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TURKCE OZET

Canli organ ve dokularda, kaynak hiicre olarak uzun siire canligin siirdiiren,
kendini yenileyebilen, farklilasarak diger doku hiicrelerine doniisebilen, heniiz
farklilasmamis hiicreler kok hiicre olarak tanimlanir. Eriskin memeli canlidaki
mezenkimal kok hiicreler (MKH) kolaylikla ve yiiksek oranda bulunan multipotent
kok hiicrelerdir. Kirmizi aci biberin etken maddesi olan Capsaicin (8-methyl-N-
vanillyl-trans-6-nonenamide) (CAP), alkoloid yapiya sahiptir. Gliniimiiz kosullarinda
farkli kullanim alanlarina sahip kirmizi aci biber, baslangicta gida katki maddesi
olarak kullanilmistir. CAP’in  19. yiizyildan itibaren analjezik etkisinden
yararlanilmaya baslanmistir.  Giiniimiizde arastirma ve ilag sektOriinde
kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda; sican yag dokusundan elde edilen mezenkimal kok
hiicrelerine farkli doz ve siirelerde uygulanan Capsaicin’in, Ki-67 antikoru ile
proliferasyonuna, kok hiicre ylizey isaretleyicileri (cluster differentiation CD), CD90,
CD105, CD45 ve CD11b ile fenotipik karakterizasyonuna ve MTT testi ile hiicre sag

kalimina olasi etkisinin degerlendirilmesi amaglandi.

Mezenkimal kok hiicre (MKH) izolasyonu sonucu elde edilen pasaj 3
hiicrelerinin CD90 ve CD105 antikorlar1 ile pozitif; CD11b ve CD45 antikorlari ile
negatif immunreaksiyonu tanimlandi. Ayni zamanda pasaj 3 hiicrelerinin osteoblast,
kondroblast ve adiposit hiicrelerine farklilastirmalar1 gerceklestirildi. Daha sonra
pasaj 3 MKH hiicrelerine 0, 5, 10, 25, 50, 100, 150 uM CAP dozlar 24 ve 48 saat
stire ile uygulandi. Bu hiicrelerin MKH ozelliklerine CAP’1n etkisi; Ki-67, CD90,
CD105, CD11b ve CD45 antikorlariin immunreaksiyonlari ile degerlendirildi. CAP
uygulamasinin hiicrelerdeki sag kalim diizeyi ise MTT testi ile incelendi.

Sonug olarak; yag doku kokenli pasaj 3 mezenkimal kok hiicrelerinde; 24 saat
stire ile 5, 10 ve 25 puM CAP dozlarinin mezenkimal kok hiicre fenotipini
degistirmeden kok hiicre proliferasyonunu ve kok hiicre sag kalimini arttirdigi
saptand1. Ancak 24 ve 48 saatlik 50 uM ve tizeri uygulanan CAP dozlarinin hiicresel
farklilagsmay1 indiikledigi, hiicre canlilig1 ve proliferasyonu azalttig1 belirlendi.

\



INGILIZCE OZET

Stem cells are defined as the cells that have the ability to renew themselves,
differentiate into other tissue cells and survive for a long time as source cells in
living organ and tissues. Mesenchymal stem cells (MSCs) in adult mammals are
multipotent stem cells that are readily and highly prevalent in mammals. Capsaicin
(8-methyl-N-vanillyl-trans-6-nonenamide), the active ingredient of red hot chili
pepper, (CAP) has an alkaloid structure. Red hot chili pepper, which has different
uses nowadays, was initially used as a food additive. CAP has been used for its
analgesic effect since the 19th century. It is currently being utilized in research and
pharmaceutical industry.

In this thesis study; the effect of CAP on cell proliferation using Ki-67
antibody, phenotypic characterization with stem cell surface markers, cluster
differentiation, CD90, CD105, CD45 and CD11b, and on cell survival using MTT
test in mesenchymal stem cells obtained from rat adipose tissue at different doses
and times.

Positive immunoreaction of CD90 and CD105 and negative immunoreaction
of CD11b and CD45 markers were determined in passage 3 cells that were obtained
by mesenchymal stem cell (MSC) isolation. At the same time, differentiations of
osteoblast, chondroblast and adipocyte in passage 3 cells were determined. Then, 0,
5, 10, 25, 50, 100, 150 uM CAP doses were applied to passage 3 MSC cells for 24
and 48 hours. The effect of CAP on MSC properties of these cells was evaluated by
immunoreactions of Ki-67, CD90, CD105, CD11b and CD45 antibodies. Cellular
survival upon CAP treatment was examined by MTT test.

As a result; in adipose tissue-derived passage 3 mesenchymal stem cells, it
was determined that CAP at 5, 10 and 25 uM CAP doses for 24 hours increased stem
cell proliferation and stem cell survival without affecting the mesenchymal stem cell
phenotype. However, it was determined that CAP at doses of 50 uM and above
applied for 24 and 48 hours induced cellular differentiation while decreasing cell
viability and proliferation.

Vil



1. GIRIS

Kendi kendini yenileyebilen, canli organ ve dokularda kaynak hiicre olarak
uzun siire yasayabilen, viicudun ihtiyaci oldugunda farklilasarak diger doku
hiicrelerine dontisebilen heniliz farklilasmamis hiicreler “’kok hiicre’” olarak
tanimlanir (Can, 2008). Kok hiicreler, iic germ yapragina farklilasma yetenegi
gosterirler. Farklilasma potansiyellerine gore; totipotent, pluripotent, multipotent,
oligopotent ve unipotent kok hiicreler olarak smiflandirilir. Totipotent 6zellik
gosteren tek kok hiicre tipi, embriyonun gelisim siirecinde i¢ hiicre kitlesindeki
blastomer hiicreleridir. Canli bir organizmayi olusturabilen en yiiksek potansiyelde
olan hiicrelerdir. Pluripotent kok hiicreler ise totipotent kok hiicreler gibi tiim
dokular1 olusturabilir, ancak tamamiyla canli bir organizmay: olusturamaz (Can,
2008; Caplan, 2017; Lakshmipathy & Verfaillie, 2005). Multipotent 6zellikte olan
mezenkimal kok hiicreler (MKH) ise eriskin bireylerin dokularinda var olan, tek bir
germ yapragina ait ve birbirine yakin hiicre gruplarina farklilasabilen hiicrelerdir
(Caplan, 1991). Ozellikle eriskin dokulardan izole edilen kok hiicreler MKH
karakterine sahip olup; kemik iligi, yag dokusu, dis pulpasi, merkezi sinir sistemi,
deri epidermisi, sindirim kanali, iskelet kasi, kornea, retina, pankreas, karaciger, kalp

ve akciger gibi ¢esitli dokulardan izole edilebilmektedir (Zuk ve ark., 2001, 2002).

MKH, basta bag doku kokenli hiicreler olmak {iizere ¢esitli hiicrelere
farklilasmalari, gelisme faktorleri sentezlemeleri, canlinin doku ve organ
rejenerasyonuna katkida bulunmalari, in vitro ortamda kolaylikla ¢ogaltilabilmeleri,
hasarli dokuya gog¢ yetenekleri ve immun-supressor Ozellikleri nedeniyle birgok

klinik uygulamada kullanim potansiyeline sahiptirler (Gimble, 2003).

Giintimiizde in vitro ortamda iiretilen kok hiicreler dogrudan tedavi amaglh
olarak kas hastaliklari, iskemik kalp hasari, miyokard enfarktiisii, otoimmun
hastaliklar, enteropatiler, chron hastaligi, tendinit, osteoartrit, romatoid artrit,

intervertebral disk dejenerasyonu, lumbal disk dejenerasyonu, akut ve kronik bobrek



yetmezlikleri gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Cergi, & Erdost, 2019).
Ayrica hematopoietik kokenli MKH’lerin in vivo ve in vitro radyasyon hasarindan da
hiicreleri koruyabildigi bildirilmistir (Phinney, & Pittenger, 2017). 500 cGy
radyasyona maruz kalan farclere kemik iligi k6kenli mezenkimal kok hiicrelerin
intravendz yolla uygulanmasinda; periferik kan sayimlarinin kismen geri kazanildig:
ve kemik iligi agilamasinin hiicresel rejenerasyonu sagladigi belirtilmistir (Wen ve
ark., 2016). MKH’ler direk immun sistem hiicrelerinin uyarilmasimi saglayarak
inflamatuar hastaliklarda terapotik etkiler de gostermektedir (Wen ve ark., 2016).
Webb ve Webb (2015) ¢alismalarinda; kedilerde kronik bobrek hasarinda insanlara
uygulanan benzer tedavi dozu olan 2x10° hiicre/kg allogenik kok hiicrenin serum
fizyolojik iceriginde 20 dakika siiresince intravendz transplantasyonunu uygulayarak
plasebo grubuna gore kok hiicre transplante edilen kedilerde hiicrelerin yenilenmesi
ve hasarin gerilemesi acisindan etkinliginin olumlu oldugunu belirtmislerdir.
MKH’lerin anti-katabolik, anti-enflamatuar ve immunmodiilasyon 6zellikleri
sayesinde osteoartrit ve romatoid artrit dejenerasyonlari igin terapdtik potansiyele
sahip oldugu gosterilmistir (Richardson ve ark., 2016). Kok hiicreler, biiyiime
faktorleri ve sinyal molekiillerine olduk¢a duyarli olup hizla yanmit vererek TNF,
Notch, Wnt ve Jak/Stat gibi sinyal yolaklarini etkin bicimde kullanirlar, bu 6zellikleri
ile rejeneratif tip alaninda pek ¢ok hastalik i¢in kullanilabilirligi arastirma konusudur

(Christ, Saul, Furth, & Andersson, 2013).

Capsaicin (CAP); kirmiz1 act bibere aciligimi veren alkaloid yapida [N-
vanillyl-8-methyl-alpha- nonenamid - C18H27NO3] bir bilesendir. Vanilloidlerin
baglandig1r reseptorler vanilloid reseptor (VR) olarak tanimlanir. CAP’1in
organizmada spesifik bir ligand olarak baglandigi reseptdr, vanilloid reseptor-1 (VR-
1/ TRPV-1)’dir (Kim ve ark., 2004). CAP’in karbonhidrat metabolizmasin1 ve
karaciger enzim aktivitesini arttirdig1 lipid metabolizmasini uyararak, yag dokudan
lipitlerin mobilizasyonunu kolaylastirdigi, oksijen tiikketimini arttirdigi, solunumu
baslangigta arttirdigi sonra azalttii, serum glikoz ve insulin seviyesini arttirdigi,
karaciger glikojeninde hizli bir azalmayla birlikte serum trigliseridlerinde dereceli
artis sagladigi, dolagim sisteminin fonksiyonuna yardimecit oldugu ve bunun
sonucunda metabolizma {izerine genel uyarict etki yaptigi birgok ¢alismada

gosterilmistir (Caterina ve ark., 1997; Bevan, 1999; Erdost, 2004; Diaz-Laviada,



2010). Ayrica CAP’mn; pankreas, kolon, prostat, karaciger, 6zofagus, deri, idrar
kesesi, akciger ve endotel hiicreleri gibi birgok farkli kanser hiicre hattinda apoptozu
indiikledigi belirtilmistir (Hsu, & Yen, 2007; D'Eliseo, Manzi, & Velotti, 2013;
Chapa-Oliver & Mejia-Teniente, 2016). Insan glioblastoma hiicrelerinde (A172)
apoptozun siireye ve doza bagli olarak arttirdigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda,
reaktif oksijen tiirevi (ROS) bilesenlerin inhibisyonu, eliminasyonu veya
inaktivasyonuna bagli olarak hiicresel sag-kalimin azalmasi ile apoptotik hiicre
Oliimiiniin artmis oldugu saptanmistir (Lee ve ark., 2000). In vitro uygulamalarda
200 uM ve tizerindeki CAP dozlarinin; glioblastoma noron kanser hiicre hattinda
apoptozu baglatarak deoksiriboniikleik asit (DNA) fragmantasyonu sonucu kalict
hasar olusturmaya bagladigi belirtilmistir (Lee ve ark., 2000). CAP’in TRPV1
bagimli veya TRPV1'den bagimsiz mekanizmalar araciligi ile kanser gelisimini
baskiladigr goriilmistir (Skrzypski ve ark.,, 2014). Ayrica CAP’in in vitro
uygulamasinda insan adenorkarsinomlu pankreas hiicre hatlar1 olan AsPC-1 ve
BXPC-3  hiicrelerinde intraselliiler  kalsiyum  seviyesinin  arttigi, lipid
peroksidasyonunun bazal {iretimini de azalttig1 ve kanser hiicrelerinin mitokondriyal
potansiyelini degistirerek; insan pankreatik adenokarsinom hiicrelerinde apoptoz
olusturdugunu saptamiglardir (Skrzypski ve ark., 2014). Bir bagka arastirmada
(Gtler, & Zik, 2018) CAP’in ovaryum graniiloza hiicrelerinde in vitro ortamda
proliferasyonu uyardigi ve ovaryumdaki folikiil gelisimini arttirdigi bildirilmistir.
Mizrak ve ark., (2003) CAP’1n in vitro ortamda erigkin si¢an spermatogenik hiicre
hatlarinda proliferasyona ve bu siirecte gozlenen apoptozise etkilerini inceleyerek,
200 uM dozda 24 saat CAP uygulamasinin germ hiicre hatlari olan Gc-5spg ve
Gce-6spg’da; spermatogonial germ hiicrelerinde apoptotik hiicreleri arttirdigini

saptamiglardir (Mizrak ve ark., 2003).

Bu tez calismasinda; yag doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerine farkli doz
ve silirelerde uygulanan CAP’in; proliferasyon (Ki-67 antikoru ile), fenotipik
karakterizasyon (CD90, CD105, CD45 ve CD11b kok hiicre yiizey isaretleyicileri
ile) ve MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-il) -2,5-diphenyltetrazolium bromide) testi ile

hiicre sag kalimina olas: etkilerin degerlendirilmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kok Hiicre

Kok hiicreler, kendini yenileyebilen, canlinin ihtiyacina gore farklilagarak diger
doku hiicrelerine doniigebilen hiicreler olarak tanimlanir (Mooney, & Vandenburgh,
2008). Bir kok hiicrenin tanimlayici iki temel 6zelligi; kendini yenilemesi ve eriskin
hiicre tiplerine farklilasabilmesidir (Biehl, & Russell, 2009; Huang ve ark., 2013).
Ayrica farklilagmamig olan kok hiicreler; karakteristik 6zelliklerini koruyabilme, en
az bir benzer hiicre olusturabilme yetenegi yaninda; tek bir hiicreden birden fazla
hiicre serisine farklilagabilme yetenegine de sahiptirler (Okarma; 1999). Kok
hiicrelerde, kendini yenileme programi hiicre boliinmesi ile ilgili biiylime faktorleri
(epidermal gelisme faktorii, insiilin benzeri gelisme faktorii, hematapoetik hiicresel
gelisme faktorleri, fibroblast gelisme faktorii gibi) ve aralarindaki hemostaza
baghidir. Hiicrelerin farklilasmaksizin ¢ogalmasini (kendini yenileme) uyaran aracilar
proto-onkogenler ve hiicrenin kendisini yenileyebilmesini sinirlayanlar ise tiimor
supresyonu olusturan genlerdir. Hiicrenin bu i¢ mekanizmasi disaridan gelen
hiicresel ve hiicresel olmayan sinyallerle uyarilabilmektedir. Organ ve dokularin
ihtiyaclarma karsilik, kok hiicreler boliinme programlarini kontrol edebilirler,
organizmanin yasina, cevresel faktorlere bagl olarak bu siire¢ degisir. Ornegin;
radyasyona maruz kalindiginda hematopoietik kok hiicreler, siirekli kendi kendini
yenileyebilmektedir; ancak normal kosullarda latent kalmaktadirlar (Till, & Mc
Culloch, 1961). Kok hiicrenin kendini yenilemesi, kok hiicre havuzunun
yenilenmesini ifade etmektedir. Boylece kok hiicre havuzunun tiikenmemesi igin her
bolinme esnasinda kok hiicrelerin en az bir yedegi olusur (Can, 2015). Kok
hiicrelerin kendi kendini yenileyebilme ve farklilasabilme yeteneginin dort farkl
olasiligr bulunmaktadir (Biehl, & Russell, 2009). Birincisi ¢ok yonlii farklilasabilme
potansiyeline sahip hiicreler boéliinmeden veya farklilasmadan latent evrede

bekleyebilirler; boylelikle kok hiicre havuzundaki yerlerini koruyabilmektedirler.



Kemik iligi kok hiicreleri gibi dokudan bir sinyal bekleyen ve hematopoietik hiicresel
farklilasmay1 saglayabilen hiicreler 6rnekler arasindadir. Ikincisi, iki yavru kok hiicre
olarak isimlendirilen hiicrelerdir, bu hiicrelerde simetrik boliinme gelisir ve kendi
kendilerini yenileyebilen birebir benzer kok hiicreler olusur. Farklilasma ile
sonuglanmaz ancak kok hiicre havuzundaki sayiy1 arttirirlar bdylece kok hiicrelerin
kendini yedeklemesi saglanmir. Uciinciisii ise asimetrik hiicre béliinmesidir; bu
boliinmede olusan yeni iki hiicreden biri ana kok hiicrenin kopyasidir ancak digeri
ileri 6zellesmis bir hiicre olup, somatik veya progenitor hiicre olarak isimlendirilir.
Dordiinciisti ise, ¢evre asimetrisi olarak isimlendirilen g¢evresel etkiler ile kok
hiicreler boliinerek ana kok hiicreden farkl iki hiicreyi meydana getirirler (Biehl, &

Russell, 2009).

Kok hiicre farklilagmasi, ¢ok hiicreli organizmalar1 olusturmak igin bir araya
gelmis hiicrelerin, 6zgiin bir yapt kazanmak ve 6zel gorevleri iistlenmek iizere
gegirdikleri bir dizi genetik, morfolojik ve fonksiyonel degisimdir (Huang ve ark.,
2013). Kok hiicre plastisitesi ise farklilasma ve kaynak hiicre olarak uzun siire
yasayabilme kapasitesidir (Okarma, 1999). Epigenetik mekanizmalar bir kok
hiicrenin progenitor hiicre veya 6zellesmis bir hiicre olarak kalabilmesine olanak
saglayan yapilardir. Farklilasma mekanizmasinda, epigenetik faktorler, pluripotens
diizeyi Oct-4, Sox2 ve Nanog Homeobox protein kodlayan gen (Nanog) pluripotens
diizeyi), DNA metilasyonu, sinyal iletim yolaklar1 ve biliylime faktorleri etkilidir.
Farklilasma terimi her zaman ileri farklilasma (transdifferensiasyon), geriye
farklilagsma (dedifferensiasyon /uyarilmis pluripotent kok hiicreler), yonlendirilmis
farklilasma (in vitro ortamda indiiksiyon) ve dogrudan farklilasma (direkt
differensiasyon) olarak ayrilmaktadir (Can, 2015 s.171; Matur, & Solmaz, 2011).

Canlilarda kok hiicre farklilasmast ve kok hiicre potansiyelinin degisim siireci
boyunca sirastyla ilk meydana gelen totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent

ve unipotent kok hiicrelerdir (Can, 2008).



2.2. Kok Hiicre Tipleri ve Farklilasma Potansiyelleri
2.2.1. Totipotent Kok Hiicreler

Totipotent kok hiicreler, embriyonik ve ekstra embriyonik dokular dahil
olmak {iizere, gelismekte olan organizmanin tim hiicre tiplerini olusturabilme
ozelligine sahiptirler. Totipotent kok hiicreler; embriyonik kok hiicre (EKH)
ozelligindedir (Evans, & Kaufman, 1981; Can, 2015). Totipotent kok hiicreler
plasental yapilar1 olusturabilme 6zelligini trofoektodermdeki dis hiicre kitlesi ile
saglarken, tiim dokulara farklilasabilme 6zelligini ise i¢ hiicre kitlesindeki hiicreler
ile saglamaktadirlar. Boylelikle totipotent kok hiicreler yeni bir canliy1 tek basina

olusturabilirler (Gimble, & Guilak, 2003).

2.2.2. Pluripotent Kok Hiicreler

Pluripotent kok hiicreler; canlidaki tim doku ve organlara farklilagabilme
ozelligine sahiptir. Viicudun kendisini onarmak i¢in ihtiya¢ duydugu herhangi bir
hiicreyi veya dokuyu pluripotent kok hiicreler tretebilirler. Bu 6zellikten dolayi
pluripotent denir. Tim kok hiicrelere benzer olarak pluripotent kok hiicreler de
proliferasyon ozelligi gosterir ve kendilerini rejenere edebilirler (Mannhardt ve ark.,
2016). Zigot olusumundan sonra implantasyondan birka¢ giin 6nce embriyolarin, i¢
hiicre kitlesi sadece % 10-15 oraninda pluripotent kok hiicre igerir. Ancak pluripotent
kok hiicrelerin EKH’lerden farki; plasental yapir ve trofoektoderm gibi yapilar
olusturamamasidir (Can, 2015). Ilk pluripotent hiicre dizileri, fare ve insan germ
hiicre tiimorlerinin farklilasmamis boliimiinden kdken alan embriyonik karsinom

hiicre dizileridir (Finch, & Ephrussi, 1967).

2.2.3. Uyarilms Pluripotent Kok Hiicreler

Uyarilmis pluripotent kok hiicre (UPKH), terminolojik olarak pluripotent
kapasitesi gOsteren somatik (viicut) hiicrelerine denir. Farklilasmasin1 tamamlamis
olan somatik hiicrelerin geriye differensiasyonunu saglamak amaciyla pluripotent
ozellige programlanmas1 i¢in; 24 farkli gen icerisinden pluripotent 6zelligi aktaran 4
adet gen saptanmstir (Takahashi ve Yamanaka, 2006). Boylece somatik hiicrelerin
bir dizi transkripsiyon faktorleri olan octamer transcription factor (Oct-4), sex
determining region Y-box 2 (Sox 2), cellular myelocytomatosis transcription factor

(c-Myc) ve kruppel-like factor 4 (KIf-4) genleri ile pluripotent &zellige



programlanabildigi bildirilmekle birlikte; Oct-4, Sox 2, Nanog ve Lin28 gen
panellerinide UPKH eldesinde kullanmislardir (Yu ve ark., 2012). Epigenetik
arastirmalar sonucunda elde edilen bulgularda UPKH’lerin telomeraz aktiviteleri,
DNA metilasyon modelleri ve histon asetilasyon analizleri sonucunda EKH'lere
benzer sonuglar elde edilerek, bu hiicrelerin pluripotent 6zellikleri saptanmistir

(Maherali ve ark., 2007).

UPKH’in izolasyonu ve eldesi i¢in, somatik hiicre kaynagi olarak segilen
hiicreler genellikle fibroblast kokenli hiicreler olmaktadir. Fare hiicrelerinden
UPKH'ler elde edilitken 0Ozellikle kaynak olarak kullanilan hiicreler; dermal
fibroblastlar, dermal papilla hiicreleri, pankreas B hiicreleri, ince barsak epitel
hiicreleri, B lenfositler ve mononiikleer hiicrelerdir (Maherali ve ark., 2007
Takahashi ve Yamanaka, 2006). Insanlarda; dermal fibroblastlardan, adipoz
dokudan, amniyotik sividan izole edilen hiicrelerden, CD34 pozitif hematopoietik
kokenli kan hiicrelerinden, MKH, embriyo kokenli fibroblastlardan ve oral mukoza
hiicrelerinden UPKH iiretimi gergeklestirilmistir (Demirel ve ark., 2010; Takahashi
ve ark., 2007, Takahashi ve Yamanaka, 2006). Hem EKH’'ler hem de UPKH’ler
terapotik potansiyeli, sonsuz proliferasyon yetenegi ile pluripotansiyel 6zellii en
fazla olan kok hiicrelerdir ancak halen tedavi konusunda uygun olup olmadiklari,
molekiiller mekanizmanin 1yi anlasilmasi ile miimkiin olacaktir. Bu nedenle bu
hiicrelerin pratikte kullaniminda belirli sinirlamalar mevcuttur (Turinetto ve Orlando,
2017).

2.2.4. Multipotent Kok Hiicreler

Erigkin bireylerin dokularinda bulunan, tek bir germ yapragina ait ve birbirine
yakin hiicre gruplarma farklilasabilen hiicreler multipotent kok hiicre 6zelligindeki
mezenkimal kok hiicreler (MKH) olup, embriyonik gelismenin daha ileri evresine ait
hiicrelerdir. MKH’ler eriskin kok hiicrelerine doniisebilir ve 0Ozellesmis hiicre
tiplerine farklilagabilirler. Kemik iliginde intrauterin hayatin 4. ayindan itibaren tiim
kan hiicreleri ve embriyo govdesinde 16. giinden itibaren organa 0zgii ¢ok fazla
farklilasabilen kok hiicreler MKH’lerdir (Gimble, 2003; Morgani ve ark., 2013).
Multipotent kok hiicreler ilk olarak kemik iliginden Friedenstein (1976) tarafindan

izole edilmis ve Caplan (1991) tarafindan da karakterize edilmistir.



2.2.5. Oligopotent Kok Hiicreler

Oligopotent hiicreler; somatik hiicrelerden elde edilen fakat her hiicreye
farklilasamayan hiicre grubudur. Vaskiiler kok hiicreler gibi diiz kas hiicrelerine
dontisebilen hiicreler ile lenfoid kok hiicreler gibi tek bir kan hiicresine dontisebilen

kok hiicreler oligopotent karakterdeki kok hiicrelerdir (Ozer, 2017).

2.2.6. Unipotent Kok Hiicreler

Unipotent kok hiicreler; farklilagmis hiicrelerden olusan eriskin dokularda
bulunan ve bu dokularda yalnizca tek bir hiicre tipine doniisebilen, sinirsiz
boliinebilme potansiyeli olmayan kok hiicrelerdir. Kas hiicrelerinin bazalinde
bulunan uydu hiicreleri bir (miyojen kok hiicreleri) unipotent kok hiicredir. Ancak

herhangi bir doku hasarinda; yerlestigi dokunun onarimina destek olan hiicrelerdir

(Slack, 2000).
2.3. Elde Edilme Kaynaklarina Gore Kok Hiicre Siniflandirmasi

Kok hiicreler; embriyonik kok hiicrelerden ve embriyonik olmayan kok
hiicrelerden elde edilebilirler. Totipotent kok hiicre ve pluripotent kok hiicrelerin her
ikisi de embriyonik kok hiicre sinifinda yer almakta iken, uyarilmis pluripotent kok
hiicreler (UPKH), fetal kok hiicreler, gobek kordonu kok hiicreleri, eriskin kok
hiicreler ve kadavra kok hiicreleri embriyonik olmayan kok hiicreler olarak

siniflandirilir (Can, 2015; Cergi, & Erdost, 2019).

2.3.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler; fertilizasyon sonucu olusan zigotun bdliinerek
olusturdugu blastosistten elde edilir. Blastosisti olusturan blastomerler; in vitro
laboratuvar ortaminda g¢ogaltilabilmektedir (Thomson ve ark., 1998). Embriyonik
kok hiicreler, memeli embriyosunun totipotent hiicrelerinden iiretilebilir ve in vitro
ortamda sinirsiz boliinebilme kapasitesindeki farklilasmamis hiicrelerdir (Thomson

ve ark., 1998).

Embriyonik kok hiicrelerde yiiksek telomeraz enzim aktivitesi bulunmaktadir.

Telomerlerin; hiicre cogalmasi, hiicre yaslanmasinin diizenlenmesi ve malign



hiicrelerin smirsiz ¢ogalma kapasitesinin kontrol edilmesinde rolii bulunmaktadir.
Insan telomerleri, TTAGGG tekrarlanan DNA sekanslarindan olusan kromozomlarin
uclarinda lokalize olan yapilardir (Harley, 1991). Telomeraz, germ hiicre hattinda ve
embriyonik dokularda yiiksek seviyelerde bulunur (Harley, 1991). Kromozomlari
bozulma, flizyon ve rekombinasyondan korumak igin islev goriirler. Kritik derecede
kisa telomerlere ulasildiginda hiicresel yaslanma olusur (Aragona ve ark., 2000;
Hathcock, Chiang, & Hodes, 2005).

EKH’lerinin sahip oldugu yiiksek telomeraz aktivitesi, ongoriilemez hiicresel
farklilasma ve teratom olusturabilme potansiyeli de tasimaktadir (Can, 2008).
Bundan dolayr; insan EKH’lerinin kullaniminda etik kisitlamalar bulunmaktadir.
Ayrica, EKH’nin izolasyonunda blastosiste miidahale edilmesi, insan kaynakli

calismalarin yapilmasinda etik ihlal sorunlarini ortaya ¢ikarmaktadir (Can, 2008).

2.3.2. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler
2.3.2.1. Fetal Kok Hiicreler

Canlilardaki potansiyel kok hiicre kaynaklarindan biri de fetusa ait
hiicrelerdir (FKH). Gebelikte diisiik sonucu meydana gelen fetuslardan veya cesitli
fetal gelisim bozukluklar1 nedeniyle gebelige son verilip alinan fetuslardan elde
FKH’ler edilebilmektedir. FKH, fetal kan, kemik iligi, karaciger ve bobrek gibi fetal
dokulardan izole edilebilirler. Ayrica fetal kan kok hiicreleri; kordon kanindan ve
eriskin kemik 1iliginde bulunan kok hiicrelerden daha hizli ¢ogalabilen

hematopoietik bir kok hiicre kaynagidir ( O'Donoghue, 2004).

Fetal kok hiicreler, embriyonik kok hiicrelerden daha az etik sorun teskil
eder ve farklilasma potansiyelleri erigskin kok hiicrelerden daha fazladir. Hiicre nakli
ve gen terapisi i¢in terapdtik etkilidir (Fauza, 2004).
2.3.2.2. Gobek Kordonu Kok Hiicreleri

Gobek kordonu igerisindeki kan; gelisen fetlisiin yasam destegini olusturur.
Ayni1 zamanda gobek kordonu kékenli hiicreler heterojen bir popiilasyona sahip olup
MKH tasirlar. Eriskin dokusundaki kemik iliginden daha fazla oranda hematopoietik

hiicre ve mezenkimal kok hiicre tasimaktadirlar. Eriskin doku kok hiicreleri olan



gobek kordonu kok hiicrelerinin embriyonik kok hiicreler gibi Sox-2, Oct-4, Nanog,
stage-specific embryonic antigen-1 (SSEA-3,4), T cell receptor alpha locus-1-60
(TRA-1-60) ve TRA-1-80 genlerini tasidig1 belirtilmistir (Habich ve ark., 2006). Bu
hiicrelerin bir kism1 sinir hiicrelerine, karaciger epitel hiicrelerine, pankreas beta

hiicrelerine ve endotel hiicrelerine farklilasabildigi gosterilmistir (Can, 2015).
2.3.2.3. Eriskin Kok Hiicreleri

Erigkin kok hiicreler; kendini yenileyebilen, koloni olusturarak g¢ogalan
hiicrelerdir. Bu hiicrelerin canli yapidaki asil rolii; dokulardaki hemostazisi
korumaktir (Gurusamy, Alsayar, Rajasingh, & Rajasingh, 2018). Hiicre ve dokularin
zarar gormesi durumunda, yeni hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagmasini aktive

edebilirler (Baghaei ve ark., 2017).

Eriskin kok hiicreler; 6zel bir mikrogevre igerisinde yiiksek telomeraz
aktivitesine sahip olduklar1 halde, embriyonik kok hiicreler ile karsilastirildiklarinda
cok daha kisith telomeraz aktivitesi ve farklilasma potansiyeline sahiptirler. Sinirh
sayida progenitor hiicre olustururlar. Erigkin kok hiicreler, mikro g¢evrelerindeki
degisiklikler sonrasinda proliferasyona ugrayarak, olgun ve dokuya 0zgii hiicre

tiplerine farklilagabilirler (Barry, & Murphy, 2004).

Mezenkimal kok hiicreler; eriskin kok hiicre smifinda olup multipotent
farklilasma oOzelligine sahiptirler; uygun kosullarda in vivo ve in vitro ortamda
asimetrik ve simetrik replikasyon ile kendini yenileyebilme ve farklilasabilme
ozelligindeki hiicrelerdir. Insan ve hayvanlarda ¢ogu dokudan izole edilebilirler
(Barry, & Murphy, 2004; Le Blanc ve ark.; 2008; Guercio ve ark.; 2015). Ilk olarak
kemik iliginden hematopoietik kok hiicreler izole edilmistir (Friedenstein, 1976).
Hiicrelerin plastik yilizeye yapisma ozelligi saptanarak baslangicta stromal hiicreler
olarak tanimlanmis ve daha sonra mezenkimal kok hiicre olarak isimlendirilmistir
(Caplan; 1991). Kemik iligi kokenli bu hiicrelerin; plastik hiicre kiiltiir kab1 yiizeyine
yapisarak, fibroblastoid formda, yuvarlak koloniler halinde kiiltiire edildigi ve
hiicresel koloni olusturan proliferatif iiniteleri (Colony Forming Unit - CFU)

meydana getirdigi saptanmigtir (Friedenstein, 1976).
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MKH’ler in vitro olarak endodermal ve neuroektodermal farklilasma
potansiyeline de sahiptir (Wenisch ve ark., 2006). MKH kaynaklar1 ise; kemik iligi,
yag dokusu (Zuk ve ark., 2001), gobek kordon kani (Erices, Conget, & Minguell,
2000; Chen, Mou, Du & Xiang, 2015) sinoviyal siv1 (De Bari, Dell'Accio, F.,
Tylzanowski, & Luyten, 2001), dental pulpa (Miura ve ark., 2003) gibi dokulardir.
Dokudaki yangi ve hasar sirasinda hizlica go¢ edebilen MKH’ler; doku
yenilenmesinde kok hiicre havuzunu olusturdugu diisiiniildiigiinden, biitiin eriskin
dokularda oldukg¢a 6nemli bir goreve sahiptir (Gurusamy ve ark., 2018). Bu hiicreler,
en yakimindaki hiicreleri etkileyen, gelisme faktorleri ve sitokinlerin biiyiik bir
kismin1 sentezleyebilirler (Gonzalez, Gonzalez-Rey, Rico, Biischer, & Delgado,
2009). Bu sebeple, MKH’ler otokrin ve bulunduklari ortama parakrin etkili biyoaktif
faktorler salgilamaktadirlar (Caplan & Dennis, 2006).

Yag doku kokenli MKH’ler, doku miihendisligi, rejeneratif tip i¢in ideal bir
MKH kaynagi olusturmakta olup insandan ilk olarak 2001 yilinda identifiye
edilmistir (Zuk ve ark., 2001). Bu hiicreler, lipoaspirattan izole edilebilen, in vitro
ortamda; osteojenik, adipojenik, miyojenik ve kondrojenik yonde faklilasma
potansiyelindeki kok hiicrelerdir. 2004 yilinda uluslararast diizeyde yapilan
toplantida (Fat Applied Technology Society) yag doku kokenli MKH’in genel olarak
tanimlanmasinda Adipose Stem Cell ve “ASC’’ kisaltmasinin kullanimi kabul

gormiistiir (Bunnell, Flaat, Gagliardi, Patel, & Ripoll, 2008).

2.3.2.4. Kadavra Kok Hiicreleri

Kadavra kok hiicrelerinden elde edilen kok hiicrelerin ¢ogalma hizlarin
postmortem sonrasi canlilarin yasiyla ters orantili oldugu bildirilmistir (Sagséz ve
Ketani, 2008). Insan kadavralarindan elde edilen beyin hiicreleri ile olgunlasmamis
noral kok hiicrelerinin izole edildigi rapor edilmistir (Lopez, 2001). Atlarda ise
postmortem ilk 72 saate kadar siispansor ligamentin cekirdeklerinden kok hiicre
izolasyonu yapilarak; osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farklilasma, CD90,
CD73, CDI105 pozitif kok hiicre yiizey isaretleyicilerini tasimast CD45
isaretleyicilerini tasimamasi ile mezenkimal kok hiicre olduklari tanimlanmistir (Khir
ve ark., 2015). Ayrica bir ana niikleer transkripsiyonel regiilator olan Oct-4 ve

embriyonik kok hiicrelere spesifik antijen 1 (SSEA-1); kadavra atlarin
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ligamentlerinden elde edilen bu kok hiicrelerde eksprese edilmistir. Bu gen
ekspresyonlar1 ozellikle farklilasmamis kok hiicrelerde, pluripotent &zellikteki
hiicrelerle iliskili genlerdir ve kok hiicre yenilenmesini siirdiirmede 6nemli bir rol
aldig1 bildirilmistir (Khir ve ark., 2015). Baska bir c¢alismada kadavra vaskiiler
dokulari, insan kadavra mezenkimal kok hiicrelerinin (hC-MSC) alternatif bir
kaynagi oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda, canli ve fonksiyonel iskelet miyojenik
hiicrelerinin insanlardan, 6liimden 17 giin sonrasina kadar ve farelerden ise 14 giin
sonrasina kadar elde edilebilecegi de gosterilmistir (Valente ve ark., 2014). Kadavra
kok hiicrelerinin uzun siireli iskemi, anoksi, donma ve dehidrasyon yaralanmalarini

etkili bir sekilde tedavi edilebilecegi saptanmistir (Valente ve ark., 2014).
2.4. MKH Fenotipik Karakterizasyonu

Farkli erigkin doku kaynaklarindan izole edilen MKH'ler, biyolojik olarak
esdeger olmayabilecegi gibi kendini yenileme, cogalma, farklilasma ve gen
ekspresyon ozellikleri yaninda degiskenlik gosterebilecegi bildirilmektedir. Cesitli
doku kaynaklarindan izole edilerek kiiltiire edilen kok hiicrelerdeki biyolojik
farkliliklar1 tanimlayabilmek i¢in bu kok hiicrelerin karakterizasyon analizleri
yapilarak, hiicreye 0zgii yilizey proteini olan yilizey isaretleyicileri (Cluster
Differentiation (CD) ile tanimlanirlar (Huang ve ark., 2013). Uluslararas1 Hiicre ve
Gen Tedavileri Toplulugu (ISCT) tarafindan olusturulan minimal standartlara gore;
belirli hiicresel yiizey belirtegleri tasimasi ve tasimamasi acisindan pozitif ya da

negatif olarak degerlendirilmektedir (Dominici ve ark., 2006).

Insan yag dokusu CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49d, CD49e, CD54,
CD55, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, CD166 ve STRO-1 gibi MKH yiizey
isaretleyicileri acgisindan pozitif gen ekspresyonu tasimakta iken; CD14, CD19 (B4),
CD34, CD45, CD16, CD56, CD61, CD62E, CD104, CD106, CD31 ve CD144 igin
negatif gen ekspresyonu ile ifade edilmektedir (Huang ve ark., 2013). Atlarin yag
dokusundan elde edilen MKH’lerin CD29, CD90, CD105 ve CD73 yoniinden immun
pozitif iken; CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79 alpha, CD19 igin immun negatif
gen ekspresyonuna sahiptir (Dominici ve ark., 2006).
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Bir hiicrenin MKH olup olmadiginin belirlenmesi icin 6zellikle osteojenik,
kondrojenik ve adipojenik yonde farklilasip farklilagsmadigi dokulara 6zgii genlerin
varligi kontrol edilmelidir (Zotocinska, 2018). Yag hiicrelerine farklilastirilan
hiicrelerin identifikasyonu i¢in Peroxisome proliferator- activated receptor gamma
(PPARG), adiponectin (ADIPOQ) ve CEBPA ckspresyonlari, osteojenik
farklilagtirilan hiicrelerin identifikasyonu igin runt-related transcription factor 2
(RUNX2), collagen type | alpha 1 chain (COL1Al), enzyme called tissue-
nonspecific alkaline phosphatase (TNSALP) ALPL, integrin-binding sialoprotein
(IBSP), bone gamma-carboxyglutamate protein (BGLAP) ekspresyonlar ile
kondrojenik farklilastirilan hiicrelerin identifikasyonu igin collagen type Il alpha |
chain (COL2A1), aggrecan protein (ACAN), Cartilage Oligomeric Matrix Protein
(COMP), SRY-Box transcription factor 9 (SOX9) gen ekspresyonlari incelenebilir
(Zotocinska, 2018).

At ve kopek tiirlerinde yag doku kokenli MKH’lerin ¢ok yonlii farklilasma
kapasitesi; klinik uygulamalar i¢in pratik kullanima olanak sunmaktadir. Kopek ve
attan izole edilen yag dokusu orjinli kok hiicreler in vitro ortamda adipojenik,
osteojenik ve kondrojenik yonde farklilagabilmektedir. MKH’lerin farklilasma
potansiyeli 6zel histolojik boyama yontemleri kullanilarak saptanabilir. Yag
hiicrelerine farklilastirilan hiicrelerde, lipid damlaciklar1 Oil Red O ve Sudan Black
boyama yontemi (Taha & Hedayati, 2010; Yoshimura ve ark., 2007); kondrojenik
hiicre farklilagsmasi1 Alcian Blue (Murata ve ark., 2014) veya Toluidin Blue boyama
teknigi (Solchaga, 2011); osteojenik yone farklilagmanin kontrolii ise Alizarin Red
ve Von Kossa boyama teknigi ile gosterilebilir ( Im, Shin, & Lee, 2005; Sakaguchi
ve ark., 2005).

Spesifik besiyerleri kullanilarak kemik iligi ve yag doku kokenli MKH’ler
adipositlere, kondrositlere, osteoblastlara farklilastirilabilmelerinin  yanisira
tenositlere, miyositlere (Toma ve ark., 2002), astrositlere, néronlara (Chen ve ark.,
2016), hepatositlere (Ji ve ark., 2012) ve pankreas B adacik hiicrelerine (Chen, Jiang
& Yang, 2004) farklilastirilabilmektedirler (Zotocinska, 2018).
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2.5. Capsaicin

Capsaicin (CAP) ac1 biberin etken maddesi olarak tanimlanan, trans- 8-metil-
N-vanilil-6-nonenamide (C1sH27NO3) kuvvetli alkoloid yapida bir bilesendir (Diaz-
Laviada & Rodriguez-Henche, 2014).

Aci1 biberin etken maddesi olan CAP’1n molekiiler agirligi 305,40 g / mol’diir.
CAP; alkolde ve yagda ¢oziinmekte olup saf haldeyken lipofilik, renksiz, kokusuz,
beyaz, act ve yakici Ozellikte bir alkoloiddir (Srinivasan, 2016). Aci biber
icerigindeki primer etken madde CAP’dir, ayrica bunu dihidrocapsaisin,
nordihidrocapsaisin, homodihidrocapsaisin ve homocapsaisin izlemektedir (Walpole
ve ark., 1996). CAP ve dihidrocapsaisin, aci biberde CAP’in yaklasik % 90 "m1
olusturur (Kobata ve ark., 1999). CAP, vanilloid reseptorii olarak bilinen ve 6zellikle
canlt yapisinda senzorik noronlarda bulunan bir transient receptor potential vanilloid
1’e (TRPV1) baglanir (Cortright, & Szallasi, 2004). TRPV-1, 838 amino asitten
olusur ve molekiler agirhg 95 Kkilodalton (kDa) olup insan ile siganlarda
tamimlanmistir (Caterina ve ark., 1997). Ayrica, TRPV-1 beyinde, idrar kesesinde,
bobreklerde, bagirsaklarda, keratinositlerinde, glial hiicrelerde, karacigerde ve
polimorfoniikleer graniilositlerde, mast hiicrelerinde ve makrofajlarda saptanmistir
(Tominaga & Tominaga, 2005). TRPV1; sodyum ve kalsiyum iyonlarinin gegisine
izin veren spesifik olmayan bir katyon kanali ile birlesir, plazma zarinda ve hiicre i¢i
kalsiyum seviyelerini diizenleyen endoplazmik retikulumda bulunur (Liu ve ark.,
2003). TRPV1, CAP tarafindan olusturulan 1siya duyarli bir alt birim igerir. CAP’1n
TRPV1'e baglanmasi, hiicre i¢i kalsiyumu artirir, substans P ve kalsiyum gen iligkili
peptid gibi noropeptitlerin salinimini tetikler. CAP ve duyusal noronlar arasindaki
temas, lokalize bir 1s1 iiretir. CAP lokal olarak deriye uygulandiginda, substans P nin
azalmasma neden oldugundan duyusal néronlarin duyarsizlastirilmasindan dolay:
analjezik etki yaratir (Bevan, 1999). Bu mekanizma, yeni sentetik ligandlarin
gelistirilmesini amaglayan calismalar i¢in bir temel olusturmustur (Jhamandas,
Yaksh, Harty, Szolcsanyi, & Go, 1984; Szolcsanyi ve ark., 1999).

CAP, ozellikle gastrointestinal, kardiovaskiiler, lirogenital, sinir, dolasim,
solunum olmak {izere pek ¢ok sistemin histo-fizyolojileri iizerine anti kanserojenik,

anti-enflamatuar ve anti-oksidan etkilere sahiptir (Erdost, 2004; Ozer, 2005;
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Ozgiiden Akkog, 2007; Tiitiincii, 2009; Zik ve ark., 2010; Ilhan, & Erdost, 2013;
Peker, 2015;). Hiicresel apoptoz mekanizmasi, ¢ok hiicreli organizmalarin geligimi
ve hemostazisi sirasinda istenmeyen hiicrelerin yok edilmesi i¢in dnemlidir. CAP,
Caspase-3'iin (CASP-3) aktivasyonu, kinazin fosforilasyonu yoluyla mitojen aktive
edilmis protein kinazlart modiile ederek apoptoz mekanizmasini indiikler (Park ve
ark., 2014). CAP ile tetiklenen hiicre 6limiinde adenozinmonofosfat bagimli protein
kinaz (AMPK) ve otofajinin de etkili oldugu bildirilmektedir (Diaz-Laviada, &
Rodriguez-Henche, 2014). Capsaicin’in hiicre membranindaki; TRPV1/TRPV6
Vanilloid reseptdrlerinin uyarimi sonucunda Kalsiyumun (Ca*?) hiicre igerisinde
yiikkselmesi, mitokondrial hasar ve sitokrom C’nin uyarimi ile Caspase
aktivasyonuyla apoptoza sebep olabilmektedir (Chapa-Oliver & Mejia-Teniente,
2016). Koenzim Q antagonistinin aktivasyonu ile elektron transferinin blokaji, ROS
aktivasyonu ile hiicrenin mitokondrial permeabilitesindeki artis sonucunda apoptoz
gerceklesmektedir. Koenzim Q antagonistinin aktive olmasi sonrasi nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazlarin plazma membraninda inhibisyonu
ile pro-oksidatif ve ekstramitokondrial ROS jenerasyonununda artig1 sonrast DNA
hasarin1 meydana getirerek apoptoz olusturabilmektedir. Ayrica CAP; Sirtuin-1
yolagini baskilayarak p53 fosforilasyonu/asetilasyonu araciligiyla anti-kanser
aktivasyonu da olusturabilmektedir (Chapa Oliver ve ark., 2016). CAP’n antikanser
mekanizmalari, apoptoz aktivasyonunu, hiicre biiylimesini durdurmayi, anjiyogenez
ve metastazi inhibe etmeyi kapsar. CAP, anti-tiimdrijenik / timor baskilayict sinyal
yolu ve ilgili transkripsiyon faktorlerini uyarir (Chapa Oliver ve ark., 2016). CAP’in
tek basina veya diger kemoterapotik ajanlarla kombinasyon halinde yiiksek malign
timorlere karsi antikanser aktivitesi bulunmaktadir (Lin ve ark., 2013). CAP’mn
kanser hiicrelerinde apoptozu indiikkleme mekanizmasi tamamen acikliga
kavusturulmamistir. Ancak CAP’in yiiksek dozlarinin hiicre i¢i kalsiyum artisina,
ROS artisina, mitokondriyal membran gecis potansiyelinin bozulmasina, Nuclear
Factor Kappa B (NFkappaB) ve Signal Transducer and Activator Of Transcription
(STATS) gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna sebep oldugu arastirmalar
ile gosterilmistir (Shin ve ark., 2008; Diaz-Laviada, & Rodriguez-Henche, 2014).
Ayrica, CAP’1n farelerde indiiklenen bir¢ok tiimdriin biiylimesini azaltarak antitimor

aktivitesini in vivo ortamda gosterdigi bildirilmektedir (Shin ve ark., 2008; Diaz-
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Laviada, 2010; Diaz-Laviada, & Rodriguez-Henche, 2014; Peker, 2015;). CAP’1n;
anti-tiimoral etkileri i¢in; son zamanlarda kolon adenokarsinomasinda, hepatoseliiler
karsinomunda, prostat, pankreas, meme kanserinde ve benzer kanserojenik patolojik
hiicre proliferasyonu ile birgok malign hiicre dizisinde apoptozu uyardigi
gosterilmistir (Bley, Boorman, Mohammad, McKenzie, & Babbar, 2012; Diaz-
Laviada, & Rodriguez-Henche, 2014; Skrzypski ve ark., 2014).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Primer Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

Calismada, Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma
Merkezi’'nden alinan 250-300 g canli agirliktaki standart diyetle beslenen 12-14
haftalik 10 adet Sprague Dawley 1rk1 erkek sigan kullanildi. Mezenkimal kok hiicre
izolasyonu Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji
Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii laboratuvarinda gergeklestirildi. Calismadaki tim
uygulamalar Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylandi (Karar No: 2017 - 12 / 01). Sicanlara Xylazine (10 mg/kg) (Basilazin % 2,
Bavet, Tiirkiye) ve Ketamine (50 mg/kg) (Alfamine % 10, Bavet, Tiirkiye) anestezisi
uygulanarak servikal dislokasyon ile Otenazi gerceklestirildi. Asepsi ve antisepsi
kosullarina uygun olarak siganlar % 70 alkol ile sterilize edilerek ardindan deri altt
ve inguinal yag doku Ornekleri toplandi. Her bir deney hayvanindan yaklasik 1,5 g
yag dokusu alinarak steril ve kuru petri kaplara transfer edildi. Dulbecco's
Phosphate-Buffered Saline (D-PBS) (BSS-1006, Millipore, Almanya) soliisyonu ile
50 ml’lik steril falkonlara (14-959-49A, Fischer Scientific, ABD) aktarildi ve hiicre
kiiltiir laboratuvarina getirildi. Falkonlarin kapaklar1 laminar flow (EN-12469-2000,
Tellstar, Almanya) icerisinde agilarak yag doku steril igne ucu ile steril DPBS igeren
50 ml’lik falkonlara konuldu. Ardindan 60 mm? steril petriler igerisinde (430166,
Corning, ABD) DPBS ile yag dokusu tekrar yikandi. 100 mm?’lik kuru ve steril petri
kaplarina (430167, Corning, ABD) aktarilarak yag dokunun mins iglemi
gergeklestirildi.

Non enzimatik izolasyon teknigi kullanilarak (Nancy ve ark, 2012); 100
mm?’lik petrilere alman yag dokusuna, 2 adet steril bisturi ucu ile mins islemi
uygulandi. Kuru petriler i¢erisinde mins edilmis yag doku, hiicre kiiltiir asamasi i¢in
T25 plastik hiicre kiiltiir flasklarina ekildi. Ekim asamasindan once T25 flasklara
steril bir dental igne ucu ile her bir flaskin i¢ ylizeyine esit araliklar olusturacak
sekilde ¢izikler uygulandi. Hiicre kiiltiir kaplarindaki ¢izik hattina esit araliklarla
mins edilmis yag doku pargalar1 farkli bir steril dental igne ucu ile yerlestirildi

(Cergi, & Erdost, 2021).
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Toplamda yaklasik 15 g yag dokusundan 30 adet T25 (CLS3289, Sigma,
Almanya) flaska yag doku eksplant kiiltiirii uygulandi. Stok olarak hazirlanan
besiyeri 50 ml’lik falkon tiiplere boliinerek 1 hafta boyunca kullanima hazir halde
+4°C’de saklandi. Kok hiicre besiyeri i¢in 44 ml Rat-MSCs Growth Medium
(RAXMD-03011-440, Cyagen, ABD) igerisine; 5 ml % 10 Fetal Bovine Serum
(FBS) (TMS-013-B, Gibco, USA), 0,5 ml Penicilline-Streptomycine (100X) (TMS-
AB2-C, Gibco, Ingiltere) antibiyotik soliisyonu ve 0,5 ml L-Glutamin (200 mM)
(G7513, Gibco, ABD) eklendi. Hazirlanan 50 ml’lik taze besiyerleri ve +4°C’de
saklandi. Hiicre ekim asamasindan sonra (% 5 CO2, % 96 nemli ortamda, 37 °C
standart MKH kiiltiir ortaminda) T25 flasklara kok hiicre besiyerinden 5’er ml
eklenerek karbondioksitli etiivde (MCO-5M-PA, Panasonic, Japonya) inkubasyona
birakildi. Her {i¢ giinde bir eski besiyeri uzaklastirilarak taze besiyeri eklendi. % 70
konfluense ulasan flasklarin subkiiltiirii i¢in eski besiyeri uzaklastirildiktan sonra
DPBS ile yikandi. Elde edilen primer hiicre kiiltiir hatt1 24., 48., 72. saatlerde ve
konfluens olusumu goriilene kadar invert mikroskopta (Nikon eclipse 801, Japonya,
Mikroskop-Ds Kamera Kontrol Unitesi DS-L) degerlendirilerek hiicre
popiilasyonunun ¢ogalmasi sonucu % 70 oraninda konfluense ulasan hiicreler tekrar
subkiiltiire edildi. Primer kiiltiirlin ilk asamasi pasaj 0 (P0O) sonrasinda pasaj 1 (P1),

pasaj 2 (P2) ve pasaj 3 (P3) olarak tanimlandi.

Pasajlama agsamasi (hiicrelerin subkiiltiirii); T25 flasklarda 2 ml ve T75
flasklarda ise 4 ml hacimde % 0,25 Tripsin-Edta (P10-019100, PAN-Biotech,
Almanya) soliisyon kullanilarak hiicreler kaldirildi. Plastik yiizeye tutunarak ¢ogalan
adhezif hiicreleri plastik hiicre kiiltlirii kab1 ylizeyinden kaldirmak i¢in yaklasik 5
dakika etiivde tutuldu ve hiicrelerin flask yiizeyindeki hareketliligi invert mikroskop
ile kontrol edildi. Her bir flaska Tripsin-Edta soliisyonunun iki kati oraninda, steril
besiyeri ilave edilerek; tripsin aktivasyonu ndtralize edildi. Ardindan, hiicre ve
besiyeri igeren soliisyon 15 ml konik satrifiij tiiplerine (339650, Thermo Scientific,
Nunc, ABD) aktarildi; ardindan 25° C’de, 1000 rpm, 5 dakika santrifiij (Niive,
Tiirkiye) edilerek, tiiplerdeki silipernatant atildi. Hiicre peletinin iizerine 5 ml taze
besiyerinden eklendi ve hiicre sayim asamasina geg¢ildi. Her subkiiltiir asamasinda

ayni islemler uygulandi.
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3.1.2. Hiicre Sayimi

Canli hiicre saymmi icin steril bir ependorf tiip igerisine 100 pl hiicre
stispansiyonu ve 100 pl trypan blue karsimi (1:1 oranda) hazirlandi. Siispansiyondan
10’ar pl thoma laminin her iki tarafina aktarildi ve lamel ile kapatildi. Hiicre sayimi;
invert mikroskop altinda 20’lik objektif ile 16 biiyiik kare i¢indeki total hiicre sayimi1
gerceklestirildi. Hiicre/ml = (Hiicre Sayis1 x Diliisyon Katsayis1) x 10% calisma

faktori ile total hiicre sayis1 bulundu.

Onerilen oranda hiicreler, T25 ile T75 (05-539-104, Fischer Scientific, USA)
flasklara ekildi ve ¢ogaltildi (Tablo 1). Bu islemler; hiicrelerin P1, P2 ve P3

fazlarinda hiicreler % 70 konfluense ulastiginda tekrarlandi.

Tablo 1. Plastik hiicre kiiltiir kaplarinin hiicre sayisi ve besiyeri miktari (ml).

Plastik Hiicre Tripsin/EDTA Baslangi¢ Hiicre Ekimi Besiyeri
Kiiltiir Kab Yiizey miktar1 (ml) Oram miktari
Alam (ml)
(mm?)
75 cm?kiiltiir flask 7500 3-4 5,6x10° 12
25 cm? kiiltiir flask1 2500 1 1,8x108 5
100 mm? Petri kab1 7854 3-4 13,25x10° 20
60 mm? Petri kabi 2827 2 7,20x108 10
35 mm? Petri kab1 962 1 3,0x10° 2-3
6  kuyucuklu  kiltir 962 0,5 7,2x10° 2-3
kab1
24 kuyucuklu kiiltir 200 0,2-0,5 4x10* 0,5-1
kab1
96 kuyucuklu kiiltiir 30 0,1 2 x10* 0,1-0,2
kab1

(https://www.thermofisher.com/tr/en/nome/references/gibco-cell-culture-basics/cell-
culture-protocols/cell-culture-useful-numbers.html)

3.2. Pasaj 3 Hiicrelerin Farkhilastirilmasi ve Farklilasmanin Tanimlanmasi

3.2.1. Pasaj 3 Hiicrelerin Osteoblastlara Farkhlastirilmasi ve Tanimlanmasi

Plastik hiicre kiiltiir kaplarindaki (24 kuyucuklu) her kuyucuga 6x10%
hiicre/kuyucuk ve 0,5 ml/kuyucuk standart besiyeri eklenerek karbondioksitli etiivde

inkubasyona birakildi. Hiicreler % 80 konfluense ulastiklarinda, eski besiyeri
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uzaklastirildt ve osteojenik farklilastirma icin herbir kuyucuga osteojenik
farklilastirmaya spesifik besiyeri MSCgo™ Osteogenesis XF (05-440-1B, Biological
Industries, Israil) eklendi. Bu amagla 21 giin siiresince; 10 kuyucuk osteojenik
farklilastirma besiyeri ile 5 kuyucuk negatif kontrol olarak standart besiyeri olan
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ile inkiibe edildi. Her ii¢ giin de bir
taze besiyeri eklendi (Im, Shin, & Lee, 2005).

Alizarin Red (% 2) boyama solusyonu (ARS) (Sanger ve ark, 1964); 2 gr
Alizarin Red (3674210, Merck, Almanya) 100 ml bidistile su iceriginde ¢ozdiiriilerek
hazirland1 ve ardindan boya solusyonu 0,45 p’luk steril bir siringa filtresi ile siiziildi.
Alizarin Red boya soliisyonunun pH’s1 4,25’¢ ayarlandi. Boyama asamasinda;
hiicreler bir kez DPBS ile yikanarak % 70 etanol ile 1 saat fikzasyon yapildi,
ardindan daha sonra 3 kez bidistile su ile yikandi ve 1 ml % 2 ARS eklenerek oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Devaminda enjektdr ignesinin ucu ile
dikkatlice boya soliisyonu aspire edilerek hiicrelerin kurumamasi igin herbir
kuyucuga 1ml bidistile su eklendi (1 ml / 24 kuyucuk). Kalsiyum kiimiilasyonu

igeren osteositler ve kalsiyum kiimiilasyonu invert mikroskopta degerlendirildi.

3.2.2. Pasaj 3 Hiicrelerin Kondroblastlara Farkhlastirilmasi ve Tanimlanmasi

Pasaj 3 MKH’ler hiicre kiiltiirii kaplarinin (96 kuyucuklu) herbir kuyucuguna
1x10° hiicre ekilerek ve 100 pl/kuyucuk besiyeri eklenerek inkube edildi. Hiicreler
% 80 konfluense ulastiklarinda, eski besiyeri uzaklastirildi ve kondrojenik
farklilagtirma i¢in herbir kuyucuga kondrojenik farklilastirmaya spesifik besiyeri
MSCgo™ Chondrogenic XF Medium ve MSCgo™ Chondrogenic XF Supplement
Mix (05 — 220 - 1B ve 05 - 221-1D, Biological Industries, Israil), (200 ul / kuyucuk)
karisimi  eklendi.  Bu amagla 21 giin siiresince; 10 kuyucuk kondrojenik
farklilagtirma besiyeri ile 5 kuyucuk negatif kontrol olarak standart besiyeri olan
DMEM ile inkiibe edildi. Her {i¢ giin de bir taze besiyeri eklendi (Murata ve ark,
2014).

21 giin sonra hiicreler % 1 Alcian Blue Soliisyonu (Luna, 1968) i¢in; 0,2 gr
Alcian Blue 8GX (261943, Sigma, USA) ve 20 ml 0,1 N Hidrokloriir (HCI) ile
cozdiirtilerek 0,45 p siringa filtresi ile siiziildii. Boyama asamasinda; eski besiyeri

igerigi uzaklastirildi ve ardindan hiicreler DPBS ile yikandi. Oda sicakliginda 60

20



dakika stiresince % 10 formalin ile hiicreler tespit edilerek bisdistile su ile yikandi.
Her kuyucuga 200 ul % 1 Alcian Blue soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda gece
boyunca inkiibe edildi. Her kuyucuk 0,1 N HCI ile 2 kez yikandi, daha sonra her
kuyucuga bidistile su eklenerek kondrojenik farklilasma ve negatif kontrol invert

mikroskop altinda degerlendirildi.

3.2.3. Pasaj 3 Hiicrelerin Adipositlere Farkhlastirilmasi ve Tanimlanmasi

Pasaj 3 MKH’ler hiicre kiiltiir kabindaki (24 kuyucuklu) her bir kuyucuga
6x10* hiicre ve 0,5 ml standart besiyeri ortami eklenerck inkube edildi. Hiicrelere
% 80 konfluens sonrasi; MSCgo™ Adipogenic Differentiation Basal Medium,
MSCgo™ Adipogenic SF, XF Supplement Mix I ve MSCgo™ Adipogenic SF, XF
Supplement Mix II karisimindan olusan adipojenik farklilastirma besiyeri (05-330-
1B, 05-331-1-01 ve 05-332-1-15, Biological Industries, Israil) eklendi. Bu amagla 21
giin siiresince; 10 kuyucuk adipojenik farklilastirma besiyeri ile 5 kuyucuk negatif
kontrol olarak standart besiyeri olan DMEM ile inkiibe edildi. Adipojenik ortam {i¢
giinde bir taze besiyeri ile degistirilerek 15 giin boyunca adipojenik besiyeri ile

hiicreler inkiibe edildi (Ghorbani, Jalali, & Varedi, 2014).

Adipogenezis ve hiicre i¢i lipid damlaciklarinin tespiti i¢in Oil Red O boyama
teknigi (Grimstone, & Skaer, 1972) uygulandi. Boya soliisyonu i¢in; 0,35 gr Oil Red
O (1052300025, Merck, Almanya) 100 ml 2-propanol igerisinde ¢ozdiiriilerek, oda
sicakliginda 4 ml bidistile su ile karistirilarak, 0,45 p’luk steril bir siringa filtresi ile
stiziildii. Boyama asamasinda; her kuyucuk bir kez DPBS ile yikanarak, oda
sicakliginda 1 saat siiresince formol kalsiyum ile hiicreler tespit edildi ardindan
DPBS ile yikandi. Oil Red O soliisyonundan her kuyucuga 1 ml eklendi ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Oil Red O solusyonu, igne ile dikkatlice aspire
edildi ve hiicrelerin kurumamasi i¢in her kuyucuga bidistile su ilave edilerek ve

hiicrelerdeki pozitif boyanma ve negatif kontrol invert mikroskop ile incelendi.

3.3. Pasaj 3 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Fenotipik Karakterizasyonu

Yag doku kaynakli P3 hiicreleri, MKH standardizasyonu ve fenotipik
karakterizasyonun saptanmasi amacityla CD90, CD105 immunpozitif ve CDI11b,
CD45 immunnegatif ylizey isaretleyicileri ile identifiye edildi. Laminar flow

igerisinde; hiicre kiiltlir kaplarinin (24 kuyucuklu) her bir kuyucuguna sterilize edilen
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(FN-400, Niive, Tiirkiye) cam lameller ince uglu steril bir pens ile yerlestirildi. Hiicre
kiiltiir kabindaki her kuyucuga 0,5 ml FBS eklendikten sonra 30 dakika etiivde
bekletildi ve FBS uzaklastirildi. Ardindan hiicre kiiltiir kaplarindaki her kuyucuga
4x10* hiicre ekildi ve taze besiyeri eklenerek inkube edildi. Bu amagla, herbir CD
yiizey isaretleyici i¢in primer antikorun eklendigi 4 kuyucuk pozitif kontrol, primer

antikorun eklenmedigi 4 kuyucuk negatif kontrol olarak takip edildi.

Plastik hiicre kiiltiir kabindeki her kuyucukta bulunan besiyeri 24 saat sonra
uzaklagtirildi ve hiicreler 200 pl PBS ile yikandi. Hiicrelere 1 saat boyunca % 4
paraformaldehit solusyonu ile (1.04005.100, Merck, Almanya) fikzasyon uygulandi,
ardindan 3 kez 5 dakika siiresince PBS ile yikandi. 15 dakika siireyle % 0,1 Triton X-
100 (T8787, Sigma, USA) ile kuru buz iizerinde inkubasyon yapilarak
permeabilizasyon agamasi tamamlandi. Ardindan tekrar hiicreler 3 kez 5 dakika
boyunca PBS ile yikandi. Hiicrelere 10 dakika % 4 hidrojen peroksit (H203)
uygulanarak 3 kez 5 dakika siiresince PBS ile yikama gerceklestirildi. Blocking
asamasinda; immunohistokimyasal kit icerigindeki (Thermo Scientific™, TP-125-
HL, USA) blocking soliisyon 1 saat oda 1sisinda uygulandi. Pozitif fenotipik yiizey
isaretleyicileri olan CD90 (1:700, ab225, Abcam, Ingiltere) ve CD105 (1:100,
ab156756, Abcam, Ingiltere) ile negatif yiizey isaretleyicileri olan CD45 (1:200,
ab8879, Abcam, Ingiltere) ve CD11b (1:200, ab10558, Abcam, Ingiltere) antikorlart
ile +4 °C’de 18 saat boyunca primer inkubasyona birakildi. Takiben hiicreler PBS ile
3 kez 5 dakika yikanarak, streptavidin soliisyonu (Thermo Scientific™, TP-125-HL,
USA) 30 dakika oda 1sisinda uygulandi. Hiicreler, 3 kez 5 dakika boyunca PBS ile
yikanarak Streptavidin soliisyonunda oda 1s1sinda 30 dakika inkube edildi. Tekrardan
hiicreler 3 kez 5 dakika siiresince PBS ile yikandi. Ardindan 3,3'-diaminobenzidine
(DAB) (ab6428, Abcam, Ingiltere) kromojen ile hiicrelerdeki spesifik protein
isaretlenerek distile su ile yikandi. Cekirdek boyamas: i¢in Harris Hematoksilen 1
dakika uygulandi ve preparatlar arastirma mikroskobunda (Nikon Eclipse 801,
Japonya) incelenerek; bes mikroskobik alanda her bir grup igin 500 hiicre 20X’lik
objektifte sayildi.
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3.4. Mezenkimal Kok Hiicrelere Uygulanacak Capsaicin Dozlarimin

Hazirlanmasi ve Deney Plam

Calismamizda in vitro ortamda mezenkimal kok hiicrelere uygulanan CAP
dozlar sirasiyla; 0 uM kontrol A, 0 uM kontrol B, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM,
100 puM, 150 uM’dir. 1 mM CAP stok soliisyonu hazirligi i¢in 0,0003 g CAP,
DMSO ile diliie edilerek eppendorf tiip igerisine karistirarak hazirlandi ve -20° C’de
saklandi. 1 mM CAP stok soliisyonundan 7 farkli doz grubu i¢in 15 ml besiyeri

igerisine alinan CAP solusyon hacimleri sirasiyla Tablo 2’de gdsterilmektedir.

Deneysel uygulamalara gore hiicre kiiltiir kaplarma (24 kuyucuklu) ekilen
mezenkimal kok hiicreleri; DMEM igeren (kontrol A), dimetil siilfoksit igeren
(DMSO) (Tasit madde igeren; kontrol B) ve farkli doz CAP uygulamalar1 gruplar
olmak iizere ii¢ ana gruba ayrildi.

Tablo 2. Deney ve kontrol gruplarindaki mezenkimal kok hiicrelere uygulanan
Capsaicin dozlari

l. Kontrol A DMEM igeren hiicre kontrol besiyeri; CAP stok

soliisyondan eklenmedi.

Il. Kontrol B DMSO tasit maddesi igeren besiyeri; CAP stok

soliisyondan eklenmedi.
Il 5 uM CAP besiyeri hazirlig1 igin stok soliisyondan 75 pL,
V. 10 uM CAP besiyeri hazirligr i¢in stok soliisyondan 150 pL,
V. 25 uM CAP besiyeri hazirligi igin stok soliisyondan 375 pL,

VI. 50 uM CAP besiyeri hazirligi i¢in stok soliisyondan 750 pL,

VII. 100 uM CAP besiyeri hazirlig1 igin stok soliisyondan 1500 pL,
VIII. 150 uM CAP besiyeri hazirlig1 igin stok soliisyondan 2500 pL
CAP eklendi.
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3.5. Capsaicin Uygulanan Mezenkimal Kok Hiicrelerin Proliferasyonu ve

Fenotipik Karakterizasyonu

Deney ve kontrol gruplarindaki MKH’lerin proliferasyonun belirlenmesi igin
Ki-67 (MA5-14520, Thermo Fischer Scientific, USA) ekspresyonu; fenotipik
karakterizasyon i¢in CD90 (ab225 Abcam, Ingiltere), CD 105 (ab156756, Abcam,
Ingiltere), CD45 (ab10558, Abcam, Ingiltere) ve CD11b (ab8879, Abcam, ingiltere)
ekspresyonlarina bakilarak immunohistokimyasal yontem ile degerlendirmeler
yapildi. CAP’1n 24 ve 48 saatlik siirelerdeki inkubasyonlar1 i¢in her bir CD yiizey
isaretleyicinin degerlendirilmesi asamasinda hiicreler dort adet primer antikorun
eklendigi pozitif ve dort adet primer antikorun eklenmedigi negatif kontroller ile
inkube edildi. Deney gruplarinin herbiri ig¢in 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarindaki
dort kuyucuga 4x10* mezenkimal kok hiicre ekilerek ve taze besiyeri ile 24 saat
boyunca inkubasyona birakilan hiicrelerin cam lamellere tutunma durumlar1 kontrol
edildi. Hiicre kiiltiir kabindaki kuyucuklara sirasiyla 0 uM CAP Kontrol A, 0 uM
CAP igeren Kontrol B ile 5, 10, 25, 50, 100 ve 150 uM konsantrasyonlarda CAP
iceren taze besiyerleri eklendi. 24 ve 48 saat bitiminde deneyler sonlandirildi.
Hiicrelerin 24 ve 48 saat sonra invert mikroskop altinda morfolojik durumlar
incelendi ve besiyerleri uzaklastirildi. Hiicreler, PBS ile 2 kez 5 dakika yikandi. Daha
sonra hiicreler % 4 paraformaldehit ile 1 saat boyunca fikze edilerek ve
immunohistokimyasal boyama prosediirii uygulandi. Ug kez 5 dakika siiresince PBS
ile yikama sonrasinda 15 dakika boyunca permeabilizasyon amaciyla % 0,1 TritonX-
100 ile kuru buz {izerinde inkubasyon yapildi. Devaminda 3 kez 5 dakikalik PBS ile
yikama yapilarak hiicrelere 10 dakika siire ile % 4 H202 uygulandi. Ardindan 3 kez 5
dakikalik PBS ile yikama, blocking asamasi 1 saat siire ile oda 1sisinda
gerceklestirildi. Primer antikor Ki-67; 1:200, CD90; 1:700, CD105; 1:100, CD45;
1:200 ve CDI11b; 1:200 diliisyon oraninda eklenerek +4 °C’de 18 saat boyunca
inkubasyon uygulandi. Ardindan 3 kez 5 dakika boyunca PBS ile yikanan hiicreler
sekonder antikor solusyonu (Thermo Scientific™, TP-125-HL, USA) ile 30 dakika
oda 1s1sinda inkubasyona birakildi. Takiben 3 kez 5 dakika PBS ile hiicreler tekrar
yikandi. DAB kromojen (ab6428, Abcam, Ingiltere) ile hiicreler isaretlenen hiicreler
3 kez 5 dakika siire ile distile suyla yikandi. Cekirdek boyamasi ig¢in, Harris

Hematoksilen uygulanarak preparatlar arastirma mikroskobunda incelendi.
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Mikroskopta 20X’lik biiylitmede tiim deney ve kontrol gruplari i¢in 500’°er hiicre
sayildu.

3.6. MTT Testi

Tim kontrol ve deney gruplarina MTT testi uygulamak icin; 96 kuyucuklu
plastik hiicre kiiltiirii kaplarindaki 30 kuyucuga 2x10° hiicre ekildi. MTT testi i¢in;
pozitif kontrol olarak 2 kuyucuga DMEM, 2 kuyucuga DMSO eklendi, negatif
kontrol i¢in 2 kuyucuga Triton-X 100 eklendi, 24 ve 48 saatlik deney gruplari i¢in
ikiser kuyucuga sirasiyla 5, 10, 25, 50, 100, 150 uM CAP igeren besiyerlerinden
eklendi. 24 ve 48 saatlik CAP inkubasyonu sonrasi deneyler sonlandirilarak hiicreler
4 saat boyunca 37 ° C'de 0,5 mg/ml’lik 20 ul MTT (M5655, Sigma, ABD) eklenerek
inkiibasyona  birakildi. Hiicre sedimentasyonu bozulmaksizin siipernatant
uzaklastirildi. Hiicrelerdeki mavi formazan Kkristalleri birikimi dikkate alinarak
hiicresel canlilik degerlendirildi. Formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in SDS
cozeltisinden (1.3760.0100, Merck, Almanya) her bir kuyucuga 100 pl eklendi.
Etiivde 10 dakikalik inkiibasyon sonras1 570 nm dalga boyunda spektrofotometre
cihazi ile absorbans degerler 6l¢iildii ve hiicre canliligi degerlendirildi (Coradeghini
ve ark., 2010).

3.7. istatistiksel Analiz

Deney ve kontrol gruplarindaki hiicrelerde proliferasyon i¢in Ki-67, fenotipik
karakterizasyon ile MKH 6&zellikleri i¢in CD90, CD105, CD11b ve CD45 immun
reaksiyonlar1 ve MTT testinin istatistiki anlamdaki farkliliklar1 Kruskal Wallis ve
gruplar arasi farkliliklar ise Man Whitney U testi ile saptandi. Ayni zamanda 24 ve
48 saat siireli CAP inkubasyonunun zaman yoniinden grup ig¢i farkliliklarini
saptamak i¢in two paired sample t-testi kullanildi. Istatistiki analizler IBM SPSS 23
programinda degerlendirilerek istatiksel anlamlilik P < 0,05 ve P < 0,001 diizeyinde

tanimlanda.
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4. BULGULAR

4.1. Primer Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu ve Mikrofotografik

Degerlendirme

Primer hiicre izolasyonunun 24 saatlik bulgularinda yag dokudan uzaklasarak,
flask ylizeyindeki ¢izgilere tutunan ve go¢ fazinda olan vakuoler formdaki hiicreler

saptand1 (Sekil 1).

Sekil 1. Primer hiicre izolasyonu asamasmin ilk 24 saatinde yag dokudan
uzaklasarak ¢izgilere tutunan ve gog¢ fazinda olan vakuoler formdaki hiicreler (oklar),
(X10).

Primer hiicre izolasyonunun 48 saatlik bulgularinda; vakuoler yapidaki go¢ fazi

hiicrelerinde artig ve biiyiime belirlendi (Sekil 2).

Sekil 2. Primer hiicre izolasyonunu 48 satlk ulgularmda vakuoler formdaki gb¢
faz1 hiicrelerinde artis ve biiyiime (oklar), (X10).
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Primer hiicre kiiltiir izolasyonunun 72 saatlik bulgularinda ise; ¢ok sayida
gelismekte olan biiyiikk go¢ fazi hiicreleri ile tam gelismemis kiiciik goc fazi

hiicreleri, 6lii bag doku hiicreleri ve eritrosit hiicrelerine benzer heterojen bir hiicre

popiilasyonu gozlendi (Sekil 3).

£a & & ‘
Sekil 3. Primer hiicre izolasyonunun 72 saatlik bulgularinda; artan kiigiik go¢ fazi
hiicreleri (ince oklar) ile biiyilik go¢ fazi1 hiicreleri (kalin oklar) ve 6lii hiicresel yapilar

(ok basi), (x10).

Primer hiicre izolasyonunun 5. giiniinde; kiigiik gé¢ faz1 hiicrelerinin arttigi;

biiylik go¢ fazi hiicrelerinin ise uzantilar olusturararak fibroblastoid hiicre formuna

donilismeye basladiklari ilk kez gbzlendi (Sekil 4).
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Sekil 4. Primer hiicre izolasyonunun 5. giiniinde; kiigiik go¢ fazi hiicreleri (ince
oklar), fibroblastoid hiicre formu (kalin ok), (x10).
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Primer hiicre izolasyonunun 6. giinlinde; heterojen hiicre popiilasyonu
goriinlimiiniin devam ettigi saptandi. Ayn1 zamanda fibroblastoid formdaki

hiicrelerin arttig1 ve fibroblastoid hiicre evresine gegis gozlendi. (Sekil 5-6).

Sekil 5. Primer hiicre izolasyonunun 6. giiniinde go¢ fazindaki hiicrelerin
fibroblastoid hiicre gelisim fazina gecis (oklar), (x10).

Sekil 6. Primer hiicre izolasyonunn . gunt ﬁbroastoid hiicreleri (kalin oklar) ile
g06¢ fazi hiicreleri (ok baslart) igeren heterojen hiicre popiilasyonu (X10).

Primer hiicre izolasyonunun 7. giiniinde fibroblastoid hiicreler yaklasik % 70
oraninda artarak, ilk kez konfluense ulast1 ve hiicre kiiltiirii Pasaj 0 olarak tanimlandi

(Sekil 7).
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Sekil 7. Primer hiicre izolasyounn 7. nde konﬂsasamas1; heterojen formda
hiicre popiilasyonunu olusturan fibroblastoid hiicreler (kalin ok), gd¢ fazi hiicreleri
(ok baslar1), hiicre artiklar1 (y1ldiz), (X10).

Pasaj 0 sonrasinda fibroblastoid hiicre hatt1 ayn1 kosullarda ¢ogaltilarak, 12.

giin pasaj 1, 16. giin pasaj 2 ve 21. giin pasaj 3 hiicreleri %70 konfluense ulast1 (Sekil
8-9).
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Sekil 8. A) Hiicre kiiltiirli pasaj 1, B) Pasaj 2 ve C) Pasaj 3 asamasindaki yaklagik
% 70 konfluense ulasan homojen fibroblastoid hiicresel popiilasyon (X10).
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Sekil 9. A) Hiicre kiiltiirii pasaj 1, B) Pasaj 2 ve C) Pasaj 3 asamasindaki yaklasik
% 70 konfluense ulasan homojen fibroblastoid hiicresel popiilasyon (X40).
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4.2. Pasaj 3 Hiicrelerinin Farkhlastirilmasi ve Tanimlanmasi

4.2.1. Pasaj 3 Hiicrelerinin Osteoblastlara Farkhilastirilmasi ve Tamimlanmasi
Osteoblastlara farklilastirilan fibroblastoid formdaki pasaj 3 hiicrelerinin; 3.

giinde yass1 formdan oval forma doniisen hiicre popiilasyonu olusturdugu belirlendi

(Sekil 10). Aym1 zamanda 3. giinde farklilasan hiicrelerde koloni olusumu ile

hiicrelerin birbirlerine yaklastig1 gézlendi (Sekil 10).

Sekil 10. Osteoblastlara fakhlastlrllan pasaj 3 hiicrelerinin 3. giinii A) Oval forma
dontisim (oklar), (X10). B) Koloni olusumu (oklar), (X40).

Sekil 11. Osteoblastlara farklilagtirilan pasaj 3 hﬁcrelerinn 8. giinii A) Birbirine
yaklagan hiicreler (oklar), (X10); ve B) Farklilagan hiicre kiimeleri (oklar), (X40).

Hiicre popiilasyonundaki fibroblastoid formun 8. giinde yaklasik % 70
oraninda azaldigi, hiicrelerin birbirlerine yaklastigi ve olasi osteoblast yoniindeki

farklilagsmanin da belirgin diizeyde arttig1 saptandi (Sekil 11).
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Hiicre i¢i ve hiicre dig1 matriks nodiillerinin 21. giinde arttig1 ve extraselliiler
kalsiyum mineralizasyonun olustugu goriildii (Sekil 12). Alizarin Red boyama

yontemi ile kirmizi renkteki osteoblast hiicreleri 21. giinde identifiye edildi ve

ekstraselliiler mineralizasyon alanlar1 da acik pembe renkte saptandi (Sekil 13).

Sekil 12. Osteoblastlara farkllgtlrlln pasaj 3 hiicrelerinin 21. glinii A) Osteoblast
formuna farklilasma esnasindaki hiicre i¢i ve hiicre dis1 matriks nodiilleri (oklar)
(X10); B) Ekstraselliiler kalsiyum mineralizasyonu (oklar) (X40).

Sekll 13. Osteoblastlara farklilastlrﬂan pasaj 3 hucrelerlmn 21 gununde A) Alizarin
Red ile boyanan agik pembe renkli mineralizasyon alanlar1 (oklar), (X10);
B) Alizarin Red ile kirmiz1 renkte boyanan osteoblast hiicreleri (oklar), (X40).

4.2.2. Pasaj 3 Hiicrelerinin Kondroblastlara Farkhlastirilmasi ve Tanimlanmasi

Fibroblastoid yap1 3. giinde azalmaya baslayarak ve sferoidal formda
kondroblastoid farklilasmanin olustugu saptandi. Hiicre kiiltiir flaskina yapismadan
cogalan sferoidal hiicreler gozlendi (Sekil 14).

33



Sekil 14. Kondroblastlara farklilastirilan pasaj 3 hiicrelerinin 3. giinii A) Sferoidal
formda kondroblastoid yonde farklilasan hiicreler (oklar), (X10); B) Sferoidal
formda kondroblastlara farklilasmaya baslayan hiicreler (oklar), (x40).

Sekil 15. Kondrolatlara farkhlastlrilan pasaj 3 hiicrelerinin 14. giinii A) Sferoidal
formdaki hiicreler (oklar), (x10); B) Gelismekte olan sferoidal formdaki hiicrelerin
kondroblastlara farklilasmasi (ok), (x40).

Hiicresel farklilasmanin; 14. giiniinde sferoidal formdaki yapinin gelistigi ve
kondroblast hiicrelerini olusturmaya basladigi goézlendi (Sekil 15). 28. giinde
kondroblast yoniinde farklilagsan, ¢ogalan sferoidal hiicrelerin tanimlanmasi igin
Alcian Blue boyama yontemi uygulandi. Kondroblast olusumuna katilan

proteoglikanlarin mavi renkte reaksiyon verdigi goriildi (Sekil 16).
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Sekil 16. Kondroblastlara farklilasan pasaj 3 hiicrelerinin 28. giinii Alcian Blue
boyama yontemi ile tanimlanan kondroblast hiicreleri (oklar), A (X10); B (X40).

4.2.3. Pasaj 3 Hiicrelerin Adipositlere Farkhlastirilmasi ve Tanimlanmasi

Fibroblastoid yapidaki hiicrelerin; 1. giinde kiigiik vakuoler formda hiicreler
olusturmaya basladig1 belirlendi (Sekil 17). Vakuoler formdaki hiicrelerin 6. giinde,
hiicreler arasi1 uzantilar ve baglantilar olusturdugu yogun oranda arttif1 saptandi

(Sekil 18). Farklilagsmaya baslayan hiicrelerin vakuoler formdaki yag damlaciklarina

doniistiigli ve yag damlaciklarinin 6. giinde daha c¢ok belirginlestigi gozlendi (Sekil
18).

o, 2 A i
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Sekil 17. Adipositlere farklilastirilan pasaj 3 hiicrelerinin 1. giinii; vakuoler forma
doniisiim (oklar) A) (X10); B) (X40).
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el 8. Adiosilr farkhstlln paj 3 hiicrelerinin 6. giinii, vakuoler
hiicrelerde artis (oklar); A) (X10); B) (X40).

Yag hiicrelerindeki farklilasma asamasina giren hiicre sayisi 12. giinde
belirgin artig gosterdi ve vakuoler yapilara doniiserek farklilagsan hiicreler Oil red O
boyama teknigi ile kirmizi renkte boyanarak adiposit hiicreler olarak tanimlandi
(Sekil 19 A-B).

‘A A Biad - b

Sekil 19. Adipositlere farklilastirilan pasaj 3 hiicrelerinin 12. giinii; Oil red O
boyama teknigi uygulanan adipojenik yonde farklilasan hiicreler (oklar) A) (X10); B)
(X40).

4.3. Pasaj 3 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Fenotipik Karakterizasyonu

Fenotipik karakterizasyonun tanimlanmasi i¢in; CD90, CD105, CD45 ve
CD11b antikorlar1 kullanilarak immunohistokimyasal yontem uygulandi. Pasaj 3
hiicreleri CD90 (Sekil 20 A) ve CD105 ile pozitif immunreaksiyon (Sekil 20 B);
CD45 (Sekil 21 A) ve CD11b ile negatif immunreaksiyon gosterdi (Sekil 21 B).
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Boylece calismada izolasyonunu yaparak kullandigimiz pasaj 3 hiicrelerin;

mezenkimal kok hiicre 6zelligine sahip oldugu saptandi.
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Sekil 20. Paéaj 3 hiicrelerinde fenotipik karakterizasyonun tanimlanmasi A) CD90
immunpozitif reaksiyon (oklar), (X4); B) CD105 immunpozitif reaksiyon (oklar),
(X4).
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Sekil 21. Pasaj 3 hiicrelerinde fenotipik karakterizasyonun tanimlanmasi A) CD45
immunnegatif reaksiyon (ok), (X4); B) CD11b immunnegatif reaksiyon (ok), (X4).
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4.4. Capsaicin’in Mezenkimal Kok Hiicre Mitotik Aktivitesi Uzerine Etkisi

Farkli doz ve siirelerdeki CAP uygulanan MKH’lerde Ki-67 antikorunun
immunreaksiyonu ile hiicre proliferasyonu degerlendirildi; bdylece hiicrelerdeki

mitotik aktivite saptandi (Tablo1) (Sekil 22-24).

Tablo 1. Farkli doz ve siirelerde CAP uygulanan MKH’lerde Ki-67
immunpozitif hiicrelerin (%) ortalama + SE degerleri.

Kontrol A Kontrol B 5pM CAP 10 utM CAP 25puM CAP 50 uM CAP 100 pM CAP 150 pM CAP

24 saat | 56,80+1,15% 57,60+1.07% 65,80+1,59%% 73,6+2,78*2 82,0+£5,42%* 60,0+2,72? 53,40+1,69%  29,60+4,51%*2

48 saat | 56,00+1,61% 53,80+0,73% 51,80+0,58%  55,20+1,39° 50,0£0,70*° 30,60+1,36*> 21,80+2,85*> 17,40+1,69*2

Aynu satirdaki gruplar arasinda istatistiki farklilik (*) P < 0,05 ile gosterilmektedir.
Aynu siitundaki gruplar arasinda istatistiki farklilik (a, b) P < 0,05 ile gosterilmektedir.

Deney ve kontrol gruplarinda CAP’1n hiicre proliferasyonuna etkileri Ki-67
immunreaksiyonu ile degerlendirildiginde (Tablo 1); 24 ve 48 saat siireli kontrol A
ve kontrol B gruplarinda istatiksel 6nem olmadig1 gézlendi (P1=0,242, P2=0,072; P
> 0,05) ancak 5, 10 ve 25 uM CAP dozlarinda hiicre proliferasyonun belirgin
anlamda arttigi (P1=0,001, P2=0,001, P3=0,001; P < 0,05) ancak 48 saatlik
uygulamada azaldigi saptand1 (P1=0,001; P < 0,05). Ayrica Ki-67 immunpozitif
reaksiyonunun 24 saatlik 100 ve 150 pM CAP dozlarinda, 48 saatlik 25 uM CAP ve
izerindeki tiim dozlarda istatiksel anlamda azaldig1 saptand1 (P1=0,001, P2=0,001,
P3=0.074; P < 0,05).

Deney ve kontrol gruplarmin 24 saatlik uygulamasi degerlendirildiginde
pozitif Ki-67 immunreaksiyonunun kontrol A, kontrol B ile karsilastirilinca 5, 10, 25
uM CAP dozlarinda istatistiki oneminin arttig1 ancak 50 ve 100 uM CAP ile azaldig1
belirlendi (P1=0,012, P2=0,009, P3-P4=0,009). 48 saatlik uygulamada ise 25 uM
CAP ve iizerindeki tiim dozlarda istatistiki anlamin azaldigi saptandi (P1=0,021,
P2=0,009, P3=0,009, P4=0,009; P < 0,05). Ayni siitundaki gruplarin 24 ve 48 saatlik
CAP uygulamasi sonrasindaki Ki-67 immunreaksiyonu degerlendirildiginde; doz ve
siireye bagli olarak 48 saatlik deney gruplarinda proliferasyonun azaldigi gézlendi

(Tablo 1).
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Sekil 22. Kontrol A grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik Ki-67 immUnpozitif réaksiyon
(x20).
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Sekil 23. Kontrol B grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik Ki-67 immunpozitif ree;ksiyon
(x20).
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Sekil 24. SuM CAP grubu A) 24 ve B) 48 saatlik Ki-67 immunpozitif reaksiyon
(x20).
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Sekil 25. 10uM CAP grubu A) 24 ve B) 48 saatlik Ki-67 immunpozitif reaksiyon
(x20).
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Sekil 26. 25uM CAP grubu A) 24 ve B) 48 saatlik Ki-67 immunpozitif reaksiyon
(x20).

¥ Lo AT, T T
Safs 1 &« i T ek
b .' e ' : LA ¢
{ . WH R
L) g ’ AT, BN ,
. 25 3 . .. . e AR ‘.
\ ’ . 9 \ ' 3
\ " ‘--, 4 » . . & . 3 \ w
k) b ’ p
‘ . 4 - .'}I". Al ’ ’ L
. A ﬁ 2 "' - - . ]
| " W e r.' . \ » \ J. o \
- o o 0 o, %

Aang e Rl Bg SN
Sekil 27. 50uM CAP grubu A) 24 ve B) 48 saatlik Ki-67 immunpozitif reaksiyon
(x20).

40



w .
i3a e, B LY
Sekil 28. 100uM CAP grubu A) 24 ve B) 48 saatlik Ki-67 immunpozitif reaksiyon
(x20).
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Sekil 29. 150uM CAP grubu A) 24 ve B) 48 saatlik Ki-67 immunpozitif reaksiyon
(x20).

Kontrol gruplar ile deney gruplarindan 5, 10 ve 25 uM CAP uygulama
dozlarinda kok hiicre gelisiminin olumlu yonde desteklendigini ancak 25 pM’dan
daha yiiksek dozlarda ise hiicrelerde farklilasmanin basladiginmi belirledik (Sekil 24-
26). Ayrica 48 saatlik 50 uM CAP ile 24 ve 48 saatlik 100 ve 150 uM CAP
dozlarinda; hiicre sitoplazmasinimn kiigiildiigii, sitoplazmik uzantilarin daha belirgin
hale geldigi, hiicre membrani, nukleus ve sitoplazmadaki apoptotik partikiillerin

goriildiigiini saptadik (Sekil 28-29).
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4.5. Capsaicin’in Mezenkimal K6k Hiicre Fenotipi Uzerine Etkileri
Bu deney basamaginda elde edilen kok hiicrelerin; Capsaicin uygulamasi

sonucunda CD90, CD105, CD11b ve CD45 antikorlar1 araciligiyla MKH 6zellikleri
kontrol edildi.

4.5.1. CD90 Pozitif Yiizey Isaretleyici
Farkli doz ve siirelerde CAP uygulanan MKH’lerde, kok hiicre
karakterizasyonunun CD90 antikoru tizerine etkisi saptandi (Tablo 2) (Sekil 30-37).

Tablo 2. Farkli doz ve siirelerde CAP uygulanan MKH’lerde CD90
immunoreaksiyonunun (%) ortalama + SE degerleri.

Kontrol A KontrolB  5pM CAP 10 pM CAP 25 puM CAP 50 pM CAP 100 pM CAP 150 pM CAP

24
saat | 92,4+1,40°  91,20+1,77* 91,6+1,32®°  90,8+0,86%  92,40+1,63* 82,8+1,65** 72,6+0,92** 71,0+0,54*2

48
saat | 87,040,83°  87,40+1,40° 88,2040,37% 88,20+0,37% 88,0+0,44>  72,6+124%° 71040,70%%  66,60+1,20%°

Aynu satirdaki gruplar arasinda istatistiki farklilik (*) P < 0,05 ile gosterilmektedir.
Aynt siitundaki gruplar arasinda istatistiki farklilik (a, b) P < 0,05 ile gosterilmektedir.

Deney ve kontrol gruplarina ait hiicreler CD90 yiizey isaretleyicisi yoniinden
karsilastirildiginda (Tablo 2); hem 24 hem de 48 saatlik uygulamalarda kontrol A,
kontrol B ile 5, 10 ve 25 uM CAP dozlar karsilastirildiginda istatistiki bir farklilik
gozlenmedi (P1=0,244, P2=0,395, P3=0,070, P4=0,395; P5=0,233, P6=0,233; P <
0,05). Ayrica 24 ve 48 saatlik uygulamada 50 uM CAP iizerindeki dozlarda CD90
ylizey isaretleyicisinin istatistiki Onem gosterecek sekilde azaldigi belirlendi
(P1=0,027; P2-P6=0,009, P < 0,05). Siitunlar arasindaki gruplarin 24 ve 48 saatlik
CAP uygulamalarmin doz ve siireye bagl degerlendirmesinde; 48 saatlik deney
gruplarinda CD90 immunreaksiyonunun azaldigi gézlendi (Tablo 2).
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Sekll 30 Kontrol A grubu A) 24 ve B) 48 saatlik CD90 |mmunp02|t|f reak5|yon
(x20).

) il. .‘t ’& e ”I \ L g,
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Sekll 31. Kontrol B grubu A) 24 ve B) 48 saatllk CD90 immunpozitif reaksiyon
(x20).

..;-_’

Sekll 32. SuM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD90 |mmunp02|t|f reakS|yon
(x20).
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Sekil 33. 10uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD90 immunpozitif reaksiyon
(x20).
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Sekil 34. 25uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD90 immunpozitif reaksiyon
(x20).

Sekil 35. 50uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD90 immunpozitif reaksiyoh
(x20).
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Sekll 36. 1OO uM CAP grubu; A') 24 ve B) 48 saatlik CD90 immunpozitif reak5|yon
(x20).
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Sekll 37. 150uM CAP grubu A) 24 ve B) 48 saatlik CD90 immunpozitif reaksiyon
(x20).

45



4.5.2. CD105 Pozitif Yiizey Isaretleyici
Farkli doz ve siirelerde CAP uygulanan MKH’lerde, kok hiicre

karakterizasyonunun CD105 antikoru tizerine etkisi saptandi (Tablo 3), (Sekil 38-
45).

Tablo 3. Farkli doz ve siirelerde CAP uygulanan MKH’lerde CD105

immunreaksiyonunun (%) ortalama + SE degerleri.

Kontrol A KontrolB  5pM CAP  10uM CAP  25uM CAP 50 pM CAP 100 uM CAP 150 pM CAP

24
saat

43,40+3,41* 50,80+1,93* 54,0+0,94*  61,40+0,50**  64,60+1,56**  60,40+1,40**  52,0+0,54° 43,8+3,26%

48
saat

51,80£1,69° 49,80+1,11* 51,2+0,86°  50,2+1,74° 50,241,74° 40.6+1.80*° 22.20+0,58**°  14,2042,61**"

Ao situndek et arsinda stk Bk o 1) P < 008 somerimelted,

Deney ve kontrol gruplarina ait hiicrelerin CD105 antikoruna verdigi
immunreaksiyon degerlendirildiginde; 24 saatlik siirede kontrol A, kontrol B ile 10,
25 ve 50 uM CAP dozlarindaki gruplar karsilastirildiginda istatistiki anlamda 6nemli
olup reaksiyonun arttig1 saptandi (P1=0,009, P2=0,008, P3=0,012; P < 0,05). Ayrica
24 saatlik uygulamada kontrol A, kontrol B ile 5, 100 ve 150uM CAP uygulamalar:
karsilastirildiginda istatistiki anlamda farklilik saptanmadi (P1=0,136, P2=0,115,
P3=0,834). 48 saatlik uygulamada ise kontrol A, kontrol B ile 5, 10 ve 25 uM CAP
uygulama dozlar karsilastirildiginda CD105 artis1 yoniinden istatistiki anlamda bir
farklilik go6zlenmezken (P1=1,0, P2=1,0, P3=1,0); 50uM CAP ve iizerindeki
dozlarda CD105 immunreaksiyonun istatistiksel diizeyde onemli oldugu ve azaldigi
belirlendi (P1=0,001, P2=0,000, P3=0,000; P < 0,001). Siitunlar arasindaki gruplarin
24 ve 48 saatlik CAP uygulamalarinin doz ve siireye bagli degerlendirmesinde; 48

saatlik deney gruplarinda CD105 immunreaksiyonunun azaldig1 gézlendi (Tablo 3).
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(x20)

(x20)

P | LA QAN
Sekll 40. 5 uM CAP grubu A) 24 ve B) 48 saatlik CD105 |mmunp02|t|f reak5|yon
(x20).
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(x20).

Asg M\ ) | , . ‘ o A
Sekil 42. 25 uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD105 immunpozitif reaksiyon
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Sekil 43. 50 uM CAP grﬂbu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD105 irﬁmunpozitif reaksiyon
(x20).
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Sekil 44. 100 uM CAP grubu A) 24 ve B) 48 saatllk CD105 immunpozitif reak5|yon

(x20).
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Sekil 45. 150 uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD105 immunpozitif reaksiyon

(x20).
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4.5.3. CD45 Negatif Yiizey Isaretleyici
Farkli doz ve siirelerdeki CAP wuygulanan MKH’lerde kok hiicre
karakterizasyonunun CD45 antikoru tizerine etkisi saptandi (Tablo 4), (Sekil 46-53).

Tablo 4. Farkli doz ve siirelerde CAP uygulanan MKH’lerde CD45

immunreaksiyonunun (%) ortalama + SE degerleri.

Kontrol A Kontrol B 5pM CAP 10 uM CAP 25 uM CAP 50 pM CAP 100 uM CAP 150 pM CAP

24
saat | 1,2£0,20*  1,1+0,20®  1,3+0,30° 1,4+£0,24% 2,0£0,542 4,0+0,89**? 6,4+0,74**2 10,0+1,22**#

48
saat | 1,2£0,20%  1,2£0,20°  2,2+0,37% 4,0+1,267 8,6£0,87*% 20,40 +£2,08*®  27,20+1,01*>  27,60+1,43*°

Ayni satirdaki gruplar arasinda istatistiki farklilik (*) P < 0,05 ve (**) P < 0,001 ile gosterilmektedir.
Aynt siitundaki gruplar arasinda istatistiki farklilik (a, b) P < 0,05 ile gosterilmektedir.

CD45 ylizey isaretleyicisi yoniinden; 24 saatlik CAP uygulamasinda kontrol
A, kontrol B ile 5, 10 ve 25 uM CAP uygulama dozlar1 arasinda istatistiki bir 6nem
saptanmadi (P1=1, P2=1, P3=0,513, P4=0,189, P5=0,100). Ayni1 zamanda 48 saatlik
uygulamada kontrol A, kontrol B ile 5 ve 10uM CAP uygulama dozlar1 arasinda
istatiksel anlamda farklilik gozlenmedi (P1=1, P2=1, P1=0,100, P2=0,054). Ancak
24 saatlik kontrol A, kontrol B ile 50, 100 ve 150uM CAP uygulama dozlar1 arasinda
CD 45 immunreaksiyonunun arttig1 ve istatiksel anlamda 6nem saptandi (P1=0,001,
P2=0,001, P3=0,000; P < 0,001). Ozellikle 48 saatlik uygulama siiresince; 25, 50,
100 ve 150uM CAP dozlarinda farklilik saptand: (P1=0,009, P2=0,006, P3=0,007,
P4=0,007; P < 0,05). Siitunlar arasindaki gruplarin 24 ve 48 saatlik CAP
uygulamalar1 doz ve siireye bagl olarak degerlendirildiginde; 48 saatlik deney
gruplarinda MKH 6zelliginin degiserek CD45 immunreaksiyonunun artmaya
basladig1 gézlendi (Tablo 4).
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A B
Sekil 46. Kontrol A grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD45 immunnegatif reaksiyon
(x20).

A B

Sekil 47. Kontrol B grubu; A) 24 ve B) 48ﬁsaatlik CD45 immunnegatif reaksiyon
(x20).

A B
Sekil 48. 5 uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD45 immunreaksiyon (x20).
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A B
Sekil 49. 10 uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD45 immunreaksiyon (x20).

<

A B
Sekil 50. 25 uM CAP grubu; A) '24 ve B) 48 saatlik CD45 immunreaksiyon (x20).

A B
Sekil 51. 50 uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD45 immunreaksiyon (x20).
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Sekll 52. 100 uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD45 |mmunreak3|yon (x20).
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Sekil 53. 150 uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatllk CD45 immunreaksiyon (x20).

4.5.4. CD11b Negatif Yiizey isaretleyici
Farkli doz ve siirelerde CAP uygulanan MKH’lerde kok hiicre
karakterizasyonunun CD11b antikoru iizerine etkisi saptandi (Tablo 5) (Sekil 54-61).

Tablo 5. Farkli doz ve siirelerde CAP uygulanan MKH’lerde CD11b negatif

immunreaksiyonunun (%) ortalama + SE degerleri.

Kontrol A KontrolB 5 pM CAP 10 pM CAP 25uM CAP 50 uyM CAP 100 pM CAP 150 pM CAP

24
saat |1,2+0,37°2 1,440,242 1,6+0,24% 1,840,372 1,9+0,50° 2,4+0,48% 7,0£0,31% 10,8+0,86**2
48

saat | 1,4+0,242 1,440,242 1,840,482 6,041,442 11,24226%*° 17,0 £0,89**® 24 20+1,65**"  28,80+1,39**"

Ayni satirdaki gruplar arasinda istatistiki farklilik (¥) P < 0,05 ve (**) P < 0,001 ile gosterilmektedir.
Ayni siitundaki gruplar arasinda istatistiki farklilik (a, b) P < 0,05 ile gosterilmektedir.
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Deney ve kontrol gruplarma ait hiicrelerin CD11b yiizey isaretleyicisi
yoniinden degerlendirmesinde; 24 saatlik uygulamanin kontrol A, kontrol B ve 5 uM
CAP uygulama dozlar1 ig¢in istatistiki diizeyde fark gozlenmedi (P1=0,704,
P2=0,741, P3=0,740) ancak 50 uM ve iizerindeki CAP uygulama dozlarinda CD 11b
reaksiyonunun istatistiki anlamda arttigi gozlendi (P1=0,036, P2=0,029, P3=0,000;
P < 0,05 ve P <0,001). Ayrica 48 saat CAP uygulamasinda kontrol A, kontrol B ile
25 uM CAP ve tizerindeki uygulama dozlar1 arasinda CD11b’nin artis1 yoniinden
istatistiksel anlam bulundu (P1=0,001, P2=0,000, P3=0,000, P4=0,000; P < 0,001).
Stitunlar arasindaki gruplarin 24 ve 48 saatlik CAP uygulamalar1 doz ve siireye bagl
olarak degerlendirildiginde; 48 saatlik deney gruplarinda MKH 6zelliginin degiserek
CD11b immunreaksiyonunun artmaya basladigi gézlendi (Tablo 5).

A B
Sekil 54. Kontrol A grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD11b immunnegatif reaksiyon
(x20).

A B
Sekil 55. Kontrol B grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD11b immunnegatif reaksiyon
(x20).
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A -B
Sekil 56. 5 uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD11b immunreaksiyon (x20).

A B
Sekil 57. 10 uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD11b irhmunreaksiybn (x20).

A B

Sekil 58. 25 uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD11b immunreaksiyon (x20).
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A B
Sekil 60. 100 uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD11b immunreaksiyon (x20).

H «
A . ' . B .
Sekil 61. 150 uM CAP grubu; A) 24 ve B) 48 saatlik CD11b immunreaksiyon (x20).
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4.6. Capsaicin’in Mezenkimal Kok Hiicreler Uzerine Etkisinin MTT Testi ile
Degerlendirilmesi

Mezenkimal kok hiicrelere farkli doz ve stirelerde uygulanan CAP’1n hiicre
canliligima etkileri MTT testi ile degerlendirildi. MTT bulgularinda; 24 saat 25 uM
CAP doz uygulamasi sonucunda hiicre proliferasyonunun istatistiksel diizeyde arttigi
ancak 150 uM CAP uygulamasi ile proliferasyonun P < 0,05 istatistiki diizeyinde
azaldig1 gozlendi. Ayrica 48 saatlik uygulamanin 5, 10 ve 25 uM CAP dozlarinda da
P < 0,05; 50, 100 ve 150 uM CAP uygulamalarinda ise proliferasyonun azaldigi ve P
< 0,001 diizeyinde istatistiksel anlamda 6nemli oldugu belirlendi. Ayni siitundaki
gruplarin 24 ve 48 saatlik CAP uygulamasi sonrasindaki MTT testi sonuglarinda; doz
ve siireye bagli olarak 48 saatlik deney gruplarinda canli hiicre sayisinin 24 saatlige
oranla daha fazla azaldig: belirlendi. Ayrica mikrofotografik incelemelerde 24 ve 48
saatlik CAP uygulamalarinin 6zellikle yiiksek doz ve uzun siire uygulamalarda (100
ve 150 uM CAP dozlari) mezenkimal kok hiicrelerin ¢ekirdeginde kiiciilme ile
parcalanma goriiliirken, sitoplazmasinda ise kiigilme ve 6li hiicresel yapilarin arttigi

gozlendi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Erigkin canlida subkutan ve abdominal yag dokusu 6nemli mezenkimal kdk
hiicre kaynagidir. Yag dokusunun; minimal invazif yontemlerle erisilebilir olmasi,
cerrahi prosediiriin diisiik morbiditesi, dokudan hiicrelerin pratik, izolasyonu, in vitro
kiiltiire edilebilmesi ve allogenik transplantasyona izin verebilecek immiinmodiilator
ozelliklere sahip olmasi klinik uygulamalar yoniinden degerlidir ( Zuk ve ark., 2001).
Chi ve ark., (2015) 10 adet Lewis erkek sican ile deri alti ve inguinal yag
dokularindan kok hiicre izolasyonun tiglincii giiniinde tipik fibroblastoid benzeri
formasyonda hiicreler olustugunu ve hiicrelerin pasajlanarak izole edildigini
bildirmislerdir. Yoshimura ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada ise; enzimatik
ile non enzimatik izolasyon teknigini karsilastirarak yag doku lipoaspiratindan kok
hiicrelerin non enzimatik yontemle birinci haftada ve daha hizli pasajlanarak izole
edildigini gostermiglerdir. Calismamizda inguinal ve derialti yag dokusundan non
enzimatik yontemle elde ettigimiz yag doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin; Chi
ve ark., (2015) ile Yoshimura ve ark. (2006)’nin ¢alismalarina benzer sekilde ti¢lincii
giin ve sonrasindaki giinlerde fibroblast benzeri hiicre formasyonu olusturdugu ve

hiicrelerin pasajlanarak izole edilebildigi saptandi.

Mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonunun tanimlandigi ¢aligmalarda
(Zuk ve ark., 2002; Sakaguchi ve ark., 2005; Bunnell ve ark., 2008); pasaj 3
mezenkimal kok hiicrelerde osteojenik  farklilasma saglanarak  kalsiyum
mineralizasyonu i¢in Von Kossa veya Alizarin Red histokimyasal boyama teknikleri
kullanilarak gosterilmis ve 21. giinde osteoblast hiicrelerinin identifikasyonu
yapilmistir. Tez ¢aligmamizda da pasaj 3 mezenkimal kok hiicrelerinin; 14. giinde
osteoblast hiicrelerine farklilagmaya basladigi, benzer arastirmalara (Zuk ve ark.,
2002; Sakaguchi ve ark., 2005; Bunnell ve ark., 2008) paralel olarakta 21 giinde,
mezenkimal kok hiicrelerin osteoblast hiicrelerine farklilastigi; hiicre disi, hiicre ici
matriks nodiillerinin artti§1 ve kalsiyum mineralizasyonun olusumunun devam ettigi
saptandi. Osteoblast hiicre farklilasmasinin identifikasyonu i¢in Alizarin Red boyama
teknigi uygulanarak kirmizi renkte boyanan osteoblast hiicreleri literatiir bilgisine
(Zuk ve ark., 2002; Sakaguchi ve ark., 2005; Bunnell ve ark., 2008) benzer sekilde

tanimlandi.

58



Moraes ve ark. (2016) pasaj 3 mezenkimal kok hiicre hattindaki kondrojenik
farklilagsmanin 14. gilinde fibroblastoid hiicre popiilasyonunun kiiboidal hiicrelere
donlismeye basladigini rapor etmislerdir. Calismamizda kondrojenik farklilasma
calismalarina (Bunnel ve ark., 2008; Moraes ve ark., 2016) benzer sekilde kikirdak
matriks olusumunu gosteren proteoglikanlarin 21 giin sonra olustugu ve belirgin
kondrojenik yonde farklilagan hiicreler goriildi. Calismamizda; pasaj 3 hiicrelerin 21
giin sonra kondrojenik yonde farklilastigt Alcian Blue boyama teknigi ile

belirlenerek elde ettigimiz hiicrelerin kondroblast hiicreleri oldugu saptandi.

Birgok arastirmaci (Zuk ve ark., 2001; Taha & Hedayati, 2010; Huang ve
ark., 2013); pasaj 3 mezenkimal kok hiicre hattindaki adipojenik yonde
farklilasmanin birinci haftasinda yass1 formdaki hiicrelerin vakuoler hiicrelere
doniistiiglinii rapor etmislerdir. Bu vakuoler formdaki hiicrelerin sitoplazmasinda
lipid damlaciklarmin goriildiigii ve hiicrelerin adipositler oldugunu bildirmislerdir.
Tez ¢alismamizda; bir¢ok arastirma bulgular ile (Zuk ve ark., 2001; Taha, &
Hedayati, 2010; Huang ve ark., 2013) paralel olarak; 5. giinde hiicre sitoplazmasinda
lipid vakuollerini, hiicre popiilasyonunun fibroblastoid yassi goriiniimden yuvarlak
adiposit hiicrelerine doniistiigiinii ve 14 giin sonra hiicre popiilasyonunun % 70’inde
lipid damlaciklarinin belirgin olarak arttifini, adipojenik yonde farklilagtirdigimiz
hiicrelerin Oil Red O histokimyasal boyama teknigi ile kirmizi renkli vakuoller

olusturarak adipositlere doniistiigilinii saptadik.

ISCT tarafindan kabul goren cesitli kok hiicre yiizey isaretleyicileri olan
CD44, CD29, CD73, CD105 ve CD90’1n kok hiicrelerde tasinirken; CD14, CD34,
CD44 ve CDI117 gibi ylizey isaretleyicilerinin ise olmamasi gerektigi ve bu
Ozelliklere sahip kok hiicrelerin ise MKH olduklar1 tanimlanmistir (Dominici ve ark.,
2006; Huang ve ark., 2013). Yoshimura ve ark. (2006) non enzimatik yontemle izole
ettikleri hiicrelerde CD44 (44,8 + 11.0), CD73 (99,7 + 0,3), CD29 (99,3 + 1,0),
CD105 (99,8 = 0,1) ve CD90 (99,7 + 0,39)’1n pozitif stromal/mezenkimal kok hiicre
yiizey isaretleyicilerinin yiiksek oranda gozlendigini ve CD45 (1.7 + 1.4), CD34
(10,7 £ 9,2) gibi hematopoietik yiizey isaretleyicilerinin ise daha az oldugunu
bildirmislerdir. Bununla birlikte non enzimatik yontem ile MKH izolasyonunda;
saglikl ve yliksek oranda kok hiicre potansiyeline sahip ylizey isaretleyicisi tasiyan

hiicrelerin elde edildigini saptamislardir (Yoshimura ve ark., 2006). Dominici ve
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ark., (2006); Yoshimura ve ark., (2006) ve Huang ve ark., (2013)’nin; bulgularina
paralel olarak; calismamizda non enzimatik yontemle izole ettigimiz bu hiicrelerin
CD90 ve CDI105 yiizey isaretleyicilerinin immunpozitif; CD45 ve CD11b yiizey
isaretleyicilerinin ise immunnegatif reaksiyon verdigi saptandi. Boylece lirettigimiz
pasaj 3 hiicrelerinin, mezenkimal kok hiicre potansiyelinde oldugunu gostererek

fenotipik karakterizasyonu tanimlandi.

CD90 pozitif olan hiicrelerin; fibroblast benzeri morfolojiye sahip oldugu
CD90 tasimayan hiicrelerin ise poligonal hiicre formuna farklilastig1 bildirilmektedir
(Moraes ve ark., 2016). Benzer sekilde g¢alismamizdaki pasaj 3 hiicrelerinin
fibroblast benzeri yapiya sahip oldugu CD90 pozitif reaksiyon verdigi saptandi. Ayni
zamanda Moraes ve ark. (2016) tarafindan CD90 kok hiicre ylizey isaretleyicisi ile
pozitif reaksiyon veren hiicrelerin heniiz farklilasmamis oldugunu veya CD90’in
azalmasinin hiicrelerin farklilagmaya baglamasi agisindan kilit bir role sahip
oldugunu belirtmektedir. Ozellikle farklilasmis olan adiposit hiicrelerinde CD90
bulunmazken; MKH’lerin farklilagma potansiyelinin korunmasi ve terapdtik etkinligi
acisindan da CD90 tasinmasimin onemli oldugu belirtilmektedir (Moraes ve ark.,
2016). Hazirlanan tez ¢alismamizda primer hiicre kiiltiirii ile yag dokusundan izole
ettigimiz pasaj 3 hiicrelerinin; plastik yiizeye tutunarak ¢ogaldigi, homojen
fibroblastoid popiilasyona sahip oldugu, osteojenik, kondrojenik ve adipojenik yonde
farklilasabildigi ve hiicrelerin CD90 ile CD105 y6niinden immunpozitif ve CD11b
ile CD45 yiizey isaretleyicileri agisindan immunnegatif reaksiyon verdigi tanimlandi.
Literatiir bilgisine (Ozen & Giil Sancak, 2014; Kibria, Altunbas, & Yagci, 2015; Giil
Sancak, Ozen, Bayraktaroglu, Ceylan, & Can, 2016; Cerci, & Erdost, 2020) paralel
olarak, calismamizda yag doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerden izole edilen
pasaj 3 hiicre hattina ait hiicrelerde hemostazisin devaminin saglandigi ve saglikli

kok hiicre proliferasyonunun gergeklestigi goriildii.

Gerdes ve ark., (1984) ile Ross ve Hall, (1995) hiicre proliferasyonunu Ki-67
antikorunun immunreaksiyonu ile degerlendirerek; sadece mitoz fazindaki hiicrelerde
Ki-67 antikorunun niikleusta pozitif reaksiyon verdigini belirtmektedirler. Ozellikle
hiicre dongiisii analizinde, Ki-67 antikoru G1, S, G2 ve mitotik fazdaki hiicre
nukleusunda bulunurken; GO fazindaki hiicrelerde Ki-67 antikorunun bulunmadigi

rapor edilmistir (Gerdes ve ark.,1984). Gronthos ve ark., (2001) tarafindan yapilan
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calismada Ki-67 antikorunun bulundugu ve hiicre proliferasyonunun pozitif oldugu
S ve G2/M fazlarinda mezenkimal kok hiicrelerin osteoblastlara farklilasmasinin
olumlu yonde arttigin1 belirtmislerdir (Gronthos ve ark., 2001). Tez ¢alismamizda,
CAP’a baghh olarak hiicresel canliligin, saglikli kok hiicre gelisiminin ve
proliferasyonun ne yonde etkilendigi Ki-67 antikorunun immunreaksiyonu ile
degerlendirildi. CAP uygulamasinin hiicrelerde artan siire ve yiiksek doza bagh
olarak hiicresel canliligi, kok hiicre hemostazisini ve kok hiicre proliferasyonunu
azalttigi belirlendi. Lin ve ark., (2013) ise 100, 150, 200 ve 250 uM CAP
uyguladiklar1 bobrek kanser hiicre hattinda, hiicre proliferasyonunun baskilandigini
ve hiicre siklusunun G2/M fazinda doza bagli artist sonucunda apoptozun
indiiklendigini belirtmislerdir. Ayrica CAP’m 100, 200 ve 250 uM CAP uygulama
dozlarinda mitokondriyal membran potansiyelinin depolarizasyonu ve caspase 3
aktivasyonu ile hiicrelerde apoptoz etkisi olusturdugunu da rapor etmislerdir.
Bununla birlikte Qian ve ark. (2016); CAP’in MCF-7 meme kanser hiicre hatlarinda
mitokondriyal membran potansiyelinin stabilitesini bozdugunu ve kemoprotektif etki
gosterdigini, bunu ROS artisi ve ROS anabileseni olan superoksitin katalaza
doniistimii araciligiyla yaptigini gostermislerdir. Qian ve ark. (2016); 48 saatlik 150
ve 300 uM CAP uygulamasinin, Forkhead box (FOX) protein siiper ailesindeki pek
¢ok tiimorogenezis olusturan geni koordine eden FOXO3a’nin baskilanmasi
aracilifiyla mesane kanser hiicre hattinda proliferasyonu baskiladigini, hiicre
dongiistinii durdurarak ROS artisini stimiile ettigini belirtmislerdir. Ito ve ark.,
(2004); Qian ve ark., (2016) calismalarinda yiiksek doz CAP uygulamasinin
mitokondriyal membran potansiyelini olumsuz yonde etkileyerek hiicre dongiisiinii
bozdugunu, Annexin V ile caspase 3 degerlendirmesi ile apoptozu indiikledigini ve
ROS iiretimini arttirdigini bildirmislerdir. Calismamizda ise; Ki-67 ve MTT analiz
sonuglaria bagl olarak 24 saatlik 100 ve 150 uM CAP ile 48 saatlik 50, 100 ve 150
uM CAP uygulama dozlarinda yag doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerdeki
proliferasyonun belirgin oranda azaldigi, hiicresel sag kalimm, kok hiicre
hemostazisinin baskilandig1 ve mezenkimal kok hiicrelerde apoptozun indiiklendigi

goriildil.

Calismamizda, 48 saatlik 25 uM ve lizerindeki CAP uygulamasinda Ki-67

immunreaksiyonunun belirgin oranda zayifladigi goriildii. Ayn1 zamanda MTT
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bulgulan ile desteklenerek hiicre canliliginin azaldigr ve hiicresel biitiinliigliniin
bozuldugu mikroskobik olarak sitoplazma ile hiicre membraninin pargalandigi, kok

hiicrelerde hiicresel hasarin 6nemli diizeyde arttig1 saptandi.

Gimble & Guilak, (2003), Dominici ve ark (2006) ile Moraes ve ark. (2016)
caligmalarinda plastik yiizeye tutunan fibroblastoid karakterli mezenkimal kok
hiicrelerin, fenotipik karakterini korumasi igin CD90 ekspresyonunun gerekli
oldugunu belirtmiglerdir. Ancak Moraes ve ark., (2016) CD90’in azalmasi ile
hiicrelerin aslinda farklilagmaya basladigin1 ve fibroblastoid yapidan uzaklasarak
poligonal hiicrelere doniistiiglinti vurgulamiglardir. Calismamizda 24 ve 48 saatlik 5,
10 ve 25 uM CAP dozlarinin; CD90 immunreaksiyonunu olumsuz yonde
etkilemedigi, plastik yiizeye tutunmanin degismedigi, fibroblastoid hiicrelerden
olusan homojen popiilasyonun arttig1 gdézlenerek, hiicresel proliferasyonun arttigi,
boylece mezenkimal kok hiicre karakterinin de bozulmadigi ve istenmeyen hiicre
farklilasmasinin olmadig1 saptandi. Ayni zamanda 24 ve 48 saatlik 50, 100 ve 150
uM CAP uygulama dozlarinda artan CAP dozuna ve siireye bagli olarak hiicresel
formasyonda heterojenik popiilasyona sahip poligonal formda farklilagan hiicreler

belirlendi.

CD105 vyiizey isaretleyici, endotel hiicrelerinin gogiinii, hayatta kalma ile
hiicre iskeletinin organizasyonunu diizenler ve anjiyogenezde etkin rol alir (Ryu ve
ark., 2010). CDI105'in yoklugu veya azalmasti MKH farklilagmasi ile
iliskilendirilmektedir (Ryu ve ark., 2010). Ayrica CD105 negatif yag doku kokenli
MKH’lerin, CD105 pozitif immunreaksiyon verenlere oranla, kondrositlere
farklilasmaya daha yatkin oldugu bildirilmistir (Ryu ve ark., 2010). Rosu Myles ve
ark. (2010) tarafindan CD105’in azalmasi sonucunda, hiicresel farklilasmanin
olustugu, ancak mezenkimal kok hiicre o6zelliklerinin azalmaya basladigim
belirtmislerdir (Rosu Myles ve ark., 2010). Gaebel ve ark. (2011) CD105
ekspresyonunun MKH'lerdeki terapotik etkilerini inceleyerek ilk olarak, insan
CD105 pozitif kemik iligi kokenli MKH'lerin enfaktiise bagli dejeneratif kalp
rejenerasyonunda oldukcga etkili oldugunu saptamiglardir (Gaebel ve ark., 2011).
Calismamizdaki bulgularda CD105 pozitif immunreaksiyon 24 saatlik uygulamada 5,
10 ve 25 uM CAP dozlarinda artarken 50, 100 ve 150 uM CAP dozlarinda ise
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azaldig1 saptandi. 24 saatlik uygulamada 5, 10 ve 25 uM CAP dozlarindaki CD105
ile CD90 artislart birlikte degerlendirildiginde mezenkimal kok hiicre potansiyelinin
korundugu goriildi. 24 saatlik uygulamada 50, 100 ve 150 uM CAP dozlarinda ise
CD105 ile CD90 pozitif immunreaksiyonun azalmasi; hiicresel farklilasmanin
basladigini, kok hiicre fenotipik 6zelliginin degistigini ve kok hiicre potensiyelinin
azaldigini gostermektedir. 48 saatlik uygulamada ise 5, 10 ve 25 uM CAP dozlarinda
hiicresel proliferasyonun 24 saatlik uygulamaya gore daha fazla azaldigi saptandi.
CD105 ekspresyonunun 48 saatlik 50, 100 ve 150 uM CAP dozlarinda 6nemli
derecede azalmasmmin hem proliferasyonun azalist hem de mikroskobik
bulgularimizda hiicresel biitiinliigiin, hiicresel tutunmanin yogun diizeyde
azalmasinin, CD90 ekspresyonunun azalmasiyla paralel bir iliskisi oldugunu
gostermektedir. Ayn1 zamanda bu bulgular; MTT sonuclarinda hiicresel canliligin
azalmast ve Ki-67 immunreaksiyonunun azalmasi ile desteklenmektedir. Sonug
olarak CD105’in pozitif immunreaksiyonunun, 24 saat siiresince 5, 10 ve 25 uM
CAP uygulamalarinda artis1; hiicresel gocii, hiicresel tutunmayz, hiicresel sag kalimi
ve mezenkimal kok hiicre proliferasyonunu olumlu yonde destekledigi saptandi.
Ayrica hiicresel farklilasma ise Rosu Myles ve ark. (2010) calismalarina benzer
sekilde 24 saatlik 150 uM CAP ve 48 saatlik 50, 100 ve 150 uM CAP uygulama

dozlarinda goriildii.

CDl11b yiizey isaretleyicisi, integrin reseptor ailesinin o alt birimlerine ait
olup, hiicresel adezyon ve sinyal iletimi i¢in kritik olan bir transmembran molekiilii
olarak islev goriir (Avery ve ark., 2019). Schmid ve ark. (2018) ve Carmeliet & Jain
(2011) CD11b artis1 kok hiicre gocii, hiicre adezyonu ve hiicresel hemostazisin
korunabilmesi i¢in dnemli olabilecegini rapor etmislerdir. Calismamizda elde edilen
bulgularda, CAP uygulamasinin o6zellikle 24 saatlik 50, 100 ve 150 uM CAP
uygulamalarinda ve 48 saatlik 25 uM CAP iizerindeki dozlarda CD11b negatif ylizey
isaretleyicisinin pozitif immunreaksiyon vermeye basladigi saptandi. Boylelikle;
CAP, doz ve siire artisina bagli olarak mezenkimal kok hiicreleri fibroblastoid
formdan wuzaklagtirarak farklilagtirdigi, poligonal formda farklilasan hiicrelerin
olusumuna sebep oldugu goriildi. Bu bulgular CD11b artiginin, kok hiicrelerin
immiinolojik yapisin1 degistirdigini diisiindiirmektedir. Caligmamizda; 24 saatlik

CAP uygulamasinin, ozellikle 50, 100 ve 150 uM uygulamalarinda negatif olmasi
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gereken immunreaksiyonun pozitif yonde arttigi, 48 saatlik uygulamada ise bu artigin
25, 50, 100 ve 150 uM CAP dozlarinda gozlenerek, hiicresel farklilasmanin basladig:
belirlendi. Ayn1 zamanda CD90 ekspresyonunun azalmasi ile birlikte non adhezif ve
heterojenik hiicre popiilasyonunun varlig: saptandi. Ozellikle 24 saat siireli 150 uM
CAP uygulamasi ile 48 saat siireli 25 uM ve tizeri CAP dozu uygulamalarinda
CD11b, CD45 pozitif immunreaksiyonunun baslamasi, CD90 ve CD105 pozitif
immunreaksiyonunun ise azalmaya baslamasi1 sonucunda kok hiicrelerin farklilagmis
olabilecegini 6ngormekteyiz. Bununla birlikte 48 saatlik 100 ile 150 uM CAP
dozlarinda hiicresel sag kalimin azalmaya bagladigi, hiicresel strese karsi immun
baskilanmanin veya kok hiicre popiilasyonundaki hiicresel canliligin azalmasindan
dolayr CD11b pozitif immunreaksiyon artisinin da dogal bir siire¢ olabilecegini
diisinmekteyiz. Elde ettigimiz bulgularda artan doz ve siirede uygulanan CAP’in
mezenkimal kok hiicreleri hiicresel farklilasma siklusuna yonlendirebilecegini, hiicre
sag kalumi ve proliferasyonu iizerine olumsuz etkiler yaratabilecegi saptandi. Kok
hiicre potansiyelini koruyamadigi durumda, canliliginin devamliligin1 saglamak icin
kok hiicrelerin olas1 farklilagma siirecine girdigi ve immun baski altinda hiicresel sag

kalimi azalttig1 gézlendi.

Peker (2015); 30 giinliik sican ovaryum granuloza hiicre hattinda in vitro
ortamda yapmis oldugu ¢aligmada 10, 50 uM CAP dozlarinin proliferasyona ve 100
uM iizerindeki uygulama dozlarinin ise apoptoza yol actigini bildirerek CAP’1n
diisiik dozlarinin ovaryum granuloza hiicreleri tizerinde proliferatif etki gosterdigini,
CAP uygulama dozu arttik¢a apoptozun arttigini bildirmistir (Peker, 2015). Mizrak
(2003) ile Mizrak ve ark. (2008) tarafindan eriskin sican spermatogenik hiicre
hatlarinda 24 ve 48 saatte 150, 200 ve 250 uM CAP dozlarinda, germ hiicrelerindeki
DNA pargalanmasina ve apoptoza sebep oldugunu in vitro spermatogonial germ
hiicrelerinde sag kalimi olumsuz yonde etkiledigini saptamislardir. Calismamizda 48
saatlik 100 ve 150 uM CAP uygulamas1 sonucunda elde edilen MTT analizi ve Ki-
67 immunreaksiyon bulgularinda ayni deney gruplarinda hiicre proliferasyonunun
azaldig1 ve hiicresel sag kalimin baskilandigi saptanirken, CD90 ekspresyonunun
azalmasi kok hiicre stresine karsi proinflamatuar bir yanit olusumunun basladigini ve
CD11b’nin pozitif immunreaksiyon vermesine sebep oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismamizdaki sonuglar degerlendirildiginde; in vitro ortamda 24 saat boyunca 5,
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10 ve 25 pM CAP igeren MKH’lerin farklilasmadan proliferasyonunu arttirdigi ve
kok hiicre hemostazisinin bozulmadigi saptandi. Bu bulgular; 5, 10 ve 25 uM CAP
ile inkube edilerek canli dokuya transplante edilen MKH’lerin; TRPV1 reseptorii
olan dokulara baglanma olasiligini, canlidaki kok hiicrelerin proliferasyonunu
indiikleyerek, hizlica gb¢ edebilecegini, canli dokuya uyum ve yayilim siirecinin
daha hizli olup olamayacag sorusunu akla getirmektedir. Az sayida izole elde edilen
kok hiicrelerin, CAP igeren besiyerinde subkiiltiir yontemi ile proliferasyonunun
artip artmayacagi, CAP ile subkiltire edilen MKH’lerin canli dokulara
transplantasyon sirasinda sayis1 az olsa bile, olasi terapétik etkide anlamli artis ve
TRPV1 reseptorii tagiyan doku ile organlarda sistemik bir kok hiicre gogii saglayip
saglayamayacagi, gibi arastirilmasit gereken bircok soru ve projeleri giindeme

getirmektedir.

Hiicre ve doku kiiltlirtinde hiicrelerin daha iyi bir performans gostermesi igin
ticari serumlardan yararlanilmaktadir. Fang ve ark. (2017) Fetal bovine serum ile
belirgin morfolojik degisiklikler olmadan test edilen hiicre hatlarinda, hiicrelerin
uzun siireli biiyiimesini destekleyebilecegini gostermislerdir. Bazi alternatif ticari
serumlar; FBS'e benzer hatta daha {istiin performans gostererek, hiicre ve doku
kiiltirtindeki FBS gibi etki sunmaktadir (Fang, Wu, Fang, Chen, & Chen, 2017).
Basic fibroblast growth factor (bFGF), vascular endothelial growth factor (VEGF),
angiopoietin 1 (Ang-1), placenta growth factor (PGF) gibi pek ¢ok gelisme faktorleri
iceren ticari serumlar bulunmakta olup hiicre kiiltiir ortamina eklenerek hiicresel
proliferasyonu arttirmakta ve kok hiicre gelisimini olumlu yonde desteklemektedir
(Chua, Raduan, Wan Safwani, Manzor, Pingguan-Murphy, & Sathapan, 2013).
Calismamizda 24 saat siire ile 5, 10 ve 25uM CAP dozlarinin in vitro ortamda si¢an
mezenkimal kok hiicrelerinde proliferasyonu arttirdigi, kok hiicre fenotipik
karakterizasyonunu degistirmedigi ve kok hiicrelerin farklilagmasina sebep olmadigi
belirlendi. Elde ettigimiz bulgular 1s18inda in vitro mezenkimal kok hiicre
izolasyonlar1 ve subkiiltiir fazlarinda Capsaicin’in diisiik dozlarmin alternatif bir
hiicre kiiltilir besiyeri katki materyali olarak proliferasyon indiikleyici gelisme faktorii

olabilecegini diistinmekteyiz.
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Sonug olarak;

Yag doku kokenli pasaj 3 mezenkimal kok hiicrelerinde; 24 saat siire ile 5, 10
ve 25 uM CAP dozlarinin mezenkimal kok hiicre fenotipini degistirmeden kok hiicre
proliferasyonu ve kok hiicre sag kalimini arttirdigi saptandi. Ancak 24 ve 48 saatlik
50 uM ve iizeri uygulanan CAP dozlarmin hiicresel farklilagsmay1 indiikledigi, hiicre

canlilig1 ve proliferasyonu azalttigi belirlendi.
Bu bulgular kapsaminda;

Capsaicin’in in vitro ortamda besiyerlerine kisa siire ile diisiik dozda
uygulanabilecek  alternatif ~ yeni  bir  biyomateryal olarak  kullanilip

kullanilmayacaginin;

In vivo ortamda Capsaicin igeren besiyerinde {iretilen mezenkimal kok
hiicrelerin canli dokuya transplantasyon sonrast TRPV1’e baglanarak; daha hizli
terapotik etkinligi olusturup olusturmayacaginin yapilacak in vitro ve in vivo klinik

calismalar ile desteklenmesinin bilime katki saglayacag diisiincesindeyiz.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR
% Ylzde

< Kiiciik isareti

+ yaklasik oran

ul Mikrolitre

uM Mikromolar

10* 10,000

1x10°1000,000

4x10% 40,000

4X, 10X, 20X, 40X Mikroskoptaki objektif biiyiitmeleri
A172: Glioblastoma hiicre kiiltiirti

ACAN: Aggrecan Protein

ADIPOQ: Adiponectin,

ALPL: Enzyme called tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNSALP)
AMPK: Adenozin Mono Fosfat Bagimli Protein Kinaz
Ang-1: Angiopoietin 1

ARS: Alizarin Red Solusyonu

ASC: adipose stem cell

AsPC-1: Human pancreas adenocarcinoma ascites metastasis cell
bFGF: Basic fibroblast growth factor

BGLAP: Bone Gamma-Carboxyglutamate Protein
BxPC-3: Human pancreatic cancer cell line

C18H27NOz: trans- 8-metil-N-vanilil-6-nonenamide
CAP: Capsaicin

CASP-3: Caspase-3
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CD: cluster differentiation

CEBPA/ CCAAT: enhancer-binding protein alpha
c-Myc: regulator gene transcription factor

CO2: Karbondioksit

COL1AZ1: Collagen type I alpha 1 chain

COL2A1: Collagen Type Il Alpha 1 Chain

COMP: Cartilage Oligomeric Matrix Protein

DAB: 3, 3 -diaminobenzidine

DMEM: Dulbecco's modified eagle medium

DMSO: Dimetil siilfoksit

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DPBS: Dulbecco's phosphate-buffered saline buffer solution
EKH: Embriyonik Kok Hiicre

FBS: Fetal Bovine Serum

FKH: Fetal Kaynakli Kok Hiicreleri

FOX / FOXO3a: Forkhead box proteinleri

Gc-5spg / Ge-6spg: Rat spermatogonial germ cell lines
gr: Gram

H20,: Hidrojen Peroksit

HCI: Hidrokloriir

hc-Msc: Human cadaver derived mesenchymal stem cell
IBSP: Integrin-Binding Sialoprotein

ISCT: Uluslararas1 Hiicre ve Gen Tedavileri Toplulugu
kDa: Kilo dalton

Ki-67: Hiicre proliferasyon markdrii

KIf-4: Kruppel-like factor 4 (gut-enriched Kriippel-like factor or GKLF)
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mg: Miligram, ml Mililitre, mm? Milimetrekare

MKH: Mezenkimal K6k Hiicre

MTT: 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir hiicre canlilik testi
N: Normalite

NADPH: Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat

NANOG: Nanog Homeobox protein kodlayan gen
NFkappaB, NF-Kb: Nuclear Factor Kappa B

nm: Nanometre

Oct- 4: Octamer binding transcription factor

P: Istatistiksel anlamdaki 6nem

PO, P1, P2, P3: Pasaj 0, 1, 2, 3

p53: Tiimor Protein 53

PBS: Phosphate Buffered Saline - Fosfatli Tampon Soliisyonu
PGF: Placenta growth factor

PPARG: Peroxisome proliferator- activated receptor gamma
ROS: Reaktif oksijen Tiirevleri

Rpm: Bir dakika i¢inde gelisen santrifiij deviri

RUNX2: Runt-related transcription factor 2

Sox 2: Sex determining region Y-box 2

SOX9 SRY-Box: Transcription Factor 9

SSEA-1,3,4: stage-specific embryonic antigen-1 (ssea-1)
STATS: Signal Transducer and Activator Of Transcription
T25, T75: 25 ve 75 mm? plastik hiicre kiiltiir flask1
TRA-1-60: T cell receptor alpha locus-1-60

TRA-1-80: T cell receptor alpha locus-1-80

TRPV1: Transient Receptor Potential Vanilloid 1
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TTAGGG: Lineer kromozomlarin uglarindaki tekrarlayan DNA dizisi
UPKH: Uyarilmis Pluripotent K6k Hiicre

VEGF: Vascular endothelial growth factor
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