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Ozet

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), canlilarda diger kok hiicrelere oranla yiiksek oranda bulunan ve terapétik etkinlige sahip farklilasmamig
hiicrelerdir. Bu ¢alismada, yag dokudan izole edilen pasaj 3 hiicrelerinde, MKH 6zelliklerinin tanimlanmasi, Ki-67 antikorunun immunolo-
kalizasyonu, hiicre gelisim analizi ile proliferasyonun degerlendirilmesi amaglandi.

Pasaj 3 hiicreleri adiposit, osteoblast ve kondroblastlara farklilagtirilarak Oil Red O, Alizarin Red ve Alcian Blue teknikleri ile boyandi. MKH
karakterizasyonu; kok hiicre yiizey isaretleyicilerinden CD90 ve CD105 ile pozitif; CD45 ve CD11b ile negatif ekspresyonu tanimlandi.
Sonug olarak ¢alismada; yag doku kokenli pasaj 3 hiicrelerinin; immiinofenotipik karakterizasyonu, osteojenik, kondrojenik, adipojenik
yonde farklilagma yetenekleri saptanarak, Ki-67 immunpozitif hiicrelerde optimal hiicresel hemostaza sahip oldugu ve terapétik agidan
saglikli mezenkimal kék hiicre proliferasyonunun gergeklestigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kok Hiicre Farklilasmasi, 1mmun0fenotiplendirme, Ki-67, Hiicre Gelisim Analizi.

Identification of Mesenchymal Stem Cells and Proliferation Properties
Abstract

Mesenchymal stem cells(MSCs) are undifferentiated cells that have a therapeuticefficacy compared to other stem cells. The aim of this study
was to determine the MSC characteristics of passage 3 cells isolated from adipose tissue, immunolocalization of Ki-67 antibody, and to eval-
uate proliferation by cell growth analysis.
Passage 3 cells were differentiated into adipocytes, osteoblasts and chondroblasts and stained with Oil Red O, Alizarin Red and Alcian Blue
techniques. MSCs characterization was identified by stem cell surface markers positive expression of CD90 and CD105 negative expression
of CD45 and CD11b.
As a result; fat tissue origin passage in 3 cells have been shown that immunophenotypic characterization, differentiation in osteogenic, chon-
drogenic, adipogenic aspects have been described as also in preserving optimal cellular hemostasis by Ki-67 positive immunpositive cells; it
has been shown that optimal cellular hemostasis is maintained.

Keywords: Stem Cell Differentiation, Immunophenotyping, Ki-67, Analyse of Cell Development.

Giri§ kaynakli bitytime faktoriiniin (PDGF), anjiyopoietin-1’in

(ANG-1), interlokin-11’in (IL-11), prostaglandin’in
Kok hiicreler; canli organizmadaki doku ve organlari olug- ~ (PGF-2), stromal faktdr-1'in (SDF-1), hepatosit biiyiime
turan ayni zamanda biiyiime faktorleri, sitokinler ve hor- ~ faktoriniin (HGF), insiilin benzeri biytime faktorii-1’in
monlar gibi parakrin etki yapan hiicrelerdir. Kok hiicreler; ~ (IGF-1) salgilanmasini ve hiicre fiizyonu ile hiicresel reje-
vaskiiler endotel biiylime faktoriiniin (VEGF), trombosit —nerasyonu indiiklemektedirler. Kok hiicreler; ¢ogalma ve
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¢ok yonlii farklilasma potansiyeline sahip olan 6zellesme-
mis hticrelerdir.!?

Kok hiicreler, farklilasma (plastisite) yetenekleri agisindan;
totipotent, pluripotent ve multipotent olarak siniflandiril-
maktadir.® Totipotent 6zelligine sahip oldugu bilinen tek
kok hiicre tipi, embriyonel hiicrelerdir ve canlidaki biitiin
hticrelere farklilasabilirler. Pluripotent kok hiicreler ise,
mezodermal (kemik, kas, kikirdak, kan gibi), ektodermal
(noron, deri, sa¢ gibi) ve endodermal (hepatositler, pank-
reatik beta hiicreleri, sindirim sistemi hiicreleri gibi) ko-
kenli, viicuttaki farklilasmis tiim hiicre tiplerini olustura-
bilme potansiyeline sahip hiicrelerdir. Eriskin kok hiicreler
de; multipotent kok hiicre 6zelligindedir ancak farklilagsma
kapasitesi embriyonik kok hiicrelere gore ¢ok daha sinirli-
dir. *

MKH ilk olarak; Friedenstein ve ark. (1976) tarafindan ke-
mik iliginden izole edilmistir ve yag doku kokenli MKH
ise ilk kez Zuk ve ark. (2001) tarafindan izole edilmis ve bu
hiicreler (ADSCs) olarak tanimlanmistir.>”

Giinimiizde MKH kaynaklar1 olarak; kemik iligi, yag do-
kusu, sinoviyal membran, iskelet kasi, dermis, perisit, ki-
kirdak, tendon, trabekiiler kemik, gobek kordonu, akciger,
dis pulpasi, amniotik sivi, fetal karaciger ve periferal kan
gibi dokular kullanilmaktadir.”'? Bir gram yag dokusu,
preadipositler olarak adlandirilan yaklasik 350.000 mul-
tipotent hiicre ve yaklasik 5000 kok hiicre igerir. Bu sayi,
kemik iliginde bulunan kok hiicre sayisindan 35 kat daha
fazladir. Bagka bir deyisle, yag dokusu kemik iliginden ¢ok
daha fazla sayida kok hiicre igerir. Ayni zamanda yag do-
kusundan yapilan izolasyon yontemi kemik iligine gore
minimal invaziftir.”® Yag dokudaki kék hiicreler; labora-
tuvar ortaminda subkiiltiir denilen pasajlama protokolleri
kullanilarak ileri pasajlar ile ¢ogaltilabilir ve canli kalabi-
lirler. Primer kiiltiir teknigi ile dokudan direk izole edi-
len kok hiicreler; in-vitro kosullar altinda ¢ogaltilabilirler.
MKH/ler cesitli gelisme faktorlerinin etkisi ile in-vitro ve
in-vivo ortamda farklilasabilme kapasitesine sahiptirler.**
Hiicre dongiisii dort ayr1 fazdan olusur: Gapl (G1), sen-
tez (S), Gap2 (G2) ve mitoz (M) fazidir."* Sobecki ve ark.
(2017) Ki-67 monoklonal antikorunun mitotik evrede tim
omurgali hiicrelerinde eksprese edilen bir niikleer protein
oldugunu bildirmektedir.'® Sobecki ve ark. (2017) normal
hiicrelerde Ki-67"nin; hiicre dongiisii baslangicinda, proli-
ferasyonun gostergesi oldugunu; hiicre bolinmesinin G2
evresinde en yiiksek seviyede salindigini ve hiicre dongiisti
boyunca arttigini, mitozda zirveye ulastigini belirtmek-
tedir.!® Landberg ve ark. (1990) hiicresel proliferasyonu
Ki-67 ile degerlendirerek ve GO/G1 evresinde Ki-67nin
ekspresyonunun goriilmedigini; S ve G2/M evresinde
cekirdekte pozitif reaksiyon oldugunu saptamislardir.””
Gronthos ve ark. (2001) ise; mezenkimal kok hiicrelerdeki

proliferasyon asamasinda Ki-67 antikoru i¢in G2/M fazin-
da hiicre ¢ekirdeginde pozitif reaksiyon gosterdigini belir-
lemislerdir.'®

Bu ¢alismada yag dokudan izole edilen pasaj 3 hiicreleri-
nin, MKH ozelliklerini tanimlamak i¢in adipojenik, oste-
ojenik ve kondrojenik yonde farklilagtirilmasi, kok hiicre
yiizey isaretleyicileri ile fenotipik karakterizasyonun sap-
tanmast, Ki-67 antikorunun immunlokalizasyonu ve hiicre

gelisim analizinin degerlendirilmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Hayvan Modeli ve Doku izolasyonu

Calismada standart diyet ile beslenen 300 g canli agirlikta,
12 haftalik yasta, erkek Sprague Dawley 1rki siganlar (n=5)
kullanildi. Calisma Bursa Uludag Universitesi Deney Hay-
vanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan onayland: (Karar No:
2017-12/01). Asepsi-antisepsi kurallarina uygun olarak;
di-etil eter anestezisi altinda servikal dislokasyon sonra-
sinda siganlardan steril kosullar altinda 5 g abdominal yag
dokusu toplandi. Takiben yag doku ornekleri steril 50 ml
falkonlar icerisinde Ca ve Mg icermeyen phosphate-buffe-
red saline (DPBS) (Millipore, BSS-1006, Almanya) ile hiic-
re kiiltiir laboratuvarina transfer edildi.

Hiicre izolasyonu

MKH’ler adipoz dokulardan non-enzimatik yontem kul-
lanilarak izole edildi.”® Yag doku 6rnekleri steril 50 ml ha-
cimli deionized phosphate buffered saline (DPBS) iceren
falkonlara aktarildi. Ornekler hiicre kiiltiir laboratuvarin-
da laminar kabin igerisine transfer edildi. Steril 60 mm
steril hiicre kiiltiiri petrilerinde yogun bir sekilde DPBS
ile durulandi. Yag dokusu; steril iki adet bistiiri ucu ile yak-
lagik 3 mm ¢apinda mins islemi yapild1 ve steril enjektor
ucu ile T25 plastik hiicre kiiltiir flasklarinin yiizeyine imp-
lante edildi. Daha sonra primer hiicre izolasyonu igin; taze
besiyeri (Cyagen, RAXMD-03011-440, China) igerigine
100 tnite/ml penicillin-100 pg/ml streptomycin (Gibco,
TMS-AB2-C, USA), 2 mM L-glutamine (Gibco, G7513,
USA) %20 heat-inactivated Fetal Bovine Serum(FBS) (Gi-
bco, TMS-013-B, USA) ilave edilerek flasklara 5er ml besi-
yeri eklendi. Flasklara ekilen 6rnekler %96 nem, %5 CO2
iceren 37° C etiiv ortaminda inkube edildi.

Hiicre Gelisim Analizi (Cell Growth Curve)

35 mm plastik hiicre kiiltiir petrilerine 3x105 oraninda
hiicre ekildi. Proliferasyon potansiyelinin kontrolii i¢in 7
giin siire ile her giin 6%ar petriye (n=42) subkiiltiir sonrasi
hiicre sayim1 (HS) uygulandi. Total HS sonuglar1 ile popii-
lasyonun iki katina ¢ikma siiresi (PDT) ve sayist (PDN)
analiz edildi. Bu amagla; NO baslangigta ekilen hiicre say1-
sin1 ve N ise ekim sonrasi ulasilan son hiicre sayisini ifade
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etmektedir. PDT hesaplanmasi i¢in; PDT = Hiicre kiiltiiri
zamani (CT) / Popiilasyonun dublikasyon orani ile PDN =
log N / NO x 3.31 formiilasyonlar1 kullanild1."”

Ki-67 Antikorunun Immunhistokimyasal Lokalizasyonu
Pasaj 3 hiicrelerde Ki-67 monoklonal antikorunun (Ther-
mo Fisher Scientific, # MA5-14520, USA) immunohisto-
kimyasal lokalizasyonunun saptanmasi igin; T25 flask-
lardaki %70 konfluense ulasan hiicreler %0.25 Tripsin/
EDTA (PAN-Biotech, P10-019100, Almanya) solusyonu
ile subkiiltiire edildi. Hiicreler; 24 kuyucuklu plastik hiicre
kiiltiirii plakalarindaki (n=7) ilk 6 kuyucuga; 4x104 hiicre/
kuyucuk oraninda ekildi. 1 ve 7 giin arasinda takip edile-
rek her giin i¢in bir hiicre kiiltiir kabina fikzasyon islemi
uyguland1.

Canli hiicrelerin tespiti i¢in; -20°Cde 15 dakika siire ile
(Merck Millipore; M106009.2500, Alman-
ya) fikzasyon yapildi. 4 kez DPBS ile yikand: ve Triton-X
100 (Sigma; T8787,USA) ile 10 dakika permeabilizasyon
saglandi. Phosphate Buffer Saline (PBS) (Sigma; P4417-
100TAB, USA) ile yikanan hiicreler, endojen peroksidaz
aktivitesini 6nlemek i¢in % 3’likk hidrojen peroksit i¢inde

metanolle

bekletildi ve oda sicakliginda 5 dakika blocking uygula-
mast yapildi. Ki-67 i¢in 1:100 oraninda hazirlanan primer
antikor (Thermo Fischer Scientific; #MA5-14520, USA)
ile +4° C'de 18 saat inkubasyon gergeklestirildi. Streptavi-
din peroksidaz reaksiyonu i¢in; sekonder antikor (Thermo
Scientific™, TP-125-HL, USA) ile 10 dakika inkubasyon
yapildi. Diaminobenzidin (DAB) (Abcam, ab6428, ingilte-
re) kromojen 5 dakika uygulandi. Cekirdek boyamasi igin
preparatlara Harris Hematoksilen uygulandi ve preparatlar
arastirma mikroskobunda (Nikon Eclipse 80i, Japon) ince-
lendi; 7 giin siire ile rastgele, bes mikroskobik alanda her
bir grup i¢in 500 hiicre 20X’lik objektifte sayildi. *°

Adipojenik farklilastirma

Pasaj 3 hiicreler; 24 kuyucuklu hiicre kiiltirii kabina
(1x105 cells/cm2) ekildikten sonra Dulbeccos Modified
Eagles Medium (DMEM) ile %80 konfluense ulagtirildi.
Hiicrelere adipojenik farklilasma besiyeri (BI, 05-200-1
and 05-201-1, Israil), (100 uM indometazin, 10 ug / ml
insiilin, 500 uM 3-izobutilmetilksantin ve 1 uM deksame-
tazon ilave edilen) eklendi ve 3 giin ara ile besiyeri tazele-
nerek 2 hafta sonrasinda hiicreler Oil Red O ile boyandi1.21

Osteojenik farklilagtirma

Pasaj 3 hiicreler; 24 kuyucuklu hiicre kiltiirti kaplarina
(1x105 cells/cm2) ekildi. Hiicreler DMEM ile %80 konf-
luense ulastirildi. Daha sonra bu hiicrelere; DMEM yerine
osteojenik farklilagma besiyeri (BI, 05-440-1B, Israil), (250
uM askorbik asit, 10 mM P-gliserofosfat ve 100 nM deksa-
metazon ile takviye edilmis besiyeri) ilave edildi ve 3 giin

ara ile besiyeri tazelendi. 21 giin sonra hiicreler Alizarin
Red ile boyand1.”

Kondrojenik farklilagtirma

Pasaj 3 hiicreler; 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina
(1x106 cells/cm?2) ekilen hiicreler standart besiyeri ile %80
konfluense ulastirildi. Hiicrelere kondrojenik besiyeri (BI,
05-220-1 ve 05-220-1, Israil), (4.5 g / 1 D-glukoz, 350 pM
L-prolin, 100 nM deksametazon ve 10 ng / ml TGF-p3 tak-
viye edilmis besiyeri) eklenerek 3 giin ara ile besiyeri taze-
lendi ve 21 giin sonunda hiicreler Alcian Blue ile boyand1.*!

MKH’lerin Fenotiplendirilmesi

Pasaj 3 hiicrelerin MKH karakterinin belirlenmesi ama-
cryla; 24 kuyucuklu plastik hiicre kiiltiirti kaplarina 4x104
hiicre/kuyucuk oraninda hiicre ekildi. Standart immuno-
histokimyasal protokol uygulandi. Mezenkimal kok hiicre
ylizey markir1 olan primer antikorlar; CD90 (1/500 anti-
kor dilusyonu Abcam, Ingiltere, ab225) ile CD105 (1/50
antikor dilusyonu Abcam, Ingiltere, ab156756) ve CD11b
(1/100 antikor dilusyonu Abcam, ingiltere, ab8879) ile he-
matopoetik markir olan; CD45 (1/100 antikor dilusyonu
Abcam, ingiltere, ab10558) kullanildi. Primer antikor in-
kiibasyon agamasi +4°Cde 18 saat uygulanarak devaminda
immunohistokimyasal kit (Thermo Scientific™, TP-125-
HL, Amerika) protokolii uygulandi. Koromojen olarak
DAB (Abcam, ab64238, ingiltere) ve cekirdek boyamasi
i¢cin Harris Hematoksilen kullanildi.

Istatistiksel Analiz

Pasaj 3 hiicrelerin proliferasyonu Ki-67 ekspresyonun sa-
yisal degerleri, PDN, PDT degerleri arasindaki farkliliklar
icin one way ANOVA testleri uygulandi. Istatistiksel fark-
liliginin tanimlanmasi i¢in SPSS 23 programi kullanild:
(SPSS version 23, IBM Corporation, USA).

Bulgular

Non-enzimatik yontemle yag dokudan izole edilen hiicre-
lerin; ilk 24 saatte plastik yiizeye tutunduklari, go¢ fazina
gectikleri ve fibroblastoid goriiniime sahip olduklar: goz-
lendi(Sekil 1 A-B). Fibroblastoid forma sahip hticrelerden
olusan homojen hiicre popiilasyonu 2. ve 3. pasajda da yo-
gun olarak saptandi.

Biz de ¢aliymamizda izolasyon asamasindan sonra %5-10
konfluenste T25 flasklara ekilen Pasaj 1 hiicreleri, 5 giin-
de %50 konfluense ulasti. Pasaj 2 hiicreleri 4 giinde %70
konfluense ulagti. Pasaj 3 hiicreleri 7 giinde %70 konflu-
ense ulasti. Pasaj 3 hiicrelerinin, hiicre canlilig1 agisindan
homojen dagilim gosterdigi saptand: (Tablo 1, Sekil 2A).
Canli hiicrelerin proliferasyon bulgularinda; 1. giin ile
kargilastirildiginda; 3-6. glinlerde P < 0.001 diizeyinde
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Sekil 1 A. Primer hiicre izolasyon asamasinda bulunan go¢ fazindaki hiicreler (ok baslari), B. Fibroblastoid yapidaki plastik yiizeye

tutunan hiicreler (ok baslar1) (Bar 25).

farklilik bulunuyorken; 7. giin P < 0.05 diizeyinde istatik-
sel anlamda 6nem saptandi. PDN degerleri igin; 1. giin ile
karsilagtirilinca 2, 7. giinlerde P < 0.05 diizeyinde farklilik
bulunuyorken; 3-6. giinlerde ise P < 0.001 diizeyinde is-

Tablo 1. Pasaj 3 Hiicre Sayis1 (HS), hiicre populasyonuun iki
katina ¢ikma sayis1 (PDN), hiicre proliferasyonun iki katina
¢ikma stiresi (PDT) ve Ki-67 ekspresyonu (%) Ortalama+SE

degerleri.

1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin 6. giin 7. giin
Pasaj 3HS |783.50422.7%  862.50£72.5  912.50426.8%% 938.50414™ 937.50+17.5%* 944.00+7.95% 902.16+21.1*
PDN 1.3740.04* T515001%  1.5910.04%F  1.63£0.02%%  1.63:0.02%*%  164:0.01%%  1.5740.03%
PDT 17.16£0.54™  3133+0.33** 45.0:1.18"*  58.3320.76"* 73.16:1.16"* 723320.55  91.1622.12%*
Ki-67 58.60+0.50 62200.86%  63.40:0.70%  64.0040.70** 63.4040.74%% 63.60+0.74*F 61.00+0.70

Farkl: gtinler i¢in gruplar arasinda istatistiki anlamda
farkliliklar ayni satirda * P < 0.05, ** P < 0.001 olarak goster-

ilmektedir.

tatiksel anlamda farkliliklar belirlendi (Tablo 1, Sekil 2B).
PDT bulgularinda ise; 6. giinde farklilik gozlenmezken; 1,
2,3,4,5ve 7. glinlerde P < 0.001 diizeyinde istatiksel an-
lamda farkhiliklar saptandi. PDT sayisinin 7 giin boyunca
diizenli artis gosterdigi belirlendi (Tablo 1, Sekil 2C).

Pasaj 3 hiicrelerde Ki-67 antikorunun niikleer alanda, niik-
leoplazmik sahanin tiimiinde ve 6zellikle nukleolus bolge-
sinde pozitif reaksiyonu gosterdigi belirlendi (Sekil 3 A-B).
Proliferasyonun arttig1 mitotik fazda Ki-67 antikorunun
immunolokalizasyonu istatistiki anlamda degerlendirildi-
ginde; 2 ve 3. giinlerde P < 0.05 diizeyinde istatiksel farkli-

lik gostermekteyken, 4, 5, 6. glinlerde P < 0.001 diizeyinde
istatistiksel 6nem arz ettigi saptandi (Tablo 1, Sekil 4).

A
1.200.000 ——Lpetri
- 1.000.000 ~-2 petri
=3
Z‘ 800.000 —&—3.petri
-
£ 600.000 —d.petri
e
£ 400.000 5 petri
200.000 —e—6.petii
0 . . L L 1
1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN 6.GUN 7.GUN
B
2 —o—1.petri
1.8 :
1.6 ~i—2 petri
. 14 ——3 petri
g12
A ——4 petri
0.8 -
0.6 5.petri
04 ~0—6.petri
02
0 ’ ’ 1 1 . ]
1. GUN 2. GUN3. GUN4. GUN5. GUNG6. GUN7. GUN
le;
120 —o— 1 petri
100 ~—2 petri
— 80 —&—3 petri
a
A~ 60 —=4 petri
40 5.petri
20 ~0—6.petri
0 )

1. GUN 2. GUN3. GUN 4. GUN 5. GUN 6. GUN 7. GUN

7 giin siiresince pasaj 3 hiicrelerin sayisi (HS / Proliferasyon) ve
hiicre gelisimi
(PDN ve PDT).
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Sekil 3 A-B. Pasaj 3 MKH’lerdeki Ki-67nin yogun olarak nukleolus bélgesinde olmak tizere tiim nukleuslarda (ok) immunpozitif

reaksiyonu (Bar 25p).
60,00 J
2 * * % % % -
50,00 &
“; 40,00 S
2
v
=
2 30,00 ™
=
5
o]
=¥
~ 20,00 =
s
&
10,00
0,00 o
I
CIP=<0.05 1.glin 2.gln 3.giin 4 .giin 5.glin 6.giin 7.glin
**) P <0.001

Sekil 4. Ki-67 ekspresyonu; 4-6. glinler arasinda 2 ile 3. giinlere oranla proliferasyonun daha fazla oldugu gorillmektedir.

Pasaj 3 hiicrelerinin 7. glinde adipositlere farklilastigi, Oil 28 giinde sferoidal yapida gozlendi ve Alcian Blue ile boya-
red O pozitif lipid damlaciklarinin varligi ile belirlendi (§e-  narak kondroblast hiicreleri saptandi (Sekil 5).

kil 5 A-B). Ayn1 zamanda Pasaj 3 hiicreleri osteoblastlara  Pasaj 3 hiicrelerinde; CD90 ile CD105’te pozitif ekspresyon
farklilastirildy; osteoblast hiicre morfolojisi 6zellikle 28. saptanirken (Sekil 6 A-B); CD11b ile CD45’in negatif reak-
glinde gozlendi ve Alizarin Red boyama metodu ile oste-  siyon verdigi gozlendi (Sekil 6 C - D).

oblast farklilasmas: tespit edildi (Sekil 5 C-D). Kondrob-

last hiicrelerine farklilastirilan 3. pasaj hiicreleri yaklasik
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Sekil 5. A. Pasaj adipostilere farklilastirilmis hiicreler B. Oil Red O ile boyanan yag hiicreleri C. 3. Pasaj osteoblastlara

farklilagtirilmig hiicreler D. Alizarin Red ile boyanan osteoblast hiicreleri E. 3. Pasaj kondroblastlara farklilastirilmig hiicreler E

Alcian Blue ile boyanan kondroblast hiicreleri (Bar 25 pum).
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Sekil 6 A - B. Pasaj 3 hiicrelerdeki CD 90 ile CD 105’in sitoplazma membraninda pozitif; C - D. CD 11b ile CD 45’in negatif immu-

nolokalizasyon (Bar 100 pum).

Tartisma ve Sonug

Bir¢ok calismada, uzun siire hiicrelerin kiiltiire edilmesi-
nin stres sinyalleri olusumuna ve stres faktérlerinin indiik-
siyonu ile hiicrelerin canliliginin azalmasina sebep oldugu
belirtilmektedir.?*** Gronthos ve ark. (2001) ile Osnes-Rin-
gen ve ark. (2016); uzun siire subkiiltiire edilen MKH’lerde
sitogenetik bozukluk, telomer kisalmasi ile hiicresel yas-
lanma, aktin kiimiilasyonu ve adezyonun azalmasi gibi be-
lirtileri tanimlayarak, 3’ten fazla pasajin dogru olmayaca-
g1 bildirmektedirler.'®” Bu agidan timor supressor aktif
ve kronik yolaklarin etkinliginin, asir1 differensiasyonun,
asir1 proliferasyonun, hiicre yaslanmasinin, oksidatif stre-
sin ve apoptozis indiiksiyonunun olusmamast i¢in galigma-
mizda hiicre poliferasyonu pasaj 3 ile sinirlandirildi.
Osnes-Ringen ve ark. (2016) ile Ross ve Hall (1995) Ki-67
ekspresyonunun; hiicre proliferasyonunu tanimlamada uy-
gun bir antikor oldugunu belirtmektedirler.”**” Heidari ve
ark. (2013) yag dokusu kokenli mezenkimal kok hiicreler-
de 7. giinde plato fazinin olustugunu ve hiicrelerdeki gelis-
me egrisinin artis gostermedigini saptamislardir.?® Biz de
¢alismamizda Ki-67 immunpozitif pasaj 3 hiicre hattinin

plato fazindan sonraki 6 ve 7. giinlerde konfluens sonrasi
mitotik faaliyetin dengeli olarak azalmasi ile PDT arasinda
z1t bir iliski oldugunu saptadik. Hiicre proliferasyonunun
maksimum seviyeye ulagsmasindan sonra mitozun yavasla-
dig1 ve proliferasyon siiresinin uzadig: goriildii. Bu durum;
hiicre popiilasyonunun optimal canliligini korudugunu,
hiicresel sag-kalim yanitinin dengelenmis oldugunu ve
hiicresel hemostazisin saglandigini gostermektedir.
Gronthos ve ark. (2017) yapmis oldugu ¢alismada Ki-67
immunpozitif MKH’lerde; kok hiicre farklilasma kapasi-
tesinin artt1g1 ve kok hiicre potansiyelinin korundugunu
belirtenlenmistir.’® Yapmis oldugumuz ¢aligmada ise pasaj
3 kok hiicrelerinde Ki-67 immunpozitif MKH’lerde hiic-
resel hemostazisin korunmasinin ve optimal kok hitcre
proliferasyonunun kok farklilagsmasini olumlu etkiledigini
gozlemledik.

Heidari ve ark. (2013) yag doku kokenli mezenkimal kok
hiicrelerin baslangi¢ ekimi sonrasinda; 3-6. giinler arasin-
da pasaj 3 hiicre gelisiminde devamli artis saptandiginy,
6. glinde hiicre proliferasyonunun plato fazina ulastiginy,
7. gilinde proliferasyonun stabil seviyesini korudugunu
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belirtmislerdir.”® Calismamizda da Heidari ve ark. (2013)
calismasinda oldugu gibi hiicrelerin 4-6. giinler arasinda
2-3. giinlere oranla daha fazla Ki-67 immunpozitif hiicre-
lerin varliginin gozlenmesi proliferasyonun daha fazla ol-
dugunu gostermektedir. Ayni zamanda; logaritmik hiicre
gelisim egrisinde de benzer bulgularin saptanmasi hiicre-
sel proliferasyonu tanimlamaktadir. PDT degerlerinin 1.
glinden 7. giine kadar optimal araliktaki artisy; kok hiicre
boliinme siklusunun pasaj sonuna kadar normal diizeyde
ilerledigini gostermektedir.

Ideal MKH fenotipinin saglanabilmesi i¢in Dominici ve
ark. (2006) ile Peng ve ark. (2008) kritik ol¢iitleri; fibrob-
last benzeri kok hiicre formasyonu, kok hiicre adezyonu,
kok hiicre migrasyonu, kok hiicre plastisitesi, kok hiicre
yiizey isaretleyicilerinin pozitif ekpresyonu veya negatif
reaksiyonu olarak tanimlamiglardir.?*° Calismamizda bu
kriterler dogrultusunda fenotipik kok hiicre yiizey isaret-
leyicileri olarak kullandigimiz CD90 ile CD105’in pozitif
ve CD45 ile CD11bnin negatif immunolokalizasyonu ile
hiicreler tanimlanmigtir. Kok hiicrelerin proliferasyon sik-
lusu boyunca tagimis oldugu Ki-67 protein ekspresyonu,
hiicrelerdeki mitotik potansiyel ile hiicresel rejenerasyonu
gostermektedir. Ki-67 varlig ise, terapotik etkinin ve kok
hiicre fenotipinin korunmasinda etkindir.'*'®*3° Ciinkii
terapotik agidan transplantasyon sonrasi Ki-67 immunpo-
zitif kok hiicrelerin proliferasyonunun optimal seviyede ol-
mast sayesinde dokuya enjekte edilen kok hiicre sayisinin
azalmamasi, hiicresel go¢ sirasinda terapotik anlamda etki
edecegi bolgeye hiicrelerin ulasabilmesi, transplante edile-
cek kok hiicrelerin hiicresel sag kalim diizeyinin azalma-
mast ve hiicre yogunlugunun korunabilmesi agisindan da
onemli olabilecegini diisiincesindeyiz.

Sonug olarak calismada; yag doku kokenli pasaj 3 hiicre-
lerinin; immiinofenotipik karakterizasyonu, osteojenik,
kondrojenik, adipojenik yonde farklilasma yetenekleri
saptanarak, Ki-67 immunpozitif hiicrelerinin PDT bulgu-
larinda optimal hiicresel hemostaza sahip oldugu ve te-
rapotik agidan saglikli mezenkimal kok hiicre proliferas-
yonunun gerceklestigi gosterildi.
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