri icin hem pozitif hem
de negatif olarak tespit edilen bir bagska ylzey antijeni ise CD34’tir. Gronthos ve ark.
ve bir cok diger arastirmacilar, MKH’lerin yuzeylerinde CD34 bulundugunu
[14][67][68], Katz ve ark. ve diger arastirmacilar ise ayni isaretleyicinin bulunmadigini
soylemistir [27][28][69].

CD34 bir transmembran siyalomusin proteindir ve bu proteinin fonksiyonu hala tam
olarak bilinmemektedir. Fakat cesitli arastirmalara gore bu yuzey antijeni hem
adezyon hem de adezyon olmayan molekul olarak, farkli mikrogevreye bagl goérev
yaptigi1 gosterilmigtir. CD34'Un hematopoietik kdk hicrelerin ve progenitor hicrelerin
izolasyonunda ve tanimlanmasinda kullanildigi séylenmektedir [70]. Yakin zamanda,
CD34 doku spesifik kdk htcreleri ve diger progenitor hicrelerinin tanimlanmasinda

kullanilmigtir [52].
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CD34 ayni zamanda endotel progenitor hucrelerinin belirteci olarak kullaniimaktadir
[71]. Kllture edilmis kemik iligi MKH’leri, genel olarak CD34 yuzey antijeni igin negatif
ifade gosterir. Fakat bu ylzey antijeninin yag dokudan yeni izole edilen MKH’lerde

ifade edilip edilmedigi hala tartisiimaktadir.

Bu tez galismasinda, CD34 genel ifadesine bakildiginda, diger yuzey antijenlerine
gbre daha az miktarda saptanmistir (% 68.732). CD34 ifadesinde, 10 farkh pasajda
degisiklik goralmustir (p=0.016). Bu ylzey antijeninin ifadesi, ge¢ pasajlarda azalmig

ve P10’da minimum (% 48.615) degerine ulagsmistir.

Dominici ve ark. MKH’lerinin tanimlanmasinda minimal kriterlerden birini, CD34
ifadesinin negatif olmasini 6énermistir [12]. Ote yandan, CD34 yiizey antijeninin bir
stromal hiicre belirteci olduguna dair tartismalar hala devam etmekte ve CD34’lin
ifadesinin, hicre izolasyonu ve hicre kiltir kosullarina bagh oldugu sdylenmektedir.
Yeni izole edilen hiicreler (stromal vaskular frakisyon), heterojen hiicre popilasyonu
icerdigi icin bu hucreler CD34 gibi kok hucre belirtegleri i¢in pozitif oldugu sdylenebilir.
Mitchell ve ark. yapmis oldugu calismalarda, insan yag doku kok hucrelerinin
izolasyonundan hemen sonra, CD34'Un % 60 oraninda ifade edildigini géstermis ve

CD34 ifadesinde ilerleyen pasajlarda azalma gdozlemlemigtir [14].

Bu tez calismasi ve diger birgok ¢alismalar, yag dokudan yeni izolen MKH’lerin, yag

CD34+ hicre popilasyonuna sahip oldugunu géstermektedir [68].

Diger bazi arastirmalarda, yag dokuda iki farkli progenitor hiicre populasyonu oldugu
gOstermis; bu hucreler CD34 (+) hlcrelerden kdken alan yad dokusu MKH'leri ve
CD34 (-) hucrelerden koken alan yad dokusu MKH'leri olarak tanimlanmistir [72].
Ayrica Traktuev ve ark. CD34+ adipoz doku kokenli hucrelerin, perisit kokenli

oldugunu séylemistir [73].

Sonug olarak, elde edilen farkl veriler ve ylzey antijenlerinin ifadesindeki farkliliklar
hicre kaltar yontemine bagh oldugu seklinde o6zetlenebilir. YUzey antijenlerin
ifadelerindeki dedgisikliklerin, hucrelerin kaltir ortaminda uzun sire kalmasindan
kaynaklandigi soylenebilir. Ayni zamanda lokal mikrogevrenin, kOk hucrenin hayatta
kalma ve fenotipik 6zelliklerini devam ettirebilmede &6nemli bir etken oldugu

soylenehbilir.

104



Ozetle calismamizdan elde edilen sonuglara gére MKH'lerin farkh ylzey
antijenlerininin ifadesinin ilk pasajlarda stabil oldugu soOylenebilir ve gelecekte
yapilacak olan in vivo uygulamalarda bu hucrelerin P3 ve P6 arasinda kullaniimasi
tercih edilmelidir, sonucuna varilabilir. Bu pasajlar, hem ylzey antijenlerinin ifadeleri
yuksek oldugu i¢cin hem de MKH’ler kendi Ozelliklerini ve morfolojilerini koruyabildigi

icin optimal pasajlar olarak segilebilir.

Baska bir dnemli nokta ise; birgok ylzey antijenlerinin ifadesi, ilk pasajlarda hicre
kGltirinde salgilanmis  ¢gesitli  faktorler ve sitokin  molekilleri tarafindan
etkilenmektedir. in vitro yiizey antijenlerinin ifadesi, in vivo daki ifadeleriyle her zaman
ortismeyebilir. Bu da MKH'lerin detayli in vitro karakterizasyonuyla bile, in vivo

davranisglari hakkinda daha fazla arastirma gerektigini géstermektedir.

MKH’lerin detayh karakterizasyonunu yapabilmek igin bu hicrelere 6zgu molekuler
biyomarkerler tanimlanmali, yeni ve gelismis proteomik ¢alismalar yapilmaldir. Bu

sekilde bu hucrelerin, hucresel tedavilerde verimliligi artinlabilir.
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