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Bu calismada “Insan Eksfoliasyon Zamam Gelmis Siit Disi Mezenkimal K&k Hiicrelerinin
CD90+, CD105+ CD45- Hiicre Yiizey Belirtegleriyle Akim Sitometrisinde Karakterizasyonun
Saglanmasi, Kisspeptin ve Norokinin Reseptorlerinin (KISSIR, TACR3) RT-PCR ile incelenmesi” adli
yiiksek lisans tez projesi olup Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
destekleri ile hazirlanmigtir. Sunulan tez ¢aligmasinin amaci, siit disi kok hiicrelerinin kisspeptin,
ndrokininleri ve reseptorlerini eksprese etmeleri mevcut genlerin pubertede anahtar rol istlenmeleri
nedeniyle hipogonadizm gibi iireme sistemi hastaliklart i¢in alternatif bir kaynak olarak kullanabilecegi
diigtiniilmtistiir.

Eksfoliasyon zamani gelmis siit disi kok hiicrelerinin, Cukurova Universitesi Etik Kurulu’ndan
alinan izinler dogrultusunda 9 yasindaki erkek hastadan izole edilmesi saglanmustir. izole edilmesi
saglanan siit disi kok hiicrelerinin kiiltiirlenmesine CU Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi de
devam edilmistir. Akim sitometrisi analizi i¢in pozitif (CD90 ve CD105) ve negatif (CD45) belirtecler
belirlenmistir. Siit disi kok hiicrelerinin mezenkimal kok hiicre karakteri sagladiklari hiicre yiizey
belirtegleriyle dogrulanmistir. Mezenkimal kok hiicre karakteri tasidiklart dogrulanan siit disi kok
hiicrelerinin, pasaj 3, 4 ve 5’c¢ ulasmasi saglanmig oncelikle her pasaj i¢cin RNA izolasyonu ardidan
c¢DNA’ ya doniisiimii saglanmustir.

Siit disi kok hiicrelerindeki genlerin (KISS1, KISSIR, TAC3 ve TACR3) ekspresyonu gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile belirlenmistir. KISS1, KISSIR ve TAC3, TACR3 gen
ekspresyonlar1 pasaj 3, 4 ve 5 i¢cin RT-PCR’da analiz edilmis ve gen ekspresyonlarindaki degisim pasaj
sayistyla iliskilendirilerek incelenmistir. KISS1 geni tarafindan kodlanan kisspeptin-1 ve ligand1 oldugu
KISS1R’nin ve KISS1-KISS1R (GPR54) sistemine etki eden TAC3-TAC3R genleri iireme sistemiyle
iligkilendirilmistir. KISS1, KISSIR (GPR54), TAC3 ve TACR3 genlerinin hipotalamus- hipofiz- gonad
aksinimi etkileyerek (HHG aks1), iireme sistemindeki isleyisi kontrol etmek ve siirdiiriilebilir saglanmasi
icin dnemli rol iistlenmeleri iizerinde odaklamlmistir. Ureme sistemindeki diizenleyici rolii, puberteyle
olan iligskisi ve GnRH salinimi gibi pek ¢ok metabolik olayda gorev aldigi belirlenip arastirilmustir.
KISS1, KISSIR, TAC3 ve TACR3 genlerin de meydana gelen fonksiyon kaybi, mutasyonlarin
hipogonadizme, puberteye neden olabilecegi sonucu iizerinde durulmustur.

Elde edilen bulgular, mezenkimal kok hiicre karakteri tasiyan siit disi kok hiicrelerinin pasaj
sayistyla iligkili olarak kisspeptin, ndrokinin ve reseptdrlerini ekspresyonlarinda artis meydana geldigi
belirlenmistir. Hem iireme sisteminde gdrev alan bu genlerin ifadesinin olmasi hem de kdk hiicrelerin
hasarli olan dokuya nakledildiklerinde rejenerasyonu saglamalar1 nedeniyle tireme sistemi hastaliklarinda
alternatif bir kaynak olarak kullanabilecegi diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Siit Digi Kok Hiicresi, KISS1, KISSIR, TAC3, TACR3
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ABSTRACT

This study is a master's thesis project named "Characterization of Human Deciduous
Mesenchymal Stem Cells with CD90+, CD105+ CD45- Cell Surface Markers and Investigation
of Kisspeptin and Neurokinin Receptors (KISS1, KISS1R, TAC3, TACR3) by RT-PCR". It has
been prepared with the support of the Research Projects Coordination Unit. The aim of the
presented thesis study is that human exfoliated decidous teeth stem cells can be used as an
alternative source for reproductive system diseases such as hypogonadism, since they express
kisspeptin, neurokinins and their receptors and these avaible genes play a key role in puberty.

It was ensured that the deciduous teeth stem cells, whose exfoliation time had come,
were isolated from a 9-year-old male patient in accordance with the permissions obtained from
the Cukurova University Ethics Committee. The culturing of decidous tooth stem cells, which
were isolated, continued at Cukurova University Biotechnology Research and Application
Center. Positive (CD90 and CD105) and negative (CD45) markers were determined for flow
cytometry analysis. The mesenchymal stem cell character of decidous teeth stem cells was
confirmed by cell surface markers. Deciduous stem cells, which were confirmed to have
mesenchymal stem cell characteristics, were allowed to reach passages 3, 4 and 5, and first of
all, RNA isolation for each passage and then conversion to cDNA was ensured.

Expression of genes (KISS1, KISSIR, TAC3 and TACR3) in decidous teeth stem cells
was determined by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). KISS1, KISS1R and TACS3,
TACR3 gene expressions were analyzed in RT-PCR for passages 3, 4 and 5, and the change in
gene expression was correlated with the number of passages. Kisspeptin-1 encoded by the
KISS1 gene, and KISSIR as its ligand, and TAC3, TAC3R genes that affect the KISS1-
KISS1R(GPR54) system have been associated with the reproductive system. It has been focused
on that KISS1, KISS1R (GPR54), TAC3-TACR3 genes play an important role in controlling
and sustaining the functioning of the reproductive system by affecting the hypothalamus-
pituitary-gonad axis (HHG axis). It has been determined and investigated that it plays a role in
many metabolic events such as its regulatory role in the reproductive system, its relationship
with puberty and GnRH release. It has been emphasized that loss of function in existing genes,
mutations may cause hypogonadism and puberty.

The findings from the decidous teeth of the stem cells that carry character of,
mesenchymal stem cell, associated passage number KISS1, KISS1R, TAC3, TACR3 genes to
express stem cells transplanted into damaged tissue in diseases of the reproductive system are
suggested as an alternative source to use it for regeneration.

Keywords: Human Exfoliated Deciduous Teeth Stem Cells (SHED) , KISS1, KISS1IR, TAC3,
TACR3
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1. GIRIS

Kok hiicreler; yiiksek miktarda gogalabilme kapasitesine sahip, kendinden farkli cesit,
hiicre tiirlerine doniisebilen, kendini yenileyebilen, hasarli dokuya verildiginde fonksiyonun
diizelmesini saglayip onarimida gorev alan hiicrelerdir (Ates, 2016). Kok hiicre eldesinin kolay
olmasi, aliciya gilivenli sekilde nakledilebilmesi 6zellikleriyle rejeneratif tip alaninda tercih
edilen kaynaklardan biri olmuslardir.

Dental kok hiicre kaynaklarindan biri olan eksfoliasyon zamami gelmis siit disleri
(EDPKH), mezenkimal kok hiicre ¢esidi olup farklilasma 6zelligine gore multipotent kok hiicre
ozelligi tasimaktadir. Gelisimin erken evrelerinde olusmalari, teminin kolay olmasi, etik
problemler olusturmamalar1 nedeniyle 6nemli kok hiicre kaynaklarindan olmustur (Martinez
Saez ve ark., 2016; Tsai ve ark., 2017).

KISS1, KISSIR, TAC3 ve TAC3R iireme sistemiyle iligkili genler olup hipotalamus-
hipofiz- gonad aksm etkilemektedir. Ureme sisteminin normal fonksiyonlarini
stirdiirebilmeleri, gondtrophin salgilayict hormon (GnRH) salinimini ile disilerde yumurtaliklar
erkeklerde ise testisleri uyararak iireme sistemine etki etmektedir. Puberte baslangiciyla
iliskilendirilip bu genlerde meydana gelen mutasyonlarm hipogonadizme neden oldugu
belirtilmistir (Barroso ve ark., 2019).

Yapilan tez calismasinda, insan eksfoliasyon zamani gelmis siit dislerinden kok
hiicrelerinin izole edilmesi saglanmistir. Akim sitometrisi analizleriyle izolasyonu saglanan kok
hiicrelerin karakterizasyonu spesifik antikorlarla elde edilmistir. Mezenkimal kok hiicre (MKH)
karakteri tastyan siit disi kok hiicrelerin pasaj 3, 4 ve 5’e ulasmasi saglanmistir. Ureme
sisteminin fonksiyonunu saglikli bir sekilde gerceklestirilebilmesi ve puberte icin son derece
onemli olan genler (KISS1, KISS1R ve TAC3, TACR3) pasaj sayisiyla iliskilendirilerek
incelenmesi saglanmigtir. Sonuglar, puberteyle iliskilendirilen kisspeptin ve norokininin gen
ekspresyonlarmin siit disi kok hiicrelerinde ekspresyonlarmin mevcut oldugu ve diizeylerinin
pasaj sayistyla arttifi dogrulanmistir. Kisspeptin-1 ve reseptorlerinin hipofiz, pankreas,
hipotalamus, gonad ve plesantada eksprese edildigini siit disi kok hiicrelerinde de
ekspresyonunun mevcut oldugu belirlenmistir (Kafa ve ark., 2011; Yardime1 ve ark., 2019). Siit
dislerinin iireme sistemiyle iligkili olan genleri eksprese etmeleri ve fonksiyonu bozulan alana
etki edip ilgili hasarli alana yonelip tamir etme kabiliyetleriyle iireme sisteminde meydana gelen

bozukluklar i¢in alternatif bir kok hiicre kaynagi olabilecegi diislintilmiistiir.



1.1. Kok Hiicre

Kok hiicreler farkli tiirden hiicre tiplerine doniigsebilen, kloni olusturabilen kendini
yenileyebilen farklilasmamis hiicre tipidir (Kolios ve ark., 2013; Sargin, 2003). Rejenerasyon
yetenegine sahip 6zellesmemis bu hiicrelerin belli kosullar altinda farklilagma potansiyelleri de
vardir.

Kok hiicreler progenitor olarak kabul edilen ilkel hiicreler olup farklilasmama 6zelligini
koruyarak ve kendini yenilerek pek c¢ok hiicre dongiisiinden ge¢cme yetkisine sahip olduklari
belirtilmistir. Kok hiicreler uygun bir sinyale maruz kaldiklarinda o6zellesmis hiicre tipine
dontlismeye basladiklar1 ifade edilmistir (Aydin ve ark., 2019; Kaneko ve ark., 2018).

Bir hiicreyi kok hiicre olarak ele almak i¢in hiicrenin belli baslt Ol¢iitler bulundurmasi

gereklidir, bu 6l¢iitler asagida siralanmistir (Avct, 2022).

I.  Hiicrenin kendini kendini yenilemesi (self-renewal) ve uzun zaman boyunca
prolifere olabilmesi.
II.  Farkl hiicre gesitlerine farklilasabilmek (differasyon, plastisite) ve 6zellesmis olan
hiicrelere kaynaklik etmek.
III.  Normal sartlarda farklilasmamis (6zellesmemis) olmak
IV. In vitro sartlarda dokuda hasar meydana gelmese de farklilasmaya ugramanis
kusaklara katkida bulunmak.
V. Hasarli dokuya transplate edildiginde kaynak olan dokunun yeniden gorevini

yapacak sekilde tekrar ¢ogalmasini saglamak.

Doku ve organlarin olusumunda yer alan sitokinler, biiyiime faktdrleri ve hormonlar
komsu hedef dokuya etki eder. Kok hiicrelerde pek ¢ok biiylime faktoriiniin salgilanmasi hasarli
hiicrede rejenerasyonunu etkilemektedir. Vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF), trombosit
kaynakli biiylime faktorii (PDGF), anjiyopoietin-1 (ANG-1) , hepatosit biiylime faktérii (HGF),
interlokin-11 (IL-11), prostaglandin-2 (PGF-2), stromal faktor-1(SDF-1) ve insiilin benzeri
biiylime faktorii-1 (IGF-1) 6rnek olarak verilebilmektedir.

Kok hiicre ve viicut hiicreleri incelendiginde bu hiicreler arasinda temel farkliliklar
bulunmaktadir. Viicuttaki her hiicrenin (kas, cilt, karaciger hiicreleri vb.) belirgin gérevleri olup
yine bu hiicrelerin bdliinmesiyle kendileri gibi hiicreler olusturduklar1 ifade edilmistir. Kok
hiicrelerin ise aldiklar1 sinyale gore farkli hiicre tipine doniigebilen hiicrelerdir. Bu iki hiicre tiirii
arasindaki farkliliklardan biri de normal hiicrelerin ¢ogalmalar1 smirli olup bu hiicrelerin belirli
bir gorevi yapmak iizere 6zellesmis hiicreler olmasidir. Viicut hiicrelerinin bagka hiicre tipine
doniisiimii s6z konusu olmazken kok hiicreler sinirsiz boliinme yetkisi ve ¢ogalma yetenegine
sahip olup uyaran gelip 6zel bir hiicreye doniisiim saglanana kadar da sartlanmamus bir sekilde
kalmaya devam eder, uygun kosullar saglandiginda da o6zellesmis (farklilagsmis) hiicrelere

doniisebilme yetenegini bulunmaktadir.



Kok hiicrelerdeki sinirsiz boliinme yetenegi telomeraz aktivitesiyle iliski olmaktadir.
Telomerler, kromozomlarin ug bolgelerinde yer alan tekrar eden DNA dizileridir. Hiicreler her
boliinme sonrasi telomer bolgelerinde kisalma meydana getirir bu durumda hiicrenin bdliinme
potansiyelinde azalma meydana getirir. Boliinme sonrasi telomeraz kromozomun 3' ucuna
telomerik dizileri ekleyerek boliinme sonrasi kaybedilen DNA’y1 temin eder bdylede
kromozomun kisalmasina engel olur. Kok hiicrelerde, normal hiicreden farkli olarak telomeraz
enzim aktivitesi olduk¢a daha yiiksektir bu durum bolinme sayisini etkilemektedir (Avci,
2022).

Kok hiicrelerin farklilagma potansiyellerini kavramak igin “potensi” olarak kullanilan
terime bagvurulur. Farklilasma ozelliklerine gore kok hiicreler kategorize edilirse bunlar;
totipotent, multipotent, oligopotent, pluripotent ve unipotent hiicreler olarak ele alinir. Sperm ve
yumurtanin déllenmesiyle olusan zigot tek basina bir organizmay1 olusturacak yetkiye sahiptir.
Organizmay1 olusturacak diizeydeki potansiyele sahip bu tip hiicrelere “totipotent hiicre”
denilmektedir. Totipotent hiicreler dollenmeden sonraki 4-5 giin siiresince tek bir organizmayi
olusturacak bu yetkiye sahip olmaya devam ederler. Besinci gilinden itibaren blastokistin i¢
hiicre kitlesinde kok hiicreler viicutta yer alan tiim hiicrelere donlisme yetkisine sahipken
totipotent hiicreler gibi tek basina bir organizmay1 olusturabilecek giicte degillerdir. Bu tiir
hiicreler “pluripotent hiicre” olarak adlandirilmaktadir. Farklilagsma 6zelligi bakimindan daha
Ozellesmis olan hiicreler ise “multipotent hiicreler” olarak adlandirilip bu kok hiicreler bazi
dokularda yer alan hiicrelere doniigsebilme yetkisine sahip olmasi nedeniyle g¢ok yetkili
anlaminda adlandirilmigtir. Oligopotent kdk hiicreler ele alindiginda ise progenitor hiicrelerin
(6ncii hiicrelerin) sadece bir kag hiicre tipine farklilagip doniisebilen tiiriidiir. Unipotent kok
hiicre ise; oncii hiicreler olup sadece tek bir ¢esit hiicre cesitine doniisiimiin, farklilasmanin
gergeklesebildigi kok hiicreler olarak ifade edilmistir.

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaga gore ise ii¢ ana baglikta incelenmektedir bunlar;
gelisimin erken evresinde elde edilen emriyonik kok hiicreler, gelisimin ilerleyen donemlerinde
temin edilen erigkin kok hiicreler ve kaynagini fetiisten almakta olan kok hiicrelerdir. Dollenmis
yumurta zigot blastotsis evresinde iken i¢ hiicre kitlesinden alinan hiicrelerin her bir tanesi
embriyonik kok hiicre olarak tanimlanmustir.

Bu cesit kok hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagma potansiyelleri fazla olup telomerleri
uzundur. Embriyonik kok hiicrenin (EKH) gerek kullanimda yasanan etik sorunlar, gerekse
hiicreler yiliksek genomik instabiliteye sahip olmalar1 kullanim1 dezavantajli hale getirmistir. Bir
baska kok hiicre tiirii olan fetiis kok hiicresine bakildiginda ise genellikle diisilk dogum yapmis
kadinlardan elde edilen, pluripotent hiicreler olup, uygun kosullar saglandiginda farkli hiicre
tiirlerine doniisebilen hiicre ¢esitidir. Eriskin kok hiicrelerin (ETKH) genel oOzelliklerine
bakildiginda ise, her yas grubundaki insanda bulunabilen, kendini kopyalama 6zelligine sahip,

dokuda yer alan bazi hiicrelere doniisme yetenegine sahip, multipotent kdk hiicre karakterine



sahip hiicrelerdir. Mezenkimal kok hiicre (MKH) kaynaklar ele alindiginda dental dokularda,
kemik iligi, kordon kani, adipoz doku, gobek kordon kani, wharton jolesi, amniyon sivisi,
karaciger dokusu, menstriiasyon kani1 gibi ¢ok sayida dokuda kok hiicre mevcuttur (Bonaventura

ve ark., 2020; Ozkan ve ark., 2020; S. Lee ve ark., 2011; Ding ve ark., 2011).

1.1.1. K6k Hiicre’nin Farkhlagsma (Differasyon) Ozelligi

Kok hiicreler normal kosullarda ayni viicut hiicreleri gibi farklilasmamais hiicreler olup
uygun uyaranlar (kimyasal, sinyal yolaklar1) ile farkl: hiicre tiirlerine doniisebilme yeteneklerine
sahip hiicre cesitleri olarak tanimlanmaktadir. Farklilasmada, hiicreler arasi etkilesim sonucu
olusan farklilagma ve biiyiime faktorleri, sitokinlerin hiicre dis1 matriks proteinlerinin
kombinasyonu etkisiyle amaca yonelik bir takim degisim isleminin gerceklesmesi icin
kullanilmaktadir (Ates, 2016).

Mevcut olan hiicrenin farkli dokulardaki hiicre tilirlerine doniisebilme potansiyeline
“plastisite” ya da “differasyon” olarak tanimlanmaktadir. Bu hiicrelerdeki farklilasma
potansiyeli ise “farklilagma kapasitesi” olarak adlandirilmaktadir. Kok hiicrelere farklilagmalari
icin belirli uygun ortamlar saglanip laboratuvar ortaminda farklilagmasi saglanabilmektedir. Bu
tir fiziksel ve kimyasal ortamlarin saglanip hiicrenin genetik yapismin degistirildigi
farklilagmalar “yonlendirilmis farklilastirma” olarak tanimlanmaktadir.

Kok hiicrenin farklilagmasi, dizi (lineage) degisimi i¢in dort farkli yol mevcuttur. Bu
farklilasma yontemleri transdeterminasyon, transdiferansiyasyon, geriye farklilastirma olarak
bilinen dediferansiyasyon ve hiicre fiizyonudur. Transdeterminasyon bir Oncii hiicrenin,
Ozellesmis hiicre tipine donilisiimii i¢in planlanmig baska bir Oncii (progenitor) hiicreye
donilistimiin  saglanmast ve kok hiicreye ait olan serilerin olusmasi olarak belirlenmistir.
Transdiferansiyasyon ise diferansiyenin gerceklestigi bir hiicrenin yine farklilagmis bir hiicre
fenotipini almasidir. Bu durum memelilerdeki 6zofagusta yer alan diiz kas hiicrelerinin iskelet
miyozinlerini olusturmasi 6rnek olarak verilebilir. Dediferansiyon olayinda ise hiicre grubunda
farklilagsmis ya da farklilasamamis daha dnceden planlanmamig hiicrenin, 6ncii hallerine dogru
geriye dogru gidip farkli bir hiicre olusturmak i¢in farkli kola ayrilmasi islemine verilen addir.
Dediferansiyona 6rnek vermek gerekirse miyozinlerin ekstremite amputasyonu ile farkli gesit
hiicre gruplarina semenderlerde farklilagmasi 6rnek olarak verilebilir. Son olarak, hiicre
flizyonunda ise bir hiicrenin yoOnlendirilmis olan hiicre dizileriyle flizyonun saglanmasi bu
sekilde yeni yonlendirilmis hiicre dizilerinin saglanmasina olanak vermesidir. Hiicre fiizyonuna
ornek verilmek istenirse tedavi amach gergeklestirilen klonlamalardir. Olgun, belirli bir hiicre
dizisini olusturmak i¢in programlandirilmis olan hiicrenin ¢ekirdegi, ¢ekirdeginin g¢ikarilmasi
saglanmig oosit igerisine aktarimi yapilip tekrar programlanmasi bu sekilde saglanabilmektedir.
Yine fibroblastlarin miyoblastlarla fiizyonu saglandiginda, fibroblast ¢ekirdeginde kasa 6zgii

mRNA ekspresyonun arttirilmasi saglanmistir (Ates, 2016).



1.2. Kok Hiicrenin Boliinmesi

Kok hiicrelerde siirekli hiicre boliinmeleri meydana gelmekte ve mevcut hiicre sayisinda
artma egiliminde olmaktadir. Kendini yenileme olarak tanimlanan diger adiyla “self renewal”
kavraminda kok hiicrelerin belli sayida sabit tutulmasi esasina dayanir. Kok hiicreler kendini
yenileme ve farkli soylara farklilagma egilimindedir (Biswas ve ark., 2007). Kok hiicrelerde, iki
farkli hiicre boliimesi gozlemlenmis olup bu bélinme tiirleri simetrik ve asimetrik hiicre

boliinmelerdir (Ates, 2016).
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Sekil 1.1. Kok hiicre boliinme ¢esitlerinin gdsterilmesi.

1.2.1. Asimetrik Hiicre Boliinmesi

Asimetrik hiicre boéliinmesinde olusan iki hiicreden birisi, kaynak olarak kullanilan
hiicreye ait tiim ozellikleri korurken diger hiicre progenitdr hiicreyi (PH) olusturur. Oncii
hiicreler ilerleyen donemlerde boliinerek farklilagmis hiicrelere doniisebilmektedir (Ates, 2016).
Asimetrik boliinme asagida gosterilen sistematik sekilde gerceklesmektedir (Sagséz ve ark.,

2008).

Kok Hiicrede Asimetrik Boliinme = Kok Hiicre + Progenitor Hiicre

Asimetrik boliinme tiirii i¢in hiicrede igerisinde yer alan asimetrinin, bazi protein ve
organellerin, kalittm materiyalinin meydana gelen yavru hiicrelerin sadece birine aktariminin
olmasi olarak tanimlamak miimkiindiir. B6liinme sonrasi olusan 6ncii hiicre hiicre boliinmesi
stirekliliginde birka¢ boliinmenin ardindan farklilasmaya maruz kalarak farklilasmis olgun kok
hiicreye doniismektedir. Bir kdk hiicrenin cevredeki farklilasmig hiicreler ve diger kok
hiicrelerle etkilesiminde de bazi etmenler vardir. Bu etmenlere 6rnek verilmek gerekirse
sitokinler, adezyon molekiilleri, ekstrasellier matriks bilesenleri, biiylime faktorleri,
mikrogevrenin fizikokimyasal kosullari (iyonik ortam, pH, metabolitler) verilebilir (Ates, 2016).
Bahsedilen etmenler hiicrenin farklilasmasi ve kendi kendine ¢ogalmasi iizerinde etkili
olabilmektedir. Eger farklilasmaya neden olan bu uyaranlar ortadan kaldirilirsa pek ¢ok
hiicrenin boliinme dongiisiine tekrar girmesi s6z konusudur. Asimetrik bdliinmenin
omurgasizlarda, tek hiicrelerde gergeklestigi yine Drosophila’ya ait yumurtaliklarda da

gozlemlendigi belirtilmistir (Sags6z ve ark., 2008)



1.2.3. Simetrik Hiicre Boliinmesi
Simetrik hiicre boliinmesinde, kaynak olarak temin edilen hiicreyle aym karakter ve
ozellikte iki yavru hiicre olusumu gerceklesmektedir (Ates, 2016). Bu boliinmeyle hiicreler de
Ozelliklerinde herhangi bir degisme olmaksizin sayilarim1 cogaltabilirler. Simetrik kok hiicre
boliinmesi, asagida yer alan sistematik sekilde bolinmektedir (Sagsoz ve ark., 2008).
Simetrik Kok Hiicre Bolinmesi = Kok Hiicre + Kok Hiicre
yada

Simetrik Kok Hiicre Bolinmesi = Progenitor Hiicre + Progenitor Hiicre
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Sekil 1.2. Kok hiicrede gerceklesen asimetrik ve simetrik hiicre boliinmesi (Chen ve ark., 2015).

1.2.4. Kok Hiicre Boliinmelerdeki i¢ ve Dis Kontrol Mekanizmalar

Kok hiicrelerin farklilagmasi, boliinmesi ve mevcut 6zelliklerini hiicre igerisinde yer
alan diizenleyici mekanizmalar (hiicre dongiisli diizenleyicileri), transkripsiyon faktorleri ve
bulundugu mikrogevreden edindikleri sinyaller, sinyal yolaklar1 ile gerceklestirebilmektedir
(Avcei, 2022).

Hiicre boliinmeleri gergeklesirken hiicrelerin dagilimindaki esitsizlik ya da cevre
tarafindan meydana gelen farklilastirici etkiler ile hiicrenin kaderini belirlemektedir. Hiicre
kaderini belirleyen igsel faktdrlerden biri yapisal proteinler olan hiicre iskeletleri olup hiicre
kaderini belirleyen bilesenlerin boliisiilmesinde gdrev almaktadir. Asimetrik boliinmenin kok
hiicrede meydana gelmesinin “spektrozom” olarak adlandirilan hiicre cisimciginin sagladigi
spektrozomlarin spektrin (hiicre zarina bagl hiicre iskeleti proteini) ve siklin A diizenleyici
proteinleri bulundurmaktadir. Spektrozomlar goérev olarak mitoz mekigine tutunarak kok hiicre
boliinmesini sekillendirir. Yine kok hiicre kaderinin belirlenmesinde etkili olan molekiillerin
yerlerini belirleyip onlarim progenitdr hiicrelere doniisiimiinii gergeklestirmektedir (Sagsdz ve

ark., 2008).



Kok hiicre kaderinin diizenlenmesi ve kok hiicrelerin ¢ogalmasinda dis faktorlerde
etkilidir. Hiicre kaderini diizenleyen salgilar ele alindiginda Wnt ve TGF- B 6rnek verilebilir.
DNA kopyalanmasinda Wnt’ler B-kateninleri iceren kompleks bir yolla etkinlestiriken, TGF-3
embriyodaki sinir farklilagmasinda etkili olmaktadir (Sagsoz ve ark., 2008).

1.3. Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler kendini yenileyebilme, farkli hiicre tiplerine doniislimiiniin miimkiin
olmasi, asilda 6zellesmemis olan ancak 6zellesmis olan gesitli hiicrelere (kas, sinir, kan gibi)
dontisebilen, hasarli dokuya verildiginde dokunun tekrar fonksiyonunu kazanmasina olanak
saglayan bu ylizden rejeneratif tip i¢in tercih edilen dncii hiicrelerdir (Ates, 2016; Avci, 2022).
Bu hiicreler 6zellikle doku miihendisliginin gelisimiyle gerek hiicre iskeleleri (scaffold) gerekse
biiylime faktdrleri/sinyaller ile uygulanabilmektedir.

Kok hiicre cesitleri ele alindiginda farklilasma 6zelligine gore kok hiicreler ve elde
edildikleri kaynaklarin cesitlerine gore kok hiicreler olmak iizere iki ana baslik altinda
incelenmektedir. Farklilasma 6zelliklerine gore kok hiicreler gruplandirildiginda oligopotent,
totipotent, unipotent, pluripotent, indiiklenmis pluripotent ve multipotent kok hiicreler olarak ele
alinir. Elde edildikleri kaynagi ¢esidine gore kok hiicreler degerlendirilecek olursa bu hiicreler;
gelisimin erken evresinde temin edilen embriyonik kok hiicreler (EKH), hematopoetik kok

hiicreler (HKH), mezenkimal kok hiicreler (MKH) olarak ele alinmaktadir.
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Sekil 1.3. Kok hiicre gesitlerinin farklilagma 6zelligi ve elde edildikleri yere gore gosterimi.

1.3.1. Farkhilasma Potansiyeline Gére Kok Hiicreler
Totipotent Kok Hiicre

Zigot canlida dollenme meydana gelmesiyle olusan hiicrelerdir ve bu hiicreler tek
basina dahi tiim organizmay1 olusturabilecek potansiyelde genetik materyale sahiptir. Totipotent
kok hiicreler smirsiz farklilasma Ozelligine sahip, bir hiicreden bir bireyi olusturabilecek
ozellige sahip kok hiicrelerdir (Ates, 2016).

Totipotent kok hiicreler bir hiicreden bir organizmayi olusturabilecek yetiye sahip
olmalar1 nedeniyle her seyi yapabilen anlamina gelen “ totipotent hiicre” olarak adlandirilmistir.
Totipotent kok hiicre kapsamina, embriyo, embriyo gelisiminin 5. giiniine kadar blastomerler de
dahil olarak totipotent hiicre olarak kabul edilir (Sagséz ve ark., 2008). Bu karaktere sahip
hiicreler yiiksek oranda cogalma ve farklilasabilme gegirebilecek 6zelliktedir. Dollenme
gerceklestikten kisa siire sonra totipotent karakterdeki zigot boliinme gegirerek iki esit parcaya
ayrilabilmektedir. Ayrilan her hiicre tek basina gelisimini tamamlayarak ayr1 bir birey
olusturabilmektedir. Bu esit parcaya ayrilmig totipotent Ozellikteki hiicrelerden biri uterusa

implante olur ise tek yumurta ikizleri olusabilmektedir (Sags6z ve ark., 2008). Tek yumurta



ikizi bireyler incelendiginde genetik materyaller bakimindan ayni 6zellie sahip bireyler

meydana gelmektedir.

Pluripotent Kok Hiicre

Pluripotent karakterdeki kok hiicreler, adlarini "pluri” teriminden almaktadir, Latince de
cok sayida anlamina gelen kelime pluripotent kdk hiicrelerinde de pek cok hiicre cesidine
doniisebilmesini nitelemistir. Pluripotent kok hiicreler gerek gelisim déneminde gerekse in vitro
ortamda bu kok hiicrelerin 200 farkli hiicre tipine doniisebilme yetenekleri vardir (Sargin,
2003).

Pluripotent kok hiicreler, dollenmenin besinci giinii olmak {iizere birka¢ boliinmenin
ardindan totipotent kok hiicrelerin farklilsmasiyla "blastatisis" olarak adlandirilan i¢i bos kiiresel
sekle doniismeye baglar. Blastosit iceriginde iki cesit hiicre cesiti vardir bunlar; i¢ tabaka olan
endoderm ve dis tabak olan ektodermdir. Blastosistin dis katmaninda bulunan trofoblast adi
verilen plesata solunumu, olusacak yavrunun beslenmesini ve koruyucu kese (chorion) meydana
gelmektedir. Blastosis tabakasmin i¢ kisminda yer alan hiicrelerden kalp, kas, kemik, goz ,
beyin gibi organ ve doku gesilmleri saglanirken i¢ tabakada yer alan hiicrelerin pluripotent
karakter gdztermektedir (Biswas ve ark., 2007).

Pluripotent karakterdeki kok hiicreler her ii¢ germ tabakasinda yer alan (endoderm,
mezoderm, ektoderm) hiicrelerine doniisebilmektedir. (Ates, 2016; Biswas ve ark., 2007; Kolios
ve ark., 2013). Kiiresel sekle sahip blastositeki kok hiicreler embiryonik siirecte bu ii¢ germ
tabakasindan kokenli yaklasik olarak 200 farkli hiicre tipine doniisebilecek yetkiye sahiptir.
Pluripotent kok hiicreler arastirildiginda bu hiicrelerin totipotent kok hiicrelerden farkli olarak
tek basia organizmayi olusturabilecek potansiyeldeki giice sahip olmadigi sonucuna varilmigtir
ve bu tiir hiicreler “pluripotent hiicre” olarak tanimlanmis, bu o6zellikleriyle totipotent kok

hiicrelerden ayrilmistir (Sagsoz ve ark., 2008).

Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler (IPKH)

Indiiklenmis pluripotent hiicreler, gercekte pluripotent karakter de olmayip eriskinlerde
var olan somatik hiicrelerin dedifferasyon olmasi kazandirilarak pluripotent kok hiicreye
donistiiriilmesi saglanan kok hiicrelerdir. Bu yolla olusturulmus bu hiicreler “indiiklenmis
pluripotent” hiicre olarak tanimlanmustir. ilk olarak IPKH’lar farelerden 2006 yilinda, insandan
tiretimi ise 2007 yilinda gerceklestirilmistir (Ates, 2016).

Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler embriyonik kok hiicreler tarafindan da eksprese
edilen gen ve proteinleri ifade etmektedir. Yine indiiklenmis pluripotent kok hiicreler,
farklilagma, teratom ve embriyonik cisimcik olusturma kapasitesini bulundurdugu belirtilmistir
(Ates, 2016 ; Kolios ve ark., 2013). Pluripotent bir hiicrenin eldesi i¢in belirli genlerin viriislerle

transfeksiyonuyla saglanmakta bdylece transfeksiyonu saglanan hiicre bu genleri eksprese eder.



Yamaka tarafindan Oct3/4, Sox2, KIf4 ve C-Myc genlerinin somatik hiicre karakterdeki insan
fibroblast hiicrelerine retroviral aktarim ile aktarimi transfeksiyonla saglanmistir (Sevim ve ark.,
2011; Ates, 2016). Transfeksiyon islemi ardindan gen aktarimi gerceklestirilip aktarilan aktif
genleri bulunduran hiicre kolonilerin sec¢imi ile indiiklenmis plurpotent kok hiicrelerin eldesi
gerceklesmistir. IPKH eldesiyle, embriyonik k&k hiicre kullaniminda yasanan etik sorunlarinda
giderilebilmesi i¢in énemli bir kaynak olmustur. Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler hiicresel

tedavide organizmaya implante edildiginde de immun cevap riski de olusturmamustir.
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Sekil 1.4. Indiiklenmis pluripotent kok hiicrenin yeniden programlandiriimasi (Sevim ve ark.,
2011).

Multipotent Kok Hiicreler

Hiicreler anne karninda organizma gelisim silireci gegirirken zamanla 6zel gorevler
kazanir ve erigkin kok hiicrelere doniisebilirler. Gelisimin erken sathalarinda pluripotent
karakterdeki kok hiicreler daha 6zelleserek ve sinirlanarak multipotent kok hiicreye doniisiir
(Sagsoz ve ark., 2008). Multipotent hiicreler kelime anlami olarak “gok yetkili” anlamina gelip
bazi dokularda yer alan hiicrelere doniisebilme potansiyeline sahip hiicrelerdir.

Doniisiim kapasitesileri karsilastirildiginda, multipotent kok hiicrelerin pluripotent kok
hiicrelere gore daha doniistimii sinirli olup farklilagmalar1 tek bir yonde gelismektedir (Ates,
2016). Multipotent kok hiicrelerde kas kok hiicrelerinden farkli gesitteki kas dokular1 meydana
gelirken ya da deri kok hiicrelerinden deriye ait dokularin olusmasi tek yone dogru bir
farklilasmanin oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Erken gelisim donemlerinde bulunan pluripotent kok hiicrelere karsi multipotent kok
hiicreler ¢ocuk ve yetiskinlerde mevcuttur (Sagséz ve ark., 2008). Multipotent kok hiicre
karakteri tagiyan bu kok hiicreler bazi dokularda bulunabilmektedir. Bu dokular; yag doku,

kemik 1iligi, kordon kani, dis pulpas1 gibi ¢esitli dokulardan mezenkimal kok hiicre eldesi
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yapilabilmektedir. Kiiltiirlenme asamasinda mezenkimal kok hiicreler kiiltiir kapina yapigmasi
ve cogalmasi saglanip belirli pasaj sayisina ulasinca karakterizasyonu spesifik yiizey hiicre
markirlariyla saglanabilmektedir. Mezenkimal kok hiicre karakterine sahip oldugu dogrulanan

bu hiicreler kemik, kikirdak, kas, yag dokuya farklilastirilabilmektedir.

Oligopotent Kok Hiicreler

Oligopotent kok hiicreler, oOnciil olan hiicrelerin sadece birka¢ hiicre tiirline
farklilagsabilen kok hiicre cesitleridir. Bu kok hiicrelere 6rnek vermek gerekirse miyeloid,
vaskiiler ve lenfoid kok hiicreler olarak verilebilmektedir. Oligopotent karakterdeki vaskiiler
kok hiicreler, farklilagma 6zelligine sahip olup gerektiginde endotel gerektiginde ise diiz kas

hiicresine doniisebildikleri saptanmigtir (Ates, 2016).

Unipotent Kok Hiicreler

Unipotent kok hiicreler kelime anlami olarak "unus" kelimesinden koken alip tek
anlamma gelmektedir. Bu kok hiicrelerin farklilagmalar1 tek c¢esit dizilerde meydana
gelmektedir. Eriskin kok hiicreler saglam olan dokularda unipotent karakter tasiyip normal
kosullarda tek tip hiicre olusturur (Sargimn, 2003).

Oncii hiicrelerden biri olan unipotent kék hiicreler tek tip hiicre tipine farklilasma
yetenegine sahip kok hiicrelerdir. Unipotent kok hiicreyi orneklendirilecek olursa; insana ait
deri hiicreleri ve hepatositler olarak belirtilebilir. Progenitdr olan bu hiicreler organlarda (beyin,
karaciger gibi) organin biitiinliigiinii ve fonksiyonunu korumak amaciyla 6len hiicrelerin yerini

almakla gorevlidir (Ates, 2016).

1.3.2. Elde Edildikleri Yerlere Gore Kok Hiicreler
Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

Embriyonik kok hiicreler, embriyo olusumunun 4-5 giinii icerisinde blastosis olarak
adlandirlir. Blastosis olarak adlandirilan bu yap1 temelde 3 yapidan meydana gelmektedir. Bu
yapilardan troblast blastosis etrafinda ¢evreleyen yapi olup bu tabaka “’trofektoderm’” olarak
tanimlanir. Diger bir yapi ise blastosdl olup blastositin iginde yer alan oyuklu kavitedir. Ugiincii
temel yap1 ise i¢ hiicre grubu olup blastocoel ucunda yer alan yaklasik 30 hiicreden meydana
gelen hiicre toplulugudur ve EKH’ler, embriyoda yer alan bu i¢ hiicre kitlesinden kdken
almaktadir (Sargin, 2003).

Dollenme sonrasi olusan zigot, blastotsis evresinde iken bu hiicre toplulugundan alinan
hiicrelerden her birine EKH denilmektedir. Ilk olarak insan embriyonik kék hiicreleri 1994
yilinda izole edilirken, siirekli olarak insan embriyonik hiicre hatlarinin eldesi 1998 yilinda

gerceklesmistir (Biswas ve ark., 2007).
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Embriyonik kok hiicreler eldesi blastokistin i¢ kiitlesinden temin edilebilir olup
telomeraz aktivitelerinin yiiksek olmasi DNA sentezleme aktiviteri limitsiz olmasini saglamakta
ve farkli kok hiicre tiirlerine farklilasabilmektedir (Sevim ve ark., 2011; Biswas ve ark., 2007).
Bu kok hiicrelerde viicut hiicresine oranla daha ¢ok c¢ekirdek-sitoplazma hacmi bulunmaktadir.
Embriyonik kok hiicreler kanser hiicreleriyle karsilastirildiklarinda ise benzer bir dizi boliinme
gerceklestiriken farkli olarak karyotipik bir anormalitenin olmamasiyla farklilik gostermektedir
(Sagsoz ve ark., 2008). Embriyonik kok hiicrelerin gelisimin erken donemlerinde bazi genleri
eksprese ettigi belirlenmis olup bunlar; oktamer baglayici protein (OCT-4) , SSEA-3, Nanog,
SSEA-4 Alkalin Fosfat (ALP), CD24, TRA-1-60, CD9 olup erken donem isaretleyecilerle
immiinolojik olarak belirlenebilmektedir (Ates, 2016). Octamer-4 (Oct-4), bir transkripsiyon
faktorii olup farklilagsma gerceklestiginde asagi yonde regiile edildigi belirtilmistir (Biswas ve
ark., 2007).

Embriyonik kok hiicrelere incelendiginde pluripotent kok hiicre 6zelligi tasiyan bu
hiicrelerin uygun sinyaller ve gerekli ortam saglandiginda pek ¢ok hiicreye embriyonik katmana
farklilagabildigi gézlemlenmistir. (Aydin ve ark., 2019; Kaneko ve ark., 2018).

Pluripotent karakterdeki embriyonik kok hiicreler iic germ tabakasmada (endoderm,
mezoderm, ektoderm) doniisebilmektedir (Sargin, 2003; Avci, 2022). Farklilasabilen hiicreler
sinir, deri, pankreas, karaciger gibi hiicreler olabilmektedir. Farkli hiicrelere
doniisebilmelerindeki bu yetenekleriyle embriyonik kok hiicreler hastaliklarin tedavisinde
kullanilmak iizere iyi bir kaynak oldugu ifade edilmistir.

Aragtirmalarda kiiltiire edilebilirligi kolay olan EKH’ler siklikla kullanilmaktadir.
Embriyonik kok hiicrelerin erisimi genellikle tiip bebek merkezlerinden saglanmaktadir. Bu kok
hiicrelerin ¢ogalma yetenekleri oldukca fazla olup eriskin kok hiicrelere gore oldukga kolay
yetismekte ve sayilari oldukga fazladir. Cogalma ¢esitliligi ve farklilagma potansiyeline gore
diger hiicrelere kiyasla oldukca genis kapsama sahiptir. Embriyonik kok hiicrelerin
telomerlerine  bakildiginda olduk¢a wuzun oldugu ve bu Ozelligiyle wuzun siire
cogalabilmektedirler (Ates, 2016). Laboratuvar ortaminda elde edilen embriyonik kok hiicrenin
iki yildan fazla yasayabildigi belirlenmistir.

Embriyonik kok hiicrelerin kok hiicre tedavisinde farklilasma kapasitesi bakimindan iyi
bir kaynak olarak kullanabilecegi goz Oniine alinarak kok hiicre tedavisinde kullanimina
basvurulmustur. Ancak bu tedavide kok hiicrenin aliciya nakledilmesiyle immun reaksiyon
meydana gelebilmektedir. Bu reaksiyonu aza indirgemek i¢in immunosupresiflerin kullanim
kok hiicre tedavisinde saglanmaktadir.

Embriyonik kok hiicre tedavisiyle basta MS (Multiple skleroz), parkinson, alzeimer,
kemik-kikirdak kayiplar1 kanseri gibi hastaliklarda kullanilmas1 amaglanmaktadir. Ancak

emriyonin erken gelisim evresinde blastosiste miidahalenin yapilmasi calismalarda kaynak
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olarak insan EKH’nin blastosisten temin edilmesi embriyoya miidahalenin olmasi etik sorunlara
neden olmustur (Sagsoz ve ark., 2008).

Embriyonik kok hiicrelerin etik sorunlar yaratmasinin hayvanlar iizerinde incelemelerin
yapimasimna neden olmustur. Embriyonik kok hiicrelerin farklilagmaya ugramadan
transplantasyon iglemi gerceklestirildiginde arastirmacilar normal saglikli farede embriyonik
kok hiicrelerin teratom olusturdugunu belirtmistir. Bu durum embriyonik kok hiicrelerin
farklilasmaya ugramdan tedavi ve transplasyon i¢in kullanilmayacagini sonucuna ulastirmistir.
Ancak farklilasmamis erigkin kok hiicrelerin  transplasyon  sonrasi teratom olusumu
belirlenmemistir (Sargin, 2003).

Embriyonik kok hiicre galigmalarinda insan embriyonik kok hiicrelerinin farkli hiicre
tiirlerine doniisiimii saptanmistir. Farklilagma saglanan bu hiicreler; insan ve farede pankreas
adacik hiicresine benzer 6zellikte insiiliin salgilayabilen hiicreler, yine insan ve farede yer alan

kan ve kasilma 6zelligi gosterebilen kalp kasi hiicreleri olarak belirtilmistir (Sargin, 2003).

Erigskin Kok Hiicreler (ETKH)

Kok hiicre tiitlerinden olan erigkin kok hiicreler, EKH ile karsilastirildiginda bu kok
hiicreleri ayiran en 6nemli unsurlardan biri, erigkin kok hiicrelerin ileri gelisim evrelerde ortaya
cikan cesitli doku ve organlarda var olan farklilagmamis hiicreler olmasidir. Hematopoietik, dis
pulpasi adipoz, noral, hepatik, limbal, sinir, kas ve mezenkimal kok hiicreler (MSC) erigkin kok
hiicre grubunda yer almaktadir (Aydin ve ark., 2019).

Erigkin hiicreler kendilerini yenileyip ¢ogalabilirken uygun ortam saglandiginda farkli
dokulara farklilasabilmektedir. Telomeraz aktiviteleri yiiksek olsa da embriyonik kok
hiicrelerdeki gibi sinirsiz degildir. Yine embriyonik hiicrenin aksine her yas grubundaki insanda
bulunabilmektedir ve multipotent karakter gostermektedir. Erigkin kok hiicrelerin iki 6nemli
0zelligi bulunmaktadir. Bunlardan ilki kendi kopyalarini ¢ok kisa siirede kopyalayabilmeleridir,
bir diger 6zelligi ise 6zellesmis fonksiyona sahip spesifik hiicreye déniisebilmeleridir. Ihtiyag
dahilin de bulundugu dokudaki farkli hiicre tiirlerine doniisiirler. Bu hiicreler i¢in bulunduklari
dokularda fonksiyonunu yerine getirmeyen, hasara ugramis ya da olen hiicrelerin yerine saglikli,
yeni kok hiicrelerin iirettildigi bir nevi hiicreler i¢in yedek parca islevinde olduklarini sdylemek
miimkiindiir (Ates, 2016). Yapilan ¢aligmalarda eriskin kok hiicre tiplerinin kiiltiir ortaminda
plastik ylizeye yapisip burada prolifere olma hizinin fazla oldugu ifade edilmistir.

Embriyonik bir kok hiicreyi yetistirmek, erigskin bir kok hiicreyi tiretmekten oldukca
daha kolaydir. Bu durumun asil nedeni ise erigkin hiicrelerin ¢ogalma ve biiylimesinin uzun
zaman almasindan kaynaklanmaktadir. Erisebilirlik agisindan bakilacak olursa eriskin kok
hiicreleri dokudan bulup temin etmekte olduk¢a zordur. Bu yiizden laboratuvar ortaminda
arastirmacilar tarafindan daha ¢ok embriyonik kok hiicrelerle ¢aligmak tercih edilir. Ancak

hastanin kendi hiicreleri oldugu igin erigkin kdk hiicreler de immun yanit olugsmayacak ve
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dokular reddedilmeyecektir. immunosupresiflerin kullanilmasina erigkin kék hiicreler icin gerek
duyulmamaktadir. Embriyonik kok hiicreler farkli olarak erigkin kok hiicreler etik sorun
yaratmamasi ve gelisimin ilerleyen evrelerinde temin edilmesi, hastadan gerekli yasal
gerekliliklerin saglanmast hem kullanimi kolay bir kaynak olmasim1 hem de ¢aligmalarda etik
sorunlarin yaganmamasini saglamistir (Prentice, 2019).

Erigskin kok hiicrelerin multipotent karakterinde olmasi, pek ¢ok hiicre tipine
farklilasabilmesi kok hiicrelerin klinikte kullanimina olanak vermektedir. Hayvanlar {izerinde
yapilan calismalarda farklilagsmasi saglanan bu hiicrelerin tedavi amagli kullanilabilecegi
belirlenmistir (H. S. Wang ve ark., 2004).

Eriskin kok hiicrelerin mevcut oldugu alanlara 6rnek vermek gerekirse kemik iligi, deri,
sinir hiicreleri, kan (hematopoietik kok hiicreler), kas gibi yaygin alanlarda bulundugu
belirtilmistir. Bu kok hiicre, biiyliime veya farklilasmaya bagli olarak uygun kosullarda bagka bir
doku tlirii farklilasabilir bu ozellikleri 'plastisite' olarak adlandirilmaktadir (Biswas ve ark.,
2007).

Eriskin mezenkimal kok hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in dokuda yer alan stromal hiicre
kaynakli faktor-1 olarak bilinen Stro-1 ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii olan VEGF
biyiime faktorlerinin arttirilmas1 saglamakta sinyaller meydana getirdigi iizerine

yogunlasilmistir (Biiyiikkurt ve ark., 2017).

Hematopoetik Kok Hiicre (HKH)

Hematopoetik kok hiicreler, hematopoez teriminden kdken almistir. Hematopoez anlami
olarak gerek embriyonik gerekse yetiskin diizeyde kan hiicresi olusturulmasina verilen addur.
Hematopoetik kok hiicreler biitlin kan hiicrelerine doniisebilen, kendini yenileyebilen,
farklilagabilen kok hiicrelerdir (Ates, 2016).

Hematopoetik kok hiicrelere kemikte yer alan kemik iliginin kaynaklik yaptig
belirtilmistir. Hematopoetik karaktere sahip bu kok hiicreler; kemik iligi, kan, vaskiiler sistemi
olusturmaktadir (Sagsdz ve ark., 2008). Erigkin kok hiicre tiirlerinden olan HKH’lar kendini
yenileyebilme ve farklilasabilme 6zellikleriyle klinikte kullanilan yaygin kdk hiicre tiirleridir.
Bu kok hiicreler, kordon kam kemik iligi, fetal karacigerinden ve periferik kandan temin
edilebilmektedir. Hematopoetik kok hiicrelerin bazi ylizey belirteglerini eksprese ettikleri
gbzlemlenmistir bunlar; CD34, CD14, CD45 ve CD133 oldugu belirtilmistir (Ates, 2016).

Embriyonik dénemde olusmus hematopoetik kok hiicreler gerekli olan mikrogevre
saglanana kadar farkli bolgelere go¢ eder. Farkli bolgelerdeki farkli karakteristik 6zelliklerde
ekspresyon ve farklilagsma oOzelliklerini etkilemektedir. Ancak hematopoetik kok hiicre ile
tedavide siklikla calisilan hiicre tiirii eriskin kok hiicrelerdir. Gerek tiim kan hiicrelerine
doniisebilme gerekse kendi kendini yenileyebilme ozelligine sahiptir. Kan hiicreleri disinda
hematopoetik kok hiicreler uygun kosullar saglanirsa in vitro oramda adiposit, kemik, kikirdak
kardiyomiyosit ve miyositlere farklilasmanin meydana gelebilecegi belirtilmistir (Sagséz ve
ark., 2008).
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Mezenkimal Kok Hiicreler (MHK)

Mezankimal kok hiicreler (MHK) insan ve hayvan kaynaklarindan izolasyonu miimkiin
olan erigskin kok hiicrelerdir. Kaynaktan kolay elde edilebilir olmalar1 ve elde edildikleri
dokununlardaki ¢esitlilik rejeneratif uygulamalar i¢cin umut verici bir kaynak olmalarin
saglamistir. Mezenkimal kok hiicreler ilk olarak 1950’lerde kemikte fibroblast dnciileri olarak
tanimland1 daha sonra kendini yenileyebilme ve farklilagabilme ozellikleri arastirilmigtir
(Kaneko ve ark., 2018).

1970 yilinda Friedenstein ve arkadaslar1 tarafindan ilk olarak kemik iliginde
mezenkimal kok hiicre izole edilmistir (Aydin ve ark., 2019). Calismada kemik iligi FBS (Fetal
Bovine Serum) igeren ortamda kiiltiirlenmis ve kiiltiir sonrasi hiicrelerin fibroblast benzeri
morfolojik yapilara sahip oldugu saptanmistir. Bu kok hiicrelerin uygun ortamlar saglandiginda
kiiltiire edildikleri ortama adhezyon olma 6zellikleri vardir.

1999 yilina gelindiginde, Pittenger ve arkadaslari kemik iliginden kaynak alan bu
hiicrelere MKH olarak adlandiriken, morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen, uygun kosullar
saglandiginda bu kok hiicrelerin adipojenik, osteojenik, kondrojenik farklilasmanin meydana
gelebildigi CD49e, CD39, CD54, CD73 ve CD105 gibi yiizey belirteclerini eksprese eden kok
hiicreler olarak tanimlayip bugiinkii tanimi karsilayacak sekil de ifade etmislerdir (Pittenger ve
ark., 1999).

Mezenkimal kok hiicre kaynaklarinda bakildiginda ise kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerin elde edildigi 6nemli bir kaynak olmasina karsin farkli kaynaklardan da izolasyonu
miimkiindiir. Bu kaynaklara 6rnek verilmek gerekirse dis dokulari, gobek kordonu kani,
menstrilasyon kanindan, fetal karaciger, yag dokusu, dermis, iskelet kasi, sinoviyal sivi, wharton
jolesi, gobek kordonu, amniotik siv1 ve dig pulpasi gibi pek ¢ok kaynaktan elde edilebilmektedir
(Aydin ve ark., 2019; Ates, 2016; Ding ve ark., 2011).

Yakin zamanda gerceklestirilen calismalarda, MKH’ler de gelisimde ii¢ germ
tabakasinin etkili oldugu ifade edilip, farkli dokulara farklilagabilen, hematopoetik olmayan ve
multipotent karakterde hiicreler oldugu belirlenmigtir. Bu hiicreler mezodermal kokenli
hiicrelere farklilasabilmelerinden dolayr mezenkimal kok hiicreler olarak adlandirilmiglardir
(Jiang ve ark., 2002). Mezenkimal kdk hiicrelerin kendini yenileyebilme kabiliyetleri in vitroda
siirli oldugu belirtilmistir. (Aydin ve ark., 2019) Bu hiicrelere multipotent eriskin kok hiicre ya
da mezenkimal stromal hiicreler denilebilmektedir (Nakamura ve ark., 2009).

Farklillagsma 6zelliklerine bakildiginda mezenkimal kok hiicrelerin kemik, kas, kikirdak,
kas ve ligamente farklilagma kabiliyetine sahip multipotent hiicreler oldugu belirtilmistir.
Farklilagsma, transkripsiyon faktorlerini iceren genetik olaylar tarafindan da diizenlenir. Belirli
bir fenotip yoluna farklilasma progenitér hiicrelerin belirli bir tire farklilagmasini
indiikleyebilen bazi diizenleyici genler tarafindan kontrol edilebilir. Biiyiime faktorleri ve

indiiksiyon kimyasallarinin yani sira, biyomateryal yapili iskele ile olusturulmus bir mikro
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ortam da MKH'lere uygun ¢ogalma ve farklilasma kosullar1 saglayabilecegi belirtilmistir (Ding
ve ark., 2011).

Mezenkimal kdk hiicrelerin immiinolojik agidan hem baskilayici hemde arttiric1 etkileri
bulunup, interferon-gamma (IFN-gamma) bir otokrin bagimli yolak sayesinde antijen sunarak
immiinolojik aktiviteyi arttirict 6zellik gosterir. Eger INF-gamma seviyesi normal seviyenin
iizerine ¢ikarsa bu seferde immiinolojik baskilayici etki yaratir.

Yapilan aragtirmalarda ¢esitli biiylime faktorlerinin, sitokinlerin ve kemokinlerin
MKH'lerin mobilizasyonuna aracilik ettigi bulunmustur. Hem hayvan hem de insan
caligmalarinda, biiylime faktorleri VEGF, stromal tiirevli faktér-1 (SDF-1), graniilosit koloni
uyarici faktor (GCSF), graniilosit koloni uyarici faktor (G-CSF), eritropoietin (EPO), graniilosit
makrofaj koloni uyarici faktor, anjiyopoietin-2, fibroblast biiylime faktorii, plasental biiyiime
faktorii (PIGF), trombosit kaynakli biiytime faktorii-CC, kok hiicre faktérii (SCF), interlokin IL-
1B, IL-3, IL-2, IL-6 ve IL-8 min MKH'leri uyardig1 ve harekete gecirdigi bilinmektedir.
Anjiyogenez ve vaskiilogenez siirecinde, kemik iliginden gelen hematopoietik kdk hiicreler
(HKH) ve endotelyal progenitor hiicreler (EPC), sinerjistik etkilesimlerin fizyolojik ihtiyact
nedeniyle eszamanli olarak mobilizasyon gosterebilmektedir. Bu baglamda kan trombositleri ve
monositler tarafindan salinan VEGF-A, SDF-1, HSC, PIGF ve EPC MKH'lerin ortak
mobilizasyonuna aracilik eden metalloproteinaz-9'u (MMP-9) aktive ettigi diisiiniilmektedir. Bu
hiicreler arasindaki etkilesimler revaskiilarizasyon siirecine katkida bulunabilir (Ding ve ark.,
2011).

Mezenkimal kok hiicrelerin tamimlanmasinda bazi &nemli karakteristik 6zellikler
bulunmaktadir. Mezenkimal kok hiicre karakteristik ozelligi tasiyip tagimadigr bu yiizey
belirtecleriyle akim sitometrisi kullanarak saptanmaktadir. Mezenkimal kok hiicreler bazi ylizey
antijenlerini eksprese edebilen multipotent 0&zellik gostererip farklt hiicre tiplerine
farklilasabilen hiicrelerdir. Mezenkimal hiicreler i¢in bazi kriterler bulunmaktadir. Bunlardan
ilki standart kiiltiir kosullarinda plastik yiizeye yapisabilmeleri, osteoblast, adipoz ve kikirdak
hiicrelerine doniisebilmeleri yine CD105, CD73 ve CD90 gibi belirtegleri eksprese edebilirken,
CD45, CD14, CDI11b, CD34, CD19, CD79a ve HLA-DR yiizey belirteclerini eksprese
edememeleridir. Stro-1’in ise klonojenik mezenkimal kok hiicreler ic¢in spesifik oldugu
belirtilmistir (Ding ve ark., 2011; Lv ve ark., 2014; Aydin ve ark., 2019; Matsumoto ve ark.,
2005).

Ding ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptig1 arastirmalarda mezenkimal kok hiicrelerin
miyofibroblastlar (diiz kas aktini, diiz kas miyozin agir zinciri), ndéronlar (nestin, Tuj-1) ve
endotel hiicreleri (CD146, CD105), doniistiiriicli biiylime faktorii-beta (TGF-beta) reseptorii ve
cesitli integrinler gibi baz1 belirtegleri ifade ettigini belirtmislerdir.

Mezenkimal kok hiicreler elde edildikleri dokudan bagimsiz bir sekilde plastik kiiltiir
kabina yapigabilen kdk hiicreler oldugu morfolojik olarak fibroblast benzeri sekilleri oldugu
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belirtilmistir. Kiiltlirlenmesi kolay olan mezenkimal kdk hiicreleri, 6zellikle rejeneratif tip i¢in
onemli bir kaynak haline getirmistir. Ozellikle embriyonik kok hiicre kullaniminda yasanan etik
sorunlar erigkin kok hiicreleri iizerine yogunlasilmasina neden olmustur (Kaneko ve ark., 2018;
Martinez Saez ve ark., 2016).

Mezenkimal kok hiicreler hasarli dokulara gé¢ edebilir, hasarli hiicrelere fiizyon ederek
bu alanda cesitli faktorler salgilarlar. Bu kok hiicreler antiinflamatuvar, immunsiiresif, anjiyonik
ve antiapoptotik 6zellik gdstermeleriyle hiicresel tedavi i¢in tercih edilen bir kaynak haline
getirmistir (Ates, 2016).

Mezenkimal kok hiicreler rejeneratif tip ve gen terapisi yontemleri i¢in kullanildig1 pek
¢ok calisma bulunmaktadir. 2005 yilinda Matsumoto ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada anjiyogenezde dnemli rol oynayan vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) ile
enfekte olan mezenkimal kok hiicrelerin kalp fonksiyonunu iyilestirmek i¢in miyokard
enfarktiisiinden (MI) sonra siganlara nakledilmistir. Calisma sonuglar1 degerlendirildigin de
VEGEF eksprese eden mezekimal kok hiicrelerin kullanildig: transplantasyon, kardiyoprotektif
ve anjiyogenez etkileri miyokardimin onariminda rol alabilecegi belirtilmistir (Matsumoto ve
ark., 2005).

Khan ve arkadaslar1 1991 yilinda bu kdk hiicrelerin farklilasmasinda kok hiicrenin
bulundugu ortamm etkili oldugunu belirtmistir. Mezenkimal kok hiicreler spesifik
indiikleyicilerle, gerek in vitro gerekse in vivo kosullarda adipositlere, osteoblastlara ve
kondroblastlara farklilagmaya ugrayabilir. B-gliserol fosfat, deksametazon, askorbik asit gibi
kimyasallar mezenkimal kok hiicreler igin osteojenik farklilasmay1 indiiklerken, deksamatazon,
TGF- B3 kondrojenik farklilasmay1 uyarmada etkili oldugunu ifade etmislerdir (Aydin ve ark.,
2019).

Mezenkimal kok hiicrelerinin gerek kas gerekse kemik iligi, yag gibi dokulara
farklilabildikleri transdiferasyon gergeklestiren kok hiicre gesitlerinden oldugu ve son dénemde
yapilan caligmalarla sinir hiicrelerine de farklilagabildikleri elirlenmistir. Parkinson, Alzheimer
gibi dejeneratif bozukluklar icinde MKH’lerin kullanilabilecegi belirtilmistir (Capkin ve ark.,
2012).

1.4.Akim Sitometrisi

Akim sitometrisinin kelime anlami incelendiginde ‘sitometri” teriminin biyolojik
partikiil ya da hiicrelerin kimyasal ve fiziksel karakterlerinin tespiti anlamina gelirken, akim
sitometrisinin hiicreye ait Ozelliklerinin akan bir sivi igerisinde belirlenmesi olarak ifade
edilebilmektedir (Taneli, 2007).

Akis sitometresi pek ¢ok hiicrenin siispansiyon halindeki akiskan boyunca tek tek
gecirilerek, hiicrenin graniilatesi, biiyiikliigii gibi parametrelere dayali olarak simiflandirilmasi

temeline dayanmaktadir. Akim sitometrisi klinik ve arastirma laboratuvarlarinda 1950’li
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yillardan itibaren bagvurulan, immiinoloji, kok hiicre ¢aligmalari, hematoloji, onkoloji gibi
alanlarda kullanilan analiz yontemlerindendir (Taneli, 2007).

Akim sitometrisi yontem olarak akan bir sivinin igerisindeki hiicrelerin 6zelliklerinin
incelenmesine olanak saglar. Boylece hiicrenin sekili, boyutu, graniileritesi, DNA ve RNA
icerigi bakimindan degerlendirilmesine olanak verilebilmektedir. Analiz edilecek hiicre ya da
biyolojik bilesen Oncelikle fluoresan igerikli madde ilaveli antikor yardimiyla isaretlenmesine
olanak verilmektedir. Akim sitometrisi hizli bir teknik olup saniyede binlerce partiikiiliin
sayimina olanak vermektedir.

Akim sitometrisinin temel bilesenleri ele alindiginda en 6nemli bilesen akisi saglayacak
olan s1v1 olup yine lazer 151n saglanimini saglayacak 1sik kaynagi, filtre, sinyallerin algilandigi
sinyal dedektorii, yazilim programlar1 ve ayirma mekanizmasi bilesenlerinden olugmaktadir
(Taneli, 2007). Akis sistemi analiz edilecek partikiiliin lazer 151k 6niinden gecisisini saglayan
tasiyict sistemdir. Optik bilesen lazerden gecen partikiillerden meydana gelen floresan sagilimi
silindirik ve ¢apraz filtrelerde toplayip fotodetektdre aktarilmasinda rol almaktadir. Elektronik
bilesen ise mevcut olan optik sinyalin fotomultiper tiip (PMT) ile ¢ogaltilarak elektirik
sinyalline ¢evrilmesinden ve analiz i¢in bilgisayara aktarilmasinda rol alir.

Merkezi kanal bulunduran akici sistem, Ornegin cihaza ulagsmasimi saglamaktadir.
Merkezde yer almakta olan sivi, laminar akint1 olup kendini ¢evreleyen siviyla (sheath fluid)
birbirine karigma iglemi gergeklesmeden ilerlemektedir. Partikiiller meydana gelen bu etki ile
s1v1 igerisinde tek sira halinde dizilmis gibi goriiniir ve gergeklesen bu dizilim “hidrodinamik
odaklanma” olarak tanimlanmistir. Bu lazer, i1sinin es zamanli olarak sadece tek bir hiicreye
diismesini saglar ve tek hiicre analizi yapilmasina olanak verir. Isinin 6ne dogru yayildigi
esnada lazer ile ayn1 yonde 20 derecelik agiyla etrafa dogru yayilmakta olan 1ginlar ileri dagilim
kanallar1 (FSC) olarak adlandirilip lens araciligtyla toplanmasi saglanir. Ileri dagilim kanallari
detektorii, hiicrenin boyutu hakkinda veri elde edinmesini saglarken eksitasyon cizgisine
yaklasik 90° agiyla yayilan 1sinin Slgiilmesi ise yana dagilim (SSC) olarak adlandirilir. Yana
dagilim, incelenen 6rnegin i¢ yapist ve partikiillerin igerikleri hakkinda bilgi verir. Hidrolik
sistem, kilif sivis1 ile partikiillerin lazere carpmasimmi saglamaktadir. Lazerin partikiillere
carpmasi sonucu olusan 1s1ma optik sistem ile sinyalin toplanmasi saglanir. Optik sistem ile elde
edilen sinyallerin elektriksel sinyale doniistiirerek elektriksel sinyallerin bilgisayar ortaminda

verisel analizine olanak saglar (Taneli, 2007).

1.4.1. Akim Sitometrisi Calisma Prensibi

Stispansiyon halindeki hiicre graniilaritesi, hiicre biyiikliigiine bakilarak tek hiicre
seviyesine gore akim sitometrisi floresan yogunluguyla orantili olarak 6lglim yapan cihazdir.
Hava basincina maruz birakilan siispansiyon halindeki hiicreler sivi iginden ge¢mesi saglanir.

Boylece sivinin hizli akisa sahip, yiiksek hidrostatik basinca sahip olmasi saglanir, elde edilen
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bu basingla cam ya da quartzdan olusturulmus akis kabinine hiicrelerin gelmesini saglanilir.
Akis kabinin sekli ve stvinin laminer akisi sayesinde hiicrelerin tek sira halinde lazer kaynaginin
oniinden gegmesi saglanir. ileri dagilma, yan dagilma ve floresan dedektérleri ise FL-1,FL-2,
FL-3 vb. olup hiicre analizleri igin sistemde bulunmaktadir. Akim sitometri cihaziyla esas
olarak cihazdan ileri dagilma grafigi ile yaklasik biiyiikliigii belirlenirken yana dagilma grafigi
ile ise yaklasik olarak graniilitesi, floresan grafigiyle (belli dalga boyuna has parildama eldesi)

yaklasik floresan miktar1 hakkinda sonuclar elde edilmesini miimkiin olmaktadir (Taneli, 2007).

1.4.2. immiinfenotipleme

Akim sitometrisi, immiinfenotiplemeyle 6zel antikorlarin yardimiyla saptanmak istenen
antijenik yapilarin varligi ya da yoklugunu belirlenmek i¢in kullanilmaktadir. 1970’li yillarda
immunfenotiplendirme yapilmakta iken; immunolojide ve akan hiicre Olcer sistemlerindeki
meydana gelen gelismeler ve yazilim programlarinin hizla ilerleyisinde asama kaydetmesi
giintimiizde ¢ok renkli immiinfenotipleme analizlerinin kisa stirede sonug alinabilmesine olanak
vermistir. Incelenecek hiicrenin lazerle uyarildiginda floresan sinyaller verebilecek reaktifler ile
isaretlenmesi gerekir. En yaygin kullanim alani olan immunfenotipleme isleminde hiicrenin
isaretlenmesi, kullanilan gesitli monoklonal antikorlar araciligi ile saglanmaktadir. Akim
sitometrisinde kullanilan antikorlar “flokrom” adi verilen floresan 1s1may1 gerceklestirebilen
boyalarla isaretlenmis olan antikorlardir. Isaretlenmis olan bu antikorlar spesifik olduklari
antijeni tagtyan hiicreye baglandiklarinda floresans 1sikla tespiti miimkiin olmaktadir.

Kullanilan boyalar, lazer ile uyarildiklarinda (eksitasyon) agiga ¢ikan enerji daha diisiik
enerjisi olan, daha yiiksek dalga boyunda floresan sinyaller olarak yayilmaktadir.
Immiinofenotiplemenin ~ bazi  avantajlari  bulunmaktadir  (Taneli, 2007). Hiicreler
immiinofenotipleme, graniiler (SSC) ve biiyiiklik (FSC) yapilarina goére hiicreler
siniflandirilabilir yine o6lii hiicreler ¢alismadan elimine edilebilir. Hiicrenin fenotipi hiicre
dongiisiiniin  hangi evresinde oldugunu analizler ile saptanabilir. Akim sitometrisi ile
mezenkimal kok hiicrelerin eksprese ettigi pozitif belirteg CD90, CD105, CD73, CD44, CD146
ve HLA 1 kok hiicre yiizey belirteglerini ancak CD45 negatif belirtecini eksprese etmedikleri
dogrulanabilir boylece hiicrelerin, mezenkimal kok hiicre karakteri tasiyip tasimadigi hiicreye
0zgii antikorlarla dogrulanabilmektedir (Hu ve ark., 2018).

Baz1 pozitif ve negatif hiicre yiizey belirteglere mezenkimal kok hiicrenin
karakterizasyonu i¢in basvurulmaktadir. Hiicre ylizeylerinde bulunan bu antijenlerle konjuge
olan floresan isaretli antikorlarla mezenkimal hiicrenin karakterizasyonu miimkiindiir.
Mezenkimal karakterdeki kok hiicrelerde Thy-1 olarakta bilinen CD90, endoglin olarak
adlandirilan CD105 antijenlerini hiicre ylizeylerinde bulundurduklart CD45 olarak bilinen
hematopoietik hiicrelerde eksprese antijenler yoniinden negatif olduklari belirtilmistir (Martinez

Saez ve ark., 2016).
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1.4.3. Akim Sitometrisinde Kullamlan Hiicre Yiizey Belirtecleri
Yiizey belirtegleri hiicrenin yilizeyinde var olan kok hiicreleri tamimlamak ya da
izolasyonu i¢in kullanilan genler ve protein iiriinleri olarak tanimlanabilmektedir. Hiicre yiizey

belirtegleri CD (farklanma kiimesi) olarak bilip, farklli hiicre tiirlerine gore 6zeldir (Avei, 2022).

Cizelge 1.1.K6k hiicre ¢esitleri ve hiicre yiizey belirtegleri listelenmistir

Hiicre Cesitleri Hiicre Yiizey Belirtecleri
Nanog, Sox2, SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4 ve
TRA-1-60

Mezenkimal kok hiicreler CD90, CD105, Stro 1, CD13, CD49a ve

CD49b, CD29, CD71, CD44, CD73 ve alfa-

integrinler

Hematopoietik kok hiicreler CD150, Sca-1, CD27, CD43, CD45, CD48,
CD34, CD117, CD38

CD90 (Thy-1)

CD90, Thyl olarakta bilinen bir antijendir ve immunoglobulin siiper ailesinin GPI
baglantili bir glikoprotein iiyesidir. Kupffer hiicrelerinde ve fibroblastlarda ifade edilmektedir.
CD90, cesitli kok hiicreler ve olgun ndronlarin aksonal siirecleri icin belirte¢ olarak
kullanilabilmektedir. Noronlarda, pek cok kok hiicrede perifal T hiicrelerinde eksprese
edilebilen bir antijendir fakat bu antijenler B hiicrelerinde eksprese edilememektedir. CD90

sinyal iletimiyle ilgili olup glikozil fosfotidil inositol bagl glikoproteindir (Lv ve ark., 2014).

CD105

CD105 endoglin olarak bilinip bir membran proteinidir ayn1 zamanda yiiksek afiniteli
olup TGF beta-1 ve TGF beta-3 reseptoriidiir. TGF-beta reseptdr kompleksini regiile etme ve
TGF beta 1’e hiicresel yaniti modiile etmektedir. Endoglin olarak bilinen CD105, kemik iligi,
endotelyal ve anjiyogenik endotelyal hiicrelerde ifade edilir. Anjiyogenik endotelyal hiicrelerde

eksprese edilmesiyle anjiyogenez i¢in oldukg¢a dnemlidir.

CD45
CD45 antijeni lenfositlerdeki tiim yiizey proteinlerinin yaklagik % 10'unu olusturan, tim
cekirdekli hematopoietik hiicrelerde eksprese edilen reseptor tipi bir protein tirozin fosfatazdir

(Lv ve ark., 2014). 180-240 kD transmembran glikoproteindir. B ve T hiicresi reseptdrlerinin
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aracilik ettigi aksiyonlar i¢in kritik oldugu bilinmektedir. CD45 antijeni, hematopoietik olmayan

dokularda bulunmaz bu yilizden mezenkimal kok hiicreler igin ylizey antijeni negatiftir.

Akim Sitometrisi’nin Kullanim Alanlari ve Avantajlar

Analizin gerceklesmesi icin hiicre siispansiyonun analize hazirlamak amaciyla kan,
beyin, omurilik sivisi, kemik iligi, eklem sivisi, plevral sivi, biyopsi Ornekleri, hiicre kiiltiirii
ormek olarak akim sitometri ig¢in kullanilabilir. Akim sitometrisi analizleriyle kok hiicrelerin
karakterizasyonun saglanmasi, immofenotipleme, hiicre dongiileri, apoptoz, ila¢ residanslar1 ve
16semi lenfoma tiplemesi gibi pek ¢ok alanda analizler yapilabilmektedir.

Akim sitometrisinin avantajlar ele alindiginda kisa zaman diliminde ¢ok fazla miktarda
hiicreyi incelenmesine olanak verdigi belirtilmistir. Akim sitometrisinin hizli olmas1 1 saniye

icinde 500 hiicre sayarken 10.000 hiicreyi yaklasik olarak 20 saniyede sayabilmektedir.

1.5. Dis Tabanh Kok hiicreler ve Rejenerasyon

Dis, yiiksek oranda mineralize mine, dentin ve sement dokularinin bunun yani sira
dental pulpa ve iligkili periodonsiyum da dahil olmak iizere yumusak bag dokularindan olusan
cok yapili bir organdir. Kompleks bir yapisinin olmasi ve smirli kendi kendini iyilestirme
kabiliyetinin olmasi nedeniyle, hasarli dis dokusunun biyolojik onarimini tegvik etmek igin
cesitli miidahalelerin gerceklestirlmesi gerekir. Destek doku ve dislerle ilgili yaygmn olarak
karsilagilan hastaliklar periodontal hastaliklar, ¢liriikler ve travmatik yaralanmalardir.

Kok hiicre tedavileri, doku miithendisligi ve tibbin gelisimiyle yeni terapdtik stratejiler,
doku veya organ fonksiyonunu iyilestirme, onarma, siirdiirme ve gelistirme potansiyelleri
acisindan 6nemli katkilar saglamistir (Hu ve ark., 2018). Dis ve periodontal doku i¢in kdk hiicre
tabanli doku miihendisligi arastirmalari, dis kokii, dentin-pulpa, dis ve periodontal dokunun
rejenerasyonunu saglamaktadir. Rejeneratif endodontik prosediirlerin amaglar1 asagida

aciklanmigtir (Vishwanath ve ark., 2013).

a) Pulpa benzeri dokuyu yenilemek
b) Hasarin alanin onarimi
c¢) Kokiin yenilenmesi

d) Apikogenezisi indiiklemek

Ag1z boslugundaki kok hiicrelere kolay temin edilebilir ve hasati miimkiin olmasiyla
onemli bir mezenkimal kaynagi oldugu ortaya ¢ikmistir (Martinez Saez ve ark., 2016). Diste yer
alan kok hiicreler hizla gelismekte olan doku miihendisligiyle dis ve periodontal onarim igin
yeni terapotik stratejilerden olmustur (Shuai ve ark., 2018). Dental kok hiicrelere, siit digleri
kok hiicreleri (EDPKH), periodontal ligament kok hiicreleri (PDLKH), dental pulpa kok
hiicreleri (DPKH), dental apikal papilladan (APKH) , dental folikiil kok hiicreleri (DF-MKH)
ve dis epitel kok hiicreleri rnek verilebilir (Aydin ve ark., 2019).
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Cizelge 1.2. Oral dokulardan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin (MSCs) cesit ve

tanimlanma zamanlari.

Oral Dokulardan izole Edilen Mezenkimal Kok Hiicre Tipleri

Dis Pulpas1 Kok Hiicresi (DPKH) Gronthos ve ark, 2000
Eksfoliasyon Zamani Gelmis Siit Digi Kok Hiicresi (EDPKH) Miura ve ark, 2003
Peridontal Ligament Kok Hiicreleri (PDLKH) Seo ve ark, 2004
Apikal Papilla Kok Hiicreleri (APKH) Sonoyama ve ark, 2006
Dis Folikiilii Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler (DFMKH) Morsczeck ve ark, 2005

Dental kok hiicreler disin farkli alanlarindan izole edilebilen multipotent karakter
tastyan, uygun ortam saglandigi zaman farkli hiicre tiirlerine doniisebilen mezenkimal kok
hiicrelerdir. Mezenkimal kok hiicreler farkli doku cesitlerinde var olsa da organlar igerisinde
erisebilirlik agismdan en ¢ok dis i¢in uygundur. Son yillarda rejeneratif tip ve doku
miihendisliginin gelisimi dental kdk hiicrelere olan ilginin artmasina neden olmustur (Aydin ve
ark., 2019; Kaneko ve ark., 2018).

Dental alanda yer alan kok hiicrelerin erigiminin kolay olmasi, yiiksek proliferasyon
hiz1 osteoblast, sementoblastlar osteoblastlar ve odontoblastlara farklilasabilme kapasitesiyle
mezenkimal kaynakli kdk hiicreler klinikte kullanim agisindan énemli bir kaynak olmustur. Dig
rejenerasyonunda rol oynayan biiyiime faktorlerinin ve sinyal molekiilleri olduk¢a 6nemli olup,
farklilasmalarini, matris olusumunu ve hiicreler arasinda etkilesimleri saglayan doku
iskelelerine ihtiya¢ duyulmustur. Diste yer alan mezenkimal karakterdeki kok hiicrelerin
hastadan alinirken etik problemler yaratmamasi, farklilasma yetenekleri bu kok hiicreleri 6nemli
bir kaynak haline getirmistir (Ding ve ark., 2011).

Dental kok hiicrelerin immun sistemi diizenleyici, anti-inflamatuar etkisi vardir (Aydin
ve ark., 2019). Diste meydana gelen enfeksiyon durumlarinda bagisiklik sisteminin uyarilmasi
ve bu etkiye karsi yanmit olusmasini saglamaktadir. Yapilan c¢aligmalarda kok hiicenin
uygulandig1 dokularda immiinolojik olarak tolerans sagladigi bagisiklik sistemini ve T
hiicrelerinin artisin1 baskilamistir. Diste bulunan kok hiicre kaynaklar incelendiginde EDPKH,

DPKH, DFMKH ve APKH ve PDLKH yer almaktadir.
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Siirmemis Dis Siit Disi Kahc Dis

Sekil 1.5. Diste yer alan kok hiicre tiirlerinin (DPKH, EDPKH, PDLKH, DFMKH, APKH)
siirmemis dis, siit disi ve kalic1 diste gosterimi (Shuai ve ark., 2018).

1.5.1. Dis Pulpas1 Kok Hiicresi (DPKH)

Insan dislerinden ilk olarak 2000 yilinda mezenkimal kék hiicreler olan dental pulpa
kok hiicrelerden izole eden Gronthos ve arkadaslaridir (Kaneko ve ark., 2018). Insana dis
pulpast kok hiicreleri (IDPKH) noral tiipten agiz bosluguna gog¢ eden ektodermal kaynakli
hiicreler olup pek ¢ok hiicre tiiriine farklilasabilmektedir (Aydin ve ark., 2019).

Dental pulpa hiicreleri insan {igiincii az1 diglerinden izole edilmistir ve yogun olarak
kalsifiye olan koloniler, nodiiller olusturma yetenegine sahip fazla diizeyde klonojenite ve
proliferasyona sahip hiicreler olarak karakterize edilmistir (Kaneko ve ark., 2018). Dis pulpasi
kOk hiicreleri in vitro ve in vivo olarak odontoblastlara, osteoblastlara, kondrositlere,
miyositlere, adipositlere ve norositlere farklilasma potansiyeline sahip kok hiicrelerdir (Hu ve
ark., 2018).

Insan dis pulpas1 kok hiicreleri (IDPSCs) periodontal doku bakim ve onarim yapabilir,
yiiksek proliferasyon ve ¢oklu dizi farklilasmasi ile karakterize edilir. ilk olarak dental pulpaya
ait kok hiicre Gronthos ve arkadaslari tarafindan dis pulpasindan elde edilmistir. Dental pulpa
kok hiicreleri incelendiginde yine mezenkimal kok hiicre karakteri gosteren kemik iliginden
daha cok proliferasyon hizina sahiptir. Yapilan arastirmalar sonucunda ¢ekilmis ya da siirmekte
olan dislerden temin edilen pulpaya ait kok hiicrelerin kemik iligi kok hiicreleriyle
kiyaslandiginda daha kolay temin edilebilir olmas1 ve daha az invaziv oldugu belirlenmistir
(Aydin ve ark., 2019; Feng ve ark., 2014). Yiiksek proliferasyon hizinin nedeni hiicre
dongiisiinde aktivator olan siklin-bagimli kinaz-6 ekspresyonunun yiiksek olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Dental pulpa kok hiicreleri uygun ortam saglandigi takdirde osteoblastlara
kondroblastlara, adipositlere, odontoblast ve adipositlere farklilagabilmektedir (Aydin ve ark.,
2019). Dis pulpasi kok hiicrelerine ortam kosullart saglandiginda mineralize doku olusturma
kapasitesi fazladir bu durum kemik onariminda kullanilabilecek kaynaklardan biri haline
getirmistir. Yetigkin insanlarda bulunan dental pulpa kok hiicreleri mezenkimal kok hiicre

karakteri tasiyip STRO-1, CD90, CD29, CD44, CD105 ve CD73 gibi yiizey belirteglerini

23



eksprese edebilmekte ancak CD34, CD45 ve CD71 negatif yiizey belirteclerini eksprese
edemedikleri saptanmistir (Shuai ve ark., 2018; Aydin ve ark., 2019; Kaneko ve ark., 2018).

Dis pulpast mezenkimal kok hiicre belirteclerini eksprese ettigi gibi noral ylizey
belirteclerini (BIII-tubulin, S100, Nestin, Synaptophysin) eksprese etmektedir (Aydin ve Sahin,
2019). Insan dis pulpast kok hiicrelerinin yiizey proteinleri (CD261, CD40, CD264, CD262,
CD266 ve CDI120a) gibi tiimdr nekroz faktor reseptdr siiper ailesi proteinleri ve bazi
integrinlerdir (alfa-4, alfa-6 ve alfa-10) ve IL reseptorleri olan (CD213al, CD121a, CD217,
CDw210b ve CD130) olarak belirtilmistir. Yine dis pulpasi kok hiicrelerinde biiyiime faktorii
beta (TGF-B), interlokin-6 (IL-6) ve IL-10 gibi ¢esitli ¢oziiniir faktorler ve sitokinleri
salgilayabilmektedir (Aydin ve ark., 2019).

Ayrica dis pulpasi kok hiicrelerinin endotel (vaskiiler hiicre adezyon molekiilii), diiz kas
(diiz kas aktin), kemik (alkalin fosfataz, osteonektin, tip I kollajen, osteokalsin ve osteopontin)
ve fibroblastlar (tip III kollajen ve fibroblast biiylime faktorii 2) gibi belirtegleri eksprese ettigi
belirlenmistir (Kaneko ve ark., 2018).

Dis Pulpas: Kok Hiicreleri (DPKH) Ozellikleri

Dis pulpast kok hiicrelerinin farklilagsmasinda c¢ok sayida yolak bulunur, boylece
DPKH’lerin rejeneratif kapasitelerini diizenlenir. DPKH'lerin ve EDPKH'lerin gen ekspresyon
profilini analiz etmek igin DNA mikrodizisi gergeklestirilmistir. Sonuglar, hiicre proliferasyonu
ve hiicre dig1 matris ile ilgili yolaklarada yer alan genlerin siit disi kok hiicrelerinde (EDPKH)
dis pulpast kok hiicrelerine gore (DPKH) daha yiliksek oranda eksprese edildigini ifade
edilmistir (Shuai ve ark., 2018).

Scheller ve arkadaglar1 , 2008 de yaptig1 ¢alismada kanonik Wnt sinyali dis pulpasi kok
hiicrelerinin odontoblast farklilasma kapasitesini inhibe ettigi saptanmustir.

Feng ve arkadaglar1 ise, 2014 yilinda, insiilin benzeri hormon-1 (IGF-1), dis pulpasi
kok hiicre proliferasyonunu ve mTOR yolagi osteojenik olarak farklilasmay: artirabildigi
sonucuna ulasiimistir (Feng ve ark., 2014).

2013°de gerceklestirilen calismada Wanget ve arkadaslari, dis pulpasi kok hiicrelerinin
osteojenik ve odontojenik farklilagmasi, 6strojen seviyesi, LPS uyarimi, NF-xB yolu araciligiyla
TNF-o. uyarmmi ile diizenlenebilecegi belirlenmistir. Ostrojen eksikligi, siganlari azalmig
mineralizasyon, diisik ALP aktiviteleri, odontoblast, osteoblast belirteclerinin (Osx/OSX,
Dspp/DSP, Runx2/RUNX2, ALP ve Ocn/OCN) ekspresyonu azalmasma ve DPKH'lerin
odonto/osteojenik kapasitesini asag1 regiile etmistir. Calismada Ostrojen eksikligi olan
hastalarda dental pulpa kompleksinin rejeneratif kapasitesinin, dental pulpa dokularinda azalmig

dentinojenik potensi nedeniyle etkilendigi belirtilmistir (Y. Wang ve ark., 2013).
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1.5.2. Siit Disi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler (EDPKH)

Eksfoliye olan siit disi kaynakli mezenkimal kok hiicreler, pediatrik dis hekimligi
alaninda umut verici bir kaynak olmustur (Tsai ve ark., 2017). Siit digleri gelisimin erken
donemlerinde elde edilen kolay ulasilabilir ve kaynaktan kolay elde edilebilen mezenkimal kdk
hiicre gesitidir. Her ¢ocuk gelisim doneminde siit diglerini kaybetmekte olup kaybedilen bu
disler kok hiicre kaynagi olarak kullanilabilmekte ve uygun kosullar altinda saklanmasi
miimkiindiir.

Diste yer almakta olan kok hiicreler viicutta yer alan, diger dokulardan temini saglanan
kok hiicre hasadi ile karsilastirildiginda ise disteki kok hiicreler daha hizli ¢ogalip replike
oldugu saptanmustir (Tsai ve ark., 2017).

Eriskin kok hiicreler ile karsilastifinda ise siit disi kok hiicrelerinin kolay temin
edilebiliyor olmasi, etik sorunlarin yasanmamasi, inzaviz olmamalari, zamanlamaya bagliligin
az olmasi ve ucuz olmasi gibi sebeplerden dolay1 daha ¢ok tercih edilen olan bir kaynak haline
gelmistir (Martinez Saez ve ark., 2016; Tsai ve ark., 2017). Eksfoliasyon zamani1 gelmis siit
disleri, insan siit disi pulpasindan izole edilmis olup sinir, adipositler ve osteo- endiiktif
hiicrelere farklilagabildikleri belirtilmistir (Kaneko ve ark., 2018; Vishwanath ve ark., 2013).

Yakin zamanda ortaya konmus c¢aligmalarda, siit diglerinden (EDPKH) alinan kok
hiicrelerinin, DPKH'lerden ayirt edici kimliklerinin oldugu iizerinde yogunlasilmistir. Siit disi
kok hiicrelerin daha yiiksek oranda proliferatif olduklar1 ve dentin-pulpa benzeri kompleksler
olusturma yetenekleri sinirlt oldugu ifade edilmistir (S. Lee ve ark., 2011).

Miura ve arkadaslari, 2003 yilinda multipotent karaktere sahip bu kok hiicreleri ilk izole
eden kisilerdir (Hu ve ark., 2018). Siit disi kok hiicreleri iskelelere transplante edildiginde pulpa
doku benzeri yapilart meydana getirdigi ayn1 zamanda fonksiyonel odontoblastlara ve vaskiiler
endotelyal hiicrelere farkilagsmistiklari ifade edilmistir (Kaneko ve ark., 2018).

Mezenkimal kok hiicre karakterindeki, multipotent farklilagsma yetenegine sahip bu
hiicreler osteoblastlara, odontoblastlara, adipositler ve ndronlara farklilasabildikleri ve
rejenaratif tip i¢in kullanilabilecek bir kaynak olarak degerlendirilmistir. (Aydin ve ark., 2019;
Martinez Saez ve ark., 2016).
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Cizelge 1.3. Eksfoliasyon zamani gelmis siit disi kok hiicrelerinin (EDPKH) farklilagabildigi

kok hiicre tiirleri ve farklilagma sonucu ekspresyonlariin gosterimi.

Eksfoliasyon Zamam Gelmis Siit Disi Kok Hiicreleri (EDPKH)

Farkhlasma Kapasitesi Ekspresyonlari

Osteoblast CBFAL1, ALP, MEPE, bone sialoprotein, Osteocalcin ve osterix
Odontoblast DSPP, DMP-1, MEPE

Kondrosit SOX 9, Col 2 ve Col X

Adipositler PPAR-y2, Lipoprotein lipase

Noral hiicreler Nestin, BIII tubulin, glutamic acid decarboxylase, NFM

Eksfoliasyon zamani gelmis siit dislerinin, osteoblastlara farklilasabilme ozellikleri
sonucu kemik, pulp, dentin ve orofasiyal kemik rejenerasyonunda kullanilabilmektedir (Aydin
ve ark., 2019). Siit disleri kok hiicreleri (EDPKH) mezenkimal kok hiicre karakteri tasidigi i¢in
bazi ylizey belirteglerini eksprese etmektedir bu belirte¢cler CD90, CD105, HLA 1, CD73, CD44,
CD117, CD29 ve CD166 olup ekpsrese edebilir ve pozitif yiizey markir1 olarak kabul edilir.
Ancak bu kok hiicreler CD45, CD49d, CD49, CD18, CD31, CD133 CD184 ve CD146 gibi
yiizey belirteclerini eksprese edemez ve bu belirtegler, negatif hiicre yiizey belirteci olarak
adlandirilir (Martinez Saez ve ark., 2016). Bu belirteglere ek olarakta, siit disi kok hiicrelerinin

glial hiicre ve noral hiicelerin belirte¢lerinini eksprese ettigide belirtilmistir.

Cizelge 1.4. Eksfoliasyon zamani gelmis siit disi kok hiicreleri hiicre belirtegleri yoniinden

pozitif ve negatif olarak belirtilmesi.

Eksfoliasyon Zamani Gelmis Siit Disi Kok Hiicreleri (EDPKH)

Pozitif Ekspresyon Belirtecleri Negatif Ekspresyon Belirtecleri
CD%0 CD45

CD105 CD34

STRO-1 HLA-II/ HLA-DR
CD146 CD7

CD73 CD18

CD71 CD49e

CD44 CD63

CD29 CD133

SSEA4 CD197

CD117 CD106

CD166 CD31

CDh10 CD184
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Stit disleri diger kok hiicrelerle karsilastirildiginda benzerlikler oldugu gibi bazi
farkliliklara da rastlanmistir. Kalict dislerdeki pulpa kok hiicreleri ve kemik iligi kok
hiicreleriyle karsilagtirildiginda kok hiicelerin morfolojik olarak benzer karakter tasidigi ancak
stit dislerinin daha yiiksek farklilasma ve proliferasyon hizina sahip oldugu belirlenmistir
(Martinez Saez ve ark., 2016; Hu ve ark., 2018; Shuai ve ark., 2018; Asghari Sana ve ark.,
2017). Ancak siit disi kok hiicrelerinin dis pulpasi kok hiicrelerindeki gibi kompleks yapida
pulpa-dentin meydana getirmedigi belirlenmistir (Miura ve ark., 2003).

Uzun vadeli ¢alismalarda kullanmak iizere siit disi kok hiicrelerinin kriyoprezervasyon
islemi sonrasi, hiicrelerin canliliginin 2 yil kadar etkili oldugu, dis pulpasindaki hiicrelerin
ylizey antijenlerini ifade etmeye devam edecegine ve farklilasma kapasitelerinide koruyacaklari
belirlenmis dondurarak saklamanin etkili oldugu kanitlanmistir (Shuai ve ark., 2018; Ma ve

ark., 2012).

Eksfoliasyon Zamami Gelmis Siit Dislerinden Kok Hiicre (EDPKH) Temin Edilmesi,
Izolasyonu ve Kiiltiir Yontemleri

Eksfoliasyon zamani gelmis siit disi kok hiicreleri (EDPKH) 7-9 yas arasi ¢ocuklardan
cerrahi islemlerle standart kosullar altinda dezenfeksiyon soliisyonu uygulandiktan sonra lokal
anestezi altinda elde edilmesi saglanmaktadir. Ekskavatdr yardimiyla dis pulpasi, pulpa
boslugundan temin edilmesi saglanir. Pulpa dokusu elde edildikten sonra pulpa dokusunun
enzimatik sindirimi i¢in kollajenaz tip I (3 mg/ml) ve dispaz (4 mg/ml) eklemesi yapilip 37°C'de
1 saat inkiibe edilmesi saglanmaktadir. Inkiibasyonu saglanan siit disi kok hiicresinin
santrifiijlenmesi gerceklestirilir ve silipernatantin aspire edilmesi saglanmaktir. Tek hiicreli,
hiicre siispansiyonu bazal medyaya yerlesmesi saglanip petri kabina ekimi gergeklestirilip
kiiltiirasyon islemine tabi tutulur.

Kiiltiir ortaminin, kdk hiicrelerin kiiltiirlenmesi i¢cin 6énemli oldugu fibroblast biiyiime
faktorii (FGF) ilaveli kiiltir ortammim EDPKH’lerin koloni olusturmasi ve kendi kendini
yenileyebilmeleri icin gorev aldigi belirtilmistir. Bazal kiiltiir medyasina, eklenen sigir fetal
serum (FBS) miktar ve kalitesi, biiylime faktorleri ve diger faktorler kok hiicrelerin farkli hiicre
tipine doniisimiinii indiikleyebilmektedir. Literatiirde siit disi kok hiicreleri (EDPKH) i¢in

yaygin olarak kullanilan iki farkl kiiltiir ortam bulunmaktadir.

1) o-MEM igerikli kiiltiir ortami: a-MEM ile desteklemis bu kiiltiir ortaminda %20 FBS
(Fetal Sigir Serumu), 100 umol/l L -Askorbik asit 2-fosfat, 2 mmol/l L —glutamin100
U/ml penisilin ve 100 pg/ml antibiyotik 37°C 5% CO, hazirlanmaktadir (Ma ve ark.,
2012).
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2) DMEM igerikli kiiltiir ortami: DMEM (Dulbecco’s Modifiye Edilmis Eagle’s Medyasi)
9%10-20 (Fetal Sigir Serumu), 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml antibiyotik ve 0.25 pg/ml
amfoterisin B 37°C 5% CO, hazirlanmaktadir (Kerkis ve ark., 2012).

%ﬁ Kok Hucreler
Vs W - Kollajenaz tip |
/\ - Dispaz

-37°C'de 1 saat inkiubasvon

Dis pulpas: dokusunun

sindirimi *

| -Stipernatant aspire edilir.

"
‘ ﬁ

<

Santriflj

Petri kabinda kiiltirlenir.

Sekil 1.6. Eksfoliasyon zamani gelmis siit disi kok hiicreleri (EDPKH) elde edilmesi ve DMEM
ya da a-MEM medyalariyla kiiltiirlemesi (Martinez Saez ve ark., 2016).

1.5.3. Dis Folikiilii Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler (DF-MKH)

Dis folikiilii kaynakli kok hiicreler ilk olarak Morsczeck ve arkadaglar tarafindan 2005
yilinda ekto-mezenkimal kaynakli bir bag dokusu olan dis folikiillerinden izole edildi. Dis
folikiilt, dis germini ¢evrelemekte olan mine ve dental papillayr sarmakta olan mezenkimal
karakterdeki dokudur. Dis folikiiliine ait kok hiicreler alveolar kemik, sement, periodontal
ligament hiicrelerini meydana getirir. Dental folikiil kaynakli kok hiicrelerin kaynaktan kolay
sekilde temin edilebilir, bu hiicreler gelisimin ileri evresinde gelisen gomiili olan yirmilik dis
¢ekimi sirasinda dis folikiillerinden kolayca eldesi miimkiin olabilmektedir (Hu ve ark., 2018).
Bu kok hiicreler mezenkimal kok hiicre karakteri tasidigindan morfolojik olarak fibroblast
benzeri yapilarda, mezenkimal kok hiicre yiizey belirteglerini eksprese edebilen ve bulunduklari

plastik yiizeye yapisan kok hiicrelerdir. CD90, CD105, CD73, CD44, CD146 ve HLA 1 kok
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hiicre ylizey belirteclerini eksprese eder ancak CD45 belirtecini eksprese edemezler. Kemik iligi
gibi mezenkimal karakterdeki diger kok hiicre tiirleriyle karsilastirildiginda dis folikiil kok
hiicrelerinin kolay temin edilebiliyor olmasi, proliferasyon hizinin yiiksek olmasi, ¢esitli hiicre
tiplerine farklilagsabilmeleri 6nemli kaynaklardan biri haline getirmistir. Dis folikiil kaynakli kok
hiicreler adipojenik osteoblastik ve ndrojenik soylar gibi pek c¢ok hiicre soyuna farklilasma
kapasitesine sahiptir ve in vivo olarak gerceklesen c¢aligmalarda, kemik dokularinin ve sement
dokularinin olugturabildikleri belirtilmistir (Hu ve ark., 2018). Cerrahi prosediirler ile kolayca
temin edilebilmeleri, hiicre tedavisinde rejeneratif amaclar i¢in 6nemli bir alternatif MKH

kaynag1 olmalarin1 saglamaktadir.

1.5.4. Apikal Papilla Kok Hiicreleri (APKH)

Apikal papilla kok hiicreleri, 2006 yilinda Sonoyama ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmigtir. Ag1z bosluguna dahil olan diger iki hiicre tipi, periodontal bag kok hiicreleri
(PDLKH) ve apikal papilla kok hiicreleridir. Apikal papilla kok hiicreleri, kdokleri ve alveolar
kemigi birbirine baglayarak dis yapisimi fiziksel olarak koruyan o6zel bir yumusak bag
dokusudur (Aydin ve ark., 2019). Apikal papillada yer alan kok hiicreler dislerin dental
papilinden elde edilip keser ve gomiilii dislerin erken gelisim doneminde temin edilmektedir.
Dental apikal papilladan (APKH) elde edilen kok hiicreler, gelismekte olan dis kokii apeksinin
apikal papillalarinda gog¢ edebilen, yiliksek proliferasyon hizina sahip, rejeneratif potansiyeli
yiiksek kok hiicreler olup in vivo olarak dentin olusumu sagladiklari saptanmistir (Hu ve ark.,
2018).

Apikal papillada yer olan bu kok hiicrelerin dentin meydana getirme kapasitesi dis
pulpast kok hiicrelerine gore daha fazladir. Ancak apikal papilla kok hiicresinin gémiilii olan
dislerin erken evresinde elde edilebilir olmasi1 ve dis ¢ekimindeki zorluk nedeni dezavantaja
sebebiyet vermektedir. Papilla kok hiicreleri, olgun pulpa hiicresinden daha fazla kok hiicre
icerigine sahiptir ayrica papilla kdk hiicreleri ve periodontal ligament kok hiicreleri bir arada
kullanilarak bag doku olusumunu saglayabildikleri belirlenmistir (Jo ve ark., 2007).

Yiiksek proliferasyon oraninin mevcut oldugu, osteojenik odontojenik farklilasmaya
yatkin olan bir soy olarak hiicre ylizeyinde CD24 ekspresyonu gosterir. APKH’lar fizyolojik
olarak noral belirtecleri (nestin, BIII-tubulin ve GFAP) eksprese eder. Bununla birlikte, yapilan
bazi calismalarda da APKH’lerinin adipojenik ve norojenik farklilasma kapasitesini oldugu
ifade edilmistir (Aydin ve ark., 2019).

Apikal papilla kok hiicreleri iizerine yapilmis olan ¢aligmada, bagisikligi baskilanmis
fareye dokuya sentetik olan bir iskeleye ekilmesi saglanmis ve nakli gerceklestirilmistir. APKH
nakli sonrasi farelerde vaskiilarize pulpa benzeri doku rejenerasyonu ve dentin benzeri mineral

yapilarin olusumunu gézlemlenmistir (Aydin ve ark., 2019).
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1.5.5. Periodontal Ligament Kok Hiicreleri (PDLKH)

Periodontal ligament kok hiicre (PDLKH), dental dokuda yer alan kok hiicreler olup
kendi kendini yenileme kapasitesine sahip olan ve osteoblastlara, adipositlere ve kondrositlere
farklilagsma yetenegine sahip olan kiigiik bir mezenkimal kdk hiicre popiilasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Noral krestten tiiretilen PDLKH'ler, immiinosupresif &zellikler sergiledigi
ifade edilmistir. In vivo transplantasyondan sonra hiicre tedavisi ve norogenezde MKH
ozelliklerini koruyabildikleri belirtilmistir (Aydin ve ark., 2019).

Cekilmis ortodontik dislerden veya normal gomiilii {igiincii molar diglerden elde
edilebilen periodontal ligament hiicreleri enzimatik sindirim ya da eksplant kiiltiir ile izole
edilebilmektedir (Shuai ve ark., 2018).

Periodontal ligament kok hiicrelerinin karakterize etmek icin kullanilan yiizey
belirteglerin kemik iligine ait olan kok hiicreler ve dis pulpasi kok hiicrelerine benzer oldugu
belirtilmistir. CD90, CD105, CD13, CD29, CD44, CD49d, CD73, pozitif yiizey belirtegleriyken
CD45, CD19, CD34 negatif yiizey belirtegleri olarak belirlenmistir (Trubiani ve ark., 2005).

Periodontal ligament kok hiicreleri (PDLKH) olarak uygun kiiltiir kosullar1 altinda in
vitro olarak osteojenik ve adipojenik hiicrelere farklilasabilir ve in vivo olarak periodonsiyumun
rejenerasyonunu saglayabilmektedir (Hu ve ark., 2018).

Siit diglerinden elde edilen peridontal ligament kok hiicreler (PDLKH) kalici dislerden
elde edilen peridontal ligament kok hiicrelerine (PDLKH) kiyasla daha yiiksek kendini yenileme
yetenegi osteojenik farklilagmanin gostermistir (Ji ve ark., 2013).

Peridontal ligament kok hiicreleri alkalin fosfataz (ALP), osteokalsin (OCN), matriks
ekstraseliiler fosfoglikoprotein (MEPE) ve kemik sialoproteini (BSP) gibi osteojenik
indiikleyicileri eksprese etmesine ragmen yeni olusan mineralize nodiiller, kemik iligi ve dis
pulpasi kok hiicreleriyle karsilagtirildiginda hiicre dist matriste daha diisilk bir kalsiyum

icerigine sahip oldugu sonucuna ulasilmistir (Seo ve ark., 2004).

1.6. Ureme Sistemi ile iliskili Genler

Ureme sistemi iizerinde ¢esitli genlerin etkili oldugu, bu genlerin puberte ile iliskili
oldugu bu genlerde gelisimde meydana gelen mutasyonlarinda hipogonadizme neden oldugu
sonucuna varilmistir. Ureme sistemiyle iliskilendirilen bu genler hipotalamus- hipofiz- gonad
aksinini etkileyerek (HHG aks1), iireme sistemindeki isleyisi kontrol etmek ve siirdiiriilebilirligi
igin de son derece dnemlidir. Ureme sistemiyle ilgili olan bu genler; GnRH salmimiyla
dogrudan ilgili olan G protein bagl reseptdr 54 olarak bilinen KISSIR ve KISSI1 geni
tarafindan kodlanan ligandi KISS1 geni ve KISS1-KISS1R (GPR54) sistemine etki eden TAC3
ve TAC3R genleri belirlenmistir.
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1.6.1. Kisspeptinler

Kisspeptinler, Kissl geni tarafindan transkribe edilen, Onciil proteinlerden tiirevlenen,
uzunluklan farkli peptidler olarak tanimlanmaktadir (Kafa ve ark., 2011). Kissl geni (1q32)
tarafindan kodlanan, 145 aminoasitli fenil alenin amid yapida peptit yapidaki hormonlar olup
cesitli uzunluklardaki pargalara proteolize edilebilmektedir (Tng, 2015).

Metastin ya da Kisspeptin-54 olarak bilinen, 54 aminoasit iceren ana parca olup
kisspeptin-10, kisspeptin-13 ve kisspeptin-14'ii gibi daha kisa peptitlere pargalanabilir. Peptit
parcalarinin (kisspeptin 10, 13, 14 ve 54) enerji metabolizmasi ve ilireme sistemiyle iligkilidir.

Kisspeptin kavrami ilk olarak Lee ve ark. (1995) yilinda meme ve melanom kanseri
lizerine yaptiklari ¢alismalarda karsimiza c¢ikmaktadir. Caligmada kisspeptin hormonu ve
GPR54 (KISSR) metastazi baskilayic1 6zellige sahip oldugu belirlenmis ve bu 6zelliginden
dolay1 gen “’metastin’’ olarak tanimlanmistir (J. H. Lee ve ark., 1996).

Ayrica ¢alismada kisspeptinlerin gonadotropin hormonlarin salgilanmasin da pubertenin
baslamasi, ergenlikte cinsel olgunluga ulasilmasinda gibi rollerin yani sira kanserlerde metastaz
tizerinde plasental fizyolojide de etkine yonelikte ¢alismalar mevcut oldugu belirtilmistir (J. H.
Lee ve ark., 1996; Barroso ve ark., 2019).

1996 yilina gelindiginde ise, Pensilvanya’daki yer alan Hershey iinlii ¢ikolatasindan
ilham alarak 6n eki olan ’Ki’’ ve tiimor baskilayici bir gen olmasindan dolay1 baskilayici gen
dizisini temsilen “’SS”> eki bir araya getirilerek bu gen ‘KISS”’ seklinde
adlandirilmistir. Kisppetinlerin isimlendirilmesi de insan ve diger tiirlerde farklilik gostermis
olup insana ait kisspeptin genleri ’KISS1°’ olarak gdsterimi mevcutken diger tiirlerde kullanim1
“Kiss1” seklinde gergeklestirilmistir (Gottsch ve ark., 2009).

2003 yilina gelindiginde ise insan ve farelerle yapilan calismalar sonucunda KISS1R
ortaya ¢ikan delesyon ya da mutasyonlarin kisirliga neden oldugu ve pubertenin meydana
gelmesini engelledigi belirtilmistir. GPR54 delesyona ugradigi homozigot mutant farelerin
(GPR54 -,-) GnRH seviyelerinin az salintmindan dolay1 diisiik oldugu ve pubertede yasanan
gelisiminin aksadig1 ifade edilmistir.

Kisppetin-GPR54 sisteminin GnRH aktiflesmesini saglayarak GnRH bagimli LH ve
FSH salinmmin1 sagladiklar1 pubertede ne kadar onemli oldugu sonucu dogrulamistir.
Delesyonun meydana geldigi disi farelerde ovaryumda yer alan folikiiller gelisimini
tamamlayamamis, erkek farelerde ise testis gelisimi saglanamamistir. Bu durum pubertal
gelisimi igin kisspeptinlerin anahtar bir rol {istlendikleri sonucunu desteklemistir (Clarkson ve
ark., 2010).

Islevini yerine getiremeyen fonksiyonu bozulmus kisspeptinlerin puberteyi olumsuz
etkisi, digardan kisspeptin ilavesi uygulanarak gerek fare gerekse sigan koyun ve insan gibi canli
tirlerinin hem disi hem erkek bireylerine verildiginde gonadotropin seviyelerini arttirigi

belirtilmistir (Kafa ve ark., 2011).
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Kisspeptinler ve reseptorleri, hipotalamusun anteroventral periventrikiiler ve arkuat
cekirdeklerindeki noronlar tarafindan ifade edildigi belirlenmistir (Tng, 2015). KISS1R
reseptorii ise GPR54 reseptorii olarakta bilinip G proteini baglantili reseptorler ailesinde yer
almaktadir. Arasgtirmalarda KISS1R reseptoriiniin hipotalamus, hipofiz, gonad , spinal kortta,
karaciger, pankreas ve plasentada fazla miktarda eksprese edildigi {izerinde durulmustur (Tng,
2015; Yardimcit ve Kelestimur, 2019; Kafa ve ark., 2011).Ayrica, G-protein reseptorler
igerisinde yer alip hiicre ¢ogalmasi, biiylimesi ve gocii gibi farkli fonksiyonlar1 bulunduran
sinyal yolaklarinda aktive olmasini sagladigida belirtilmistir.

Merkezi sinir sistemi alanlarinda bulunan GPR54 reseptoriinii kodlayan genin kesfi ilk
olarak Lee ve ark. (1999) yilinda si¢an beyninde yaptiklar1 arastirmalarda kesfetmis olup bu
reseptorii insanda “AXOR12” ,“hOT7T175”, “KISSIR’’ gibi ¢esitli isimlerle adlandirilirken
siganlarda ise “’Kiss1r’” ya da GPR54” olarak adlandirilmaktadir (Kotani ve ark., 2001).

2001 yilina gelindiginde ise reseptoriin metastazi baskilayici etkisinin mevcut oldugu
belirlenmis mensup oldugu oksiiz “orphan” reseptdr sinifindan ¢ikartilip Kisspeptin-54 olarak

isimlendirilmistir (Kotani ve ark., 2001).

Puberte Zamani Kisspeptinlerin Ana Rolleri

Kisspeptinler hipotalamo-hipofizer-gonadal eksen diizenlemesinde gorev alarak puberte
ile iligskilendirilmistir (Barroso ve ark., 2019). Kisspeptinlerin kesfiyle ozellikle iireme
sistemindeki diizenleyici olmasi, puberte ile iliskilendirilmesi ve GnRH salinimi gibi pek ¢ok
metabolik olayda gorev aldigi belirlenip arastirilmaya devam edilmistir. Kissl ve GPR54
(KISS1R) ergenlik yasmnin belirlenmesinde etkili oldugu iizerinde durulmustur. Ozellikle
GPR54 ve Kissl ekspresyonundaki degisiklikler bu siirecle iliskili oldugu Navarro ve
arkadaglar1, siganlar iizerinde yapmis oldugu seksiiel gelisimide Kissl ve GPR54 mRNA
diizeylerinde artisin gergeklestirdigini belirtmislerdir (Navarro ve ark., 2004).

Yakin zamanlarda yapilan fare ve insan genetigi arastirmalarda, kisspeptin ve reseptorii
GPR54'in, normal GnRH salgilanmasi ve dolayisiyla gonadotrop islevi i¢in gerekli oldugu
belirtilmistir (Topaloglu ve ark., 2009).

2003 yilinda yapilan ¢aligmada kisspeptinleri kodlayan KISS1 gendeki inaktivasyona
bagli mutasyonlar ya da delesyonlar fare ve insanlarda pubertal olgunlagsmaya engel olup
hipogonadotropik hipogonadizme sebebiyet verdigi belirlenmistir (Barroso ve ark., 2019).

Memelilerde yapilan c¢aligmalarda Kissl noronlarmin pubertal olgunlusamaya
ulasincaya kadar Kiss1 mRNA ekspresyonunda ve hipotalamustaki kisspeptin igeriginde énemli
artis meydana geldigi belirtilmistir. Kisspeptinlerin uyarici etkilerine kars1 duyarlilik GnRH ve

dolayisiyla LH salgilanmasi ergenlik doneminde arttig1 ifade edilmistir.
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Kisspeptinlerin akut veya kronik olarak verilmesi olgunlagmamis hayvanlara verilmesi,
yalnizca GnRH'ye bagl bir sekilde gonadotropin salimimini uyarmakla kalmamis, ayn1 zamanda
disi sicanlarda ergenlik baslangicinda farkli fenotipik belirteclerini indiikleme yetenegine de
sahip oldugu belirtilmistir (Barroso ve ark., 2019).

Kisspeptin reseptorlerinin blokaji veya jiivenil donemde Kissl néronlarimin bozuklugu
disi kemirgenlerde puberte baslangicini geciktirirken, kisspeptin antagonistleri prepubertal
donemde disi maymunlarda GnRH salgisini baskiladigi {izerinde durulmustur. Bu bulgular,
Kissl'in genetik inaktivasyonunun gerek insan gerekse kemirgenlerde ergenligin baslamasini

engel oldugu sonucunu ortaya koymustur.

Kisspeptinlerin Etki Mekanizmasi

Kisspeptin kontroliiniin noroanatomik temeli puberte i¢in arastirilip, memeli tiirleri ve
kemirgenlerde Kissl noronal popiilasyonunun hipotalamusta tanimlanmistir. Kissl ndronlari,
her iki cinsiyette de seks steroidlerinin negatif geri beslemesine aracilik etmekte ve
gonadotropinlerin pulsatil sekresyonunun kontroliinde gérev almaktadir (Barroso ve ark., 2019).
Bu ozellikleriyle kisspeptinlerin iireme sagligi, puberte gibi canli gelisimini etkileyen
donemlerde gorev aldiklar1 belirlenmistir. Mekanizmalar1 incelendiginde puberte gerceklesirken
hipotalamo-hipofizer-gonadal aksi (HHG aksi), iireme fonksiyonun edinilmesi ve {ireme
sistemin siirdiiriilebilirligine arac1 eden sistem olarak gorev aldigi ifade edilmistir.
Kisspeptinler, hipotalamik salinimi sagladiklar1 bu durumun gonadotropin hormon aktivitelerini
arttirmasma neden olup puberte baslangici igin tetikleyici bir rolii oldugu belirlenmistir
(Jayasena ve ark., 2009).

Kissl geni ilk olarak 145 aminoasit igeren peptidi kisspeptin- 54 eksprese etmektedir.
Bu peptitte yer alan bastaki 19 aminoasitlik dizi sinyal diziyi olustururken prrotein 57. ve 67.
konumda kesim noktast igermektedir. 121 wve 124. aminoasitlerin kesim noktasindan
ayrilmasiyla yeni proteinler olusumu gerceklesir. Olusan kisspeptinler farkli biiyiikliiklerde
olmasina ragmen hepsinin C terminal uglarinda Arg- Phe-NH2 (RF- amidler C terminalinde
bulunan arginin- fenilalanin iceren noropeptidler) dizilerini bulundurur. 54, 10, 13 ve 14
aminoasit uzunlugundaki protein dizilerin bu ucun amidlenmesiyle GPR54 reseptoriine
baglanmasi saglanmaktadir. Reseptorler KISSIR ya da GPR54 olarak bilinip, G protein alt
birimine bagli (GPCR) reseptorler olarak tanimlanmaktadir (Tng, 2015).
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Kisspeptinler ve GPR54 olarak bilinen reseptorleri arasinda fonksiyonel iligki oldugu
belirlenip kisspeptin- GPR54 sistemi olarak adlandirilmigtir. Bir araya gelen bu kompleksin

puberte ve iireme sistemi i¢in 6nemli olduklar lizerinde durulmustur (Durmaz A., 2007).

| Progesteron

Ostrojen =
+ + Testesteron

Sekil 1.7. Kisspeptinlerin etki mekanizmasinin gosterilmesi (Pinilla ve ark. 2012).

Kisspeptinler reseptére baglanmalar1 saglandiktan sonra fosfolipaz-C aktivasyonu,
fosfatidil inositol bisfosfatin hidrolizi ve diasilgliserol (DAG) olusumunu saglamaktadir.
Ardindan diasilgliserol (DAG) protein kinaz C'yi aktive etmesinin ardindan MAPK olarak
bilinen mitojenle aktive olan protein kinazlarin fosforilasyonu gercekllesmekte ve bu durum
inositol-1, 4,5-trifosfat aktive edilmesini saglamaktadir.

Hiicre i¢inde kalsiyum salinmasi ve miktarinda gerceklesen artis hiicre sinyallesmesi
icin 6nemli olmaktadir. Meydana gelen bu artis ekstraselliiler sinyali diizenlemesinde gorev alan
kinaz (ERK) ile p38 mitojen ile aktive edilen protein kinaz olarak tanimlanan p38 MAPK sinyal
yolaklarinin aktivasyonu ile ger¢ceklesmektedir (Kafa ve ark., 2011).

Kisspeptin ndronlari, gonadotropin salgilayan hormon (GnRH) eksprese eden noronlarla
sinapslar olusturur. GnRH’lar hipotalamusda yer alan néron gruplarindan saliman bir hormon
olup aktive olan KISSIR ile GnRH salinimininda olduk¢a onemli bir yer kaplamaktadir

(Barroso ve ark., 2019). Sinapslasma sonrasi kisspeptin- GnRH etkilesimi hipotalomik-
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hipofizer- gonadal aksmn kontroliiyle pubertede icin olduk¢a Onemli rol iistlenmektedir.
Kisspeptin néronlarimin depolarizasyonu, GnRH néronlarimin depolarizasyonuna neden olmakta
folikiil uyarict hormon (FSH) ve liiteinize edici hormon (LH) salimiminin olusmasini
saglamaktadir (Tng, 2015).

GnRH’larm, gonadotroplarin igleyisini hipotalamus-hipofiz-gonadal aksi boyunca
diizenlemekle gorevili oldugu belirtilmistir. Hipotalamusun goérevine bakildiginda medyan
eminens olarak adlandirilan boliim ile hipofiz arasinda baglantiy1 sagladigi gonadotropin
saliniminin hipofizde kontrollii sekilde gerceklestirmesine neden oldugu belirtilmistir. GnRH
noronlar1 puberte olusumunda onemli gorevler alirken beyinde bulundugu lokalizasyonlar
farklilik gosterdigi ifade edilmistir. GnRH ndéronlarinin bulunduklari alanlar incelendiginde
arkuat niikleus (ARC), hipotalamusun mediobazal alaninda ve daha kaudal olarak
retrokiazmatik alanda bulunurken, median eminens ve organum vaskulozum lamina terminalis
(OVLT) alanlarinda yogunlastigi gézlemlenmistir (Yardime1r ve ark., 2019). Salinim oncesi
GnRH median emines depolanip ardindan noronal uglardan hipotalamus- hipofiz portal sistemi
kullanilarak salinmaktadir.

Gonodotripin saglatici hormonlar (GnRH), GnRH néronuna ait akson ugundan hipofizer
portal dolagimina salinmmarak FSH ve LH salimimini 6n hipofizde gerceklestirir, kontroliini
saglamaktadir (Yardimc1 ve ark., 2019). Salimmasi saglanan GnRH disilerde yumurtaliklar
erkeklerde ise testisleri uyararak iireme sistemine etki etmektedir (Barroso ve ark., 2019).
GnRH salinimi gerceklesmez ise gonadlar iglev kazanamaz ve iireme sistemi aktiflemesi
gerceklesmemektedir.

Liiteinlestirici hormon salinimi &ncesi GnRH noéronlarindan olusan es zamanlh
etkilemekte olup bu “°GnRH Puls Jeneratoru’’ olarak adlandirilmistir. Puls jeneratorii kavrami
1980'lerde Knobil'in oncii ¢alismasiyla ortaya ¢ikmis olup, salinim aginda yer alan elementler
ve sinyaller hakkindaki caligmalar hala devam etmektedir (Barroso ve ark., 2019). Kissl
noronlart GnRH pulsatilitesini ana rol oynayip dolayisiyla ergenlik temposunu etkilemektedir.
Beyinde farkli bolgelere dagilmis olan GnRH noéronlarinin noronlarin koordineli olarak
islevlesmesine ve puls jeneratorii olarak ¢alismasina olanak verdigi tahmin edilmektedir

Kissl noronlarinin kemirgenlerde temel popiilasyonu anteroventral periventrikiiler
cekirdekte (AVPV) ve komsu rostral alanlarda, primat ve koyun gibi kemirgen olmayan tiirlerde
preoptik alanda (POA) bulmaktadir.

Anterovental periventrikiiler ¢ekirdek (AVPV) Kissl néronal popiilasyonu
kemirgenlerde, gonadotropinlerin preovulatuar artigii saglayan Ostrojenlerin pozitif geri
besleme kontroliinden sorumlu oldugu disi bireylerde 6zel olarak gelistirigi ifade edilmistir
(Yardimct ve ark., 2019; Barroso ve ark., 2019). Ancak anteroventral periventrikiiler ¢ekirdekte

ise Ostrojenin pozitif geri beslemede rol aldig: belirtilmistir (Tng, 2015).
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Kisppetin noronlar1 arkuat ¢ekirdekte gonadal steroidlerin negatif kontroliine maruz
kalmaktadir. Yine arkuat bolgesinde yer alan kissl ndronlarmmin iiretimini ifade seviyesini
Ostrojenin baskilamasina sebebiyet vermektedir. Kisspeptinl ndronlari dstrojen reseptorii sahip
olmayan GnRH noéronlar1 ve gonadlar arasinda baglanti saglamaktadir. Arkuatta yer alan Kiss1
ndronlarinin, mediyan emmiensiste (ME) yer alan GnRH noéronlarmin aksonlariyla sinapsis
sagladigt ve bdylece GnRH salinimasmi steroid bagimli olarak diizenledigi {izerinde
durulmaktadir.

AVPV bolgesinde yer alan Kisspeptinl noronlari ise ovulasyondan onceki siirecte
Ostrojen seviyesinin artmasiyla kisspeptin mRNA diizeyinide arttirdigi bu durumunda Gstrojenin
GnRH noéronlar1 iizerine pozitif besleme etkisinin oldugu ifade edilmistir. Testosteron ise
erkeklerde GnRH salininmini kontrol eden hormon olup hem hipotalamus hemde hipofiz

iizerinde negatif geri beslemeye neden oldugu ifade edilmistir.

1.6.2. Tasikininler

Tasikiniler periferal doku ve merkezi sinir siteminde yer alan, noromodiilatér ve
norotransmitter etkileri olan, her cesit tasikinin reseptoriinii aktive edebilen peptit ailesi olarak
bilinmektedir (Severini ve ark., 2002).

Von Euler ve Gaddum yaptiklar1 arastirmalarda 1931 yilinda, ilk olarak SP olarak
bilinen tagikinin memelilerde belirlenmistir (Severini ve ark., 2002). Euler ve Gaddum, alkollii
ekstrelerde bulunan tanimlanamayan bir madde, at beyni ve tavsan bagirsagin da gozlemlenen
jejunumda uyarici etki sebep veren ve bu tasikininlere ‘’madde P’’ olarak adlandirmistir
(Almeida ve ark., 2004). At beyni ve tavsan bagirsagindan yapilan ¢aligmalardan, 40 yil sonra
ise Chang ve Leeman tarafindan (1970) P maddesi (SP) sigir hipotalamusundan saf halde izole
etmislerdir (Severini ve ark., 2002).

Kimura ve arkadaglar1 (1983) yaptiklar1 arastirmada ise peptit liyelerinden olan NKA ve
NKB tanimlayip, hem merkezi hem de periferik sinir sistemlerinde dagilimlarinin oldugu
belirtilmistir (Severini ve ark., 2002). Noropeptit ailesine mensup olan tasikinlerin C
terminalindeki Phe-X-Gly-Leu-Met- NH2 dizisiyle 6zlestirilir. Hatta C terminalde yer alan bu
dizi tasikinin ile iligkili peptidler olarak adlandirilmaktadir (Almeida ve ark., 2004). Yapilan
arastirmalar sonucunda memelilere ait alti g¢esit tasikinin saptanmistir bunlar nérokinin A
(NKA), norokinin B (NKB), substans P (SP), hemokinin 1 (HK1), noéropeptit gama ve
noropeptit K olarak ifade edilmistir (Almeida ve ark., 2004). Tasikinin peptitlerinin
ekspresyonlar incelendiginde memelilerde néron dokularinda ekspresyonlarimin mevcut oldugu

belirtilmistir (Severini ve ark., 2002).
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Cizelge 1.5. Genler tarafindan kodlanan norokinin g¢esitlerinin tiirlere 6zgii gdsterimi.

Gen ‘ Peptit

Tac-1 Madde P (SP)

Tac-1 Norokinin A

Tac-1 Norokinin K

Tac-1 Norokinin y

Tac-3 Norokinin B

Tac-4 Hemokinin-1(insan)
Tac-3 Hemokinin-1(si¢an, fare)

Madde P (SP), NKA ve NKB'nin aminoasit dizisi, incelendiginde tiim memelilerde ayni
oldugu belirlenirken, hemokinin-1 (HK-1) dizisinin fare, sigan ve insan arasinda degistigi
belirtilmektedir.

Madde P (SP) ve NKA, merkezi sinir sisteminde ve periferik dokularinda bulunup
periferik seviyede sinir uglarindan hemde omurilikten salinarak, uyarici ndrotransmiterler olarak
gorev almaktadir. Madde P (SP) olarak bilinen tasikinin Tac-1 geni tarafindan kodlanip 11
aminoasit uzunlugunda noéropeptittir ve fare, sican ve insanda immiin, endotel hiicreleri ve noral
olmayan hiicrelerin de eksprese edebilecegi iizerinde durulmustur (Almeida ve ark., 2004).

Norokinin B’nin omurilik dorsal boynuzunda ve merkezi sistem sisteminde
bulundugunu belirlemis ancak ndrokinin B’ye ait mRNA ekspresyonlar sican, fare ve insanda
noral olmayan uterus, plasenta gibi liremeye ait hiicrelerde de saptanmustir.(Almeida ve ark.,
2004) insanda Tac3 geni tarafindan kodlanan NKB’ya ait mRNA, omurilik, merkezi sinir
sisteminde, plesenta, uterus varligina rastlanmustir.

Tagikininler, ¢esitli genlerin kodlanmasiyla olusup Tacl geni tarafindan NKA ve SP
kodlanirken NKB ‘nin insanda Tac3 geni tarafindan kemirgenlerde ise Tac2 tarafindan
kodlandig1 belirtilmistir (Severini ve ark., 2002).

Endojen tasikininler tarafindan secici olarak tagikinin reseptorleri taninir. Tasikininler,
G proteini birlestirici hiicre zar1 reseptorleri ailesine ait olan spesifik zar proteinleri ile
etkilesime girer. Tiim genomun yaklasik %]1'ini olusturan ve hiicre sinyallesmesinde 6nemli bir
rol oynayan biiyiikk bir protein {ist ailesi olan G proteinine bagl reseptorlerin 1. familyasina
mensuplardir (Almeida ve ark., 2004).

Tasikininlerin G proteinine bagl reseptorleri, NK1R, NK2R ve NK3R belirlenmistir ve
tim tagikininlerin NK1R, NK2R ve NK3R reseptorlerine baglamabilmeleri miimkiindiir.
Beyindeki dagilimlart ele alindigin da NK1R ve NK3R nin yaygin olarak beyinde bulunurken
NK2R’nin nispeten daha sinirlt alanda bulundugu bildirilmistir (Daoui ve ark., 2000).
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Memelilere ait tagikinin reseptorlerinin dagilimi, tiir icinde heterojen bir sekilde
dagilmigtir. NK-1 reseptoriiniin dagilimina bakildiginda hem periferik seviyede hemde merkezi
olarak ndronlarda eksprese edilirken yine kas, vaskiiler endotel hiicrelerinde bulunabilecegi
ifade edilirken, NK-2 reseptoriiniin; 6zel beyin cekirdeginde eksprese edildigi belirtilmistir.
NK-3 reseptoriine gelindiginde temel olarak merkezi sinir sisteminde eksprese oldugu ve insan
ve sican uterus ve plesantasinda, insan iskelet kasi, karaciger ve akciger gibi periferik dokularda

saptanmuistir.

Kisspeptin Sinyali’nin Ko-transmitterleri

Ko-trasnmitterler, kisspeptinlerin sinyalinin de yer almakta olup bunlar; Norokinin B
(NKB) ve dinorfin (Dyn) olarak ifade edilmistir. Bu kotransitmetterlerden biri olan néronkinin
B (NKB) bir tagikinin peptidi olup reseptdrii NK3R’ ye baglanmaktadir. Norokinin B’nin
insanlarda karsiligit TAC3 olup reseptoriide TACR3 olarak adlandirilmaktadir (Tng, 2015).
Dinorfin ise; endojen bir opioid peptit olup kappa opioid reseptoriine baglanmaktadir.
Dinorfinler (Dyn) hipotalamusta, kisspeptin salinimimi inhibe edici etkiye sahipken ndrokinin
B’nin salinim1 uyaric etkiye sahip oldugu belirtilmisitir.

Bu kontransmiterlerin Kissl noronlarinda, NKB ve Dyn'in lokalizasyonun varliginin
hayvan hipotalamusda igerildigiyle ifade edilmisitir. Ve bu ndronlar, Kisspeptin/NKB/Dyn
(KNDy) noronlar1 olarak isimlendirilir ve hayvan GnRH ndronlarinda yansitilmaktadir.
Kisspeptinlerin GnRH salmimmini kontrol etmede bu kontransmitler rol almaktadir. Ko-
transmitlerden NKB, kisspeptin saliniminda goérev alip ilireme sistemi i¢in olduk¢a Onemli

oldugu sonucuna varilmistir.

| POA

Dyn = Kisspeptin salunmi inhibe eder.

CGnRH néron
—_—
3 |
0 — GnRH salimumin uvarir.
’_‘\
GnRH

MNKB = Kisspeptin sahnimini uvarir.

Sekil 1.8. Kisspeptin (Kp) sinyalinin kotransmitterlerinden Dynorphin (Dyn), inhibe ederek
norokinin B (NKB) uyararak Kp/NKB/Dyn (KNDy) noéronlar1 tarafindan Kp
salmimini saglamasimin gosterimi (Tng, 2015).
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2. ONCEKi CALISMALAR

Alman biyolog Haeckel, 1868 yilinda yaptig1 ilk ¢alismalarda kok terimini kullanimigtir
(Ramalho-Santos ve ark., 2007).

Brown Seuard, 1891’ de yaptig1 ¢calismada kemik iligine ait kok hiicreleri oral yol ile
insanda tedavi saglama amaciyla uygulamistir (Avei, 2022).

Avrupal1 bilim insanlarinin 1900’1 yillar baslarinda yaptiklar1 beyanla kan hiicrelerinin
tek bir hiicreden kdken aldigini belirtmislerdir (Ates, 2016).

1959 yilina gelindiginde, Dr. Min Chueh Chang tavsanda in vitro kosullarda
fertilizasyon (IVF) islemini gerceklestirmistir boylece uygulamayla ilk olarak in vitro ortamda
tavsan meydana gelmistir (Sagsoz, 2008; Ates, 2016; Avci, 2022).

1960 yillarin baglarina gelindiginde ise arastirmacilar c¢esitli kan hiicrelerini
incelediginde bu hiicrelerin hepsinin bir tek hiicreden koken aldigi iizerinde durmuslardir.
Hematopoetik kok hiicrelerin kesfi bu ortak koken arastirilarak bulunmustur (Silva ve ark.,
2021).

Kanadali arastirmacilar James Till ve Ernest McCulloch, 1963 yilinda yaptiklar
aragtirma sonucunda fareye ait kemik 1iligi hiicrelerinin naklinin ardindan kendini
yenileyebildikleri kapasiteye sahip olduklar1 nicel olarak belirlenmistir (Ates, 2016).
Transplante edilen farenin yasamina devam etmesi ve kaybedilen kan hiicrelerinin, kan
tiretiminin yeniden saglanmasiyla hematopoietik kok hiicrelerin varligim1 dogrulamistir (Avei,
2022).

1967 yilina gelindiginde ise; Ordinaryiis Prof. Dr. Siireyya Tahsin Aygiin tarafindan
kok hiicreye ait calismalar, embriyoya ait karsinoma hiicrelerinin kiiltiirlenmesinin
saglanmasiyla genisletilmigtir. Farelerde bulunan bu teratokarsinomalarin emriyonik germ
hiicrelerinden kdkenlendigi ve bu hiicrelerin anag hiicre oldugu belirtilmistir. Yapilan ¢caligmalar
pek cok fare ve insan teratokarsinomlarindan farkl tiir hiicre dizisinin tanimlanmasina olanak
vermistir. Embriyonik kok hiicrelerin  gelecekte, ¢esitli hastaliklarin  tedavisi  i¢in
kullanilabilecekkaynak olmasi, bilim ¢evrelerinde biiyiik bir heyecana neden olmustur (Simsek,
2012).

Edwars ve Bavister 1968 yilinda yaptig1 ¢aligmada ise insan ovumunu in vitro ortamda
fertizlizasyonun yapilmasim saglamislardir (Ates, 2016). in vitro kosullardaki fertilizasyon ile
temin edilebilen embriyolar embriyonik kok hiicre caligmalarimin yapilmasimi saglamistir.
Embriyonik kok hiicrelerin varligi pek ¢ok hastalik tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir
(Sagsoz ve ark., 2008).

1971 yilina gelindiginde ise Tiirkiye’de Ord. Prof. Dr. Siireyya Tahsin Aygiin yaptigi
caligmalarda hiicrenin potansiyeli {izerinde durmus ve ilk kiiltiir caligmalarina bulunmus bilim

insanimiz olmustur. Siireyya Tahsin kordon ve plesanta hiicrelerinin insan yagamini uzatmayi
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saglayabilecek kaynaklar olabilecegini belirtmistir. Yaptig1 ¢aligmalarda hayvanlara ait kordon
kani grefleri ve fetal greflerin cesitli hastaliklara ¢oziim olabilecegi lizerine arastirmalar
yapmustir (Avet, 2022).

Ik in vitro fertizlizasyon ile dogan bebek Louise Brown adli bebek Ingiltere’de 1978
yilinda diinyaya gelmistir (Sagsoz ve ark., 2008).

Tiirkiye’deki allojenik kemik iligi transplantasyonu ilk olarak 1978 yilinda Hacettepe
Uniiversitesinde Prof. Dr. Korkut Ozerkan tarafindan yapilmistir (Avci, 2022).

1981 yilina gelindiginde Evans ve Kaufman fare embriyonik kok hiicrelerinden temin
edilen blastosistlerin i¢ hiicre kitlesinden elde edilmistir. Pluripotent hiicre karakterindeki fare
embriyonik kok hiicrelerini ¢ogaltmak kiiltiirlemek i¢in in vitro ortamda gerekli olan sartlar
belirtmiglerdir. Bu ¢alismalar sonucunda ilk embriyonik kok hiicre Evans ve Kaufman
tarafindan uygun in vitro kosullarda elde edilmistir (Sagsoz ve ark., 2008).

Tiirkiye’de 1984 yilina gelindiginde ise Prof. Dr. Onder Berk onderliginde Giilhane
Askeri Tip Akademisinde kemik iligi (otolog) transplatasyonu yapilmistir (Tanyeli ve ark.,
2014).

Dr. Atila Tanyeli, 1992 yilinda multirelaps hodgkin lenfomaya sahip hastaya pediatrik
kok hiicre (otolog) nakli ilk olarak uygulamistir (Tanyeli ve ark., 2014).

Rhesus maymunlar1 ve marmosetlerden primat embriyonik kok hiicreler ise 1995-1996
yillart arasinda elde edilmistir (Ates, 2016). Maymun ve marsosetlerden in vitro kosul altinda
tedarik edilen bu embriyonik kok hiicrelerinden yola ¢ikilarak insana ait embriyonik kok
hiicrelerininde in vitro ortamda kiiltiirlenebilecegi diisiniilmiistiir (Thomson ve ark., 1995).

Kordon kani transplatasyonu ilk olarak Cukurova Universitesinde 1996 yilinda,
talasemik hastaya Prof. Dr. Atilla Tanyeli tarafindan uygulanmistir (Tanyeli ve ark., 2014).

1998 yilma gelindiginde ise Wisconsin Universitesinden Thomson ve calisma
arkadaglar1 tarafindan in vitro fertizilizyon laboratuvarindan bagislanmig 36 adet embriyodan,
bes adet insan ait embriyonik kok hiicre iiretimi saglanmistir (Ates, 2016). Elde edilen insan
embriyonik kok hiicreler kok hiicre ¢calismalarinda hiz kazandirmis beraberinde de etik sorunlari
giindeme getirmistir. Bu kok hiicrelerin eldesi pek ¢ok hastalik i¢in umut verici olup 6énemli bir
kaynak olarak degerlendirebilecegi iizerinde durulmustur. Kok hiicreler iizerinde yapilan
caligmalar 2003 yilinda en 6nemli 10 tip gelismesi arasinda belirtilmisitir (Sagséz ve ark.,
2008).

Pittenger ve calisma arkadaglar1 tarafindan 1999 yilinda ise embriyonik kok hiicre
tanimlamasi yapilmistir. Embriyonik kok hiicrelerin adiposit, kondrosit ve osteoblast gibi farkli
hiicre tiplerine doniigebilecek fibroblastik hiicreler olarak belirtilmistir (Pittenger ve ark., 1999).

Insan embriyonik kok hiicreleri 2000 yilna gelindiginde ise pluripotent karakter

gosterdigi saptanmistir. Pluripotent kdk hiicreler i¢in viicut hiicrelerinden kaynak aldiklar ve
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her ii¢ germ tabakasina da (endoderm, mezoderm, ektoderm) hiicrelerine doniisebilen hiicreler
olarak tanimlanmistir (Sagsoz ve ark., 2008).

Insan dislerinden ilk izole edilen mezenkimal kok hiicreler olan dental pulpa kok
hiicrelerinin ise Gronthos ve arkadaslarinca 2000 yilinda izolasyonu saglanmistir (Kaneko ve
ark., 2018). Dis pulpas1 kok hiicrelerinin multipotent kok hiicre karakteri saglandigi ve pek ¢ok
dokuya doniisebilecegi belirtilmistir.

Kok hiicre caligmalarina yatirimlarin yapilmaya baglanmasi ise 2001 yilinda Amerika
Birlesik Devletlerinde donemin baskani Bush tarafindan saglanmistir. Kok hiicre ¢caligmalarina
devlet biitgesinden ayrilmigtir. Kok hiicre caligmalarinda kullanilmak {izere embriyolarin in
vitro fertizilasyon sonrasi kalan embriyolardan yapilmasi igin yasal izni vermistir (Sagséz ve
ark., 2008).

Miura ve ark. 2003 yilinda multipotent karaktere sahip eksfoliasyon zamani gelmis siit
dislerinin kok hiicreleri ilk izole eden kisilerdir (Hu ve ark., 2018).

Giiney Koreli aragtirmacilar 2004 yilinda 30 insan embriyosunu klonlamay1 basarip
embriyolar1 blastosist evresine kadar getirebilmislerdir. Ancak bu embriyolarin hepsinden kok
hiicre iiretememis sadece birinden liretmeyi bagarmislardir (Sags6z ve ark., 2008).

Dis folikiilii kaynakli kok hiicreler ilk olarak Morsczeck ve arkadaslar tarafindan 2005
yilinda ekto-mezenkimal kaynakli bir bag dokusu olan dis folikiillerinden izole edildi. Bu kok
hiicreler mezenkimal kok hiicre karakteri tasidigindan morfolojik olarak fibroblast benzeri
yapilarda olup farkli kok hiicre gesitlerine doniisebilmekte oldugu belirtildi (Hu ve ark., 2018).

Apikal papilla kok hiicreleri ise, 2006 yilinda Sonoyama ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmas1 yapilmistir. Dental kok hiicre tiirlerinden olan apikal papilla kdk hiicrelerinin,
yiiksek proliferasyon oranina sahip oldugu, osteojenik odontojenik farklilasma egilimi oldugu

belirtilmistir (Hu ve ark., 2018).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan cihazlar

Tez calismasinda, hiicre kiiltiir calismalar1 C.U. Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi Laboratuvarlar’inda gerceklestirilmis olup kok hiicre karakterizasyonun tespiti ise BD
FACSCalibur akim sitometri cihazi ile gergeklestirilmistir. Pasaj sayisiyla iliskilendirilen siit
disi kok hiicrelerinin gen ekspresyon diizeyleri ise Roche ger¢ek zamanli PCR cihazi

kullanilarak belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Tez icin kullanilar cihazlar asagidaki gibi 6zetlenmistir.

Kullanilan Cihazlar

Inkiibator (Heracell™ 150, Thermo Electron Corporation)
Laminar Akimli Kabin (Kojair Tech)

Isik ve Invert Mikroskop (Olympus CK40)

Buzdolab1 (+4°C, -80°C)

Derin dondurucu (-20°C)

Otoklav

Santrifiij

Vorteks
BD FACSCalibur Akim Sitometrisi Cihazi
Roche Gerg¢ek Zamanli-PCR Cihazi

3.1.2. Kullamlan Malzemeler
Calismada kullanilmak iizere 9 yasindaki erkek hastadan alinmis, eksfoliasyon zamani
gelmis ciirtiksiiz Ust siit keser dis, alinan etik izinler dogrultusunda hastadan temin edilmesi

saglanip Cukurova Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisiin’de izolasyonu saglanmustir.
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Cizelge 3.2. Belirtilen malzemeler tez ¢alismasinda kullanilmigtir.

Kullanilan Malzemler

Eksfoliasyon Zaman1 Gelmig Siit Disi

Bistiirii

Pens

Insiilin Enjektorii

Santrifiij Tiipl

Igneler

Parafin Kaba,

Antibiyotik

PBS (Life Technologies, Gibco®)

o-MEM (Hyclone)

FBS (Atlanta Biologicals)

Tripsin (Life Technologies, Gibco®)

Trizol (Sigma)

25-75 cm” yiizeyli kiiltiir kabi (SPL-Lifescience)
CD90 (PerCP-CyanineS5.5, Biolegend)

CD105 (PE, Biolegend)

CD45 (FTIC, Biolegend)

Yiiksek Kapasiteli cDNA Ters Transkripsiyon Kiti (Applied Biosystems™)

Cizelge 3.3. Tez ¢alismasinda kullanilan primelerin forward ve reverse sekanslarinin gosterim.

Primerler Sequence

Insan Metastaz Baskilayic1 Geni (KISS1) F: 5'-ctcactggtttcttggcageta-3’

R: 5'-ttctagetgetggectgtg-3'

Insan Metastaz Baskilayic1 Gen Reseptorii (KISS1R) | F: 5'-gctggtacgtgacggtgttc -3

R: 5'-agagcctacccagatgctgag -3’

Insanda Tasikinin- 3Geni (TAC3) F: 5'- cccccgagagcagaataggt-3’

R:5'-ccagggtcaggtagaaaagatgg-3’

Insan Tasikinin-3 Reseptorii (TACR3) F:5'- ttgcggtggacaggtatatgg-3'

R: 5'-ggccattgcacaaagcagag-3'
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3.2. Metot
3.2.1. Siit Disi Pulpas1 Kaynakli K6k Hiicre izolasyonu ve Kiiltiirlenmesi

Yiiksek lisans tez ¢alismasinda kullanilmak {izere eksfoliasyon zamani gelmis siit disi
Cukurova Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’nden temin edildi. 9 yasindaki erkek hastadan
alman eksfoliasyon zamani gelmis ¢iiriiksiiz Uist keser siit disi, antibiyotik ilavesi yapilmis steril
fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) i¢inde laboratuvara getirildi. Hastadan alinan siit disi
gerekli aseptik kosullar saglanarak laboratuvar ortaminda pulpa dokusuna 1-2 mm kalincaya
kadar steril olan keskin diskler yardimiyla vertikal yivlerin agilmasi saglandi. A¢ilmasi saglanan
yiv bolgelerden davye yardimiyla ikiye ayrilmasi saglanip pulpa dokusu steril ekskavatorle
cikarildi. Pulpa dokusu steril cam petri igine alinip biistri kullanimiyla yaklasik 1x1x1 mm
olacak sekilde parcalandi ardindan igerisine 3 mg /tip I kollejenaz ve 4 mg /ml dispaz
cozeltisinin icermekte olan eppendorf tiiplerine aktarilmasi saglandi. Bu ¢6zelti icerisinde pulpa
dokusu 37 °C’de 1 saat beklenmesi saglanip her 10 dakikalik periyotlarda enzimin daha fazla
doku ylizeyine niifuz etmesini saglamak amaciyla karistirilmasi saglandi. Bekleme siiresinin
ardindan 1000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij islemi gerceklestirildi. Santrifiij sonrasi
stipernatantin atilmasi saglanip MEM igine %15’lik FBS, antibiyotik ilavesi yapilip hiicre
kiiltiirlenmesi saglanmistir (Martinez Saez ve ark., 2016; Asghari ve ark., 2017). ) Hiicrelerin
yogunluguna bakilarak %70-80 doluluk oranina ulastiginda pasajlanma islemine tabi tutuldu.
Pasajlama islemi i¢in oncelikle hiicreler PBS ile yikanmasi saglanip % 0.25 Tripsin- EDTA
soliisyonuyla 37°C’de kontrollii bir sekilde inkiibasyonda birakilmstir. ilave edilmis tripsinin
etkinligini inhibe etmek i¢in en az iki kati kadar serumlu biiylime ortami ilavesi yapilmigtir.
Ardindan 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmesi saglanarak pellet olusumu
gergeklestirilmistir. Siipernatant kismui atilarak hiicrelerin biiylime ortami icinde siispanse
edilmesi saglanmig ardindan hiicrelerin T75 flasklara ekimi saglanmigtir. 10-14 giinliik periyot
boyunca kontrol edilerek ortami degistirilmis yeterli konfluensa ulagmig hiicrelerin pasajlanmast
saglanmigtir. Siit dislerinden stok olusturabilmek ic¢in her pasajlama sonrasi %90 (v/v) FBS ve
%10 (v/v) DMSO ile olusturulan dondurma ortaminda dondurulmasi saglanip - 80 °C

dondurucu igerisine muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.1. izolasyonu saglanan eksfoliasyon zamam gelmis siit disi kok hiicrelerinin (EDPKH)
%15’lik FBS i¢eren medya igerisinde T75 flaskta kiiltiirlenmesi.

3.2.2. Dis Pulpas1 Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicre Yiizey Antijenleriyle Isaretlenmesi ve
Akim Sitometrisinde incelenmesi

Kiltiirlenmesi saglanan siit disi kok hiicrelerin, mezenkimal kok hiicre karakteri
stirdiiriip siirdiirmedigini dogrulamak i¢in farklilasmamis olan kdk hiicreler akim sitometrisinde
analiz edilmesi saglandi. Ugiincii pasaj (P3) sonrasi mezenkimal kok hiicreler %85 hiicre
yogunluguna ulasinca, medya uzaklastirilmasi ve PBS ile yikanma islemi gerceklestirildi. (Ma
ve ark., 2012) Hiicreler tripsin yardimiyla flasktan kaldirilip, trispini inaktive etmek iginde en az
tripsin miktarmin iki kati kadar medya ilavesinde bulunuldu. Thoma lami ile hiicre sayimi
gergeklestirildi. Kiiltiir ortaminda siispanse edilmesi saglanip 1,5 ml hacimli santrifiij tiiplerine
aktarimi saglandi. 1000 rpm’de 5 dakika santrifiigasyon yapilarak hiicrelerin ¢6kmesi saglandi
ardindan Ust kisimda yer alan siipernatantin cekilme islemi gerceklestirildi. Yikamanin
gerceklesmesi igin her tiipe 500 pl PBS eklenip ve peletin homojenize olmasina izin verilip
pellet tekrar PBS ile siispanse edilmesi saglandi. Canliligin %95 ve {izeri olmasina dikkat
edilerek en az 1.000.000 hiicre olacak sekilde sayim gergeklestirildi. FACS (Floresans
tarafindan aktive edilmis hiicrelerin ayrilmasi) tiipiine hiicrelerin alimi gergeklestirilip
Monoklonal CD90 (Thy-1, PerCP-Cyanine5.5 antikoru), CD105 (SN6, PE antikoru) ve CD45
(reseptoOr tip tirozin protein fosfat C, FITC antkoru) antikorlar tliplere aktarildi. Hiicreler
homojenize edilip ve +4°C’de 45 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi. Mezankimal kok

hiicre karakteri gosteren dis pulpasi kok hiicrelerinin pasaj 3’te pozitif yiizey markirt CD90 ve
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CDI105 ve negatif yiizey markirnn CD45 segilerek akim sitometrisinde incelemesi saglandi

(Martinez Saez ve ark., 2016).

3.2.3. RNA izolasyonu ve Mevcut RNA’larin ¢cDNA’ya Cevrimi

Total RNA TRIzol reaktifi ile iireticinin talimatlarina gore hiicrelerden izole edilmesi
saglanmigtir. Pasaj 3, 4 ve 5 siit disi kok hiicrelerinden 6ncelikle TRIzol ile RNA izolasyonu
saglandi. ik olarak hiicre iizerine 500 ul Trlzol eklenmesi yapildi. Eklemenin ardindan vortex
ile homojenize edilmesi saglanip buz iizerinde 15 dakika boyunca inkiibasyona birakilip 10 sn
olacak sekilde 5 dakikada bir vortekslenme islemine tabi tutuldu. Vorteks isleminin ardindan
14.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijleme islemi yapildi. Santrifiijleme sonucu
stipernatant bagka bir ependorf tiipe aktarimi saglanip ve tizerine 100 ul kloroform eklenmesi
yapildi. Ardindan 15 saniye boyunca vortekslenmes saglanip +4°C’de 10 dakika boyunca buz
tizerinde tutunmasi saglandi ve 14.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlendi. Tiip lizerinde 3
fazin ayrimi gozlemlenip en alt kisstmda DNA, orta kistmda bulutsu yapida protein ve en {ist
saydam kistmda RNA yer aldig1 belirlendi. Siipernatantin % 70’lik saydam kisimi baska tiipe
aktarimi gergeklestirildi. Ardindan 1: 1 hacimde esit miktarda izopropanal eklemesi yapildi ve
vortexlenmesi saglandi. + 4°C’de bekletildikten sonra 14.000 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifiij islemine tabi tutuldu. Bu islem gerceklestikten sonra dipteki pellet goriildiikten sonra
siipernatant atimi saglandi. 1 ml % 75’lik etil alkol eklemesi ger¢eklestirilmis ve (Etil alkol %
75, Depc) hazirlanmasi saglanip vortexlenme islem gerceklestirilmistir. Ardindan 14.000
rpm’de 5 dakika santrifiijleme tébi tutulup santrifiijleme sonrasi siipernatant atilip, kalan
siipernatantin uzaklastirilmasi saglanmistir. Vorteks iizerinde kisa doniis yapilip kalan
stipernatant kisiminin uzaklastirilmas: saglandi. Tiip 6 dakika boyunca buz iizerinde agz1 agik
bir sekilde bekletildi ve DEPC’li sudan 20 ul eklendi. Son olarak agzi agik sekilde 15 dakika
buz iizerinde bekletilip, pipetajlanmasi saglanip -20 derece muhafaza edilmistir.

Pasaj 3, pasaj 4 ve pasaj 5’te Trizol ile elde edilen siit disi kok hiicrelerine ait RNA’lar,
yuksek kapasiteli cDNA ters transkripsiyon kiti (Thermo) kullanilarak ¢cDNA’ya ¢evrilmesi
saglanmistir. Oncelikle 2 uL 10X RT buffer ve random primer tiip igerisine eklenmistir.
Ardindan 0,8 pL. ANTP kullanilmis boylece niicleotidlerin baglanmasi saglanmigtir. 1 pL RT
enzimi ve 9,2 pL Deonize su eklemesinin ardindan her pasajdan 5 pL RNA almacak sekilde
tiiplere eklemesi yapilmistir boylece total hacmin 20 pL olmasi saglanmistir. Tiip igerisinde
malzemeler eklenirken nazik bir sekilde pipetaj yapilmistir. Ardindan PCR’daki ¢ogaltma
isleminin gerceklesmesi igin 1s1l dongiileyicide 25 °C 10 dakika boyunca 37 °C’de 60 dakika (2
set) ve 85 °C’de 5 dk ayarlanip pasajlara ait RNA’larin (Pasaj 3, 4, 5) cDNA’ya cevrilmesi

saglanmistir.
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3.2.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerde Kisspeptin, Norokinin Reseptorlerinin Ekspresyonu

Stit disi kok hiicrelerinin total RNA izolasyonu Trizol reaktifi kullanilarak izole
edilmesi saglanip elde edilen dis pulpasina ait RNA’lar yiiksek kapasiteli ters transkriptaz kiti
Kiti kullanilarak ¢cDNA’ya doniisiimii saglanmistir. Donilisiimii saglanan ¢cDNA EnTurbo™
SYBRGreen PCR Super karigim kullanilarak Roche gercek zamanli -PCR  sisteminde
gergeklestirilmistir. Pasaj 3, 4 ve 5’teki 6rnekler 20 pl reaksiyon hacminde iki tekrar olacak
seklinde gergeklestirilmesi saglanmistir. RT-PCR i¢in 20 pl reaksiyon sistemi kurulup 2 x
SYBR Green PCR master karigim, ileri (forward) ve ters (reverse) primerler (Kissl KissIR,
TAC3, TAC3R, Beta Actin) , RNA igermeyen su ve 2 ul kalip olarak cDNA hazirlanmistir. Ug
asamali amplifikasyon prosediirii hazirlanan reaksiyon sistemine uygulanmaistir.

Cizelge 3.4. RT-PCR i¢in uygulanan {i¢ asamali amplifikasyon prosediirii sicaklik, dongii

sayisi ve uygulama zamanlarinin gdsterimi.

Durum Dongii Sayist Sicaklik Zaman
Pre-denaturasyon 1x 95°C 30s
Denaturasyon 95°C 5s
Baglanma 40x 60 °C 60 s
Uzatma 72 °C 30s

Caligmalardaki esik sikliis degeri (CT); reaksiyon ortamindaki floresan miktariin
sabitlenmis esik degerini gectigi siklusun kesirli ifadesi olarak kullanildi. Analizde beta-aktin
kontrolii kullanilarak biitiin cDNA &rnekleri normalize edilmesi saglandi. Real time PCR ile
elde edilen Ct degerleri mevcut formiille hesaplanarak analiz sonuglar i¢in grafik elde edilmesi

saglanmugtir.

AC; = C.(hedef gen) — C.(referans gen)
AAC; = C;(muamele edilen) — AC;(kontrol)

Ekspresyon orant = 272G

3.2.5. istatiksel Analiz
Calisma sonuglan istatistiksel agidan SPPSS 17 versiyonu programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Veriler analizler i¢in ortalama + standart sapma degerleri ile belirtilmistir.

Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmasi i¢in Student’s t-testi kullanilmis ve p-

degerinin 0.05’den az oldugu durumlar anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Uygun kosullar altinda kiiltiirlemesi saglanan siit disi kok hiicrelerinin, akim sitometrisi
cihazi kullanilarak mezenkimal kok hiicre karakteri tasidiklart dogrulanmigtir. Kok hiicrelerin,
mezenkimal kok hiicre morfolojik analizleri Side Scatter/ Forward Scatter (SSC/FSC)

grafikleriyle bulunan 6zelliklerin mezenkimal kok hiicre karakterine sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.1.  Pasaj 3°deki hiicrelerin popiilasyonu side scatter (graniiliite) ve forward scatter

(hiicre biiyiikliigii) akim sitometrisi cihaziyla analiz edilmesi.

Insan siit disi pulpasindan elde edilen kok hiicrelerin, mezenkimal kok hiicre karakteri
tagidig1 hiicre yiizey belirtegleri kullanilarak belirlenmistir. Pasaj 3’e getirilen siit disi kok
hiicreleri i¢in CD90 (Thy-1, PerCP/ Cyanine) ve CD105 (PE) kullanilmigtir. Elde edilen veriler
sonucunda pozitif belirteglerin CD90 ve CD105 yiizey belirteglerinin ekspresyon diizeylerinin

yiiksek oldugu sonucuna ulagilmistir.
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Sekil 4.2. Pasaj 3’teki kok hiicrelerin pozitif yiizey belirtegleri (CD90, CD105) ile akim

sitometrisinde mezenkimal kok hiicrede (MKH) oldugu saptanmasi.

hertan hoca damla: All Events [ x|

108

D105 PE-A
108 10t 108

102

107

Illllm T 1T IIIIIIII| IIIIIII| T TTITIN
] 100 102 10f 1ot 0% 108
D45 PCE.5-A

Sekil 4.3. Pasaj 3’teki kok hiicre, CD105 (pozitif yiizey markir) ve CD45 (negatif ylizey

markiri) hiicre populasyonu yoniinden akim sitometrisinde belirlenmesi.
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4.2. Kisspeptin ve Tasikinin Real-Time Sonug¢lari
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Sekil 4.4. Kisspeptin-1 geni i¢in P3 grubu kontrol (K) olarak referans alindiginda P4 ve P5

orneklerinin kath degisimleri.
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Sekil 4.5. Kisspeptin-1 reseptorii icin P3 grubu referans alindiginda P4 ve P5 &rneklerinin katl

degisimleri.
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Sekil 4.6. Tasikinin-3 (TAC3) geni, P3 grubu referans alindiginda P4 ve P5 6rneginin kath

degisimi.
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Sekil 4.7. Tasikinin-3 (TACR3) reseptoriinde P3 grubu referans alindiginda P4 ve P5 6rneginin
katl degisimi.

4.3. Tartisma

Siit digleri gelisimin erken donemlerinde temini kolay, ulasilabilir, kaynaktan kolay elde
edilebilen, multipotent karakterdeki mezenkimal kok hiicre gesitidir. Bu ¢aligmada, eksfoliye
olmus siit disi kok hiicrelerinden izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin kisspeptin ve
norokinin genlerini ve reseptorlerini eksprese etmeleri ve bu genlerin puberte, hipogonadizm
gibi iireme sistemi {izerinde 6nemli rol iistlenmeleri nedeniyle {ireme sisteminde meydana gelen
hastaliklar etkisinin olabilecegi arastirilmistir. Bu amagla siit disi pulpasindan kok hiicrelerin
izolasyonu gergeklestilmistir. Siit disi kok hiicrelerinin kiiltiirlenmesi (a-MEM igerikli kiiltiir
ortaminda, %15 FBS) saglanip hiicrelerin mezenkimal kok hiicre karakterinde oldugunu
dogrulamak amaciyla akim sitometrisi analizi i¢in hiicrelerin pasaj 3’e gelmesi saglanmstir.
Akim sitometrisinde kullanilmak {izere CD90 ve CD105 pozitif hiicre ylizey belirtecleri olarak
kullanirken negatif ylizey belirteci olarak CD45 belirlenmistir. Hiicre ylizey belirtegleriyle

mezenkimal karakterde olduklar1 dogrulanan siit disi kdk hiicrelerinin gen ekspresyonlarinin
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pasaj sayistyla iliskili olarak karsilagtirilmasi igin hiicrelerin pasaj 3, 4 ve 5° e ulagmasi
saglanmis. Siit disi kok hiicrelerindeki, KISS1, KISSIR, TAC3 ve TACR3 gen ekspresyon
diizeyleri pasaj sayisiyla iligskilendirilerek gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) incelenmistir.

Kok hiicre ile tedavi yontemi, fonksiyonu bozulmus, hasarli doku veya organin tekrar
eski islevini kazanmasi i¢in hiicrelerin terapotik olarak kullanilmasi esasina dayanmaktadir
(Aydin ve ark., 2019). Bu amacla kok hiicreler caligmalarda terapotik olarak tedavide
kullanabilecek 6nemli kaynaklardandir. Kok hiicrelerin farkli kaynaktan izolasyonu olabilmekte
ve bunlar; MKH (dis, kemik, kikirdak, kemik iligi), EKH ve HKH (periferik kan) gibi
kaynaklardan miimkiindiir (Ding ve ark., 2011).

Kok hiicre kaynaklarindan olan mezenkimal kok hiicrelerin, temin edilmesinin kolay
olmasi, in vitro kosullarda c¢ogaltilabilmesi, multipotent o6zellikte, farkli hiicre tiplerine
differansiye olmasi, immun sistemindeki immunsiiresif etkileri, anjiyonik ve antiapoptotik
oOzellikliklerinin olmasi, timdr meydana getirme potansiyellerindeki oranin az olmasi ve
EKH’ler gibi etik sorunlar olusturmamasi nedeniyle hiicresel tedavi i¢in 6nemli bir kaynak
olmustur. Gobek kordonu, plesanta ve kemik iligi gibi yapilarda bulunailen MKH’ler dental
dokularda da varligi belirlenmistir.(Martinez Saez ve ark., 2016). Dental dokularda yer alan
mezenkimal karakterdeki kok hiicre kaynaklar ele alinirsa, dis pulpast kok hiicreleri (DPKH),
eksfoliye siit disi kok hiicreleri (EDPKH), apikal papilla kaynakli mezenkimal kdk hiicreler
(APKH), peridonntal ligament kaynakli (PDLKH) ve dis folikiilii kaynakli mezenkimal kok
hiicreler (DFMKH) olarak tanimlanabilmektedir (Aydin ve ark., 2019). Bu calismada,
rejenaratif tedavide kullanilmak {izere kok hiicre kaynagi olarak mezenkimal kok hiicre
karakteri tagiyan ekfoliye olmus siit disi kok hiicrelerinden yararlanilmigtir (Ates, 2016; Ding ve
ark., 2011 ). Siit disi kok hiicrelerindeki KISS1, KISS1R, TAC3 ve TACR3 gen ekspresyonlar1
pasaj sayistyla iliskilendirilmesi saglanip puberte, hipogonadizm ve {ireme sistemiyle ilgili olan
bu genlerin siit disi kok hiicrelerindeki ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir (Barroso ve
ark., 2019; Durmaz A., 2007; Tng, 2015). Siit disi kok hiicrelerinin KISS1, KISSI1R, TAC3 ve
TACR3genlerini eksprese etmeleri ve hasarli doku ve organi verildiginde terapotik etkisiyle
fonksiyon ve biyolojik isleyisi diizenleyebilecegi izerinde durulmustur

Sunray Lee ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptiklar ¢alismada postnatal doku kaynagi
olan dis dokulariin kolay erisebilir olmasi ve yiiksek kaliteye sahip olmasi nedeniyle kok hiicre
caligmalarinda dnemli kaynak olmasi {izerinde yogunlagsmislardir. Eksfoliye zamani gelmis siit
disi ve dis pulpast kok hiicrelerinin karsilastirildigi calismada yas ve cinsiyet uyumlu
hastalardan kok hiicrelerin izolasyonu saglanmistir. EDPKH ve DPKH proliferasyon hizlari,
ylizey antijenleri, mezodermal ve ektodermal soy markirlar, diferasyon kapasiteleri
kargilagtirilmigtir.  Ayrica calismada 2 yil boyunca dondurularak saklanan DPKH ve

EDPKH’lerin hiicre biiyiimesinde ve iki katina ¢ikma siireleri de incelenmistir. Siit disi kok
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hiiceleri ve dis pulpasi kok hiicrelerinin hiicre biiylimesi ve dental hiicrelerin klonojenik
popiilasyonlar1 karsilastirildiginda, siit disi kok hiicrelerinin hiicre proliferasyon hizli olup
popiilasyonu iki katina ¢ikarma siiresi dis pulpasi kok hiicrelerinden tahminen daha kisa oldugu
belirtilmigtir. Uzun zaman dondurulmus olan siit disi ve dis pulpasi kok hiicreleri
kargilastirildiginda ise DPKH’lerdeki biiylime hizinin EDPKH’lere oranla daha yavas oldugu
saptanmugtir. Siit disi kok hiicrelerinde dis pulpasi kok hiicrelerine gore daha daha yiiksek
koloni olugturan birim fibroblastlar gézlemlenmistir.

Sunray ve arkadaglari, dental kok hiicrelerin kiiltiirleme iglemini hiicreler pasaj 3 gelene
kadar devam ettirmis ve mezenkimal kok hiicre karakterini belirlemek icin akim sitometrisi
analizi gerceklestirmistir. Akim sitometrisinde kullanilmak {izere primer antikorlardan CD29,
CD34, CD105, CD146, STRO 1 kullanilmistir. Elde edilen bulgularda; kalic1 disten elde edilen
dis pulpast kok hiicrelerinin (DPKH) ve eksfoliye siit disi kok hiicrelerinin (EDPKH)
mezenkimal kok hiicrelere benzer CD29+, CD34-/+, CD105+, CD146+ ve STRO-1
immiinofenotipte oldugu sonucuna ulagilmigtir. Mezenkimal kok hiicre karakteri sagladiklar
dogrulanan dental dokularin deksametazon, b-gliserol fosfat ve askorbik asit-2-fosfat ilaveli
osteojenik indiikksiyon ortamimda farklilagsmasi indiiklenmesini saglanmis, osteojenik
farklilasmay1 dogrulamak alkalin fosfat boyamayla saglanip, kalsiyum birikimi ise Kossa
boyama ile saglanmistir. Indiiklemenin ardindan RT-PCR analiziyle DPKH'ler ve EDPKH’lerin
gen ekspresyonlari kargilagtirilmigtir. Kalict disten elde edilen DPKH'lerin, mezodermal BMP4
(kemik morfogenetik protein 4) ve ektodermal (NCAM ve nestin) kaynakli mRNA'y1 eksprese
ettigi ancak endodermal kokenli belirteglerini ifade etmedigi ifade edilmistir. EDPKH’lerin,
disik SOX17 seviyelerini ifade etmesine ragmen, mezodermal ve ektodermal koken
belirteclerini daha bol miktarda ifade ettigi saptanmistir. DPKH'ler ve EDPKH’lerin her ikisinde
de osteojenik (osteokalsin) molekiilleri eksprese ettigi belirtilmistir. Calisma sonucunda tiim
bulgular degerlendirildiginde dental kok hiicre kaynaklarindan olan siit disi kdk hiicrelerinin
avantajli bir kaynak oldugu belirtilmistir.

Aragtirmamizda Sunray ve arkadaglar1 yaptig1 calismaya benzer sekilde eksfoliye siit
disi kok hiicrelerinin izolasyonu gerceklestirilmistir. Kiiltiirlemede kok hiicrelerin yiiksek
proliferasyon gosterdikleri ve bulunduklar1 plastik ylizeye yapistiklari gozlemlenmistir.
Kiiltiirlemesi saglanan kok hiicrelerin mezenkimal kok hiicre karakteri tasidiklart Sunray ve
arkadaslarinin yaptig1 calismaya benzer sekilde hiicrelerin pasaj 3’e ulasmasi saglanip akim
sitometrisi analiziyle dogrulanmistir. Ancak eksfoliye siit disi kok hiicrelerinin karakterizasyon
icin kullanilan hiicre yiizey belirtecleri farklilik gdstermistir. Gergeklestirilen tez galigmasinda
pozitif hiicre belirtegi olarak CD90( PerCP-Cyanine5.5) , CD105 (PE) olarak kullanilirken
negatif hiicre belirteci olarak CD45 (FTIC) kullanilip FACSCalibur™ akim sitometresi,
CELLQuest™ yazilimiyla analiz edilmigtir. Siit disi kok hiicrelerinin  farklilasmalart

gerceklestirilmeden pasaj sayisiyla iliskilendirilip KISS1, KISS1R, TAC3 ve TACR3 gen
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ekspresyonu gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile incelenmistir. Bulgular
sonucunda pasaj sayisiyla iliskili olarak ekspresyonunun arttig1 belirlenmistir.

Khamis ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptiklar ¢aligmaya gelindiginde ise; diyabetik
infertilitenin diyabetik hastada yasam kalitesini ciddi sekilde etkiledigini belirtilmistir. Insiilin
reseptorleri substrati (IRS), kisspeptin salgilayan néronda glukoz alimmi ve enerji iiretimini
diizenledigini ifade edilmistir. Hipo-insiilinemi, kisspeptin salinimini azaltarak veya hatta
durdurarak diyabetik infertilite ile iligkili hipogonadizme neden olabilecegi iizerinde
durulmustur. Arastirmada mezenkimal kok hiicre kaynaklarindan olan anne siiti kok
hiicrelerinin molekiiler diizeyde diyabetik kaynakli iireme bozuklugu icin terapotik etkisinin
olabilecegi lizerinde yogunlasilmustir.

Mezenkimal kok hiice kaynagi olan anne siitii pediatri boliimiinden temin edilip anne
stitii 1: 2 oraninda yiiksek glukozlu DMEM ve antibiyotik igeren karisimla seyreltilmis ardindan
tabi tutulan islemlerle hiicre pelletleri DMEM Kkiiltiir medyasi igerisinde %10 FBS ilavesiyle
37°C’de %5 CO, ile kiiltiirlenmistir. Arastirmada anne siitii kok hiicrelerinin pasaj 3 gelmesi
saglandiktan sonra analizlere baslanmistir. Pasaj 3’ e ulasan anne siiti mezenkimal kok
hiicrelerinin immiinfenotiplemesi i¢cin mezenkimal hiicre ylizey belirtecleri kullanilarak akim
sitometrisi cihazinda analiz edilmistir. Anne siitli kok hiicrelerin mezenkimal kok hiicre 6zelligi
tagidigini dogrulamak i¢in pozitif ylizey belirtegleri CD90 ve CD105, hematopoietik kok hiicre
ylizey belirteci olarak ise CD45, CD34 de kullanilip hiicre popiilasyonu akim sitometrisi
analiziyle degerlendirilmistir. Akim sitometrisi sonucuna gore anne siitii kok hiicrelerinin, diger
mezenkimal kok hiicreler gibi spesifik olan yiizey belirteglerini eksprese ettigi, mezenkimal kok
hiicrelerin ortak karakterlerini ifade ettigini gézlemlenmistir.

Caligmada hayvan modeli olusturmak amaciyla 45 adet yetiskin erkek Sprague Dawely
sican1 secilip 3 gruba (n=15) ayrilmas1 saglanmistir. Bu gruplar; kontrol grubu (grup 1),
diyabetik grup (grup 2) ve anne siitii mezenkimal kok hiicreleri ile tedavi edilen diyabetik grup
(grup 3) olarak belirlenmistir. Deneysel olarak diyabet indiiklemesi, streptozotosin (STZ)
enjeksiyonu ile yapilip diyabetin gelisimi gergeklestirilmigtir. Diyabetin, STZ ile
gerceklesmesiyle sicanlarda hipotalamik Kissl mRNA seviyelerini ve gonadotropin salgisini
azaltarak hipotalamik hipofiz gonadal (HPG) eksenini asagi regiile ettigi belirlenmistir. Hastalik
modeli gelistirilen sicanlarda kontrol grubuna ve diyabetli gruba muamele gerceklestirlmezken,
iclincii gruba anne siitii mezenkimal kok hiicresi tedavisi uygulanmistir. Anne siitii mezenkimal
kok hiicreleriyle tedavi edilen diyabetik sicanlarda, kok hiicrelerin hasarli olan sican
testislerinde hedef arama yetenegi (homing) ile ulastigr insana 6zgii bir Gapdh mRNA
ekspresyon seviyesinin saptanmasiyla semi RT-PCR analizi ile dogrulanmistir. Gergek zamanl
PCR (RT-PCR), iireticinin talimatlar1 izlenerek Mx3005P Real-Time PCR (Agilent Stratagene,
ABD) Sisteminde sentezlenen spesifik primerler (Kiss-1, Kiss-1r, GnRH1, GnlH) ile

gerceklestirilmistir. Arastirma gruplardaki sicanlarda, 6rneklerin toplanmasi ise hipotalamus ve
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hipofiz bezi kesilip ayrilarak, semen degerlendirmesi i¢in ise testisin epididiminin kuyruk
kismindan saglanmigtir.

Elde edilen edilen bulgularda, tip 1 diyabetik sicanlarin kan sekeri seviyesinde bir
yiikselme meydana gelirken, viicut agirliginda, aglik serum insiilininde, LH, FSH ve toplam
testosteron seviyelerinde, testis agirliklarinda, sperm sayisinda, hareketliliginde ve canliliginda
azalma meydana oldugu belirlenmistir. Diyabetik siganlar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
hipotalamik kisspeptin- GnRH sistemi basta olmak iizere testikiiler steroidogenez ve HHG
aksmin diyabetik sicanlarda asagi yonde regiilasyon oldugu belirlenmis. Buna karsin kontrol
gruplarina kryasla diyabetik sicanlarada, apoptotik belirtegc ve testikiiler proinflamatuar
belirteclerinin mRNA ekspresyonlarinin yukar1 yonde diizenlendigi belirtilmistir. Tedavi
edilmeyen diyabetik grup (grup 2) kontrol grubuna (grupl) kiyasla, hipotalamik Kissl ve
Gnrhl, hipofiz Gnrhr, testikiiler kisslr ve PPAR-y mRNA ekspresyonunda 6nemli 6l¢iide asagi
yonde regiile edilirken ve hipotalamik GnlH mRNA ekspresyonunda onemli bir yukari
regiilasyon oldugu belirtilmistir. Ayrica, tip 1 diyabette ortaya ¢ikan hipoinsiilinemi, enerji
tiretimi i¢in gerekli olan kisspeptin néronunun glukoz alimini azaltarak, kisspeptin mRNA
ekspresyonunu olumsuz etkileyebilecegi ifade edilmistir. Kontrol altina alinamayan diyabetin
hipotalamik mRNA  ekspresyonundaki = bozulmasi nedeniyle hipogonadizm ile
iliskilendirilebilecegi ve hipotalamik mRNA ekspresyonunun seks hormonlar1 tarafindan
diizenlendigi belirtilmistir. Ayrica diyabetin Kisspeptin mRNA ekspresyonu ilizerinde gii¢lii bir
baskilayict etkiye sahip oldugu ifade edilmistir. Yine, kontrol grubuna kiyasla diyabetik tedavi
edilmeyen sigcanlarda (grup 2) serum FSH, LH ve toplam testosteron seviyelerinde 6nemli bir
azalma meydana geldigi belirlenmistir. Anne siitii mezenkimal kok hiicreleri ile tedavi edilen
grupta ise hipotalamik Kissl, kisslr, Gnrhl, hipofiz Gnrhr ve testikiiler kisslr ve PPAR-y,
mRNA ekspresyonunu onemli 6l¢iide yukari regiile edilirken ve hipotalamik GnIH mRNA
ekspresyonunu O6nemli Ol¢iide asagi regiile ettigi belirlenmistir. Mezenkimal kok hiicrelerden
olan siit dislerinin hasar1 onararak diyabetin yarattigi olumsuz sonuglari iyilestirebilecegini
iizerinde durulmustur. Khamis ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alisma, anne siitii mezenkimal kok
hiicreleriyle tedavi edilen diyabetik siganlarda ¢ogu parametrelerin normal fizyolojik seviyeye
dondiigii, artis meydana getirdigi bu yiizden de tip1 diyabetin neden oldugu infertilite i¢in anne
stitii kok hiicrelerinin potansiyel bir terapotik roliin oldugu belirtilmistir.

Arastirmamizda, Khamis ve arkadaslarindan farkli olarak mezenkimal kok hiicre
kaynag1 olarak eksfoliye siit disi kok hiicresi kullanilmistir. Siit disi kok hiicrelerinin
kiiltiirlemesinde a-MEM kiiltiir medyasi1 kullanilirken (%10 FBS ilaveli), anne siitii mezenkimal
kok hiicrelerinde DMEM kiiltiir medyasi (%10 FBS ilaveli) kullanilmistir. Calismamizda siit
disi kok hiicrelerinin mezenkimal kdk hiicre 6zelligi tasidigim1 dogrulamak i¢in pozitif yiizey
belirtegleri CD90 ve CD105, hematopoietik kok hiicre ylizey belirteci olarak ise CD45

belirlenip akim sitometrisi cihazinda dogrulanmistir. Anne siitii mezenkimal kok hiicreleriyle

56



gerceklestirilen c¢aligmada ise negatif belirteglere ek olarak CD34’tin de kullanimiyla
mezenkimal kok hiicre karakterizasyon saglanmigtir. Siit disi kok hiicrelerinden elde edilen
bulgular sonucunda, pasaj sayisiyla iliskili olarak KISS1, KISSIR, TAC3 ve TACR3
ekspresyonlarinin olmasi, hasarli olan dokuya nakledildiklerinde kok hiicrelerinin rejenerasyonu
saglamalar1 nedeniyle tipki anne siitii mezenkimal kok hiicreleri gibi lireme sisteminde meydana
gelebilecek bozukluklarda alternatif bir kaynak olarak kullanabilecegi diistiniilmiistiir.

Almeida ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptiklar1 arastirmalarda, norokininler iizerine
olmustur. Insanlarda Tac3 geni tarafindan kodlanan Nérokinin B’nin omurilik dorsal
boynuzunda ve merkezi sistem sisteminde bulundugunu belirlenmistir ancak ndrokinin B’ye ait
mRNA ekspresyonlar1 sigan, fare ve insanda ndral olmayan uterus, plasenta gibi iliremeye ait
hiicrelerde de saptanmustir.

Memelilere ait tasikinin reseptorlerinin dagilimi ele alindiginda ise; tiir iginde

dagiliminin degisiklik gosterdigi belirtilmistir. NK-3 reseptoriine gelindiginde temel olarak
merkezi sinir sisteminde eksprese oldugu ve insan ve sigan uterus ve plesantasinda, insan iskelet
kasi, karaciger ve akciger gibi periferik dokularda saptanmistir. Merkezi ve periferik diizeyde
cinsel steroidler tarafindan tasikinin ve tasikinin reseptorlerinin ekspresyonunun bir
diizenlemesi mevcut oldugu ifade edilmistir. Norokinin B ve nérokinin 3 reseptdriiniin gen
ekspresyonunun ostrojenler tarafindan giiclii bir sekilde diizenlenmesi de bu ¢ikarimi dogrular
nitelikte olmustur (Almeida ve ark., 2004). Elde edilen bulgularda, tasikininlerin {lireme
islevinde diizenleyici etkisi oldugu {izerinde durulmasini  saglamistir. Tasikinin ve
reseptorlerinin iireme kontroliinde gorev alan hipotalamus, 6n hipofiz ve gerek kadin gerekse
erkek Ureme sisteminde temel seviyede mevcut oldugu belirtilmistir. Tasikininlerin
hipotalamus- hipofiz aksinda prolaktin seviyesi ve gonadotropinlerin kontrolii, yumurtalik ve
testislerde steroid salgilanmasina etki ettigi belirtilmistir. Merkezi ve periferik diizeyde cinsel
steroidler tarafindan tasikinin ve tasikinin reseptdrlerinin ekspresyonunun bir diizenlemesi
mevcuttur. Norokinin B ve norokinin 3 reseptoriiniin gen ekspresyonunun ostrojenler tarafindan
giiclii bir sekilde diizenlenmeside bu ¢ikarimi dogrular nitelikte olmustur.
Gergeklestirdigimiz ¢alisma sonucunda ise, TAC3 geni tarafindan kodlanan Norokinin B’ye ait
mRNA ekspresyonlarinin sadece sinir hiicrelerde eksprese olmayip noral olmayan hiicrelerde de
eksprese oldugu saptanmistir. Ureme sitemi iizerindeki etki mekanizmalarinin olusu ve iiterus,
plesanta, iskelet kasi gibi farkli dokulardaki ekspresyonlarmin var oldugu belirlenmistir.
Mezenkimal kok hiicre kaynaklarindan biri olan siit disi kok hiicrelerinde de TAC3 ve TAC3R
ekspresyonun varligi pasaj sayisiyla iligkilendirilmis ve bu kok hiicre kaynaginda da
ekspresyonlarinin varlig tespit edilmistir.

Tng E. L. 2015 yilinda yaptig1 arastirmada; kisspeptinl néronlarinin ndrokinin B
iceren noronlar oldugu insanda TAC3 geni norokinin B’yi eksprese ederken TAC3R ise

norokinin B reseptoriinii kodlayarak KISS sisteminin aktivasyonu saglandigi belirtilmistir.
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Kisspeptin sinyalinin kontranmiterleri gorev aldigi, kisspeptin néronlarinda lokalize oldugu ve
bunlart Norokinin B (NKB) ve dinorfin (Dyn) oldugu belirtilmistir. Kisspeptin/NKB/Dyn
(KNDy) néronlar olarak adlandirilmistir ve kisspeptinlerin GnRH salinimi modiile ettikleri
belirtilmistir. KISS-1/GPR54 sisteminde meydana gelen inaktive edici mutasyonlar
hipogonadotropik hipogonadizime neden oldugu ifade edilmistir. (Tng, 2015)

Aragtirmalarda NK3 reseptorii olan NK3R'lerin hayvanlarda, hipotalamus ve GnRH
noronlarinda bulundugu NK3R agonistleri Kissl noéronlarimi aktive ederek sicanlarda
luteinlestirici hormon (LH) salgilanmasint arttirdigi belirtilmistir. Bu bulgular Kisslr
reseptOriiniin nakavt edildigi farede mevcut olmamistir. Yine ¢alismada TAC3 ve TACR3
fonksiyonunu inaktive edici mutasyonlarin hipogonadizme sebebiyet verdigi ve Dyn’in
hayvanlarda luteinlestirici hormon (LH) salgilamasinda inhibe edici etkiye sahip oldugu
belirtilmistir.

Elde edilen bulgular, ¢aligmada kisspeptin sinyallerinin ndrokininlerin de etkisi sonucu kiss
sisteminin aktiflesmesiyle iireme sisteminde yer edindigi ve bu isleyis i¢in KISS1, KISSR1 ve
TAC3, TACR3 6nemli genler oldugu belirtilmistir.

Son olarak Topaloglu ve arkadaslarinin 2009 yilinda gerceklestirdigi arastirmada;
ailesel hipogonadizmdeki TAC3 ve TACR3 mutasyonlarmin Norokinin B’nin {ireme
kontroliindeki etkisi lizerinde arastirilmistir. Pubertal yetmezlik ya da gonadotropin eksikligin
Norokinin B’ yi kodlayan TAC3’teki ve NK3R reseptoriinii kodlayan TACR3’teki homozigot
mutasyonlarin bireylerde fonksiyon kaybina neden oldugu iizerinde durulmustur. Tasikinin
ailesinin {iyesi olan ndrokinin B, hipotalamik noéronlarda gonadotropin salgilatict hormonunu
diizenleyicisi olan kisspeptinl yiiksek miktarda eksprese ettigini belirtmislerdir. GPR54 ya da
GnRH reseptoriinde meydana gelen mutasyonlarin ailesel hipogonadotropik hipogonadizm de
tespit edilmistir (Topaloglu ve ark., 2009)

Ulkemizde gerceklestirilen idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizmdeki tek
niikleotit polimorfizm analizi ile norokinin B'nin (NKB) ve reseptérii NK3R araciligiyla
diizenleyici etkileri oldugu belirlenmistir. TACR3, nérokinin B icin reseptér olan NK3R'yi
kodlamakta, kisspeptini de ifade eden hipotalamik noronlarda yiiksek oranda ifade eden bir
tagikinin peptit oldugu ifade edilmistir.

Elde edilen bulgularda, homozigot TAC3 veya TACR3 mutasyonlari, NK3R reseptorii
araciligryla hareket eden norokinin B'nin (NKB) insan iiremesinin merkezi hormonal kontrolii
i¢in dnemli olduguna dair kanitlar bulunmustur. Ozellikle, nérokinin 3 reseptdriiniin merkezi
sinir sisteminde ifadesinin yaygin oldugu belirtilmistir. TACR3’ te yasanan mutasyonlar
fonksiyon kaybmma neden olmakta bu durum deneklerde iireme aksini etkiledigi gibi
norodavranigsal abnormalitiklere olmasi ilizerinde durulmustur. Norokin B’nin, kisspeptinl
ekspresyonu icin O6nemli etkisi oldugu {ireme sistemi i¢in son derece Onemli oldugu

belirtilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Caligmada 9 yasindaki erkek hastadan alinan eksfoliasyon zamani gelmis ¢liriiksiiz tist
stit keser siit disi kullanilmistir. Siit disi kok hiicrelerinin gen ekspresyonlarinin cinsiyetle
iligkilendirilip iliskilendirilemeyecegi cinsiyet ve arastirma gruplar1 genisletilerek aragtirmanin
kapsami genisletilebilir.

Calismamizin sonuglarina gore eksfoliye zamani gelmis siit disinden elde edilen
mezenkimal karakterdeki kok hiicreler pasaj sayisiyla iliskilendirilerek kisspeptin (KISS1),
kisspeptin reseptorii (KISSIR), ndrokinin (TAC3) ve norokinin reseptorii (TAC3R)
ekspresyonlar1 incelenmistir.

Kisspeptin-1 ve Kisspeptin reseptorii i¢in P3 grubu referans alindiginda P4 ve P5
orneklerinin gen ekspreseyonu katli degisimleri incelendiginde gen ifadesinin pasaj sayiyla
birlikte siit disi kaynakli mezenkimal kok hiicreler i¢in artig1 belirlenmistir.

Tasikinin-3 (TAC3) ve Tasikinin-3 reseptoriiniin(TAC3R), P3 grubu referans
alindiginda P4 ve P5 Omneginin gen ekspresyonunun katli degisimi pasajla birlikte arttig
sonucuna ulasilmistir.

Calismamizda KISS1, KISSIR, TAC3 ve TAC3R gen ekspresyon diizeyleri pasaj
sayistyla iligkilendirilerek eksfoliasyon zamam gelmis ¢iiriiksiiz, {ist siit dislerinin
farklilastirilmadan analiz edilmistir. Siit disi kok hiicrelerinin uygun farklilasma ajanlart
kullanilarak farkli hiicre tiplerine farklilagsmasi saglanip gen eksprosyonlarmin farklilasmis ve
farklilasmamis kok hiicre tiirlerindeki ekspresyon diizeyleri karsilastirilip belirlenebilir.

Kisspeptinl- Kisslr sisteminin birlikteliginin 6zellikle gonadotropin salici hormonu
aktive ederek LH ve FSH hormonlarmin salinimi GnRH’a bagiml olarak gerceklesmektedir.
Kispeptinlerde meydana gelen mutasyon ya da delesyonlarinin disilerde dogrudan ovaryumda
folikiil gelisimini, erkekte ise testiste gelisime engel oldugu belirtilmistir. Bu yiizden pubertal
gelisim i¢in ¢ok 6nemli gorevleri oldugu iizerinde durulmustur. Calisma sonuglari, puberteyle
iligkilendirilen kisspeptin ve norokininin gen ekspresyonlarmin siit disi kdk hiicrelerinde
ekspresyon diizeylerinin pasaj sayisiyla arttigi dogrulanmistir. Kisspeptin-KISSR reseptorii
hipotalamus, hipofiz, gonad, spinal kortta, karaciger, pankreas ve plasentada fazla olarak
eksprese edildigi belirtilmistir. Bu mezenkimal kdk hiicre kaynaklarina ek olarak, siit disi
mezenkimal kok hiicrelerininde alternatif bir kaynak olarak kullanilabilecegi hipogonadizm,
puberte gibi ilireme sistemiyle ilgili hastaliklar icin terapotik olarak degerlendirilebilecegi

tizerinde durulmustur.
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