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OZET

Anasiz, Y. In Vitro Kiiltiir Ortamimda Kemik iligi Nisi Modellenmesine Yonelik
Calismalar. Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre
Programn Doktora Tezi, Ankara, 2018. Mezenkimal kok hiicreler (MKH),
preklinik arastirmalar, klinik ¢aligmalar ve yeni arastirma ilact bagvurularinda en
yaygin kullanilan k&k hiicre tipidir. insanlarda MKH izolasyonu baslica kemik iligi
ve adipoz dokudan yapilmakta olup, izole edilebilir MKH miktar1 tiim gekirdekli
hiicrelerin yalnizeca %0,001-3’lik kismin1 olusturmaktadir. Bu nedenle yeni
izolasyon yontemleri ve kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez kapsaminda ilk
boliimde, kemik 1iligi nakli sirasinda kullanilan ve sonrasinda tibbi atik olarak
uzaklastirilan filtre ve torba sistemlerinin MKH kaynagi olarak uygunlugu
aragtirtlmistir. Kok hiicre uygulamalarinda giincel yaklasim, sistemik ve/veya
bolgesel olarak dogrudan MKH uygulanmasi yerine “cell-free therapy” olarak
adlandirilan MKH kaynakli biyoaktif bilesenlerin kullanilmasidir. Calismamizin
ikinci agamasinda, kok hiicre nisinin temelini olusturan, MKH kaynakli biyoaktif
bilesenlerden olan ekstraseliller matriks yapisinin tretimi ve giincel doku
miihendisligi uygulamasi olan ¢esitli deseliilerizasyon yontemleri ile izolasyonu,
mikroskobik inceleme ¢alismalari, kalintt DNA miktart ve glikozaminoglikan icerigi
agisindan degerlendirilmis ve proteomik tekniklerle yapisi aydmlatilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, “kullanilmis” filtre ve torba sistemleri, 6zgiil antijen ifadesine
sahip, adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasma potansiyeli bulunan MKH
izolasyonu i¢in 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. Osteojenik farklilagsma besiyeri
ile EM {iretimi sonrasinda Triton X-100, NH4OH iceren ¢ozelti ile deseliilerizasyon
yontemi ile insan trabekiiler kemik morfolojisi benzeri MKH-dEM izole edilmis ve
nLC-MS/MS yontemi ile MKH-dEM kompozisyonunda yer alan 2005 farkl: protein
tanimlanmistir. EM yapisin1 olusturan, baglantili olan ve diizenlenmesinde rol alan
onemli proteinler insan matrizom veritabani ile karsilastirilarak analiz edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Rejeneratif tip, kemik iligi nisi, mezenkimal kok hiicre,
ekstraseliiler matriks, deseliilerizasyon, doku mithendisligi

(*) Bu c¢alisma THD-12181 numarali Hacettepe Universitesi Bilimsel

Arastirmalar Koordinasyon Birimi projesi tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

Anasiz, Y. Studies on Modeling of Bone Marrow Niche Under In Vitro
Conditions. Hacettepe University, Institude of Health Sciences, Ph.D. Thesis in
Stem Cell, Ankara, 2018. Mesenchymal stem cells (MSC) are the widely used stem
cell type in preclinical research, clinical studies and investigational new drug
applications. Isolation of MSC can be provided from bone marrow and adipose
tissue, and the total isolated amount of MSC consists of 0.001-3% of nucleated cells.
Thus, novel isolation techniques and resources are still needed. In the first section of
this thesis, the suitability of the filter and bag systems, which are used during bone
marrow transfer, were investigated. Those systems are removed as a medical waste,
after the transfer, in routine. The current approach in stem cell-based therapy is using
bioactive compounds named as “cell-free therapy” resourced from MSC, instead of
applying MSC as systemically or locally. In the second stage of this study, the
production of extracellular matrix (ECM) structure, which is constructed as bioactive
compounds resourced from MSC, providing the basis of stem cell niche was carried
out. The isolation of this structure was performed by using various decellularization
techniques, as a current tissue engineering application was evaluated with
microscopic studies, residual DNA and glycosaminoglycan content. Afterward, the
structure was enlightened by using proteomics techniques. The results demonstrated
the used filter and bags systems are an important source for isolation of MSC, which
has a specific antigen expression and representing adipogenic, osteogenic and
chondrogenic differentiation potential. Besides, after producing EM with osteogenic
differentiation medium, human trabecular bone morphology-like MSC-dECM was
isolated by using solution containing Triton X-100, NH4OH. Then, 2005 different
protein structures were demonstrated by using nLC-MS/MS technique. The
important proteins, which consist, associate and regulate EM structure, were detected
by using Human Matrisome Database.

Key Words: Regenerative medicine, bone marrow niche, mesenchymal stem
cell, extracellular matrix, decellularization, tissue engineering

(*) This work was supported by Scientific Research Coordination Unit of
Hacettepe University (Project Number: THD-12181).
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1. GIRIS

Kok hiicre calismalari ¢ok sayida yeni makalenin yaymlandigi son derece
giincel bir arastirma alanidir. Kok hiicre konusundaki aragtirmalar yeni ilag
hedeflerinin ve molekiillerinin kesfi (1), ongoriisel toksikoloji ¢alismalart (2),
fizyolojik ve fizyopatolojik olaylarin aydinlatilmasi (3, 4) ve rejeneratif tip
uygulamalar1 (5) basta olmak iizere olduk¢a genis bir yelpazede multidisipliner
seviyede siirdiiriilmektedir. Tanimlanmis pek ¢ok kok hiicre tipi bulunmasina ragmen
mezenkimal kok hiicreler (MKH) preklinik aragtirmalar, klinik ¢alismalar ve yeni
arastirma ilaglar1 bagvurularinda en yaygin kullanilan kok hiicre tipi olarak One
cikmaktadir (6, 7) ve mevcut immiinolojik 6zellikleri, etik konular agisindan gérece
sorunsuz olmast ve uygulamaya bagl olarak tiimér olusturma riski tagimamasi
nedeniyle insanlarda kullanima en uygun kok hiicre tipi olarak nitelendirilmektedir
(8, 9). Kemik iligi ve adipoz doku, insanlarda major MKH kaynagi olarak kabul
edilmesine ragmen bu dokular igerisindeki miktarlari tim ¢ekirdekli hiicrelerin
yalnizca %0,001-3’liik kismini olusturmaktadir (10-12). Optimum terapétik etki i¢in
ise milyonlarca MKH gerektiginden, arastirmacilar olasi yeni MKH kaynaklarini
saptamaya g¢alismaktadir. Bu doktora tezinin ilk asamasinda, kemik iligi naklinde
kullanilan ve sonrasinda tibbi atik olarak uzaklastirilan filtre ve torba sistemlerinin

MKH kaynagi olarak uygunlugu aragtirilmistir.

Gilinlimiizde hiicrelerin dogrudan kullanimi/uygulanmasi yerine, hiicreler
tarafindan tretilen, ortama salgilanan biyoaktif yapilarin uygulanmasi, hiicre
icermeyen tedavi (cell-free therapy) olarak adlandirilmakta ve MKH tabanli
arastirmalarda yenilik¢i ve daha giivenli bir yaklasimi olusturmaktadir (13-15). Bu
kavram igerisinde ortaya ¢ikmig, in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 sirasinda MKH
tarafindan iiretilen ekstraseliiler matriks (EM) yapilar1 deseliilerizasyon adi verilen
giincel doku miihendisligi teknikleri ile izole edilebilmekte, in vitro ve in vivo
calismalarda etkileri incelenmektedir. MKH kaynakli deseliilerize edilmis EM
(MKH-dEM) kiiltiir yiizeyi olarak kullanildiginda nis yapisina benzer bir ortam
olusturarak, iizerine ekilen hiicrelerin neredeyse tiim hiicresel olaylarinda (hiicre
adhezyonu, biiyiimesi, ¢cogalmasi, farklilagsmasi, fenotipik 6zelliklerinin degisimi ve

oliimii) aktif gorev almakta ve olumlu yonde desteklemektedir (16-18). EM {iretimi



ve deseliilerizasyon iglemi igin literatiirde farkli yontemler kullanilmakta ancak
izolasyon etkinligi acisindan yeterli degerlendirme ¢alismasi bulunmamaktadir (19-
24). Ayrica MKH-dEM protein igerigini sorgulayan ¢alismalar siirli oldugundan, in
vitro ve in vivo seviyedeki ¢alismalardan elde edilen sonuglarin hangi proteinlerden
kaynaklandigi heniiz tam olarak bilinmemektedir (25). Bu bilgiler 1s18inda bu tez
calismasinin ikinci asamasinda EM iiretimi ve deseliilerizasyonu igin uygun
yontemler arastirtlmis ve proteomik teknikler kullanilarak MKH-dEM protein

kompozisyonu aydinlatilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kok Hiicre Tipleri ve Mezenkimal Kok Hiicreler

Kok hiicre i¢in dogrudan tek bir tanim yapilmamakla birlikte “bir grup
spesifik o6zelliklere sahip hiicreler” olarak agiklanmaktadirlar. Bu “spesifik
ozellikler” literatiirdeki bilgiler dogrultusunda, kendini yenileme, klon olusturarak
¢ogalma ve baska bir hiicre tipine farklilagsma kapasitesine sahip olmaktir (26, 27).
Kok hiicreler genel olarak dort sinifa ayrilmaktadir: 1- Embriyonik kok hiicreler
(EKH), 2- Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (IPKH), 3- Kanser kok hiicreleri
(KKH) ve 4- Eriskin tip kok hiicreleri’dir (ETKH) (28). Rejeneratif tip agisindan
degerlendirildiginde, her kok hiicre tipinin birbirine gore avantajli ve dezavantajh
oldugu noktalar bulunmaktadir. Ornegin, EKH tiim somatik hiicrelere farklilagabilme
6zelligi nedeniyle yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde 6nemli bir yere sahiptir
(29) ancak etik diizenlemeler, ve belki de en 6nemli problem olan uygulamaya bagl
olarak teratom gelisimi nedeniyle insan EKH hatlariin olusturulmasi ve kullanimi
konusunda onemli tartismalar ve simirlamalar mevcuttur (30). Bu problemleri
cozmek adma “gelistirilen” IPKH ise somatik hiicrelerin DNA, RNA ve protein
tabanli yontemlerle kok hiicre 6zelligi kazandirilmasi ile olusturulmustur (31, 32).
Ancak IPKH ve EKH hiicresel zellikler agisindan dzdes olmayip, sadece benzer
ozelliklere sahiptir (33). Ayrica IPKH teknolojisi yaklasik 10 yili tamamlamis
olmasina ragmen hala oldukga pahalidir (34, 35) ve klinik amagla kullanim1 yiiksek
kalite standartlar1 gerektirdiginden uygulamalar1 oldukga sinirhdir (36, 37). IPKH
tedavi amagh olarak gilinlimiizde sadece tek bir hastalik i¢in (yasa baglh makula
dejenerasyonu) tek bir hastada denenmistir (38) ancak gelecekte kisisellestirilmis
tedavi (personalized/precision medicine) konseptinde anahtar oyuncu olma olasiligi
oldukga yiiksektir (39). KKH ise tiimor baslatma ve idame o6zelligi bulundugu
diisiiniilen patolojik hiicrelerdir (40). In vivo ve in vitro ¢alismalardan elde edilen
bilgiler, KKH’in tiimor hiyerarsisinde en iist noktada bulundugunu gostermektedir
(41). Bu sonugtan yola ¢ikarak, kanser mekanizmasinin aydinlatilmasi ve olasi yeni
terapotik  hedeflerin  saptanmasi amaciyla yiiriitilen arastirmalarda KKH

kullanilmaktadir (42, 43).



ETKH ise postnatal donem (dogum sonrasi) boyunca doku homeostaz
gorevinden sorumlu, doku biinyesinde {i¢ boyutlu dinamik ve spesifik mikroalanlarda
(nis) bulunan hiicrelerdir (44). Nis yapist genel hatlar1 ile dokular arasinda benzer
Ozelliklere sahiptir ve biinyesinde sessiz veya aktif durumda olan ETKH alt
populasyonlart mevcuttur. Nis igerisindeki hiicre-hiicre etkilesimleri, membrana
bagli ve ortama salinan biyoaktif faktorler, kemokinler, immiin sistem elemanlari,
ekstraseliiler matriks (EM) proteinleri, spesifik fizikokimyasal ozellikler (6rnegin
bi¢cim, sertlik, kan akis hizi, pH, pO2) dogrultusunda ETHK, dormant (sessiz evre,
Go) velveya mitotik olarak aktif (Gm) evreye gegerek asimetrik ve simetrik
boliinmeler ile kok hiicre havuzunu idame ettirmekte ya da dokunun ihtiyaci olan
hiicre tipini olusturmaktadir (45-49) (Sekil 2.1). Hiicrenin kokliilik ve farklilasma
eksenindeki fizyolojik davranislar1 yaninda, patolojik eksendeki davranislarinin da
nis elemanlart ile kontrol edildigini gosteren 6nemli ¢aligmalar mevcuttur (45, 50,
51). Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar, kanser ve yaglanmanin temel nedeninin,
nis yapisinda meydana gelen degisiklikler ve/veya bozukluklar oldugu savini
giiclendirmektedir. Kanser ve yaslanma, giiniimiiz bilim insanlarinin cevap aradig,
ilag aragtirma-gelistirme calismalarinda en fazla biitgenin ayrildigi konular olma
Ozelligini stirdiirmektedir (44, 52-54). Nis yapist tam anlamiyla anlasildigi zaman,
heniiz yanitlanamamus fizyolojik ve patolojik mekanizmalar ile ilgili sorularin ve kok
hiicre davraniglarinin cevaplanacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenlerden dolay: nis
yapisinin in vitro kiiltiir ortaminda modelinin olusturulmasi ve kompozisyonunun

aydinlatilmasi oldukca 6nemlidir.

ETKH’in kendini yenileme kapasitesi (diisiik telomeraz aktivitesi) ve
farklilasma ozellikleri (multipotent, bipotent veya unipotent) EKH ve IPKH’ye
kiyasla sinirli olmasina ragmen, izolasyon ve kullanimina iligkin etik problemlerin,
uygulamaya bagli immiinolojik sorunlarin ve teratom olusturma riskinin ¢ok daha az
olmasindan dolay1 klinikte kullanima en uygun kdk hiicre tipidir (55, 56) (Sekil 2.2).
Beyin, meme bezi, iskelet kasi, kalp, kemik iligi, dis, cilt dokusu, ince bagirsak,
karaciger, mide yapisinda farkli ETKH tipleri tanimlanmis olmakla birlikte bag doku
kaynakli mezenkimal kok hiicreler (MKH) in vitro ve in vivo c¢alismalarda en ¢ok
kullanilan kok hiicrelerdir (57-59).
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Sekil 2.2. Kok hiicre tiplerinin  “kok hiicre” ve “uygulanabilirlik” o6zellikleri
acisindan kiyaslanmasinin sematik gosterimi.

MKH ilk kez 1970’li yillarda hematopoetik sistem merkezi olarak kabul
edilen kemik iliginden (KI) izole edilmis ve hematopoetik kokenden olmayan, igsi
bicimli ve kiiltiir kabinda fibroblastoid koloni olusturabilen hiicreler olarak
tanimlanmistir (61). Bu 6zelliklerden dolay1 Friedenstein ve ark. (62) bu hiicreleri
colony forming unit-fibroblasts (CFU-Fs) olarak adlandirmistir. CFU-Fs hakkinda ilk

calismalarda heterotropik nakiller ile osteojenik farklilasma o6zelligi, takip eden



caligmalarda ise adipojenik ve kondrojenik farklilagsma 6zelligi de gosterilmistir (63).
Caplan (64) elde edilen sonuglara gore hiicrelerin farklilasma potansiyellerini temel
almis ve MKH olarak adlandirilmasini Onermistir. Caplan yayininda MKH’in
tanimini, “kemik ve kikirdak dokusunun olusumundan ve postnatal yasam boyunca
idamesinden sorumlu (tamir ve yeniden yapimi), pek ¢ok i¢ ve dis faktdr uyaran ile
mezodermal kékenden olan hiicrelere (osteoblast, kondroblast, fibroblast, myoblast

ve adiposit) farklilasabilen hiicreler” olarak agiklamistir (64).

MKH, Ki ve adipoz doku (AD) basta olmak iizere dermis, dis dokulari,
periferik kan, sinoviyal dokular, fetal dokular, amniyon sivisi, plasenta ve gobek
kordonu ve kordon kanindan izole edilebilmektedir (10, 65-73). Tanimlanmis pek
cok doku kaynagi olmasina ragmen AD populasyonu disinda diger dokularda
oldukga diigiikk miktarda bulunmaktadir (10, 74). Ayrica MKH populasyonu doku
tipi, yas, cinsiyet, saglik durumu ve izolasyon iglemine gore farklilik gostermektedir

(75-80).

MKH ilk kesfedildigi tarihten itibaren otuz yil boyunca pek ¢ok arastirmaya
konu olmus olsa da, karakterizasyonuna iliskin evrensel kriterlerin tanimlanmasi
yakin zaman iginde gergeklesmistir (81). 2006 yilinda, Uluslararas1 Hiicresel Tedavi
Dernegi (The International Society for Cellular Therapy, ISCT) bu duruma agiklik
getirmek tizere yaymladig: bildiride; izolasyon yontemi ve izole edildigi dokudan
bagimsiz olarak minimum MKH 6zelliklerini 1- Plastige yapisarak ¢ogalmak, 2-
Ozgiil stromal antijenlerine sahip olmak (CD105, CD73 ve CD90 igin pozitif; CD45,
CD34, CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR igin negatif) ve 3- In
vitro kiiltiir kosullarinda osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farkiilagsmak olarak
tanimlamistir (82). Bu 6zelliklere ek olarak MKH’nin daha farkli antijenlere (6rnegin
Stro-1, CD146, CD271) (83-85) ve daha genis farklilasma potansiyeline (6rnegin
norojenik, epiteliojenik, hepatojenik, retinojenik, kardiyojenik ve endotelyal) sahip
olduguna iliskin ¢aligsmalar mevcuttur (86-92). Sadece 2012 yilinda 20.000’den fazla
yayinda MKH kullanilmis, klinik ¢aligmalar kapsaminda ise 2016 yili itiban ile
yaklagik 500 klinik ¢alismada, 2000°den fazla hastaya MKH uygulanmistir (93, 94).
MKH rejeneratif tip amactyla en yaygin kullanilan ETKH dir.



In vitro ve in vivo ¢alismalarda bu kadar sik kullanilmalarmin asil nedeni
fizyolojik ve fizyopatolojik olaylarda orkestra sefi gibi gorev almalar1 ve siireci
yonetmeleridir. Caplan ve Correa (95), MKH’nin, adeta bir eczane gibi davranarak
mevcut sinyal tipine gore aktive oldugunu ve bulundugu nisten ¢ikarak biyoaktif ve
terapotik  faktorleri salgilayarak immiinregililasyon ve rejenerasyon siirecini

baslattigin1 ve module ettigini bildirmistir.
2.2. MKH Tabanh Tedavi ve Ekstraseliiler Matrikse Bakis

MKH uygulamalar1 genis yelpazede farkli hastalik modellerini (kemik,
kikirdak, otoimmiin, ndorolojik, kardiyovaskiiler, genetik hastaliklar ve kanser)
kapsamaktadir (94, 96-100) ve preklinik ve klinik seviyede uygulamalart mevcuttur
(94, 101, 102). Elde edilen terapdtik sonuglara gére MKH; 1- Mobilize olma ve
migrasyon ozellikleri ile hasar bolgesine eriserek (103), 2-Hasar bolgesinde hasarli
hiicre tipine farklilasarak (104-106), 3-Immiinolojik reaksiyonlari modiile ederek
(107-109) ve 4-Endojen tamir sistemini de aktive edebilen hiicresel salgilar: ile
tedavi stirecini hizlandirarak (110-113) etki etmektedir (Sekil 2.3).

Farkhlagsma immiinregiilasyon
[ —
. - Endojen Tamir
Mo!)illzasyon Sistemi
Migrasyon

Aktivasyonu

Sekil 2.3. MKH kaynakli terapotik etkinin sematik gosterimi.

Ancak elde edilen olumlu sonuglara karsin heniiz tam olarak cevaplanmayan
bazi sorular bulunmaktadir. 1) Gerekli olan MKH dozu ne olmalidir? Kemik iligi
biinyesindeki ¢ekirdekli hiicrelerin %0,01 — 0,001 kadar1t MKH iken bu deger adipoz
doku igin yalnizca %3’e kadar ¢ikabilmektedir (10-12). Ancak istenilen terapotik
etki i¢in milyonlarca hiicre gereklidir (114-116). Bu durum da ex vivo hiicre kiiltiirii

gereksinimini dogurmaktadir. Hiicre kiiltiirii siirecinde (i) kiiltiir yontemi (6rnegin



statik veya dinamik), (ii) kiiltiir ortamu igerigi (6rnegin xeno-free veya serum-free) ve
(i) kultir kosullart terapotik etkiyi etkileyebileceginden dikkatlice optimize
edilmesi gerekmektedir (117-125). 2) MKH uygulamast ne zaman (ornegin hasar
aninda, derhal veya ileri donemde)? Nasil (ornegin sistemik veya lokal)? ve Ne
stklikla (ornegin tek veya tekrarlayan doz seklinde) yapiimalidir? Bu sorulara cevap
vermek mevcut bilgilerle miimkiin degildir. Hem zamandan bagimsiz, hem de hasar
tipine gore farkli zamanlarda yapilan uygulamalarda gbzlenen terapotik etkiye iliskin
olumlu sonuglar literatiirde bulunmaktadir (126-131). Uygulama yontemine bagl
olarak sistemik uygulamada hedef dis1 organlarda hiicre tutunumu, embolizasyon ve
titkanma; lokal uygulamalarda ise kanama, doku hasar1 gergeklesebilmektedir (132,
133). Bu asamada yukarida 6zetlenen unsurlarin terapotik sonuglar i¢in optimize

edilmesi oldukga zorlayicidir.

Bu durum arastirmacilari, hasar alanina lokal ve/veya sistemik dolasim
yoluyla MKH uygulamak yerine, MKH tarafindan salgilanan {iriinleri ve parakrin
faktorleri uygulamaya yoneltmistir (134, 135). Bu yeni yaklasim hiicre igermeyen
tedavi olarak adlandirilmaktadir ve daha giivenli, daha kolay uygulanabilir ve daha
az sorunlu oldugu belirtilmektedir (136, 137). Hatta farkli arastirma gruplar
tarafindan elde edilen olumlu sonuglar yayinlanmaya baslamistir (138-143). MKH
tarafindan ortama salinan biyoaktif iiriinler, MKH sekretomu, EM ve hiicre adezyon
proteinlerini, enzimleri, enzim aktivator/inhibitorleri, biiyime faktorleri, biiylime
faktorii baglayic1 proteinleri ve miRNA gibi genetik materyalleri igeren oldukga
biiyiik bir havuzdur (144). Kalinina ve ark. (145) tarafindan yapilan ¢alismaya gore,
EM proteinleri MKH sekretomunun en biiyiik grubunu olusturmaktadir. Gilintimiizde
MKH kaynakli sekretomun biitlinciil kimliklendirilmesi ve karakterizasyonu heniiz
tamamlanmamistir. Olas1 terapotik etkiden sorumlu faktor veya faktorlerin
saptanarak klinik uygulamalardaki basarmin arttirilmasi  O6nemli arastirma
hedeflerindendir (146). Boylece hasar aninda ortama karisik bir kompozisyonu
uygulamak ve hedef dis1 (off-target) etkileri elimine etmeye ¢alismak yerine daha

etkin ve emniyetli tedavi protokolleri gelistirilebilecektir.



MKH sekretomu genellikle hiicre kiiltiirii islemleri sirasinda  kiiltiir
ortamindan elde edilmektedir. Hiicre kiiltiirii sirasinda MKH ilk 6nce kiiltiir yiizeyi
ile temasa gecip tutunur, sonrasinda ¢ogalmaya ve es zamanli olarak biyoaktif
faktorleri sentezlemeye baslar (147, 148). MKH’nin kiiltiir yiizeyi ile temasa gegmesi
baslica kollajen, elastin, proteoglikan, hyaluronan ve diger kollajen dis1 matriks
glikoproteinlerinden olusan EM ve adezyon proteinlerinin iiretilmesini tetikler (149,
150). Boylece hiicrenin idamesi ve ¢ogalabilmesi i¢in fizyolojik ve biyolojik olarak
daha uygun bir ortam yaratilmis olur (151). Hatta bu fonksiyonel proteinler,
hiicrelerin etrafini adeta bir tabaka gibi sararak, in vivo sartlarda izole edildikleri nis
yapilarmin in vitro kosullarda benzerini olusturmaktadir. Ornegin kemik iligi
stromasinda bulunan ve nisi olusturan kollajen I, III, IV, V ve VI, fibronektin,
laminin, sindekan, perlekan, biglikan, dekorin ve hyaluronan, kemik iliginden izole
edilmis MKH tarafindan in vitro hiicre kiiltiirii siirecinde tiretilmektedir (19). MKH
stroma kokenli hiicre oldugundan hem stromay1 olusturan EM proteinlerini {iretme,
hem de diizenleme 6zelligine sahiptir. Bu nedenle MKH, mezenkimal stromal hiicre
veya stromal kok hiicre olarak da adlandirilmaktadir (152). Amable ve ark. (149)
kemik iligi, adipoz doku ve gobek kordonu kaynakli MKH tarafindan iiretilen EM
proteinlerini kiyasladiginda derisim, igerik ve matriks metalloproteinaz (MMP)
tipleri agisindan farklilik oldugunu agiklamistir. MKH kaynakli EM (MKH-EM)
bilesenleri dinamik ozellikte olup, kiiltiir ortam1 bileseni ve sartlarinda yapilan
degisiklikler ile diizenlenebilmektedir (153). Aslinda bu durum hiicre igermeyen
tedavi konseptinde ¢ok daha yeni bir ¢alisma hedefini olusturmakla birlikte MKH
kiiltirii sirasinda “hedefli sartlandirma” ile aranan 6zellikte 6zel iiretim (tailor-made)
EM profilinin elde edilmesinin 6niinii agmaktadir (154). Ornegin Mehlhorn ve ark.
(155) MKH, TGFB-1 igeren besiyeri varliginda aljinat igerisine enkapsiile
ettiklerinde kikirdak 6zgiil proteinlerden agrekan ve kikirdak oligomerik matriks
protein (COMP), kollajen II ve X ekspresyonlarinin arttigini bildirmistir. Harvey ve
ark. (156) ise Notch-I intraseliiler domain ile MKH transfekte ettiklerinde EM
kompozisyonunda 11 farkli proteinde degisiklik oldugunu gdstermistir. Kim ve Ma
(157) ise iki farkli oksijen konsantrasyonunda (hipoksi %2 pO2 ve normoksi %20
pO2) MKH kiiltiirti yaptiklarinda fibronektin, kollajen I ve IV, vitronektin ve laminin
miktarinin degistigini agiklamistir. Xu ve ark. (158) ise MKH ile {i¢ boyutlu sferoid
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kiiltiir yontemini kullandiklarinda kollajen I, fibronektin ve laminin dahil olmak
tizere daha fazla EM proteinin sentezlendiginin altin1 ¢izmistir. Elde edilen bu
sonuglar arastirmacilari, hayati ve islevsel proteinleri iceren MKH-EM yapisinin {i¢
boyutlu yapida elde edilmesi ve in vitro-in vivo kosullarda etkilerinin arastirilmasina
yonlendirmistir (21, 159).

2.3. MKH-EM Izolasyonu: Deseliilerizasyon Yontemi

Deseliilerizasyon, doku ve organ nakli ¢alismalarinda 6nemli bir sorun olarak
ortaya ¢ikan, dondr sayisindaki yetersizlige cevap olarak “gelistirilen”, miithendislik
ve biyolojik bilimlerin kombinasyonu olan “doku ve/veya organ benzeri
vapilarin/kompozisyonlarin yaratilmasi, kaybolan fonksiyonlarin diizeltilmesi ve
hasta yasam kalitesinin arttirilmasi’na iliskin yaklagimlart barindiran doku
miithendisligi kavraminin giincel uygulamasidir (160, 161). Deseliilerizasyon, doku
veya organ biinyesindeki hiicrelerin uzaklagtirilmasini (aseliiler hale getirme),
bdylece nakil sonrasi gelisebilecek immiin yaniti en aza indirmeyi ve ii¢ boyutlu
mimariye sahip “dogal” doku iskelelerinin elde edilmesini amaclamaktadir. Bu
ozelliklere ilave olarak deseliilerize edilmis yapinin fizikokimyasal uygulamalar ile
belirli sekillere sokulabilir olmasi klinikte kullaniminin Oniinii agmaktadir (162,
163). Deseliilerizasyon islemi sonrasinda doku iskelesine, aliciya ait hedef hiicre
veya hiicreler ekilerek, fonksiyonel yapilarin olusturulmasi saglanmaktadir. Bu islem
ise reselillerizasyon olarak adlandirilmaktadir (164). Kalp, akciger, karaciger,
bobrek, pankreas gibi tiim organ ve adipoz doku, kemik, kikirdak, aort, kiiclik ince
bagirsak alt mukozasi, tendon gibi dokular igin etkin deseliilerizasyon protokolleri
gelistirilmistir (165-175). Deseliilerizasyon yontemleri genellikle fiziksel, kimyasal

ve enzimatik uygulamalardan olusmaktadir (176, 177).

Tablo 2.1. Deseliilerizasyon yontemleri, kullanilan ajanlar, etki mekanizmalar1 ve
EM f{izerine olasi etkileri (177).

Yontem /, Etki Mekanizmasi EM Uzerine Etki
Kullanmilan Ajan
Kimyasal Ajanlar
Sitoplazmik igerigi ¢oziiniir hale getirir, Kollajen, GAG ve
Asit ve Bazlar niikleik asitleri bozarak proteinleri denatiire biiyiime faktdrlerine
eder. zarar verebilir.
Hipotonik ve Ozmotik sok ile hiicre lizis olur, DNA- Hiicre lizisi efektif
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Hipertonik protein etkilesimini bozar. ancak hiicresel kalintilar
Cozeltiler etkin olarak
uzaklagmaz.
Doku tipine bagl olarak
etkinligi degisken, ince
Noniyonik DNA-protein, yag-yag ve yag-protein dokulardan hiicrelerin

Deterjanlar
(Triton X-100)

etkilesimleri bozar ve protein-protein
etkilesimlerini daha az etkiler.

uzaklastirilmasinda
daha etkin, mikomimari
bozulabilir, SDS’den

daha az efektif.
L Yogun dokulardan
Iyonik . . .

. cekirdek bilesenlerini
Deterjanlar (SDS, . . N . .
Sodvum Hiicre ve ¢ekirdek membranlarini ¢oziintir ve sitoplazmik

y . hale getirip, proteinleri denature eder. proteinleri efektif olarak
deoksikolat,

Triton X-200)

uzaklastirir,
mikromimariyi bozar.

Zwitteriyon
Deterjanlar
(CHAPS, SB-10,
SB-16)

Non iyonik ve iyonik deterjanlar ile benzer
etkileri gosterir.

Ince dokulardan
hiicrelerin
uzaklastirilmast
sirasinda yapilara orta
derecede zarar verir.

Coziiciiler
(Alkoller, Aseton,
TBP)

Dehidrasyon, solubilizasyon ile hiicreleri
lizis eder, lipitleri uzaklastirir, TBP metal
kompleksleri olusturur, protein-protein
etkilesimini bozar.

Yogun dokulardan
hiicreleri efektif
uzaklastirir, ¢apraz bag
olusturup kollajen dahil
proteinleri ¢oktiiriir.

Biyolojik Ajanlar

Enzimler
(Niikleazlar,
Tripsin, Dispaz)

Riboniikleotid ve deoksiribonikleotid
zincirini hidroliz eder (niikleazlar).
Arg ve Lys’nin C ucundan peptit baglarimi
koparir (Tripsin).
Fibronektin ve kollajen IV basta olmak iizere
spesifik peptitleri pargalar (Dispaz).

Dokudan
uzaklastirilmasi zor,
immiin sistemi
tetikleyebilir. Uzun
stireli inkiibasyon ile
EM bilesenlerini
parcalar.

Selatlar (EDTA,
EGTA)

Metalik iyonlara baglanarak hiicrelerin
EM’ye tutunmasini bozar.

Enzimatik yontemlerle
birlikte kullanilir, tek
basina kullanimlari
efektif degildir.

Fiziksel Etkiler ve Diger Ajanlar

Sicaklik
Uygulama
(Dondurma ve
Cozme)

Intraseliiler buz kristalleri olusturarak hiicre
membranini bozar.

Buz kristalleri EM
yapisina zarar verebilir.

Dogrudan kuvvet
Uygulama

Dokuda kalan hiicreleri patlatarak
uzaklagtirir.

EM yapisina zarar
verebilir.
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Hiicrelerin patlatilmasini ve hiicresel .
Basing . . EM yapisin bozabilir.
bilesenlerin uzaklastirilmasina yardimei olur.
Elektroporasyon Hiicre membranini bozar. EM yapisini bozabilir.
Ajanlarin Uygulanma Teknikleri
Kimyasal ajan ile dokunun etkilesimini ve Perflizyon kaynakli
Perfiizyon hiicresel bilesenlerin uzaklastirilmasini basing EM yapisini
kolaylastirir. bozabilir.
Doku boyunca . . o
radiyent Kimyasal ajan ile dokunun etkilesimini ve
g . hiicresel bilesenlerin uzaklastirilmasini EM yapisin1 bozabilir.
seklinde basing
kolaylasgtirir.
uygulanmasi
Basing hiicreleri patlatir, kimyasal ajan ile Stiperkritik s1v1
Stiperkritik S1vi dokunun etkilesimini ve hiicresel bilesenlerin kaynakl1 basing EM
uzaklastirilmasini kolaylastirir. yapisini bozabilir.
Hiicreleri lizis edebilir ancak daha yaygin .
. . L. Asiri ajitasyon veya
.. olarak kimyasal ajan ile dokunun etkilesimini .
Ajitasyon . . . sonikasyon EM yapisini
ve hiicresel bilesenlerin uzaklastirilmasini .
bozabilir.
kolaylagtirir.

In vitro kiiltiir ortaminda MKH kaynakli EM, deseliilerizasyon yontemleri
kullanilarak ii¢ boyutlu yapida elde edilebilmektedir. Bu siire¢ {i¢ farkli asamadan

olusmaktadir:

Birinci asama EM iiretimidir. MKH genellikle standart kiiltlir ortamlar
(DMEM ve FBS) igerisine askorbik asit (¢ vitamini) eklenerek kollajen ve diger EM
bilesenlerinin iretimi  arttirillmaktadir (178-181). Alternatif olarak inert ve
polidisperse makromolekiillerin (6rnegin carrageenan, dekstran siilfat, Ficoll PM 70
ve PM 400) kullanimina iligkin yeni yaymlar literatiire girmistir (181-183). Dokuya
0zgli (6rnegin kemik, kikirdak, adipoz doku gibi) EM f{iretimi i¢in farkl kiiltiir
bilesenlerinin kullanimina iliskin c¢alismalar da mevcuttur (23, 155, 184, 185).
Standart hiicre kiiltiirii yiizeyleri (Tissue culture polystyrene - TCPS) EM iiretimi i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir ancak cesitli proteinler ile kiiltiir yiizeylerinde
kaplama yapilarak hiicrelerin yapigsmasini ve c¢ogalmasmi hizlandirma, iretilen
EM’nin yiizeyden kopmasini 6nlemeye yonelik yontemler vardir. Ancak kiltiir
yiizeyinde yapilan degisiklik ve kaplamalarin MKH o6zellikleri basta olmak tizere ve
MKH-EM kompozisyonunu etkilediginin alt1 ¢izilmektedir (186, 187).
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Ikinci asama deseliilerizasyon asamasidir. Doku ve organ deseliilerizasyon
protokollerine kiyasla in vitro ortamdan MKH-dEM eldesi i¢in daha kisa siireli ve
hassas yontemler uygulanmaktadir. En yaygin kullanilan yontemler NH4OH ve
Triton X-100 igeren ¢6zeltilerinin kullanilmasidir (19, 20, 22). NH4OH ve Triton X-
100 iic boyutlu yapr tabakasini bozmadan hiicre membranini ¢6ziilmesini
saglamaktadir (156). Sitoplazmik igerigin, enzimlerin ve ¢ozelti kalintilarinin
uzaklastirilmasi i¢in RNAse ve DNAse igeren/icermeyen PBS ile yikama islemleri
yapilmaktadir (19, 188-193). Farkli yontemlerin ve ¢ozeltilerin kullanimina iliskin
(6rnegin farkli deterjanlarin (deoxycholate, SDS) kullanimi, tekrarli dondurma
¢ozme yontemi, soguk-EDTA uygulamasi ve distile su ile yikama) yayinlar da
mevcuttur (21, 23, 24, 189, 194). Secilen yontemin siire, sicaklik ve konsantrasyon

acisindan optimize edilmesi gerekmektedir (189, 195, 196).

Uciincii asama ise elde edilen EM yapisimin kalite kontroliiniin
yaptmasidir. Tercih edilen deseliilerizasyon yontemi hiicreleri ortamdan
uzaklastiracak kadar etkili, ancak EM tabakasini, yapisin1 ve kompozisyonunu
bozmayacak ve miimkiin oldugunca korunmasini saglayacak ozellikte olmaldir.
Nicel ve nitel yontemlerle protein igeriginin gosterilmesi, kalintt DNA igeriginin
arastirilmasi ve yapinin mikroskobi ¢aligsmalari (ters faz 151k, floresans, atomik veya
taramali elektron) ile degerlendirilmesi bu asamada sine qua non ozelliktedir (19-21,
181, 197).

Monolayer Kiltir

Hicreler ekilir
D A R

Hicreler kiltir yizeyinde
cogalirken EM uretir

[ e e e

!

Deselilerizasyon
islemi sonunda
aseliler EM tabakasi
elde edilir et i S |

Sekil 2.4. In vitro kosullarda EM {iretimi ve deseliilerizasyon igleminin sematik
olarak gosterilmesi (177).
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2.4. MKH-dEM Tabanh Calismalar

In vitro kosullarda MKH kaynakli deseliilerize edilmis EM (MKH-dEM),
blinyesinde fonksiyonel proteinlerin oldugu ve yapilarimin  korundugunun
gosterilmesiyle birlikte hiicrelerin MKH-dEM {izerinde ne yapacagini merak eden
aragtirmacilar, c¢aligmalarint bu yone dogru kaydirmigtir. Bilindigi {izere nis
biinyesinde MKH, diger hiicreler ve ¢oziiniir faktorler varliginda EM proteinleri ile
lic boyutlu mimaride etkilesim i¢inde bulunmakta ve bu hiicre-matriks etkilesimi
hiicre biiylimesi, adezyonu, farklilagsmasi, 6liimii basta olmak {izere pek ¢ok olay1 ve
hiicrenin fenotipik ozelliklerini etkilemektedir (16-18). Bu soruya cevap vermek
amaciyla, MKH-dEM Kkiiltiir yiizeyi olarak kullanilip ve iizerine MKH ekilerek kok

hiicre 6zelliklerinin nasil degistigi farkli arastirma gruplar tarafindan incelenmistir.

Yapilan ilk yayinlardan olan Chen ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, fare
kemik iliginden izole edilen MKH kaynakli EM, askorbik asit (50 uM) varliginda
tiretilmis, Triton X-100 ve NH4OH ile deseliilerize edilmistir. Elde edilen MKH-
dECM yapisinin Ki’ne benzer bicimde ve fibriller &zellikte (25-50 nm) oldugu
gozlenmistir. Uzerine MKH ekildiginde ise TCPS, fibronektin ve kollajen | kaplh
kiiltiir yiizeylerine kiyasla hiicre ¢ogalmasi, koloni olusumu, osteojenik ve adipojenik
farklilasmanin arttigr; MKH-dEM ile in vitro kosullarda kok hiicre 6zelliklerinin
idame ettirildigi bildirilmistir (19). Hoch ve ark. ise MKH-dEM iizerine MKH ekilip
ortamdan osteojenik kiiltlir ortaminin uzaklastirlmasina ragmen osteojenik
farklilasmanin korundugunu ve proanjiyojenik faktorlerin arttigini bildirmistir. Bu
calismada MKH ile birlikte MKH-dEM yapisi (MKH+MKH-dEM) farelere cilt
altina uygulandiginda artmis kemik yapisi, damar yogunlugu ve hiicre canliligi
goriilmistir (192). Elde edilen benzer sonuglarla, MKH-dEM’nin iizerine ekilen
MKH davranigint hem in vitro hem de in vivo kosullarda pozitif yonde etkiledigi
tespit edilmistir (20).

Ilging bir sekilde, MKH-dEM hiicreler iizerinde koruyucu etkiye de sahiptir.
Liu ve ark. (193) gobek kordonu kaynakli MKH-dEM izole edip, iizerine tekrar
MKH ektiklerinde hiicreleraras1 reaktif oksijen tiirlerinin azaldigi, antioksidan

enzimlerin arttig1 ve oksidatif hasara karsi direncin arttig1 tespit etmistir. Rakien ve
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ark. (180) ise MKH-dEM ile CELLstart™ ve TCPS yiizeyleri kiyaslamis, serum
icermeyen kiiltir ortaminda bile MKH-dEM varliginda MKH kalitesinin
korunmasmin saglandigini agiklamistir. Benzer sekilde Kim ve Ma (157), MKH-
dEM’in stres altinda hiicreleri 6liimden koruyabilecegini bildirmistir. MKH-dEM nis
benzeri ortami olusturmanin yaninda ¢oziiniir faktorlerin baglandig: ve tutundugu bir
rezervuar gibi de gorev almaktadir. Hu ve ark. (198) MKH-dEM’in adsorpsiyon
kapasiteleri hakkinda c¢alismis ve melatonin ile inkiibe ettiklerinde MKH-dEM
tarafindan tutulabildigini, boylece iizerine MKH ekildiginde daha fazla hiicre
cogalmast ve kalsiyum depozisyonunun saglandigini, buna karsihik MMP
ekspresyonlarinin azaldigini gézlemistir. Bu sonuglarla MKH-dEM’in MKH tabanli

rejeneratif tedavi i¢cin tamamen yeni bir kap1 agmis oldugu sdylenebilmektedir.

Literatiirdeki MKH-dEM ve MKH arastirmalarinin ¢ogunlugu osteojenik
farklilasma ile ilgilidir. Hoshiba ve ark. (199) (i) osteojenik farklilasma Oncesi, (ii)
erken farklilasma donemi ve (iii) ge¢ donem Kkiiltiirlerinden MKH-dEM izole edip
karsilastirdiklarinda hem protein igerikleri, hem de adezyon, proliferasyon ve
farklilagsma tizerine farkli etkileri oldugunu bildirmistir. Zeitouni ve ark. (185) ise
osteoindiiktif ozellikte selektif PPAR-gamma antagonisti kullanarak elde ettikleri
MKH-dEM iizerine tekrar MKH ekerek olusturduklari yapiyr kemik hasarlarinda
incelediklerinde hizlanmis kemik iyilesmesi saptamistir. Deutsch ve Guldberg (21)
ise amniyon s1vis1 ve Ki kaynakli MKH’lerden osteojenik farklilasma sonrast MKH-
dEM izole edildiginde, kalsiyum iiretiminin KI kaynakli MKH-dEM iizerinde daha
fazla oldugunu saptamustir. /n vivo kemik hasar gelistirildiginde ise en hizl iyilesme
amniyon sivist kaynakli MKH-dEM ile gozlenmistir. Pattabhi ve ark. (23) ise
farklilasmamis ve osteojenik farklilagtirilmis MKH ile iki diiz kas hiicre hattindan
elde edilen dEM etkilerini kiyasladiginda, farklilasmamis MKH-dEM’in kokliilik
ozelliklerinin korunmasi, hiicre motilitesinin ve ¢ogalmasinin artmasinda, osteojenik
farklilastirllmis MKH-dEM’in ise osteojenik farklilasma ve biyomineralizasyonda
daha etkili oldugunu vurgulamistir. Diiz kas hiicreleri kaynakli dEM’lerin ise kas
farklilasmasini indiikleyici 6zelligi gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglar, MKH-
dEM’in osteojenik farklilasma ortami kullanilarak in vitro ve in vivo sartlarda

osteogenesis amaciyla kullanilabilecegi savin1 desteklemektedir. Ancak hangi doku
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kaynaginin MKH-dEM iiretimi ve hedefli 6zgiil terapétik etki igin en iyi oldugunun

aragtirtlmasi gerekmektedir.

EM kompozisyonu ve yapisinin yas ile degistigi bilinmektedir (200). Bu
bilgiden yola ¢ikarak MKH-dEM kaynakli terapotik etkinin de yas ile degisip
degismedigini sorgulayan Sun ve ark. (22) yash ve geng fare kaynakli MKH-dEM
yapilarin1 in vitro ve in vivo sartlarda kiyasladiklarinda hiicre ¢ogalmasi ve
osteojenik farklilasmanin geng¢ fare kaynaklit MKH-dEM ile daha iyi oldugunu
bildirmistir. Bu sonu¢ hem MKH-dEM eldesi i¢in kullanilan hiicre kalitesinin

onemini hem de yaglanmanin etkisini gostermektedir.

MKH-dEM’in kiiltiir yiizeyi olarak kullanildigi ¢alismalardan farkli olarak
degisik polimerik materyallerle kompozit halinde kullanima iliskin ¢alismalar da
mevcuttur. Ornegin Harvestine ve ark. (201) biyoaktif cam ve poli(laktat-ko-glikolat)
kullanarak gelistirdikleri kompozit doku iskelesi yiizeyini MKH-dEM ile
kaplamistir. Boylece gelistirilen yapi ile birlikte hiicre 6liimiiniin azaldigi, metabolik
aktivitenin arttig1, osteogenesis ve doku biiylimesinin ilerledigi tespit edilmistir.
Thibault ve ark. (202) ise poli(e-kaprolakton) fiber ag seklindeki iskelelerini MKH-
dEM ile kaplandiginda hiicre cogalmasimin arttigini, osteojenik farklilasmay1

indiikleyen kimyasallar olmaksizin osteojenik farklilasmanin oldugunu gézlemistir.

Fizyolojik olaylardan farkli olarak patolojik olaylarda da (tlimor progresyonu
ve metastaz gibi) MKH-dEM’in 6nemli etkisinin olabilecegine iligskin giincel
calismalar literatlirde yer almaya baglamistir. Uzun yillardir kanser ile EM ve MKH
arasindaki iligki tartisilmakta, farkli ekipler tarafindan degisik hipotezler ortaya
atilmaktadir (203-206). Ornegin Burns ve ark. (188) hipoksik kosullarda tiimorojenik
MKH hatlarindan elde edilen EM yapisinin daha yogun ve daha kompleks oldugunu,
bilesiminde kollajen I icermedigini ancak anjiyojenik proteinleri barindirdigini, in
vivo sartlarda ise timorojenik MKH-dEM yeni damar olusumunu

(neovascularization) tetikledigini bildirmistir.
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Son yillarda MKH-dEM nis benzeri yapiy1 (fiziksel ve biyolojik 6zellikler)
olusturdugunun goézlenmesi ile birlikte hematopoetik kok hiicreler (HKH) ve kemik
iligi nisini hedefleyen giincel calismalar da yapilmaktadir. /n vivo sartlarda nis
blinyesinde EM proteinleri ve hiicrelerin birbirleriyle ii¢ boyutlu mimaride etkilesime
girdigi, MKH tarafindan hematopoetik nisin regiile edildigi ve hematopoezi
destekledigi bilinmektedir (51, 207). Arastirmacilar kemik iligini mimik etmek ve in
vitro kosullarda tlizerinde calisilabilir bir sistem olusturabilmek i¢in ¢alismaktadir.
Lai ve ark. (189) osteojenik farklilastirilmis MKH’den dEM izole ederek, iizerine
MKH ve HKH ektiklerinde hiicrelerin kolokalize oldugu tespit etmistir. Prewitz ve
ark. (181) ise MKH-dEM’in HKH c¢ogalmasi, idamesini sagladigi bildirmistir. Bu
calismalar, MKH-dEM yapisinin hiicresel fonksiyonlar tizerindeki etkilerini (Sekil
2.5.) cevaplamaya yonelik gerceklestirilmistir. Ancak gozlenen etkilerin hangi
protein veya proteinler ile saglandigi heniiz bilinmemektedir. Bu nedenle preklinik
seviyedeki ¢alismalardan elde edilen sonuglarin klinikte kullanilabilir hale gelmesi
icin MKH-dEM kompozisyonundaki protein yapisinin aydinlatilmasi oldukca

onemlidir.

Adhezyon

Migrasyon

Sekil 2.5. MKH-dEM kullanimina bagli olarak gozlenen etkilerin sematik gdsterimi
(16).

Elde edilen bilgilerden yola ¢ikarak bu doktora tezinde ilk asamada, KI
naklinde kullanilan, dondrden izole edilen KI aspiratinin hastaya uygulanmadan énce

icerisinde toplandigr ve filtrelendigi, nakil sonrasinda ise tibbi atik olarak
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uzaklastirilan filtre ve torba sistemleri MKH izolasyonu amaciyla degerlendirilmistir.
Ikinci asamada ise hem kok hiicre nisinin temel bileseni olan hem de hiicresiz tedavi
konsepti ile 6nem kazanan MKH-dEM iiretimi ve izole edilmesi i¢in uygun kiiltiir
ortamlar1 ve deseliilerizasyon ydntemleri arastirilmistir. Ugiincii asamada ise protein
bilesimini tespit etmek {lizere proteomik tekniklerle MKH-dEM kompozisyonu
aydinlatilmis, nis yapisint olusturan ve hiicre davraniglarini regiile eden proteinler

tespit edilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tez c¢alismas1 kapsaminda yiiriitiilen ¢alismalar, Hacettepe Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun izni (Karar No: GO
16/480-53) ile gerceklestirilmistir. Hacettepe Universitesi, Cocuk Hastanesi Kemik
[ligi Transplantasyon Unitesi’nde gergeklestirilen nakillerde kullanilmis ve
sonrasinda tibbi atik olarak nitelendirilen filtre ve torba sistemleri (n=5) bu c¢aligma
kapsaminda hiicre izolasyonu amaciyla degerlendirilmistir. Caligmalar, Hacettepe
Universitesi, Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi (PEDISTEM), Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1t ABD, Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali, Metabolizma
Aragtirma Laboratuvar1 ve Bilkent Universitesi, Ulusal Nanoteknoloji Arastirma
Merkezi (UNAM) ve Kog Universitesi, Hiicre Biyolojisi ve Proteomik Laboratuvari
biinyesindeki altyapr ve cihazlar kullanilarak, Kok Hiicre Bilimleri Anabilim Dali,

Kok Hiicre Bilimleri Doktora Programi kapsaminda gerceklestirilmistir.

3.1. Kemik Tligi Nakli Sirasinda Kullamlan Filtre ve Torba Sistemlerine

Takilms Olan Hiicrelerin izolasyonu

Hacettepe Universitesi, Cocuk Hastanesi, Pediyatrik Hematoloji Béliimii ve
Kemik iligi Nakil Unitesi’nde takip edilen hastalara, saglikli donérlerden yapilan
kemik iligi nakli sirasinda kullanilan filtre ve torba sistemleri (n=5) ayni giin

icerisinde PEDISTEM hiicre kiiltiirii laboratuvarina getirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Kemik iligi nakli sonrasinda hiicre kiiltiir laboratuvarma getirilen,
izolasyon amaciyla kullanilan torba ve filtre sisteminin fotografi.
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Biyogiivenlik kabini igerisinde 50 mL’lik enjektor yardimi ile hiicre
izolasyon ¢ozeltisi (Tablo 3.1) sisteme torba ucundan aktarilmig, bastirma ve
calkalama islemi uygulanarak sistem igerisinde takilmis hiicreler 50 mL’lik Falcon
(BD Biosciences, ABD) tiiplere boliinmiistiir. Bu islem filtre ve torba sisteminde
kirmiz1 renk tamamen acilincaya dek uygulanmistir. Karisim igerisindeki eritrosit
yikiinden kurtulmak igin i¢in 50 mL’lik Falcon tiipler 37°C’de %5 CO: igeren
inkiibator (Thermo Electron Corporation, Almanya) igerisine yerlestirilmis ve 20
dakika boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon siireci sonunda tiipler 453 g hizda 10
dakika siireyle oda sicakliginda frensiz santrifiij edilerek (Eppendorf 5810/Almanya)
hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir. Santrifiij sonrasi tliplerde pellet iizerinde kalan iist
stv1 (supernatant) uzaklastirilmis ve pelletler tek bir tiipte toplanmistir. Sonrasinda
PBS (Sigma Aldrich, ABD) igerisinde pipet ile pelletler resiispande edilip
karistirilmis ve 453 g hizda 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir. izole edilen canli
hiicre miktar1 Turk ¢ozeltisi ve hemositometre kullanilarak ters faz 151k mikroskobu
(Olympus/Japonya) kullanilarak saptanmistir. Canli hiicre miktar1 hesaplandiktan

sonra hiicre kiiltiirli calismasina gegilmistir.

Tablo 3.1. Sistem biinyesine takilan hiicrelerin izole edilmesi ve eritrosit yiikiinin
azaltilmas: i¢in kullanilan yikama c¢ozeltisi kompozisyonu. Cozelti biinyesindeki
kimyasallar tamamen ¢oziindiikten sonra 0,22 pm’lik filtre sisteminden (EMD
Millipore, ABD) gegirilerek steril hale getirilmis ve sonrasinda hiicre izolasyonu i¢in
kullanilmasgtir.

EDTA | 0,037 ¢
KHCO3 1lg
NH4Cl | 8,26 ¢
Distile su 1L

3.2. Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiri

%10 FBS (Gibco, ABD), %1 Penisilin-Streptomisin (Biowest, Fransa), 2 mM
L-Glutamin (Gibco, ABD) ve DMEM-LG (Gibco, ABD) igeren besiyeri hazirlanmis
ve 0,22 um’lik filtreden (EMD Millipore, ABD) siiziilerek steril hale getirilmistir.
Izole edilen hiicreler TCPS 6zellikte T-75 kiiltiir kaplarina besiyeri ile pasaj 0 olarak
2x10" agmayacak konsantrasyonda ekilmis ve 37°C’de %5 CO> igeren inkiibatore
kaldirilmistir. Ekilmeyen hiicreler, DMSO (Santa Cruz, ABD) eklenerek hazirlanan
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dondurma ¢ozeltisi (%70 DMEM-LG + %20 FBS + %10 DMSO) ile cryovial (SPL,
Kore) igerisine aktarilmistir. Cryovialler Mr. Frosty (Thermo Fisher Scientific, ABD)
igerisinde bir gece -80°C’lik dondurucuda (Sanyo, Japonya) tutulduktan sonra uzun
stire saklanmak tizere -196°C’lik s1v1 azot tankina yerlestirilmistir. Hiicre morfolojisi
ve ylizeye yapisma durumunun tespiti i¢in kiltiir kaplar1 giin asir1 siireyle ters faz
1s1k mikroskobu (Olympus, Japonya) kullanilarak takip edilmistir. Hiicre kiiltiirii
islemi baslatildiktan sonra ilk bir hafta igerisinde MKH ile karakterize olan ve
plastige yapisan fibroblast goriiniimlii hiicrelerin tespit edilmesi ile ti¢ giinde bir defa
besiyeri yenilenmistir. %70-80 yogunluga ulasmalarinin ardindan %0,25°lik Tripsin-
EDTA (Gibco, ABD) kullanilarak hiicreler yiizeyden kaldirilmis ve dondurma
cozeltisi (%90 besiyeri + %10 DMSO) kullanilarak hiicreler dondurulmustur.
Pasajlama islemi sirasinda hiicreler 3000-5000 hiicre/cm? olacak sekilde yeni kiiltiir

kaplarina ekilerek kiiltiir siireci devam ettirilmistir.
3.3. Mikoplazma Kontaminasyon Kontrolii

Pasaj O hiicre kiiltiirlerinde kiiltiir kabinin yiizeyine yapisan hiicrelerin
gbzlenmesinin ardindan, degistirilmek {izere aspire edilen besiyerinde EZ-PCR™
Mycoplasma Test Kiti (BI, Israil) kullanilarak mikoplazma kontaminasyon kontrolii
yapilmistir. Deney boyunca buz tizerinde galisilmistir. Besiyeri 1,5 mL’lik eppendorf
tiiplere (Sigma Aldrich, ABD) aktarilarak 250 g hizda 5 dakika siireyle santrifiij
edilmistir. Takiben iist siv1 aspire edildikten sonra yeni 1,5 mL’lik eppendorf tiiplere
aktarilmig ve 16160 g hizda 10 dakika siireyle yeniden santrifiij (Microfuge 16,
Beckman Coulter, ABD) edilmistir. Santrifiij sonrasi iist sivi uzaklastirilmis ve ¢oken
kisim {izerine kit igerisinde bulunan tampon ¢ozeltisinden 25 ul eklenerek pipetleme
islemi yapilmistir. Bu islem sonunda igerik 0,2 pl’lik PCR tiipiine aktarilmig ve PCR
cihazinda (Applied Biosystem-9700, ABD) 95°C’de 3 dakika siireyle inkiibasyon
yapilmistir. Tablo 3.2.’de gosterilen karisim, inkiibasyon islemi sonunda Ornekler
(n=5) ve kontroller (pozitif ve negatif) i¢in 0,2 pl’lik yeni PCR tiiplerinde

hazirlanmstir.
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Tablo 3.2. PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan negatif kontrol, pozitif kontrol ve 6rnek
formiilasyonu.

Negatif Kontrol | Pozitif Kontrol | Ornek

ddH-0 20 pl 19 ul 17,5 ul
Kit Karigimi 5ul 5ul 5ul

Test Ornegi - 1l 2,5 ul

Karigimlarin  buz {izerinde hazirlanmasmin ardindan, PCR cihazina
yerlestirilerek Tablo 3.3’te belirtilen reaksiyon sicaklik degerleri ve siireleri

uygulanmustir.

Tablo 3.3. PCR reaksiyonu i¢in uygulanan sicaklik degerleri ve siireleri

94°C | 30 saniye
94°C | 30 saniye
60°C | 120 saniye | 35 dongii
72°C | 60 saniye
94°C | 30 saniye
60°C | 120 saniye
72°C | 5 dakika

Inkiibasyon siireci sonunda ornekler, 1 pl GelRED™ (Biotium, ABD)
eklenerek hazirlanmis %2’lik agaroz jele 10 ul hacimde yiiklenmis ve 120 Volt ve 30
dakika siireyle elektroforez islemi (MultiSUB Horizontal Gel Systems, Cleaver
Scientific, Ingiltere) uygulanmistir. Sonrasinda jel goriintileme sisteminde
(FluorChem F3 System, Protein Simple, ABD) jelin fotografi c¢ekilerek

degerlendirme yapilmistir.
3.4. Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyon Calismalari

Pasaj 3’te hiicrelerin MKH karakterizasyonu igin temel kriter olan spesifik
antijen ifadeleri arastirilmis ve in vitro kosullarda adipojenik, osteojenik ve

kondrojenik farklilasma deneyleri yapilmistir.
3.4.1. Akim Sitometri Cihaz ile Yiizey Ekspresyonlarinin Saptanmasi

MKH karakterizasyonu amaciyla pasaj 3 MKH’ler kiiltiir yiizeyinden
%0,25’1lik Tripsin/EDTA kullanilarak kaldirildiktan sonra spesifik antijen ifadeleri
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BD Accuri™ C6 (ABD) akim sitometri cihazinda CD90 FITC, CD34 APC, CD105
PE, CD73 PE, CD45 APC, CD29 APC ve HLA-DR PE antikorlar1 kullanilarak
arastirtlmistir (Tablo 3.4). Tiip igerisine 5 pl hacimde pipetlenen antikorlarin iizerine
100.000 hiicre/100 pl’lik siispansiyon eklenerek 5 saniye siireyle vortekslenmis
(MX-S Vortex, Dragon Lab, Cin) ve 30 dakika karanlikta oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tiipler 290 g hizda 5 dakika siireyle
santrifiijlenerek st sivi uzaklastirllmistir. Vorteksleme islemi tekrarlanip tiip
igerisine 300 ul hacimde Cell Wash (BD Biosciences, ABD) ¢ozeltisi eklenmistir.
Tiipler gece boyu +4°C’de karanlikta saklanmis ve sonraki giin BD Sampler Analysis
(BD Biosciences, ABD) programi kullanilarak antijen ifadeleri arastirilmustir.

Tablo 3.4. Akim sitometri ¢alismasinda kullanilan antikorlara iliskin bilgiler

Antikor | Fluorokrom Cinsi Firma Katalog Numarasi
CD90 FITC Biolegend (ABD) 328108
CD34 APC Biolegend (ABD) 343510
CD105 PE eBioscience (ABD) 12-1057-41
CD73 PE BD Pharmingen (ABD) 550257
CD45 APC BD Pharmingen (ABD) 555485
CD29 APC BD Pharmingen (ABD) 559883

HLA-DR PE Biolegend (ABD) 307606
lg G1 APC Miltenyi Biotec (ABD) 130-092-214
lg G1 FITC BD Pharmingen (ABD) 555748
lg G1 PE BD Pharmingen (ABD) 550617

3.4.2. Adipojenik, Osteojenik ve Kondrojenik Farklilasma Deneyleri

Adipojenik ve osteojenik farklilasma calismasi 6 kuyucuklu kiiltiir kab1
igerisinde yapilmistir. Adipojenik farklilasma calismasi i¢in pasaj 3 hiicreleri 8000
hiicre/cm? olacak sekilde normal besiyeri igerisinde ekilmis ve kiiltiir kab1 igerisinde
yogunluk 9%90-100’e ulasinca adipojenik farklilagma besiyerine gecilmistir.
Adipojenik farklilagsma besiyeri i¢in normal besiyeri bilesimine 1 uM deksametazon
(Sigma Aldrich, ABD), 500 uM IBMX (Sigma Aldrich, ABD), 60 uM indometazin
(Sigma Aldrich, ABD) ve 5 pg/mL insiilin (Sigma Aldrich, ABD) eklenmis ve 0,22
pm’lik filtreden siliziilmistiir. Besiyeri, 21 giin boyunca ii¢ giinde bir defa
degistirilmistir. 21 giin sonunda kiiltiir ortam1 aspire edilip PBS ile kiiltiir yiizeyi
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yikanmis, sonrasinda %10 formalin (Sigma Aldrich, ABD) iceren PBS ile 30 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilmis, ardindan Oil Red O boyas1 (Sigma Aldrich, ABD)
ile 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyon yapilmistir. Inkiibasyon islemi sonunda

kiltiir yiizeyi PBS ile yikanip ters faz 1s1k mikroskobu ile incelenmistir.

Osteojenik farklilasma calismast icin pasaj 3 hiicreleri 4000 hiicre/cm? olacak
sekilde normal besiyeri ile ekilmis ve kiiltiir kab1 igerisinde yogunluk %70-80’¢
ulasinca osteojenik farklilasma besiyerine ge¢ilmistir. Osteojenik farklilagsma
besiyeri i¢in normal besiyeri igerisine 100 nM deksametazon, 0,2 mM askorbik asit
(Sigma Aldrich, ABD) ve 10 mM B-gliserolfosfat (Applichem, Almanya) eklenmis,
sonrasinda 0,22 pum’lik filtreden siizlilmiistiir. 21 giin boyunca ii¢ giinde bir defa
yarim hacimde besiyeri degisimi yapilmistir. 21 giin sonunda kiiltiir ortam1 aspire
edilip PBS ile kiiltiir yiizey yikanmig, sonrasinda %10 formalin igeren PBS ile 30
dakika oda sicakliginda inkiibasyon yapilmistir. Takiben Alizarin Red S (Sigma
Aldrich, ABD) boyas: ile de 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Islem
sonunda kiiltiir yiizeyi PBS ile yikanip ters faz 1tk mikroskobu ile inceleme

yapilmustir.

Kondrojenik farklilagsma i¢in %1 penisilin-streptomisin ve 2 mM L-glutamin
iceren DMEM-HG (Gibco, ABD) igerisine 10 ng/mL TGFB3 (Sigma Aldrich, ABD),
100 nM deksametazon, 50 pg/mL askorbik asit, ImM sodyumpiruvat (Thermo
Fischer Scientific, ABD) ve 10 mL/L ITS+ (Corning, ABD) eklenmis ve 0,22 pm’lik
filtreden siiziilerek besiyeri hazirlanmistir. Bu ¢alisma igin pasaj 3 hiicreleri
kullanilmigtir. 225.000 hiicre 0,5 mL hacimde kondrojenik farklilasma besiyeri
icerisinde 450 g hizda 5 dakika siireyle santrifiij edilmis, hiicreler pellet halinde 15
mL’lik falcon tiip igerisinde dik pozisyonda hiicre kiiltiirii inkiibatoriine aktarilmustir.
Tiiplerin agz1 tamamen kapatilmamis, hava gegisi i¢in gevsek birakilmistir. Besiyeri
21 giin boyunca ii¢ giinde bir defa pellet aspire edilmeden degistirilmistir. 21 giin
sonunda pellet PBS ile yikanmis, sonrasinda formaldehit (Sigma Aldrich, ABD) ile
fikse edilmistir. Pelletlerin dehidratasyon, seffaflastirma ve sertlestirme (parafin
icerisine gdmme) islemleri Gazi Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Tibbi

Mikrobiyoloji ABD ve Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi Pediatrik Patoloji
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Laboratuvarinda Thermo Shandon Pathcentre ve Histocenter (Thermo Scientific,
ABD) cihazlart kullanilarak yapilmistir. Takiben Thermo Shandon Finesse Manual
Microtome (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak parafin kasetlerden kesit alinmus,
lama aktarim islemi sicak su banyosu flizerinde gergeklestirilmistir. Kondrojenik
farklilasmanin gozlenebilmesi ig¢in ise Toluidine Blue (Sigma Aldrich, ABD)

kullanilarak kesitler boyanmis ve incelemeler ters faz 151k mikroskobu ile yapilmustir.
3.5. In Vitro Kosullarda MKH Kaynakli EM Uretim Cahsmalan

Pasaj 3 MKH’ler kiiltiir kaplar1 igerisine 3000-5000/cm? olacak sekilde
ekilmis ve biiyiime besiyeri kullanilarak hiicre kiiltiirii islemi baslatilmistir. Hiicreler
kiiltiir kab1 igerisinde %100 yogunluga ulastiktan sonra EM iiretimini tetiklemek
amaciyla 4 farkli besiyeri 1- Normal biiylime besiyeri, 2- 50 mg/L askorbik asit
iceren biiyiime besiyeri, 3- AMEM (Gibco, ABD) tabanli besiyeri, ve 4- Osteojenik
farklilasma besiyeri icerisinde 15 giin siireyle kiiltiir islemine devam edilmis ve ters

faz 151k mikroskobu kullanilarak kiiltiir yiizeyleri incelenmistir.

3.6. In Vitro Kosullarda MKH Kaynakh EM Eldesi Icin Deseliilerizasyon

Cahismalan

15 giinlik EM iiretim isleminin ardindan gozle ve ters faz 151k mikroskobu ile
tespit edilebilir seviyeye ulasan kiiltiir kaplarindan besiyerleri aspire edilmis,
sonrasinda PBS ile yikama yapilmistir. Takiben literatiirde yaygin olarak kullanilan 4

farkl1 protokoliin deseliilerizasyon etkinligi aragtirilmistir.

3.6.1. %0,5’lik Triton X-100 ve 20 mM NHsOH i(;eren PBS ile

Deseliilerizasyon

Biyogiivenlik kabini igerisinde 100 mm’lik petri kaplarma kiiltiir yilizeyini
kaplayacak seviyede 5 mL hacimde %0,5 ’lik Triton X-100 (Biorad, ABD) ve 20
mM NH4OH iceren PBS ilave edilmistir. Bu asamada 1- pipetleme yontemi, 2-
37°C’de inkiibator igerisinde ve 3- orbital ¢alkalayici tizerinde (GFL 3005, Almanya)
diisiik hizda ve oda sicakliginda inkiibasyon islemleri denenmistir. Takiben ¢ozelti
kiiltiir yiizeyinden aspire edilmis, sonrasinda Ca*?/Mg*? igeren ve igermeyen PBS

(BI, israil — Sigma Aldrich, ABD) ile yikama islemi yapilmus ve kiiltiir kaplar1 ters
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faz 151k mikroskobu ile incelenerek yontemin deseliilerizasyon etkinligi

degerlendirilmistir.
3.6.2. 20 MM NH4OH I¢eren Distile Su ile Deseliilerizasyon

100 mm’lik petri kaplarina biyogiivenlik kabini igerisinde kiiltiir yiizeyini
kaplayacak seviyede 5 mL hacimde 20 mM NH4OH (Sigma Aldrich, ABD) igeren
distile su ilave edilmistir. Bu asamada 1- pipetleme yontemi, 2- 37°C’de inkiibator
igerisinde, 3- orbital galkalayici tizerinde diisiik hizda oda sicakliginda inkiibasyon
islemleri denenmis, takiben ¢ozelti kiiltiir ortamindan aspire edilmis ve Ca*?/Mg*
iceren Ve igermeyen PBS ¢ozeltileri ile yikama islemi yapilarak kiiltiir kaplari ters

faz 151k mikroskobu kullanilarak yontemin deseliilerizasyon etkinligi incelenmistir.
3.6.3. Tekrarh Dondurma-Cozme Yontemi ile Deseliilerizasyon

100 mm’lik petri kaplar1 30 dakika siireyle -80°C’lik dolapta bekletilip
sonrasinda 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Islem sonunda Ca*?/Mg*? igeren ve
icermeyen PBS ile yikama yapilan kiiltiir kaplar ters faz 1sitk mikroskobu ile

incelenerek yontemin deseliilerizasyon etkinligi degerlendirilmistir.
3.6.4. 1 mM EDTA iceren PBS ile Deseliilerizasyon

Biyogiivenlik kabini icerisinde petri kaplarina kiiltiir yiizeyini kaplayacak
seviyede 5 mL hacimde 1 mM EDTA (Gibco, ABD) igeren PBS ilave edilmis ve
+4°C’de 12-24 saat siireyle inkiibasyon yapilmistir. Sonrasinda Ca*?/Mg*? igeren ve
icermeyen PBS c¢ozeltileri ile yikama isleminin ardindan kiiltiir kaplarn ters faz 151k
mikroskobu kullanilarak incelenmis ve yontem deseliilerizasyon etkinligi agisindan

degerlendirilmistir.
3.7. Deseliilerizasyon Isleminin Degerlendirilmesi

Bu asamada basarili oldugu saptanan yontemler kullanilarak deseliilerize
edilmis ekstraseliiler matriks yapilar1 kalintt DNA igerigi, yap1 biitlinligli, mimarisi

ve GAG miktar1 agisindan incelenmistir.
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3.7.1. Kalinti DNA Miktarmin Arastirilmasi

EM iiretim iglemi tamamlandiktan sonra besiyeri ortamdan aspire edilmistir.
Kiltir yiizeyleri PBS ile yikanmis, deseliilerizasyon islemi uygulanmayacak
kaplarda %0,25’1lik Tripsin/EDTA kullanilarak hiicreler kaldirilmis, eppendorf tiipler
icerisinde 453 g hizda 5 dakika santrifiij edilerek c¢oktiriilmistiir. Diger kiiltiir
kaplarinda ise deseliilerizasyon islemleri uygulandiktan sonra hiicre kaziyici
(Corning, ABD) yardimi ile MKH-dEM kazinarak eppendorf tiiplere aktarilmustir.
Tiiplerden alman 100 pl hacimdeki 6rneklere iPrep™ PureLink™ gDNA Blood Kiti
ve iPrep™ Purification Device (Thermo Fisher, ABD) kullanilarak iiretici firmanin
DNA izolasyon prosediirii takip edilmistir. izolasyon islemi sonrasinda Nanodrop
1000 (Thermo Fisher, ABD) kullanilarak spektrofotometrik 6lgtim yapilmigtir. DNA
Olgtim islemine paralel olarak immiinfloresan inceleme islemi uygulanmistir. Bu
amacla kiiltiir kaplarindan besiyeri aspire edilip, PBS ile yikandiktan sonra
deseliilerizasyon islemi uygulanan ve uygulanmayan ylizeylerde soguk etanol
(Merck-Millipore, ABD) ile fiksasyon yapilmus, iizerine DAPI (Abcam, Ingiltere)
damlatilmis ve lamel ile kapatilmistir. Leica DMI 6000B Microsystems
immiinfloresan mikroskobu ve Leica Application Suite (Almanya) programi

kullanilarak yiizeyler incelenmistir.
3.7.2. immunfloresan Mikroskobu ile EM Yapisinin Incelenmesi

Elde edilen MKH-dEM yapilarinin immiinfloresan teknigi ile incelenmesi
amaciyla fikse edilen kiiltiir ylizeyleri once %5 BSA (Sigma Aldrich, ABD) iceren
PBS ile yikanmistir. Takiben fibronektin antikoru (1/100 diliisyon, Santa Cruz, SC-
6952, ABD) ile nemli ortamda +4°C’de gece boyunca inkiibe edildikten sonra FITC
isaretli ikinci antikor (1/100 diliisyon, Santa Cruz, SC-2024, ABD) 37° C’de nemli
ortamda inkiibe edilmistir. Sonrasinda DAPI ile boyama yapilmis ve lamel ile
kapatilan ylizeyler Leica DMI 6000B Microsystems Fluoresan mikroskobu ve Leica
Application Suite kullanilarak incelenmistir. Mavi ve yesil kanallarda elde edilen

goriintliler Image J (NIH, ABD) programu ile birlestirilmistir.
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3.7.3. Cevresel Taramali Elektron Mikroskobu ile inceleme Yapilmasi

Uretilen MKH-dEM yapilarmin aydinlatilmasi amaciyla Bilkent Universitesi,
Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi (UNAM)’den elektron mikroskobu
caligmalari i¢in hizmet alim1 yapilmistir. Bu amacla 6 kuyucuklu kiiltiir kabi igerisine
yerlestirilen lamel (coverslip) iizerinde iiretilen EM yapilar1 deseliilerizasyon islemi
oncesinde ve sonrasinda incelenmek amaciyla soguk metanol kullanilarak fikse
edilmistir. Sonrasinda yiizeyler tiizerinde altin-paladyum kaplama yapilmis ve
cevresel taramali elektron mikroskobu (Environmental scanning electron microscope
- ESEM) FEI Quanta 200 FEG (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile incelenmistir.

3.7.4. Total Glukozaminoglikan (GAG) Miktarinin Saptanmasi

MKH-dEM bilesimindeki total glukozaminoglukan miktarini saptamak tizere
spektrofotometrik analiz i¢in Blyscan Glycosaminoglycan Assay Kit (Biocolor,
Ingiltere) kullanilmistir. 6 kuyucuklu kiiltiir kabi igerisinde iiretilen EM yapilari, 1
mg/10 mL konsantrasyonda papain (Sigma Aldrich, ABD) igeren 0.2 M’lik sodyum
fosfat tamponu (Na2HPOs — NaH2PO4, pH 6.4) (Sigma Aldrich, ABD) ile 3 saat
stireyle 60 °C’de su banyosunda (Thermolab 1086, GFL, Almanya) inkiibe
edilmistir. Boylece yap1 biinyesindeki GAG yapilart serbestlestirilmis ve Tretici
protokolii takip edilerek renkli bilesen olusturmasi amaciyla kit icerigindeki boyar
bilesenle karistirilmistir. Ornekler 96 kuyucuklu kiiltiir kabi igerisinde referans
standart ile birlikte Tecan Sunrise (Avustralya) mikroplate okuyucu kullanilarak 625
nm’de okutularak 6l¢iim yapilmistir, absorpsiyon degerleri iizerinden kalibrasyon

egrisi ¢izilmis ve elde edilen denklem kullanilarak miktar tayini yapilmustir.
3.8. Total Protein izolasyonu ve Protein Kompozisyonunun Arastiriimasi

MKH-dEM yapisindaki protein kompozisyonunu aydinlatmak iizere Kog
Universitesi, Proteomik Arastirma Merkezi’nden hizmet alimi yapilmustir.
Osteojenik farklilagsma besiyeri ile tiretilen MKH-EM, %0,5’lik Triton X-100 ve 20
mM NH4OH igeren PBS kullanilarak Bolim 3.6.1.°de agiklanan yontem ile
deseliilerize edilmistir. Takiben buz iizerisinde ¢alisilarak MKH-dEM yapisindan
RIPA Lysis Buffer System (Santa Cruz, ABD) ile total protein izolasyonu
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yapilmistir. Bu islem igin 100 ul PMSF ¢ozeltisi, 100 pl sodyum ortovanadat ve 150
ul proteaz inhibitor kokteyl ¢ozeltisi 10 mL RIPA Lysis Buffer ile karistirilarak
izolasyon ¢Ozeltisi hazirlanmistir. Kiiltiir kaplarina 1 mL izolasyon ¢ozeltisi eklenmis
ve +4°C’de soguk oda igerisinde 30 dakika siireyle orbital ¢alkalayici lizerinde diisiik
hizda inkiibasyon yapilmistir. Sonrasinda yiizey kaziyict ile MKH-dEM yiizeyden
kazinmig ve protein baglanma kapasitesi diisiikk olan 1.5 mL’lik eppendorf tiiplere
(Sigma Aldrich, ABD) aktarilmistir. %50 pulse ile sonikasyon cihazinda
(ProbeTec™ ET, BD, ABD) inkiibe edilen tiipler +4°C’de 14.000 g hizda 15 dakika
siireyle santrifiij edilmistir. Ust s1v1 yeni eppendorf tiiplere (n=3) aktarilmis ve Kuru
buz icerisinde Ko¢ Universitesi'ne transfer edilmistir. Proteomik Arastirma
Merkezi’nde ¢o6zeltiden enzimatik kesme (insolution digest) yontemi sonrasinda
nano Liquid Chromatography, UltiMate 3000 NCS-3500RS (Thermo Scientific,
ABD) ve Thermo Scientific Q Exactive Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometry
(Thermo Scientific, ABD) cihazinda 300 nL/dakika akis hizinda 100 dakika siireyle
analiz yapilmigtir. Thermo Proteome Discoverer 1.4, Mascot (Matrix Science, ABD)
ve Sequest programlart ve Uniprot (208) veritaban1 kullanilarak protein tayini
gerceklestirilmistir.  Tanimlanan proteinlerin siniflandirilmast i¢in  Venny 2.1
(BioinfoGP, ABD) programi ve Human Matrisome Data Seti (MIT, The Hynes Lab,
ABD) (209) kullanilmustir.

3.9. istatistiksel Analiz

Is paketleri kapsaminda en az ii¢ tekrarli sekilde yapilan ¢alismalardan elde
edilen nitel ve/veya nicel veriler diizenlendikten sonra uygun istatistiksel
yontemler/testler secilerek istatistiksel degerlendirme yapilmistir (210). Hesaplama
asamasinda istatistiksel analiz programi (SPSS) ve grafiklerin ¢izilmesi asamasinda

ise GraphPad Prism (ABD) programi kullanilmugtir.
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4. BULGULAR

4.1. Kemik Tligi Nakli Sirasinda Kullamilan Filtre ve Torba Sistemlerine

Takilmis Olan Hiicrelerin Izole Edilmesi

Nakiller sirasinda kullanilan filtre ve torba sistemlerinin, izolasyon ¢6zeltisi
ile temizlendigi ve sistemde takilan hiicrelerin izole edildigi gdzlenmistir. Inkiibatér
icerisindeki inkiibasyon siiresi sonrasinda eritrosit ylkiiniin azaldigi ve c¢ozelti
renginin agildig1 tespit edilmistir. Santrifiij islemi ile hiicreler pellet seklinde
¢oktiiriilmiis ve sayim islemi sonrasinda %95 iizerinde canlilik ile hiicrelerin izole
edilebildigi ve hiicre sayismin genis bir dagilima sahip oldugu saptanmstir. Islem

basamaklar1 Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’te gosterilmistir.

Sekil 4.1. Filtre ve torba sisteminde takilan hiicrelerin izole edilerek Falcon tiiplere
aktarilma asamalarma ait fotograflar. (A) Islem &ncesinde torba ve filtre sistemin
fotografi. (B) Sisteme torba tarafindan yikama ¢o6zeltisi aktarilmistir. (C) Yikama
islemi ile torba temizlenmistir. (D) Yikama islemi ile filtreler de temizlenerek rengi
acilmistir. (E) Sistem igerisine takilan hiicreler 50 mL’lik tiiplere boliinmiistiir.
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Sekil 4.2. Tiip icerisinde lizis asamasi ve hiicre pelletinin eldesine iligskin fotograflar.
(A) Eritrosit lizis islemi Oncesi tiip fotografi. (B) 37 °C’de inkiibasyon sonrasi

kirmiz1 rengi agilan ve eritrosit lizis gerceklesen tlip fotografi. (C) Santrifiij islemi
sonrasinda tiip tabaninda hiicreler pellet seklinde izole edilmistir.
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Sekil 4.3. Filtre ve torba sistemlerinden izole edilen hiicre sayilari. Degerler genis

dagilima sahip oldugu icin kutu grafigi kullanilmistir. Hiicre sayilari sirasiyla
13x105, 56 x10°, 58 x10°, 73 x10°, 100 x10°. (Min: 13 x10%, 25. Yiizdelik: 34,5 x10°,
Ortalama: 60 x108, 75. Yiizdelik: 86,5 x10°, Max: 100 x10°)

4.2. Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

Kiiltiir islemi baslangicinda heterojen hiicre populasyonunu oldugu ve ters faz
151k mikroskobu ile incelendiginde hiicrelerin kiiresel goriiniimlii oldugu tespit
edilmistir. Takip eden 1 hafta igerisinde kiiltiir yilizeyine yapisan, MKH ile
karakterize igsi goriinimlii hiicrelerin gozlenmesi ile besiyeri yenilenmistir. 3 giinde
1 defa besiyerinin degistirilmesi ile heterojen hiicre populasyonunun homojen
sisteme doniistiigii gozlenmistir. Boylece koloni olusturarak ¢ogalan MKH kiiltiiriine

gecilmistir. Hiicreler pasaj 1, pasaj 2 ve deneylerin yapildig: pasaj 3 kiiltiirii sirasinda
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da koloni olusturarak homojen morfolojide ¢ogalmistir. Elde edilen goriintiiler Sekil

4.4 ve 4.5°te gosterilmistir.

Sekil 4.4. Kiiltiir islemi sirasinda ters faz 151k mikroskobu kullanilarak ilk bir haftalik
siirede elde edilen goriintiiler. Kiiltiir yiizeyine ekilen hiicreler baglangicta yilizeye
yapigsmadan kiiresel bigimde gozlenirken (A), takip eden giinlerde (kirmizi okla
gosterilen) ylizeye yapisan fibroblast goriinlimlii hiicreler tespit edilmistir (B). Kiiltiir
ortaminin yenilenmesi ile bu hiicrelerin koloni olusturdugu (C) ve ¢ogaldigi (D)
saptanmistir. Fotograflar 4x objektif ile ¢ekilmistir.

Sekil 4.5. Pasaj 1 ve pasaj 2’de hiicrelerin ters faz 151k mikroskobu kullanilarak
cekilen goriintiileri. DMEM-LG ve %10 FBS kullanilarak devam ettirilen hiicre
kiiltiirti caligmasi sirasinda hiicrelerin pasaj 1 (A) ve pasaj 2’de (B) spesifik
morfolojilerini koruyarak c¢ogaldigi, spontan farklilasmaya ugramadigi tespit
edilmistir. Fotograflar 4x objektif ile ¢cekilmistir.
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4.3. Mikoplazma Kontaminasyon Kontrolii

Mikoplazma kontaminasyonunun kontrolii i¢in elektroforez islemine tabi
tutulan agaroz jel, goriintiileme sistemi ile incelendiginde dondrlerin mikoplazma
kontaminasyonu tagimadigi tespit edilirken pozitif kontrolde ise 270 bp’lik DNA
band1 gozlenmistir (Sekil 4.6).

1 - DNA ladder

Donor 1

Donor 2

Donor 3

Donor 4

Donor 5

Negatif Kontrol

Pozitif Kontrol (270 bp)

200 bp
100 bp

0O NOULL B WN
(R A S T )

Sekil 4.6. Elektroforez islemi sonrasinda agaroz jelin goriintiisii. Kuyulara sirasiyla
DNA ladder, Donér 1, Donér 2, Dondr 3, Donor 4, Dondr 5, Negatif kontrol ve
pozitif kontrol yiiklenmistir. Pozitif kontrol orneginde 270 bp’de DNA bandi
saptanmuistir.

4.4. Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyon Calismalari
4.4.1. Akim Sitometri Cihaz ile Yiizey Ekspresyonlarimin Saptanmasi

DMEM-LG ve %10 FBS kullanilarak ¢ogaltilan hiicreler yiizey antijenleri
acisindan degerlendirildiginde stromal antijenler olan CD105, CD90, CD73, CD29
ekspresyonlar1 agisindan pozitif iken hematopoetik antijenler olan CD34, CDA45 ve
MHC antijeni olan HLA-DR ekspresyonu agisindan negatif oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen analiz sonuglar1 Sekil 4.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Akim sitometri analiz sonuglar1. A. Ileri sagilma (forward scatter) ve yana
sacilma (side scatter) B. Otofloresans degerleri C. CD90 FITC — CD105 PE, D.
CD90 FITC — CD34 APC E. CD105 PE — CD34 APC F. CD73 PE — CD45 APC G.
CD29 APC — HLA-DR PE populasyon dagilimlar1 ve ekspresyon yiizdeleri

4.4.2. Adipojenik, Osteojenik ve Kondrojenik Farkhilasma Calismalari

21 giinliik in vitro farklilasma deneyleri sonunda, Sekil 4.8.’de gosterildigi
iizere kontrol caligmalarina kiyasla Oil Red O ile pozitif boyanan MKH’de

sitoplazmik yag vakuollerinin olustugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. Adipojenik farklilagma deneyine ilisgkin mikroskop goriintiileri. 21 giin
sonunda Oil Red O ile sitoplazmik yag vakuolleri kirmizi renge boyanmis (A ve B)
ancak biiylime besiyerinde c¢ogalan hiicrelerde (C) farklilasma ile karakterize
boyanma olmamustir. Fotograflar 4x ve 20x objektifler ile ¢ekilmistir.

21 giinliik in vitro kosullarda osteojenik farklilasma deneyi sonucunda koyu
renkte/kahverengi goriilen kalsiyum tuzlarinin biriktigi gézlenmis ve Alizarin Red S
ile osteojenik farklilasma tespit edilmistir. Sekil 4.9.’da goriildiigii tizere kontrol

kuyularinda ise herhangi bir boyanma olmamustir.

Sekil 4.9. Osteojenik farklilasma deneyine iliskin mikroskop goriintiileri. (A) ve (B)
fotograflarinda osteojenik farklilasma besiyeri varliginda hiicrelerin morfolojik
olarak degisiklige ugradigi ve koyu renkte/kahverengi goriilen kalsiyum tuzlarini
biriktirdigi gézlenmistir. Alizarin Red S boyamasi ile hiicrelerin osteojenik odaklar
olusturarak farklilagtig1 tespit edilmistir. Standart biiyliime besiyeri igerisinde ¢ogalan
hiicrelerde ise boyama gerceklesmemistir (C). Fotograflar 4x ve 20x objektifler ile
¢ekilmistir.

21 giinliik kondrojenik farklilasma deneyi sonuncunda olusan pellet
Toluidine Blue ile boyandiginda kondrojenik farklilasma uygulanan tiiplerde pellet
biinyesinde daha yogun ve daha yiikksek GAG {iretimi saptanmistir. Kontrol
pelletinde ise sadece i¢ kisimda hafif boyanma oldugu ve g¢eperlere dogru
boyanmanin soluklastig1 gdzlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Kondrojenik farklilasma deneylerine iliskin goériintiiler. (A) 15 mL’lik tiip
dibinde ok ucunda pellet gosterilmistir. (B) Kondrojenik farklilasma besiyeri
icerisinde gelisen pelletin kesit alinip boyanmasi sonucu mikroskop ile ¢ekilen
fotograf. (C) Biiylime besiyeri igerisinde gelistirilen pelletin kesit alinip boyanmasi
sonucu mikroskop ile ¢ekilen fotograf. Kontrol pelletinde sadece i¢ kisimda
boyanmanin oldugu ve ¢eperlere dogru soluklastigi gozlenmistir. Fotograflar 10x
objektif ile gekilmistir.

4.5. In Vitro Kosullarda MKH Kaynakhh EM Uretim Calismalar

Yapilan deneylerle %100 yogunluk sonrasi uzamis kiiltiir siirelerine ragmen
monolayer yapmin bozulmadigi, hiicre morfolojisinin degismedigi, hiicrelerin
spontan farklilasma gostermedigi saptanmistir. Gozle ve ters faz 151k mikroskobuyla
kiiltiir kaplar1 degerlendirildiginde ortalama 15 giinliik iiretim asamasinda DMEM-
LG tabanli besiyeri ile kiltir kabinda monolayer yapmin korundugu ancak EM
tiretimi i¢in tek basina yetersiz oldugu; 50 mg/L askorbik asit iceren DMEM-LG ve
AMEM kullanimi ile EM iiretimi yapilabildigi, osteojenik farklilasma ortami ile
daha fazla EM {iretilebildigi tespit edilmistir (Sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14 ve 4.15).
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Sekil 4.11. DMEM-LG ve %10 FBS kullanilarak EM iiretim asamasinin
degerlendirilmesine iligkin fotograflar. Normal besiyeri igerisinde uzayan kiiltiir
islemi sonrasinda hiicre morfolojisinin degismedigi, yogun ve siki hiicre tabakasinin
saglanabildigi ve korundugu tespit edilmistir. EM iiretimi i¢in 6nemli bir asama olan
hiicrelerin yiizeyden kalkmadan monolayer sekilde kalabildigi gozlenmistir.
Fotograflar 4x, 10x ve 20x objektifler ile ¢ekilmistir.

Ancak kiiltiir kab1 igerisinde bolgesel olarak bazi noktalarda bosluklarin
kalabildigi saptanmigtir. EM iretimi igin Onemli olan bu asamada besiyeri
kompozisyonuna 50 mg/L askorbik asit ilave edilerek 5 giinlik kiiltir islemi

sonrasinda bosluklarin kapandigi gézlenmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Kiiltiir ortaminda askorbik asit kullaniminin etkisi. DMEM-LG %10 FBS
ile kiiltiir sirasinda tespit edilen bosluklarin (A) askorbik asit ilavesi ile 5 giinliik
kiiltiir sonrasinda kapandigi saptanmigtir (B). Oklar bolgesel olarak saptanan bos
alanlar gostermektedir. Fotograflar 4x objektif ile ¢ekilmistir.
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Sekil 4.13. Askorbik asit ilaveli DMEM-LG ile EM iiretim siirecinin fotograflari.
%100 yogunluga ulasan hiicrelerde DMEM-LG + askorbik asit ilavesi yapildiginda
hiicrelerin tek bagina DMEM-LG igeren ortama kiyasla daha siki yap1 olugturmustur.
Fotograflar 4x, 10x ve 20x objektifler ile ¢ekilmistir.

ulasan hiicrelerde AMEM tabanli kiiltiir ortami1 kullanildiginda DMEM-LG +
askorbik asit ile saglanan goriiniime benzer morfoloji gézlenmistir. Fotograflar 4x,
10x ve 20x objektifler ile ¢ekilmistir.

Sekil 4.15. Osteojenik kiiltiir ortam1 kullanilarak EM {iretim igleminin fotograflari.
%100 yogunluga ulasan kiiltiirlerde osteojenik farklilagma ortami ile kiiltiir islemi
devam ettirildiginde ise hiicrelerin kiiltiir ylizeyinde osteojenik farklilagma ile
karakterize siyah-kahve renkli kalsiyum tuzlarinin biriktigi, hiicre tabakasinin
lizerinde daha fazla EM firetiminin yapildigi, hiicre hatlarinin goriilemedigi tespit
edilmistir. Fotograflar 4x ve 10x objektifler ile ¢ekilmistir.
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4.6. In Vitro Kosullarda MKH Kaynakli EM Eldesi icin Deseliilerizasyon

Cahismalan

Standart kiiltiir isleminin ardindan, EM {iretimin artmasini saglayacak sekilde
DMEM-LG ve askorbik asit kullanilarak 15 giinliik ilave kiiltiir siireci sonras1t EM
yapist gozle ve mikroskop tespit edilebilir seviyeye ulasmistir. Besiyeri aspire
edilerek kiiltiir ylizeyi PBS ile yitkanmigtir. Daha sonra literatiirde yaygin olarak
kullanilan 4 farkli deselliilerizasyon protokoliiniin (1- %0,5’1ik Triton X-100 ve 20
mM NH4OH iceren PBS ile inkiibasyon, 2- 20 mM NH4OH iceren distile su ile
inkiibasyon, 3-Tekrarli dondurma-¢ézme yontemi ve 4- 1 mM EDTA igeren PBS ile
deseliilerizasyon yontemi) etkinligi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore tekrarli
dondurma ¢ézme yonteminin ve 1 mM EDTA igeren PBS ile inkiibasyonun,
deseliilerizasyon isleminde hiicrelerin ylizeyden ayrilmamasi ve EM yapisinin

korunamamasi nedenleriyle basarili olamadigi tespit edilmistir (Sekil 4.16 ve 4.17).

Deseliilerizasyon Oncesi 24 Saat 36 Saat

Sekil 4.16. +4°C’de ImM EDTA-PBS ile yapilan deseliilerizasyon isglemine ait
goriintliler. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda hiicrelerin yiizeyde tutunmalarinin
azaldigi ancak yilizeyden kalkmadigi, 36 saatlik ilave inkiibasyon sonucunda da
deseliilerizasyon isleminin verimli olmadigi 4x ve 20x objektif ile c¢ekilen
fotograflarla tespit edilmistir.
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Deseliilerizasyon Oncesi 1. -80 inkiibasyonu 2. -80 inkiibasyonu

Sekil 4.17. Tekrarl1 dondurma ¢ézme yontemi ile yapilan deseliilerizasyon islemine
ait goriintiiler. -80°C’de 30 dakika, 37°C’de 30 dakika seklinde yapilan 2 tekrarl
inkiibasyon islemi ile hiicrelerin ylizeyden kalkabildigi, ancak dondurma-¢ozme
islemine bagli olarak monolayer yapmin korunamadigi, yiizeyde kirilmalar ve
yirtilmalar oldugu 4x ve 20x objektiflerle ¢ekilen fotograflarla gézlenmistir.

%0,5’lik Triton X-100 ve 20 mM NH4OH igeren PBS ve 20 mM
NH4OH igeren distile su ile yapilan deseliilerizasyon islemleri sirasinda
pipetleme yapildiginda veya calkalayici tizerinde diisiik hizda oda sicakliginda
inkiibasyon islemi uygulandiginda ise monolayer yapinin korunamadigi,

yiizeyden kalktig1 tespit edilmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. Pipetleme ve calkalayici iizerinde diisiik hizda inkiibasyon
uygulanarak yapilan deseliilerizasyon islemi sonrasinda EM goriintiileri.
Uygulanan kuvvete bagl olarak EM kiiltlir kabi igerisinde yiizeyden kismen
veya tamamen kalkmistir. Fotograflar 4x ve 10x objektifler ile ¢ekilmistir.
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Bu asamada hem hiicrelerin EM kompozisyonundan uzaklagmasini
saglamak, hem de EM yapisinin monolayer ve tamamen yiizeye tutunur yapisini
korumak iizere kritik islemin, deseliilerizasyonun ilk asamasinda pipetleme
ve/veya calkalayici lizerinde inkiibasyon yerine Tablo 4.1.’de agiklandig iizere
37 °C’de sabit bir sekilde inkiibasyon ve sonrasinda yiizeye tutunmayi arttirmak

iizere Ca*?/Mg*? igeren PBS ile nazik pipetleme oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.1. Uygulanan deseliilerizasyon yontemlerine ait sonuglar ve 6nemli
asamalar.

. N . Onemli
Ajan Yontem Siire Yap1 Asama Sonug
%0,5’1ik
Triton X- Ca-Mg
100 ve 20 0 igeren
mM ingizﬁb(;sdzn 5 dakika | Korunuyor PBS/ Basarili
NH,OH 4 Nazik
iceren pipetaj
PBS
20 mM Cl:;er'\e"r?
O
NH:OH ) 37 °C'de | 5 o 1ika Korunuyor | PBS/ Basarili
iceren inkiibasyon .
Y Nazik
distile su o
pipetaj
Tekrarl
dondurma | 30 dakika Iémlarak Basarisiz
) opuyor
¢Ozme
1mM Hiicrel
EDTA | +4°C’de wuereer
. o 36 saat yiizeyden Basarisiz
igceren inkiibasyon
PBS kalkmiyor

Elde edilen sonuglara gore %0,5’lik Triton X-100 ve 20 mM NH4OH igeren
PBS ve 20 mM NH4OH igeren distile su ile inkiibasyon yonteminin devam edecek

calismalarda uygun olacag tespit edilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Triton X-100 ve NH4OH iceren PBS ve NH4OH igeren distile su ile
deseliilerizasyon iglemine ait goriintiiler. (A) TCPS yiizeyde deseliilerizasyon oncesi
mikroskop goriintiileri, (B) %0,5°1ik Triton X-100 ve 20 mM NHsOH igeren PBS ile
deseliilerizasyon sonrasi goriintiiler, (C) 20 mM NH4OH iceren distile su ile
deseliilerizasyon sonras1 mikroskop goriintiileri. Tki yontemle de hiicreler yiizeyden
uzaklasmistir. MKH-dEM’in yiizeyden kopmadan, kirtlmadan ve katlanmadan
basariyla izole edildigi 4x ve 20x objektiflerle ¢ekilen fotograflarla tespit edilmistir.

4.7. Deseliilerizasyon isleminin Degerlendirilmesi
4.7.1. Kalinti DNA Miktarinin Arastirilmasi

DNA miktarlarinin deseliilerize edilmemis kontrol kuyularindan elde edilen
degerlere kiyasla %0,5’lik Triton X-100 ve 20 mM NH4OH igeren PBS ile
deseliilerizasyon sonrast %24,48; 20 mM NHsOH igeren distile su ile
deseliilerizasyon asamasinda ise %15,69 seviyesine kadar azaldigi saptanmistir
(Sekil 4.20). DAPI boyamasi ile sitoplazmik igerigin disar1 ¢iktig1 ve g¢ekirdegin
uzaklastirildigr gozlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.20. Total genomik DNA miktar tayini sonuglari. Degerler deseliilerize
edilmemis MKH-EM bilesimindeki DNA miktarina gére normalize edilmistir (p <
0.05).

Sekil 4.21. Deseliilerizasyon 6ncesi ve sonrast DAPI boyamalari ile immiinfloresan
mikroskop goriintiileri. A. TCPS yiizeyde deseliilerizasyon oncesi mikroskop
gorlintlisii, B. %0,5’lik Triton X-100 ve 20 mM NHsOH igeren PBS ile
deseliilerizasyon sonras1 goriinti ve C. 20 mM NHsOH igeren distile su ile
deseliilerizasyon sonrasi mikroskop goriintiisii. 63X objektif kullanilarak fotograflar
¢ekilmistir.

4.7.2. immiinfloresan Mikroskobu ile inceleme Yapilmasi

Askorbik asit iceren DMEM-LG ve osteojenik farklilasma besiyeri ile
tiretilen EM yapilart %0,5’lik Triton X-100 ve 20 mM NH4OH igeren PBS ve 20

MM NH4OH igeren distile su ile deseliilerize edilmeden 6nce ve sonra floresan
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eklentili mikroskop ile incelendiginde EM yapisindaki hiicrelerin deseliilerizasyon
islemi ile ortamdan uzaklastirildigi, fibronektin spesifik antikor ile boyanan EM

yapisinin korunabildigi gézlenmistir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22: Immiinfloresan ¢alisma sonuclarinin goriintiileri. (A) Askorbik asit
kullanilarak iiretilen EM yapisinin deseliilerizasyon oncesi, (B) %0,5’1lik Triton X-
100 ve 20 mM NH4OH igeren PBS ve (C) 20 mM NH4OH igeren distile su ile
deseliilerizasyon iglemi sonrasindaki goriintiileri. (D) Osteojenik farklilagsma besiyeri
kullanilarak iiretilen EM yapisinin deseliilerizasyon 6ncesi, (E) %0,5°lik Triton X-
100 ve 20 mM NH4OH igeren PBS ve (F) 20 mM NH4OH igeren distile su ile
deseliilerizasyon iglemi sonrasindaki goriintiileri. 63x objektif ile fotograflar
¢ekilmistir. (Fibronektin —Yesil / DAPI- Mavi).

4.7.3. Cevresel Taramah Elektron Mikroskobu ile inceleme Yapilmasi

Askorbik asit igceren DMEM-LG ve osteojenik farklilasma besiyeri
kullanilarak EM iiretimi ve sonrasinda deseliilerize edilmis EM yapilar1 elektron
mikroskobu kullanilarak incelendiginde TCPS yiizeyde EM yapisinin kullanilan
kiltiir ortami1 bilesimine gore farklilik gosterdigi, deseliilerizasyon islemi 6ncesinde
hiicrelerin EM {izerinde tespit edilebildigi, deseliilerizasyon islemi sonrasinda ise
ortamdan uzaklastirildigr gozlenmistir. EM {iretimi asamasinda askorbik asit
kullanimina kiyasla osteojenik farklilasma besiyerinin daha yogun, daha homojen bir
yap1 olusturdugu, %0,5’lik Triton X-100 ve 20 mM NH4OH igeren PBS ile
deseliilerize edilmis EM yapilar1 Ol¢ek biiyiitiilerek incelendiginde (40000x ve
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100000x) ise yapinin gézenekli bir morfolojiye sahip oldugu saptanmistir (Sekil 4.23
ve 4.24).

Sekil 4.23. Cevresel taramali elektron mikroskobu goriintiileri-1. (A) Askorbik asit
kullanilarak iiretilen EM yapisinin deseliilerizasyon oncesi, (B) %0,5’1lik Triton X-
100 ve 20 mM NH4OH igeren PBS ve (C) 20 mM NH4OH igeren distile su ile
deseliilerizasyon sonrasindaki elektron mikroskobu gorintileri. (D) Osteojenik
farklilagma besiyeri kullanilarak iiretilen EM yapisinin deseliilerizasyon oncesi, (E)
%0,5°1ik Triton X-100 ve 20 mM NH4OH iceren PBS ve (F) 20 mM NH4OH igeren
distile su ile deseliilerizasyon sonrasindaki elektron mikroskobu goriintiileri.
Biiyiitme degeri 15000x.
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Sekil 4.24: Cevresel taramali elektron mikroskobu goriintiileri-1l. Osteojenik
farklilasma besiyerinde %0,5’lik Triton X-100 ve 20 mM NH4OH igeren PBS ile
deseliilerize edilmis olan EM yapisinin elektron mikroskobu ile daha detayli
incelendiginde aseliiler yapida gozenekli morfolojiye sahip oldugu tespit edilmistir.
Biiyiitme degeri 40000x ve 100000x.

4.7.4. Total Glukozaminoglikan (GAG) Miktarinin Saptanmasi

Kit igerigindeki referans standartlar ve GAG yapisint boyayan madde
kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmis (Sekil 4.25) ve spektrofotometrik 6l¢iim
yaptlmistir. Askorbik asit iceren DMEM-LG ile osteojenik farklilasma besiyeri
kullanilarak iiretilen EM yapilarinda %0,5’lik Triton X-100 ve 20 mM NH4OH
iceren PBS ve 20 mM NH4OH igeren distile su ile deseliilerizasyon islemi sonrasi

total GAG miktar1 hesaplanmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. Kalibrasyon egrisi. Referans standartlar kullanilarak elde edilen
absorpsiyon degerleri ile denklem olusturulmus (y=0.1164x +0.0278), (R?=0,99083)
ve grafik ¢izilmistir.
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Sekil 4.26: Total GAG miktar1 grafigi. Olgiilen total GAG miktarlar1 sirasiyla 1.183,
1.054, 1.679 ve 1.52 pg’dir. Elde edilen sonuglara gore osteojenik farklilasma
besiyeri kullanimi ile daha fazla GAG iiretilmis, istatistiksel olarak anlamli fark
cikmigtir (p<0,05). Deseliilerizasyon yontemleri kiyaslandigi zaman istatistiksel
olarak anlamli fark gézlenmemis ancak Triton X-100 ve 20 mM NH4OH igeren PBS
kullanimi ile EM biinyesinde daha fazla GAG korunmustur (p>0,05).
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4.8. Total Protein Izolasyonu ve Protein Kompozisyonunun Arastirilmasi

Toplamda 3 6rnek kullanilarak izole edilen protein ¢dzeltisi 9 tekrarlt olacak
sekilde analiz edilerek (n=3, toplam 9 analiz) %0,01 FDR (false discovery rate) ile
2005 farkl1 protein tanimlanmistir. 2005 protein igerisinde 790 tanesinin (%39,4) her
ti¢ 6rnek icerisinde de bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4.27).

Ornek | Ornek Il

Ornek Il

Sekil 4.27. Saptanan proteinlerin 6rneklere gore dagilimmin gosterimi. Elde edilen
sonuglara gore 790 proteinin (%39,4) her ii¢ 6rnekte de bulundugu saptanmuistir.

790 protein insan matrizom veri seti (Human Matrisome Data Set) ile

karsilastirildiginda 11 proteinin eslestigi tespit edilmistir (Sekil 4.28).
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MKH-dEM Human Matrisome COL1A2
Data Seti COLBAL
CSPG4
CTGF
EDIL3
IGFBP7
(}6032) LMAN1
S100A10
S100A11
S100A13
S100A16

Sekil 4.28. Saptanan 790 MKH-dEM proteinin insan matrizom veri seti ile
kiyaslanmasinin venn semast ile gosterimi ve eslesen proteinlerin listesi.

Eslesen 11 proteinden COL1A2, COL6A1, CSPG4’iin EM yapisin1 olusturan
protein ailesi iiyesi; EDIL3, CTGF, IGFB2’nin hiicreler tarafindan ortama salgilanan
EM biinyesine tutunan protein ailesi liyesi ve LMANI, S100A10, S100Al1l,
S100A13, S100A16’nin ise EM baglantili protein ailesi liyesinden oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.29).

Il EM Cekidek Protein
[ Ortama Salgilanan Protein
[ EM Baglantili Protein

Sekil 4.29. Insan matrizom verisi ile eslesen proteinlerin EM ve iliskili protein
gruplarina gore dagilim grafigi.

3 ornek icin toplamda tayin edilen 2005 protein, EM ve iliskili protein
gruplarina gore arastirildiginda ise veri seti ile 103 protein eslesmistir (EK-1). 103
proteinden 37 tanesi EM yapisini olusturan protein ailesi iiyesi, 33 tanesi EM
baglantili protein ailesi {iyesi, 21 protein EM yapisini regiile eden protein ailesi iiyesi
iken 12 protein ise ortama salgilanan EM biinyesine tutunan protein ailesi {iyesi

oldugu saptanmistir (Sekil 4.30).
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I Ekstraselller Matriks Proteini
Il Ortama Salgilanan Protein
[ EM Baglantili Protein

[ EM Regiilatér Protein

Sekil. 4.30. 3 6rnek biinyesinde toplamda tayin edilen 2005 proteinden EM ve iliskili
protein gruplarina giren proteinlerin dagilim grafigi
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan c¢alismalardan elde edilen 6nemli sonucglarla MKH
kaynakli terapotik etki kabul edilmis durumdadir. Arastirmacilar artik etki
mekanizmasii aydinlatmak, daha gilivenli hale getirmek ve kisisellestirilmis tip
kavramina gore uyumlu sekle doniistirmeye calismaktadir. MKH birden fazla
dokudan izole edilebilir olmasina ragmen kemik iligi hala MKH izolasyonu i¢in ana
kaynak olarak kabul edilmektedir. Hatta, FDA’ya yapilan MKH kaynakli yeni
arastirma ilaci (Investigational New Drug, IND) basvurularinin yarisindan fazlasinin,
kemik iligi kaynakli oldugu goze carpmaktadir (7). Ancak kemik iligi izolasyonu
dondrde agr1 ve strese neden olan, lokal ve/veya genel anestezi altinda yapilan,
egitimli personel ve ameliyathane kosullar1 gerektiren girisimsel bir islemdir (211).
Kemik iligi nakli, hematopoetik kok hiicre nakli amaciyla hematolojik, metabolik
hastaliklar ve immiin sistem bozukliklarinda yaygin bir bigimde kullanilmaktadir.
Sadece Avrupa’da 2012 yilinda 35.000’in iizerinde, 2014 yilinda ise 40.000’in
tizerinde hematopoetik kok hiicre naklinin yapildigin1 ve Tiirkiye’nin de son 10 yil
icerisinde en fazla nakil yapan 5 iilke arasina girdigi bildirilmistir (212, 213). Nakil
islemi sirasinda kullanilan sonrasinda tibbi atik olarak uzaklastirilan filtre ve torba
sistemlerinin MKH izolasyonu amaciyla degerlendirilmesi bu asamada Onem

kazanmaktadir.

Bu ¢alisma kapsaminda kullandigimiz filtre ve torba sistemlerinden izole
edilen hiicre sayis1 13x10° ile 100x10° araliginda oldugu tespit edilmistir. Dagilim
genisligi, kullandigimiz 6rneklem biyiikligi kadar (n=5), donor yasi, kilosu,
cinsiyeti, nakil sirasinda sistem igerisine aktarilan aspire edilmis kemik iligi hacmi ve
nakil dncesi donore uygulanan hazirlik rejimi (mobilizan ajan kullanilma) durumu ile
orantilidir.  Literatiirde kisithh ¢alisma olmakla birlikte mevcut yayinlar
incelendiginde filtre ve/veya torba sistemlerinden izole edilen hiicrelerin de genis
dagilim gosterdigi tespit edilmistir (214-217). Sistem biinyesinde takilan hiicrelerin
izole edilmesi esnasinda uygulanan fiziksel kuvvet (¢alkalama, bastirma) ve eritrosit
yiikiinii azaltmak amaciyla kullanilan yikama ¢ozeltisinin MKH izolasyonu islemini
hizlandirdig1 ve kolaylastirdigini diistinmekteyiz. MKH izolasyonu amaciyla yaygin
olarak kullanilan, farkli yogunluklu (1,0-1,3 g/mL) polimerik ¢ozeltiler (Ficoll-
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paque™, Percoll™ ve RosetteSep™) ile olusturulan dansite gradient yontemi ise
gorece daha uzundur ve hiicreler sabit olmayan ara fazdan toplandigi i¢in uygulamasi
daha zordur. Ayrica polimerik ¢ozeltinin uzaklastirilmas: i¢in PBS ile tekrarli

yikama ve santrifiijleme islemi sonucu hiicre kaybi1 daha fazla olmaktadir (218-220).

In vitro kosullarda hiicre kiiltiirii siireci baslatildiktan sonra PCR ydntemi
kullanilarak  mikoplazma kontaminasyonu arastirtlmis ve kontaminasyon
saptanmamustir. Mikoplazma kontaminasyonunun in vitro kosullarda tespiti olduk¢a
zor olmakla birlikte, hiicre boliinmesi ve gogalmasini yavaslatan, protein, RNA ve
DNA sentezini bozan, gen ekspresyonu ve sinyalizasyon mekanizmasini etkileyen,
membran ve organel kompozisyonuna zarar veren, kromozomal degisikliklere sebep
olan 6nemli bir biyolojik safsizliktir (221, 222). Hatta literatiirdeki mevcut yayinlarin
%35’inin mikoplazma kontamine hiicreler kullanilarak elde edildigi bildirilmektedir
(223). Bu durum elde edilen sonuglarin giivenirligini azaltmaktadir. Farkli donor
kaynakli hiicre kiiltiirii isleminde mikoplazma yiikiiniin olmadiginin gosterilmesi,
diger is paketlerinin gerceklestirilmesi ve elde edilen sonucglarin yorumlanmasi

asamasinda olduk¢a 6nemlidir.

Hiicre kiiltiirii calismalari ile plastige yapisan ve koloni olusturarak ¢ogalan,
igsi gorintimlii, 6zgiil antijen ekspresyonuna sahip, uygun kimyasallar varhiginda
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasabilen hiicrelerin gézlenmesi, MKH
karakterizasyonu i¢in optimum Kriter olarak kabul edildiginden (82), izole edilen
hiicrelerin MKH oldugunun, filtre ve torba sistemlerinin MKH kaynagi olarak
kullanilabileceginin dogrulanmasini saglamistir. Liteatirde AMEM, DMEM-HG,
Optimem™ tabanli besiyerlerinin ve MCDB201™ gibi ek bilesenlerin kullanimia
iliskin sonuglar bulunmakla birlikte (224, 225), ¢alisma boyunca hiicre kiiltiirii
isleminde temel olarak kullandigimiz DMEM-LG, %10 FBS ve 2 mM L-Glutamin
bilesiminin MKH c¢ogalmasi, idamesi ve kokliilik o6zelliklerinin korunmasinda

yeterli oldugu saptanmustir.

Calismanin temel konusu olan in vitro kiltir ortaminda EM iiretimi

asamasinda normal besiyeri, 50 mg/L askorbik asit igeren besiyeri, aMEM ve
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osteojenik farklilasma besiyeri denenmistir. Elde ettigimiz sonuglar tek basina
DMEM-LG ve %10 FBS kullanimiin EM iiretimi i¢in uygun Ve yeterli olmadigin
gOstermistir. Literatiir ile uyumlu olarak 50 mg/L konsantrasyonda askorbik asit
kullanildiginda hiicrelerin daha siki yerlesim gosterdigi, EM iiretimini arttirdig1 tespit
edilmistir. Hatta normal kiiltiir ortam1 kullanilarak EM iiretimi asamasinda kiiltiir
kabi igerisinde bolgesel olarak bosluklarin kaldigi, ortama askorbik asit ilavesi ile bu
bosluklarin kapandigi gézlenmistir. Bu bulgularin, askorbik asit kullanimi ile
kollajen basta olmak {iizere diger proteinlerin sentezinin artmasina ve MKH
kokliliiginiin -~ korunduguna  iliskin ~ sonuglarla  (178-181) uyumlu oldugu
diistiniilmektedir. Bu asamada, bilesiminde 50 mg/L askorbik asit bulunan AMEM
denendiginde de, EM {iretimi agisindan askorbik asit ilave igeren normal besiyeri ile
ayni etkiye sahip oldugu saptanmistir. Bilesiminde dogrudan askorbik asit icerdigi
icin AMEM daha stabil ve kullanim1 daha kolay olsa da, yiiksek 6lgekte EM iiretim
stirecinde maliyetin arttig1 tespit edilmistir. Osteojenik farklilasma besiyeri
kullanilarak EM firetimi siirecinde ise EM yapisinin daha yogun ve fazla oldugu,
osteojenik farklilagma ile karakterize koyu kahve-siyah renkli kalsiyum
depozitlerinin olustugu gozlenmistir. Bu asama MKH tarafindan kemik yapisina
benzer EM iiretimini sagladig: i¢in literatlirde 6zel liretim olarak adlandirilan siirece

ornek teskil etmektedir.

EM fiiretim siireciyle ilgili literatiirdeki yayinlar incelendiginde kiiltiir yiizeyi
lizerine protein ve/veya polimer ile kaplama yapildiginda, hiicre yapismasi,
cogalmasi ve EM iiretiminin hizlandigi, deseliilerizasyon agamasinda ise yapinin
yiizeyden kopmasinin engellendigi agiklanmaktadir. Ancak kaplama materyali
tizerinde gelistirilen EM yapisi ile kaplama birbirinden ayrilamayacagi gibi, cogalma
ve EM iiretim asamasinda MKH gen ve protein ekspresyonu etkilenmekte ve bu
durum dolayli olarak EM kompozisyonunda degisime neden olmaktadir (24, 159,
181, 186, 187, 193, 226). Girisime neden olacak bu durumu ortadan kaldirmak
amaciyla, ¢alisma kapsaminda MKH kiiltiirii i¢in temel yiizey olarak kabul edilen
TCPS ozellikte kiiltiir kaplar: kullanilmistir.
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Calisma kapsaminda EM izolasyonu ve deseliilerizasyon siirecinde literatiirde
yaygin olarak kullanilan yontemler denenmistir. Kullanilan yontemlerin 1-Hiicre tipi
ve 2-Uretilen EM yapisi’na gore optimize edilmesi gerektigi gézlenmistir. Ornegin
tekrarli dondurma ¢6zme yonteminde yiizeyde kiriklar ve kopmalar tespit edilirken,
soguk EDTA uygulamasinin ise yiizeyden ayrilmaya yetecek kadar etkili olmadigi
saptanmustir. Triton X-100 ve NH4OH iceren PBS ile NH4OH igeren distile suyun,
MKH kaynakli EM yapisinin aseliiler hale getirilmesinde basarili ve etkili oldugu,
ancak bu islemin 37°C’de inkiibasyon yapilarak uygulanmasi gerektigi, yaygin
olarak kullanilan diisiik hizda orbital calkalayicida inkiibasyon veya pipetleme
isleminin tretilen EM’nin yilizeyden kopmasina, tek tabaka ozelligin bozularak
kenarlardan katlanmasina neden oldugu gozlenmistir. Bu siirecte, deseliilerizasyon
islemi sonrasinda yikama asamasi da olduk¢a onemlidir. ik yikama asamasinda
Ca*?/Mg*? igeren PBS kullaniminin &nemli bir etkiye sahip oldugu ve yapinin
monolayer sekilde yiizeyde korunmasini sagladigi tespit edilmistir. Hiicre adezyonu
islemi, pH bagimh sekilde, negatif yiiklii yiizeyde divalent katyon iyonlarin varlig
ile diizenlendiginden (227, 228); benzer etki ile deseliilerize edilmis EM
kompozisyonunda bulunan proteinlerin  konformasyonunun, yapisinin ~ ve
kararliliginin iyon etkisi ile degiserek (229) TCPS iizerinde tutunmasinda 6nemli rol

oynadig diisiiniilmektedir.

EM biitiinliigiiniin  makroskobik ve mikroskobik seviyede korunmasini
saglayan deseliilerizasyon yontemleri saptandiktan sonra kalinti DNA igerigi
incelenmistir. Kalintt DNA igeriginin saptanmasi, deseliilerizasyon islemi sonrasinda
elde edilen materyalin in vivo kullanima uygunlugunu degerlendirmek amaciyla
yaygin olarak kullanilan yontemdir. Elde edilen sonuglara goére genomik DNA
miktari, kontrole kiyasla Triton X-100, NHsOH iceren PBS kullanildiginda %24,48
seviyesine, NH4OH igeren distile su kullanildiginda ise %15,69 seviyesine kadar
azaltigit ve bu Olciimler arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmistir. DAPI boyasi ile elde edilen goriintiiler de bu sonuglar1 desteklemistir.
Literatiirde kabul goren kalinti DNA limiti, 300 bp’den kisa olacak sekilde 50 ng
DNA/mg deseliilerize edilmis ve kurutulmus EM oldugu bildirilmektedir (230).

Calismamiz kapsaminda EM yapilar1 kurutulmamistir ancak, normalize edilmemis
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DNA miktarlart Triton X-100 ve NH4OH igeren PBS ile deseliilerize edilmis MKH-
dEM biinyesinde ortalama 42,53 ng, NH4OH igeren distile su ile deseliilerize edilmis
MKH-dEM biinyesinde ise 27,28 ng olarak Olcllmiistir. Bu degerler
deseliilerizasyon yonteminin daha uzun siirede yapilmasi, deseliilerize edici ajan
konsantrasyonunun ve yikama islemlerinin arttirilmasi ile azaltilabilir ancak bu sefer
de EM kompozisyonunda yapisal ve igerik olarak bozulmalar meydana gelebilir.
Ancak DNA yapisinin tamamen uzaklastiritlmasi mimkiin degildir. Gilbert ve ark.
(197) tarafindan yapilan c¢alismada deseliilerize edilmis ticari olarak kullanilan
triinlerde bile kalinti DNA oldugu bildirilmistir. Ayrica materyalin in vivo
kullanimimi ve immiinojenik karakterini degerlendirmede kalinti DNA miktarinin
saptanmasi tek basina yeterli degildir. Ornegin ksenojenik ve allojenik nakillerde
doku biinyesindeki kalintt MHC (major histocompatibility complexes) miktarinin
saptanmasi daha onemlidir (191). Bu g¢alisma kapsaminda elde edilen MKH-dEM
yapisinin in vivo kullanimi hedeflenemediginden kalintt MHC miktar tayini

yapilmamustir.

Immiinfloresan teknigi ile, askorbik asit iceren DMEM-LG ve osteojenik
farklilagsma kiiltiir ortamu ile tretilen EM yapilari, deseliilerizasyon Oncesinde ve
Triton X-100 ve NH4OH igeren PBS ve NH4OH igeren distile su ile deseliilerizasyon
sonrasinda fibronektin spesifik antikoru ve DAPI ile boyanarak incelenmistir. Elde
edilen goriintiilere gore, secilen deseliilerizasyon yontemleri hem DNA miktarin
azaltmis, hem de EM’in major bilesenlerinden olan fibronektin yapisini korumustur.
Bu veriler literatiirdeki yayinlar ile uyumlu olmakla birlikte, kalitatif 6zellikte oldugu
icin iki farkli deseliilerizasyon yonteminin birbirine gore kiyaslanmasinda yeterli
degildir. Fibronektin dimerik yapida bir protein olup (440 kDa), EM
kompozisyonunda integrin aracili hiicre adhezyonu siirecinde major komponent
olarak gorev almaktadir. En bilinen integrin baglanma motifi olan RGD (Arg-Gly-
Asp) sekansi fibronektin yapisinda bulunmaktadir. Fibronektin  yapisinin
korundugunun gosterilmesi onemlidir ¢linkii Ramanathan ve Karuri tarafindan
yapilan ¢alismada dEM biinyesindeki fibronektin seviyesi azaldigi zaman in vitro
kosullarda yap1 tlizerine hiicre adhezyonunun azaldigi, in vivo uygulamalarda ise

immiin yanitin arttig1 tespit edilmistir (231, 232).
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ESEM sonuglar1 bu ¢alismanin 6nemli asamalarindan birini olusturmaktadir.
Ters faz 151k mikroskobu ve floresan pargali mikroskop sadece belirli seviyede
incelemeye olanak tanirken, ESEM ile askorbik asit iceren DMEM-LG ve osteojenik
farklilagsma besiyerlerinin ve iki farkli deseliilerizasyon yonteminin EM topografisine
olan etkisi 1 um’lik dlgege kadar degerlendirilmistir. Elde edilen goriintiilere gore,
deseliilerizasyon islemi 6ncesinde hiicreler EM ile iizerinde ve/veya igerisinde parlak
beyaz renk ile tespit edilirken, deseliilerizasyon islem sonrasinda sitoplazmik igerigin
azaltilmasi sonucu bu goriintiiniin degistigi saptanmistir. Askorbik asit igeren
DMEM-LG’ye kiyasla osteojenik farklilasma besiyeri ile daha yogun, daha benzer
ve muntazam yapida EM fdretildigi tespit edilmistir. Bu sonucun, diger is
paketlerinden elde edilen verilerle uyumlu oldugu saptanmistir. Osteojenik
farklilasma besiyeri kullanimu ile iiretilen ve Triton X-100 ve NH4OH iceren PBS ile
deseliilerize edilen MKH-dEM yapisinin insan trabekiiler kemik goriintiisiine benzer
morfolojiye sahip oldugu gozlenmistir (233). Literatirde konu ile ilgili mevcut
calismalar arasinda bu tiir bir sonu¢ bulunmadigi tespit edilmis olup daha ¢ok
fibriller yapida MKH-dEM’in izolasyonu bildirilmistir (181, 202). Trabekiiler kemik,
kok hiicre nisinin bulundugu yer olarak tanimlanmaktadir. Elde ettigimiz bu sonug,
kemik iligi nisinin osteojenik farklilasmis MKH tarafindan yapildigi (51) in vitro
kiiltiir ortaminda nis benzeri bir yapmin olusturulabildigi savin1 desteklemektedir. /n
vitro kiiltiir ortaminda trabekiiler kemik morfolojisine sahip yapinin MKH-dEM ile

tiretilebildiginin gosterilmesi bu tezin 6nemli ¢iktilarindandir.

Glukozaminoglikanlar (GAG) tekrarli disakkarit tinitelerini biinyesinde
barindiran, negatif yiiklii, hidrofilik karakterli, uzun, dallanmamis zincirlerdir. GAG
yapilar1 protein ile baglanarak proteoglikan olarak adlandiriimakta, ECM biinyesinde
su tutulumunu ve fiziksel giliglere karsi direncin korunmasini saglamaktadir (234).
Kullanilan Glycosaminoglycan Assay Blyscan™ Kiti (Biocolor, ingiltere) ile, MKH-
dEM biinyesindeki siilfatlanmis GAG yapilarmin 1,9-dimethylmethylene blue ile
renkli bilesenler olusturmasiyla spektrofotometrik olarak miktar tayini yapilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, osteojenik farklilasma besiyeri ile EM biinyesinde daha
fazla GAG iretiminin saglandigi tespit edilmistir. Deseliilerizasyon yontemleri

arasinda ise istatistiksel olarak fark olmamakla birlikte Triton X-100 ve NHsOH



57

iceren PBS ile deseliilerizasyon islemi ile EM biinyesinde daha fazla GAG yapisinin

korundugu saptanmustir.

Total protein kompozisyonunun aydinlatilmasi bu ¢alisma bilinyesindeki
onemli is paketlerinden birisidir. Literatiirdeki mevcut c¢aligmalar, MKH-dEM
yapisinin kiiltiir ylizeyi olarak kullanilmasini ve boylece in vitro ve in vivo kosullarda
hiicresel olaylardaki degisimini saptamayir hedeflemistir (190, 191, 235). Ancak
hiicresiz tedavi yaklasimina gore, elde edilen preklinik sonuglarin Kklinikte
uygulanabilir hale gelmesinde terapotik etkiden sorumlu biyoaktif bilesen veya
bilesenlerin saptanmasi hayati 6nem tagimaktadir. Calisma kapsaminda daha onceki
is paketlerinden elde ettigimiz veriler dogrultusunda, osteojenik farklilasma besiyeri
ile tretilip, %0,5’lik Triton X-100 ve 20 mM NH4OH igeren PBS ile deseliilerize
edildiginde insan trabekiiler kemik benzeri morfolojiye sahip oldugunu gosterdigimiz
MKH-dEM yapist (n=3, toplam 9 tekrar) nLC-MS/MS ile protein bilesimi agisindan
degerlendirildiginde 2005 farkli protein %0,01 FDR ile tanimlanmistir. Bu sonug,
RIPA protein izolasyon tamponu, ¢o6zeltiden enzimatik kesme yontemi ve nLC-
MS/MS teknigi ile elde edilmis olup, farkli izolasyon yontemleri ve cihaz

kombinasyonlarin kullanimi ile protein sayisinda degisiklik olabilir (236, 237).

EM protein kompozisyonu (matrisome) baslica I- EM yapisini olusturan
cekirdek proteinler, II- Yapiyt diizenleyen regiilator proteinler, III- Cekirdek
proteinler ile iligkili olan proteinler ve 1V- Ortama salgilanmis, EM yapisina
tutunmus, baglanmis proteinler olmak iizere dort ana gruba ayrildigindan (25)
tanimlanan proteinler de bu gruplara gére Human Matrisome Data Set (209) ile
karsilastinlmistir. Ug 6rnek biinyesinde de bulundugu gosterilen 790 proteinden
yalnizca 11 protein ile eslesme saptanmistir. Bu proteinlerden kollajen tip | alfa-2
zinciri (COL1A2), kollajen tip 6 alfa-1 zinciri (COL6AL) ve kondroitin siilfat
proteoglikan-4 (CSPG4) EM yapisint olusturan ¢ekirdek protein ailesi iiyesidir.
COLI1A2’nin eksprese ettirildigi osteoprojenitdr hiicrelerin osteogenesis imperfecta
hastaliginda (238), COL6A1’in ise kikirdak hasarinda MKH ile birlikte
kullanilmasima iliskin (239) calismalar literatiire yeni girmistir. CSPG4’lin ise

saglikli dokularda kokliiliigiin ve hipoksik 6zelligin korunmasinda, anjiyogenezde ve
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perisit fonksiyonlarinda goérev aldigi bildirilmistir (240, 241). Bag doku biiyiime
faktorii (CTGF) ve insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayan protein-2 (IGFB2) ise
hiicreler tarafindan salgilanan, EM yapisina tutunan protein ailesindendir. Battula ve
ark. (242) CTGF’nin kemik iliginde adipojenik farklilasmay1 ve 16semik hiicrelerin
kemik iligine yerlesmesini baskilayici, hastaligin ilerlemesini engelleyici etkide
oldugunu bildirmistir. IGFB2’nin nis biinyesinde hematopoetik kok hiicre
cogalmasimi ve idamesini destekleyici gorevi bulunmaktadir (243, 244). Mannoz
baglayan protein-1 (LMANTI), kalsiyum baglayan protein A10 (S100A10), All
(S100A11), A13 (S100A13) ve Al6 (S100A16) ise EM baglantili protein ailesi
tiyesindendir. LMANI1’in hiicre yaslanmasini engelleyici gorevi oldugu ve yash
MKH’de arttig1 bildirilmistir (245). S100 protein ailesinin ise hipoksik 6zelliklerin
idamesi ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (246, 247). Her ne kadar EM biinyesini
olusturan proteinler saptanabilmis olsa da yalnizca 11 protein iizerinden esleme
nedeni arastirildiginda Human Matrisome Data Setinin (209) kalin bagirsak,
karaciger, multiple myeloma, melanoma, metastatik dokular, meme kanseri ve over
kanseri dokularina ait sonuglardan elde edilen verileri de barindirdigi, yalnizca iki
caligmada insan kemik iligi ve MKH-dEM ile ilgili sonu¢larin bulundugu, MKH-
dEM {iretim asamasinda ise askorbik asit kullanildig1 tespit edilmistir. Bu
sebeplerden otiirli veritabani ile eslesmeyen proteinler calismamizin 6zgiinliigi ve

Onemini arttirmaktadir.

Toplamda tanimlanmis olan 2005 protein, EM ve iliskili proteinler agisindan
Uniprot (208) ftizerinden manuel olarak arastirildiginda 103 proteinin eslestigi
saptanmistir. Bu proteinler arasinda benzer sekilde 1- EM yapisint olusturan, 2- EM
yapisina baglantili olan, 3- Ortama salgilanip EM biinyesine baglanan ve 4- EM
yapisini regiile etme 6zelligine sahip olan proteinler de tespit edilmistir (EK-1). EM
yapisini olusturma ve regiile etme gorevlerinin yaninda CTHRC1, FND3CB, FRAS1
ve TNC’nin osteojenik farklilagsmayi arttirdigi; CXCR4, DCN, EGFLAM, SDC2 ve
THBS1’in hematopoetik kok hiicrenin nise tutunmasini ve sessiz evrede kalmasini
sagladigi; FBN1’in  eritroid projenitorleri, PRG4’lin ise megakaryosit
farklilasmasinin indiiklendigi; EDIL3, ENG ve THBSI’in vaskiiler sistemi
indiiklendigi, PSAP, TECTA ve TNC’nin ise norojenik sistemin indiiklendigi tespit
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edilmistir. ARP2, CEMIP ve EDIL3’{in hiicre migrasyonunda ve hipokside; GALI,
LGALS1 ve LGALS3’lin immiinregiilasyonda; MUC16 ve MUCI18’in ise MKH
onciilii oldugu diisiintilen, endotel hiicrelere de farklilagabilen perisit hiicrelerin
fonksiyonunda etkili oldugu saptanmistir. Bu bilgiler 1s18inda, osteojenik farklilagsma
besiyeri sonrasi elde edilen MKH-dEM yapisinin protein igeriginin tayin edilmesinin
mevcut yayinlar icerisinde énemli katki saglayacagi, 6zgiin ¢iktilara sahip oldugu
(248), hem kemik iligi nis yapisini olusturan ve hiicresel olaylarda sorumlu
proteinlerin tespit edilmesinde, hem de olas1 terapotik hedeflerin, terapotik etkiden
sorumlu faktorlerin ve biyobelirteclerin tanimlanmasinda belirleyici rol oynayacagini

diisinmekteyiz (249, 250).
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6. SONUC

Bu c¢aligma kapsaminda elde edilen sonuglar dogrultusunda kemik iligi
naklinde kullanilan, sonrasinda tibbi atik olarak uzaklastirilan filtre ve torba
sistemlerinden kolay, hizli ve etkili bigimde hiicre izole edilebilecegi belirlenmistir.
izole edilen hiicrelerin plastie yapisarak ve koloni olusturarak cogaldigi, spesifik
stromal antijen ekspresyonuna sahip oldugu ve adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
(multilineage) farklilasma gosterdigi igin MKH olarak tanimlanabilecegi
gosterilmistir. Izole edilen MKH’den in vitro kiiltiir kosullarinda standart kiiltiir
yiizeyinde (TCPS) askorbik asit ilave edilmis biiyiime besiyeri ve o0steojenik
farklilasma besiyeri kullanilarak EM iiretimi yapilabilecegi tespit edilmistir. Uretilen
EM’in, Triton X-100 ve NH4OH igeren PBS ve NH4OH igeren distile su ile aseliiler
hale getirilebildigi ve monolayer yapisinin korunarak izole edilebildigi ters faz 151k
ve elektron mikroskobu incelemeleri, immunfloresan ¢alismasi, total genomik DNA
icerigi ve GAG miktarinin tayini ile gosterilmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda, osteojenik farklilagsma besiyeri kullanilarak EM iiretimi, Triton X-100
ve NH4OH igeren PBS ile deseliilerizasyon islemiyle kisisellestirilmis tip konsepti ile
uyumlu ve 6zel yapim olarak da adlandirilan, insan kemik iligi nis mimarisine benzer
yapida MKH-dEM izole edildigi saptanmistir. Protein kompozisyonu, nLC-MS/MS
ile aragtirildiginda 2005 farkli protein tespit edilmistir. Veritabani analizleri sonucu i-
EM yapisini olusturan, ii- EM ile baglantili olan, iii- EM yapisini regiile eden ve iv-
EM yapisina tutunan sekretuar protein ailesinden Onemli proteinler ve kemik
iligindeki kok hiicre nisinin idamesi ve hiicresel fonksiyonlarinda gorevli olan
onemli proteinlerin de MKH-dEM biinyesinde bulundugu tespit edilmistir. Sonug
olarak hem mimari olarak hem de nisin idamesi ve kok hiicre fonksiyonlarini
diizenleyen proteinleri barindiran, in vitro kiiltiir ortaminda kemik iligi nigine ait bir

model gelistirilmistir.
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8.EKLER

EK-1. EM ve lliskili Protein Gruplar ile Eslesen Protein Listesi

EM Yapisini

Olusturan EM Baglantlh Ortama Salgllan_an EM Regﬁlatér
. Proteinler EM proteinleri Proteinler
Proteinler

1 BGN ARP2 EDIL3 ADAM10
2 COL12A1 ANXA1 FBLN1 CTSA
3 COL14A1 ANXA11l IGFBP1 CTSB
4 COL16A1 ANXA2 IGFBP7 CTSD
5 COL1A1 ANXA3 IGFBP8 CTSK
6 COL1A2 ANXA4 PSAP CXCR4
7 COL5A3 ANXAS S100A10 MMP14
8 COL6A1 ANXAB S100A11 MMP2
9 COLB6A2 ANXA7 S100A13 MXRA7
10 COLG6A3 ARP2/3 S100A16 PCOLCE
11 COL8A1 C1QBP S100A4 PLXD1
12 CSPG4 C1QR1 S100A6 PLXDC2
13 CTHRC1 C1QTNF9 PLXNB2
14 DAG C1T9A PRSS1
15 DCN CALU PRSS3
16 EGFLAM CEMIP PRSS44
17 ENG CKAP5 SERPE2
18 FBN1 CNN1 SERPH1
19 FN CNN2 TIMP1
20 FNDC3B CNN3 TIMP2
21 FRAS1 CTNBB1 TIMP3
22 HMCN1 EZR
23 HSPG2 GAL1
24 LAMA2 GPC4
25 LAMC1 ITGAl1l
26 LTBP1 ITGA4
27 LTBP2 ITGB5
28 NID-1 LGALS1
29 POSTN LGALS3
30 PRG4 LMAN1
31 SDC2 LMAN2
32 SGCB MUC16
33 SGCD MUC18
34 TECTA
35 THBS1
36 TNC

w
by

VTN
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