T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZIi UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
DISIPLINLERARASI KOK HUCRE ANABILIM DALI

KLINIK UYGULAMAYA YONELIK URETIM SERISININ
FARKLI BASAMAKLARINDAN ELDE EDILEN KLINiK
KALITEDEKiI MEZENKIMAL KOK HUCRE SON
URUNLERININ KARAKTERIZASYON ANALIZI

IREM YILMAZ BASARAN

DOKTORA TEZIi

DANISMAN

PROF. DR. AYLA EKER SARIBOYACI

Eskisehir

2024






T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZIi UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
DISIPLINLERARASI KOK HUCRE ANABILIM DALI

KLINIK UYGULAMAYA YONELIK URETIM SERISININ
FARKLI BASAMAKLARINDAN ELDE EDILEN KLINiK
KALITEDEKiI MEZENKIMAL KOK HUCRE SON
URUNLERININ KARAKTERIZASYON ANALIZI

IREM YILMAZ BASARAN

DOKTORA TEZIi

DANISMAN

PROF. DR. AYLA EKER SARIBOYACI

Eskisehir
2024
Proje No: TUSEB 2022-ACIL-01/A-11904
BAP TDK-2022-2385

TUBITAK 1004 20AG031



OZET
Bashk: Klinik uygulamaya yonelik iiretim serisinin farkli basamaklarindan elde

edilen klinik kalitedeki mezenkimal kok hiicre son iirlinlerinin karakterizasyon analizi

Amagc: Bu tez calismasinda; cesitli hastaliklarin tedavisinde insan iizerinde
kullanilmak {izere lyi Imalat Uygulamalar1 kosullarinda iiretilen umblikal kordun
Wharton Jeli dokusundan izole edilmis “Mezenkimal Kok Hiicre (WJ-MKH)
serilerinin farkli basamaklarindan elde edilen kok hiicre son iiriinlerinin (deney ve
kontrol gruplar1)” kok hiicrelere 0zgii karakteristik o6zellikleri acisindan
immunofenotipik, genotipik, fonksiyonel, molekiiler yontemler ile analiz edilmesi ve

sonuclarin birbiri ile karsilastirilmasi: amaglanmistir.

Yontem: WJ-MKH’ler izole edilerek pasaj 3’e getirilmis, dondurularak
saklanmistir. Dondurularak saklanan hiicreler ¢oziilerek 4 gruba ayrilmistir. Son
iiriinlerde morfolojik analizler, hiicre sayis1 ve canlilik, immunfenotipleme,
tiimorojenite, gen ekspresyonu analizi, potensi analizi, apoptoz Ol¢liimii, hiicre
dongiisii analizi, CFSE ile canlilik ve proliferasyon analizi, biiylime faktorii analizi ve

in vitro yara iyilesmesi deneyleri yapilmistir.

Bulgular: Hiicreler basariyla son {iriin haline getirilmistir. Genotipik,
fonksiyonel ve molekiiler agidan farkliliklar goriiliirken, morfolojik, immunfenotipik,

immunosupresif agidan anlamli bir fark bulunmamustir.

Sonug: Klinik uygulamalarda WJ-MKH’lerin dondurulup ¢oziilmesinin etkileri
olabilecegi, son {iriin haline getirilmeden bir siire dnce kiiltiire edilerek kendine gelme
siiresinin taninmasinin daha verimli sonuglar verebilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, iyi imalat uygulamalari, GMP, ileri tibbi
tedavi tirtind, hiicresel tedavi, klinik kullanim, son tiriin



ABSTRACT

Title: Detailed analysis of mesenchymal stem cell final product profiles ready
to use for clinical application

Objective: In this thesis study, it was aimed to analyze in detail the phenotypic,
genotypic, functional, molecular, and immunosuppressive characteristics of the final
products obtained from different stages of the umbilical cord Wharton's Jelly-derived
Mesenchymal Stem Cell (WJ-MSC) series produced under Good Manufacturing
Practice (GMP) conditions, and to compare the results with each other.

Methods: WJ-MSCs were isolated and expanded to passage 3, then
cryopreserved. The cryopreserved cells were thawed and divided into 4 groups. On
the final products, morphological analyses, cell count and viability,
immunophenotyping, tumorigenicity, gene expression analysis, potency analysis,
apoptosis assay, cell cycle analysis, CFSE viability and proliferation analysis, growth
factor analysis, and in vitro wound healing assays were performed.

Findings: The cells were successfully brought to the final product stage. While
differences were observed in terms of genotypic, functional, and molecular aspects,
no significant difference was found in terms of morphological, immunophenotypic,
and immunosuppressive aspects.

Conclusion: It was determined that the cryopreservation and thawing of WJ-
MSCs may have effects in clinical applications, and allowing a recovery period by
culturing the cells before reaching the final product stage may yield more efficient
results.

Keywords: Mesenchymal stem cell, good manufacturing practices, GMP,
advanced therapy medicinal product, ATMP, cellular therapy, clinical use, final

product
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SIMGE VE KISALTMALAR

ABD : Amerika Birlesik Devletleri
Angpt-1 : Angiopoietin-1
ARDS : Akut solunum sikintist sendromu (Acute respiratory

distress syndrome)
BSA : S1g1r serum albiimini (Bovine serum albumin)

CFSE : 5-(ve -6)-karboksifluorescein diasetat siiksinimidil ester

(Carboxyfluorescein succinimidyl ester)

cm?® ; Santimetre kiip

dk : Dakika

DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboz Niikleik Asit
EDTA : Etilendiamin Tetraasetik Asit
EGF : Epidermal biiytime faktorii
EMA : Avrupa Ilag Ajansi

FDA : Gida ve Ilac Idaresi

FGF : Fibroblast biiylime faktorii
FN : Fibronektin

GVHD : Greft Versus Host Hastalig1
HGF : Hepatosit biiylime faktorii (hepatocyte growth factor)
HLA-I : Insan 16kosit antijeni sinif 1
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1. GIRIS VE AMAC

Hastaliklar, travmalar veya yasa bagli olarak meydana gelen doku, organ ve
hiicre hasarlarin1 iyilestirme veya yenileme potansiyeline sahip rejeneratif tip
uygulamalar1 son yillarda modern tibbin goze ¢arpan konu basliklarindan biri haline
gelmistir (Jacques & Suuronen, 2020). Rejeneratif tibbin olas1 potansiyeli, mevcut
tedavi yontemlerinin yetersiz oldugu durumlarda yeni bir umut kaynagi olarak
goriildiigiinden, bu alan birgok aragtirmaci i¢in heyecan vericidir. Rejeneratif tip
denildiginde ilk akla gelen hiicresel tedaviler ve doku miihendisligi ¢alismalarinin
temel amac1 giivenli, etkili ve tutarl tedavi yontemleri sunmaktir. Insan viicudunda
olusan hasarlar, hemen hemen her dokuda bulunan kok hiicreler tarafindan
onarildigindan; translasyonel tibbin gelecegi olarak da giiniimiizde kok hiicreler biiyiik

umut vaat etmektedir (Mason & Dunnill, 2008).

Doku ve organ nakilleri birgok hastaligin tedavisinde ilk akla gelen iyi bir ¢oziim
yolu gibi goriinse de dondr bulma zorlugu, nakil sonrast immun komplikasyonlarin
olusmas1 ve nakledilen dokunun reddi gibi sorunlar, siireci ve tedavinin bagarisini
olumsuz yonde etkilemektedir. Doku nakli sonrasi immun komplikasyonlara karsi
bagisiklik sistemini baskilamada kullanilan ilaglar 6miir boyu kullanilmakta ve bunlar
hastada sistemik hasar yaratmaktadir. Bu nedenle kok hiicreler hem immun sistemi
diizenleme hem de kaybedilen hiicre/dokuyu yerine getirebilme kapasiteleri nedeniyle
son donemlerde olduk¢a yaygin arastirma ve uygulama alanina sahiptir (Aurora &
Olson, 2014). Bilindigi tizere laboratuvar ortaminda farkl1 tipte kok hiicreler ¢ok cesitli
kaynaklardan elde edilebilmektedir. Insanlara uygulanacak hiicresel tedavi iiriinleri,
Iyi Imalat Uygulamalar1 (ilU- GMP: Good Manufacturing Practice) kosullarinda
retilerek, {lkelerin Saglik Bakanliklarinin kontroliinde etik diizenlemeler ve
yonetmeliklere uygun sekilde ilgili otoritelerce izin verildigi takdirde klinik deneme
ve klinik aragtirma kapsaminda kullanilmaktadir (National Academy of Sciences
2014; Zakrzewski vd., 2019). Ozellikle dogal bagisiklik diizenleme
(immunomodulasyon) 6zelliklerine sahip mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) klinik
kullanim1 son zamanlarda oldukg¢a artmistir (Wang vd., 2018.; Kalaszczynska &
Ferdyn, 2015; Contreras, vd., 2016). Doku nakli sonras1 gelisen Greft Versus Host
Hastaligit (GVHD), MKH’lerin ilk klinik uygulamasi olup giiniimiizde halen bir
deneme tedavisi olarak kabul gérmektedir (Le Blanc vd., 2004; Ringdén vd., 2006;
Zhao vd. 2015). Bunun yani sira, son yillarda tiim Diinya’da etkili olan COVID-19



pandemisinde akut solunum sikintis1 sendromu (Acute respiratory distress syndrome:
ARDS) ve pnémoni gelisen agir hastalarda ve ¢oklu organ yetmezIligi riski bulunan
hastalarda meydana gelen sitokin firtinasin1 dindirmeye ve hasarli dokular1 yenilemeye
yonelik Tiirkiye dahil olmak iizere tiim diinyada kullanimlar1 s6z konusu olup, klinik
aragtirmalar devam etmektedir (https://clinicaltrials.gov/) ve etkili sonuglarin alindig:
raporlar, etki faktorii yiiksek dergilerde yaymlanmistir (Leng vd., 2020; Zhang vd.,
2020; Hashermian vd., 2021; Atluri vd., 2020; Rogers vd., 2020; Zayed & Iohara,
2020; Lanzoni vd., 2020; Yilmaz vd., 2020; Gentile & Sterodimas, 2020; Croci vd.,
2021; Efimenko vd., 2021; Kaffash vd., 2021; Pawitan, 2022; Fang vd., 2023; Xu vd.,
2022; Abu-El-Rub vd., 2021; Li vd., 2023). Bu tedavide amag;

1) Yogun bakima alinan ve tedaviye direng gdsteren hastalara MKH nakli
yaparak immun modiilasyon saglamak ve sitokin firtinasinin doku ve organlara verdigi

zarar1 azaltmak,

2) Hastalarda gériilen immunsupresyonu diizeltmek ve CD4" T, CD8" T hiicre

diizenlemesi yaparak COVID-19 viriisii ile miicadeleyi arttirmak,

3) MKH’ler araciligiyla biiyiime faktorlerini arttirarak olusan organ hasarinda

iyilesmeyi hizlandirmaktir.
MKH’lerin diger uygulama alanlari ise,
-Diyabet gibi otoimmun hastaliklar (Huang vd., 2021; Gomes vd. 2021),

-Spinal kord hasari, travmatik beyin hasari, hipoksik ensefalopati, serebral palsi
gibi travma ile iligkili hastaliklar (Kabatas vd., 2020; Kabatas vd., 2021; Kabatas vd.,
2021),

-Freidreich ataksisi, Duchenne Muskiiler Distrofi (DMD), kistik fibrozis, gibi
genetik tabanli hastaliklar (Sun & Karadz 2020; Dai vd., 2018; Jones vd.2015),

-Pulmoner Fibrozis gibi idiyopatik (nedeni bilinmeyen) hastaliklar (Chuang vd.
2018; van Geffen vd. 2021; Feng vd. 2021; Schiess vd. 2021) veya

-Yasam tarz1 ve ¢evresel kosullara bagli gelisen Kronik Obstriiktif Akciger
Hastalig1 (KOAH) (Hoang vd. 2021; Glassberg vd. 2021) gibi hastaliklar siralanabilir.

Ulkemizde hiicresel tedaviler, Saglik Bakanligi tarafindan hem Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) hem Avrupa Birligi otoriteleri tarafinda olusturulmus etik

diizenlemeler ve yonetmeliklerin iyi bir sentezi ile Saglik Hizmetleri Genel



Midiirligii, Organ, Doku, Hiicre ve Diyaliz Hizmetleri Daire Baskanligi’nca “Doku
ve hiicreler ile ileri tibbi tedavi {iriinleri klinik arastirmalari”na yonelik yayimlanan
“2006/51 ve 2018/10 Sayili Kok Hiicre Calismalar1 Hakkinda Genelge”ye gore
yiriitiilmekte ve denetlenmektedir. Klinik uygulamaya yonelik {iretilen hiicresel
iiriinler, mutlaka Saghk Bakanlhgi, Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK)
tarafindan yetkilendirilmis ve diizenli olarak denetlenen iU laboratuvarlarinda yetkili
personellerce iiretilmekte, kalite kontrolleri saglanmakta ve kalite glivence siireglerine
tabi tutulmaktadir. iU kosullarinda iiretilen tiim hiicresel iiriinler, Saglik Bakanlig
TITCK tarafindan yaymmlanmis olan “Beseri Tibbi Uriinler Imalathaneleri
Yénetmeligi”, “Insan Doku Ve Hiicreleri ile Bunlarla ilgili Merkezlerin Kalite Ve
Giivenligi Hakkinda Yonetmelik” ve “Insan Doku Ve Hiicre Uriinlerinin
Ruhsatlandirilmas: Ve Bu Uriinlerin Uretim, ithalat, ihracat, Depolama ve Dagitim
Faaliyetlerini Yiriiten Merkezler Hakkinda Teblig”e uygun olarak iiretilmekte,

depolanmakta ve dagitilmaktadir.

Cesitli hastaliklar ya da travma kaynakli hiicre, doku ve organ kayiplarinin hiicre
tabanli rejeneratif tedavisinde kullanilan kok hiicre kaynaklari arasinda eriskin
dokulardan izole edilen MKH’ler; teratojenik ve immunojenik olmamalar1 nedeniyle
on plana ¢ikmaktadir. MKH kaynagi olarak kemik iligi ve yag dokusu gibi eriskin
doku ya da organlara gore postnatal fetal organlar arasinda yer alan umblikal korddan
embriyonik doneme daha yakin potensi gosteren MKH’ler izole edilebilmektedir.
Umblikal kordun damar yapilarinin disinda kalan bag dokusu, embriyoner bag dokusu
olarak smiflandirilan ve zengin ekstraselliiler matriksi nedeniyle Wharton Jeli (WJ)
olarak adlandirilir (Kalaszczynska & Ferdyn, 2015, Marino vd. 2019). Tam olarak
Wharton Jelinden izole edilen bu kok hiicrelerin MKH karakterinde oldugu,
pluripotent belirtecleri eksprese ettigi ve allojenik kullanima uygun olduklari gesitli
calismalarda gosterilmistir (Karadz vd. 2017; Musial-Wysocka vd. 2019). Ozetle
hiicresel tedaviler kapsaminda en ¢ok tercih edilen MKH’ler, gébek kordonu Wharton
Jeli kaynaklt MKH (WJ-MKH)’lerdir. Dogum sonrasinda tibbi atik olarak imha edilen
gdobek kordonu, invaziv bir islem icermeyen bir kaynak olusu nedeniyle tercih
edilmektedir (Mebarki vd., 2021). MKH’lerin allojenik olarak kullanilabilmesi, tek bir
donorden elde edilebilen c¢ok sayida hiicrenin bircok alici (hasta) igin

kullanilabilmesine olanak tanimaktadir.



Klinik protokollerin ¢ogu, intravendz (IV) enjeksiyonlar i¢in hastanin kilogrami
basina 1-2x10° hiicrenin uygulanmasini veya subkutan ve endomiyokardiyal
enjeksiyonlar icin 100-600x10° kadar hiicrenin uygulanmasmi 6nermektedir. Bu
hesaplamalar intramuskuler (IM) ve intratekal (IT) enjeksiyonlar i¢in de gecerlidir
(Guadix vd. 2019). Buradan yola ¢ikarak, tek bir hasta i¢in gerekli tedavi planlamasi
yapildiginda, tek doz i¢in, yiiksek miktarda MKH {iretilmesi gercegi ortaya
¢ikmaktadir. Giiniimiizde kullanilan teknikler, MKH’lerin tek seferde liretimini her
zaman miimkiin kilmamaktadir. Ayrica {iretilen hiicreler ancak gerekli kalite kontrol
stireglerinden gectikten ve iyice karakterize edildikten sonra tedavi amacli son {iriin
haline getirilerek kullanilabilmektedir. Hiicrelerin ham dokudan izolasyonundan son
irlin haline getirilene kadarki siireclerinde cogaltilarak stoklanmasi ve planlanan
tedavi giiniine kadar saklanmas1 gerekmektedir. Dondurularak saklanmais hiicreler stok
haline getirilebilir ve bu sekilde ¢oklu doz gerektiren hiicresel tedaviler i¢in daha
uygun kosullar olusturulur (Jere vd. 2021). Dondurularak saklanan hiicresel tiriinlerin
depolanmasi, esas olarak hiicrelerin donma ve ¢oziilme islemlerine kars1 hassas olmasi
nedeniyle ¢ok kolay degildir. Ozellikle ¢dzme islemlerinin kritik oldugu ve
standartlastirilmasi zor oldugu goriilmiistiir (Jere vd. 2021). Kriyoprezervasyon ve
¢O6zme yontemlerinin liretim siirecinde dogrulanmasi ve tanimlanmasi gerekmektedir.
Aym sekilde farkli siireclere maruz kalan hiicrelerin son iiriin haline getirilmesi

stireglerinin de detayli analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Her MKH tabanli iirlinde bulunan hiicresel bilesen, son iiriiniin kalitesini,
giivenligini ve etkinligini garanti altina almak i¢in veri toplamaya dayali standart ve
tutarli yontemlerle tanimlanmali, izlenmeli ve kontrol edilmelidir. MKH'lerin
karakterizasyonu, saglik otoriteleri tarafindan 6nceden belirlenmis yasal gerekliliklere
bagl olarak, en kritik 6zelliklerine gére yapilmalidir. Identifikasyon, canlilik, saflik,
potensi, proliferatif kapasite, genomik stabilite, tiimorijenite ve etkinlik
degerlendirmesi, MKH'lerin karakterizasyonu i¢in minimum kriterler olarak kabul
edilir (Guadix vd. 2019). Ayrica, 6zel 1iU yonergeleri, iiriiniin herhangi bir
kontaminasyonunu analiz etmek i¢in in vitro ¢ogaltma islemleri sirasinda hiicrelerin
bu amaca yonelik izlenmesi gerektigini belirtir. Bu nedenle, MKH bazli iiriinlerin
kiltiire edilerek liretimden sonra kontamine olmadigindan emin olmak i¢in sterilite ve
mikoplazma ag¢isindan mikrobiyolojik kalite kontrol testleri yapilmalidir. /n vitro

hiicre kiiltiirii siiresince MKH'lerin, izolasyon agamasi, referans numune, ara {iriin, son



iriin, saklama Ornegi, ana hiicre bankasi (master cell bank) ve prosese gore
gerektiginde caligma hiicre bankasi (working cell bank) gibi farkli noktalarda
karakterize edilebilecegi onerilmektedir (Guadix vd. 2019; Cooper & Viswanathan

2011; Oliver-Vila vd. 2016).

WIJ-MKH’lerde kemik iligi kaynakli MKH (Ki-MKH)’lere gore fark, 6zellikle
tiim karakterizasyon calismalarinin pasaj 3 (P3)’te gerceklestirilebilmesidir (Laroye
vd. 2019). Saf bir MKH kiiltiiriinlin anca P3’te elde edilmesi nedeniyle cesitli
kaynaklarca 6nerilen ana hiicre bankasi bu hiicreler i¢in ancak P3’te elde edilmis olur.
P3’e kadar kiiltiire edilerek; gerektiginde 6nceki pasajlarinda dondurulup saklanarak,
getirilen hiicrelerden verilen 6rnekler kalite kontrol birimlerince tiim karakterizasyon
calismalarina tabii tutulurlar. Tiim test sonuclar1 ¢ikana kadar tekrar dondurularak
saklanan hiicreler, test sonuglar1 uygun ¢iktiginda ¢oziilerek kiiltiire edilirler (bdylece
bir pasaj daha atlayarak P4 olurlar) ve stok amaciyla tekrar dondurularak saklanirlar.
Gida ve lag Idaresi (FDA) tarafindan insan klinik deneyleri i¢in "minimal diizeyde
manipiile edilmis" hiicrelerin kullanilmasi tavsiye edilmistir (Jung vd., 2012). Daha
onceki ¢alismalarda gosterdigi gibi erken pasajlar klinik uygulamalar i¢in daha ¢ok
tercih edilmektedir (Guadix vd. 2019; Vieira Paladino vd., 2019; Heldring vd. 2015;
Moll vd. 2016). Bunun nedeni uzun siireler boyunca kiiltiire edilen MKH'ler (6rnegin
P20) kisa stireli kiiltiire edilen muadillerine kiyasla senesens genlerinin ifadesinin
artis1 (Wagner vd., 2010), morfolojik degisiklikler, azalmis farklilasma potansiyeli,
kemokin reseptor gen ifadesi azalmasi, telomer uzunlugunda kisalma ve azalmis
immiinosupresif Ozellikler gostermeleridir (Garcia-Bernal vd., 2021). Mevcut
durumda P4 hiicreler son iiriin olarak tercih edildiginden, P3’te tiim testleri ¢alisilan
ve ardindan dondurularak saklanan hiicreler son iiriin olarak hazirlanir. Son {iriinlerin
hazirlanmasi 6ncesi, 6zel i1IU yonergelerinin de onerdigi sekilde, iiriinlerin kiiltiire
edilme siireglerinde herhangi bir mikrobiyolojik kontaminasyona maruz
kalmadigindan emin olmak i¢in sterilite testleri gerceklestirilir. Bu testler Avrupa
Farmakopesi’nde de tanimlandig1 tizere hizli mikrobiyolojik testler olarak adlandirilan
BACTEC sistemleri ile yapilir (European Pharmacopoeia Chapter 2.6.1.). Bu testin
sonuclanmasi 5 giin siirerken, herhangi bir kontaminasyon varliginda yaklasik 24-48
saat icinde pozitif olarak sonu¢lanmaktadir. Bu nedenle son iiriin haline getirilmesi
planlanan hiicreler yaklasik 4 giin 6nceden ¢oziilerek kiiltiire alinir ve bir giin sonra

BACTEC igin 6rnek verilir. Olas1 bir kontaminasyonda son iiriin hazirlanacag: giine



kadar pozitif bir pikin goriilecegi Ongdriiliir. Herhangi bir pozitiflik goriilmeyen
hiicreler, planlanan giinde son iiriin haline getirilir ve uygulayici hekime transferleri
yapilir. Bu tarz hazirlanan {riinlere “taze (fresh) iirlin” tanimlamasi yapilir. Taze
(fresh) son iirlinler, genellikle planli olan iiriin ¢ikislarinda kolaylikla organize
edilebilirken (6rnegin; Bakanlik onayi ile yiritiilen klinik deneme/arastirmalar:
diyabet, serebral palsi, spinal kord hasar1 vb.); acil olarak iiriin ¢ikis1 talebi olan
hastalik gruplarinda (6rnegin; GVHD, COVID-19 vakalari) bahsedilen sekilde bir
planlama yaparak iirlinleri daha 6nceden kiiltiire etmek ve ardindan son iiriin haline
getirmek miimkiin olmamaktadir. Acil olarak hiicresel {iriin ihtiyaci bulunan
hastalarda en kisa siirede iirliniin teslim edilmesi gerekmektedir. Eger stok olarak
saklanmak {lizere hazirlanacak olan hiicreler o sirada kiiltiir kosullarinda
bulunmuyorsa, bu hastalara “taze (fresh) {iriin” vermek imkansizdir. Genellikle acil
cikislarda dondurularak saklanmakta olan hiicreler hemen c¢ozdiiriilerek son {iiriin
haline getirilirler. Bu hiicrelerde minimum gereklilikler olan hiicre sayis1 & canlilik,
flow sitometri ile saflik, mikrobiyolojik kontrol i¢in endotoksin testi yapilir, BACTEC
icin 6rnek verilir. Bu sonuglar uygun ¢ikarsa (son iirtin BACTEC harig), iiriin serbest

birakilir, uygun kosullarda sorumlu hekime {iriin teslimati yapilir.

Acil kullanim gereksinimi bulunan hastalar genellikle immun ataklar1 nedeniyle
MKH iiriinlerine ihtiya¢ duyarlar. Burada da son {iriin haline getirilen hiicrelerin
ozellikle bagisiklik baskilama ozellikleri 6ne c¢ikar. Hiicreler son {iriin haline
getirilmeden birka¢ giin Once Kkiiltiire edilemediginden, bu hiicrelerin in vitro
kosullarda kendi 6zelliklerini tekrar kazanmasina firsat taninamamaktadir. Canlili§ina
ve saflifina bakilsa bile, dondurulup ¢6ziilme ve hemen son iiriin haline getirilme
stireglerinin bu hiicrelerin bagisiklik baskilama 6zelliklerini degistirip degistirmedigi,
gen ekspresyon profilleri lizerinde etkileri olup olmadigi, telomeraz gen aktivitelerinde

fark olup olmadig1 detayli bir sekilde arastirilmamaistir.

Bu doktora tez c¢alismasinda; insanda tedavide kullannom amaglh iiretilen
mezenkimal kok hiicrelere serilerinin farklt basamaklarindan elde edilen son
iriinlerinin ayrintili karakterizasyon analizlerinin karsilagtirilmali olarak yapilmasi
amaglanmistir. Bu amagcla son iiriin serbest birakma stirecleri i¢in gerekli olan minimal
gerekliliklerin yani sira, potensi, apoptoz, hiicre dongiisii, canlilik & proliferasyon,
bliylime faktorii analizi ve in vitro yara iyilesmesi gibi kapsamli karakterizasyon

analizleri de gerceklestirilmistir. P3’e getirilen hiicrelerin karakterizasyon calismalari



yapilmig ve dondurularak saklanmistir. 1 ay siire ile dondurularak saklanan hiicreler
ardindan ¢6zdiiriilerek farkli siire¢lere maruz birakilarak son {iriin haline getirilmistir.
Her bir hazirlanan son iiriin i¢in tiim testler gerceklestirilmis ve karsilastirmali olarak

degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kok Hiicreler ve Ozellikleri

Kok hiicreler, kendilerini yenileyebilme ve farklilasarak ¢esitli hiicre tiplerine
doniisebilme 6zelligine sahip hiicrelerdir (Potten & Loeffler, 1990). Kok hiicreler
simetrik ve asimetrik boliinme yetenegine sahiptirler (Shahriyari & Komarova, 2013;
Chen vd., 2015) (Sekil 2.1.). Bdylece doku ve organlarin ihtiyacina gore yanit verirler.
Asimetrik boliinebilme yetenekleri sayesinde dokudaki kok hiicre havuzu korunmus
olur (Goémez-Lopez vd., 2014); Kok hiicrelerde, her bdliinme sonucunda kisalan
telomer adi verilen Deoksiriboz niikleik asit (DNA) bolgelerini (insanda TTAGGG)
kendi Riboniikleik asit (RNA) kalibini kullanarak ifade eden telomeraz enzim
aktivitesi yiiksektir. Bu durum onlara bdliinmelerinin teorik olarak sinirsiz olmasi
0zelligi kazandirir. Bunun aksine s6z konusu enzim, somatik hiicrelerde aktif olmadigi
icin, belli bir boliinmeden sonra bu hiicreler canliligimi yitirecektir (Yui vd., 1998,
Karadz & Ovali, 2004). Kok hiicreler doku onariminda ¢ok dnemli bir rol oynar ve
doku hasar1 sirasinda sayilar1 hizla artar (Pretheeban vd. 2012; Watson vd., 2015;
Caplan, 2015; Liau vd., 2020; Marescal & Cheeseman, 2020). Bu siire¢ yetiskin kok
hiicrelerinin, 6zellikle de doku onarimi ve rejenerasyonu i¢in gerekli olan mezenkimal

stromal hiicrelerin aktivasyonunu igerir (Rennert vd. 2012).
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Sekil 2. 1. Kok hiicrelerde simetrik ve asimetrik boliinme (Chen vd., 2015)

Kok hiicreler esas itibariyle iki farkli kaynaktan elde edilirler. Bu kaynaklar
embriyonik gelisim siirecinin erken donemlerinde blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde
edilen embriyonik kok hiicreler ve embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kok

hiicreler olarak belirtilebilir (Karaéz & Ovali, 2004).



Eriskin kok hiicreler; hematopoietik kok hiicreleri, stromal kok hiicreler
(mezenkimal kok hiicreler) ve organlarda yerlesik diger eriskin kok hiicreleri seklinde

siniflandirabilmektedir (Karadz & Ovali, 2004).

Diger viicut hiicrelerinden uzun zaman dilimleri boyunca bdliinebilme ve
kendini yenileyebilme, 6zellesmemis farkli hiicre tiplerine farklilasabilme ve hasarl
dokularda dokunun islevinin tekrardan yerme getirilmesini saglama yetenekleri ile
diger viicut hiicrelerinden ayrilan kok hiicreler, temel olarak iki ana grupta
(embriyonik kok hiicreler ve erigkin kok hiicreler) toplansalar da bu hiicreler cesitli

farklilagma potansiyellerine gore de siniflandirilabilirler (Sekil 2.2.).

Totipotent hiicreler embriyoyu ve ekstra-embriyonik dokular olarak adlandirilan
embriyoya ait embriyonik membran ve dokular1 olusturma yetenegindedirler. Yani
totipotent kok hiicreler viicuttaki tiim hiicre tiplerine doniisebilen ve bir organizmay1

meydana getirebilen hiicrelerdir.

Pluripotent kok hiicreler de viicuttaki tiim hiicre tiplerine doniisebilen ancak bir
organizmayl meydana getirebilecek yetenege sahip olmayan hiicrelerdir. Ciinkii bu
kok hiicreler ekstra-embriyonik yapilart olusturamazlar. Pluripotent kok hiicrelere
verilebilecek Ornekler embriyonik kok hiicreler ve uyarilmis pluripotent kok

hiicrelerdir.

Diger bir grup ise multipotent kok hiicrelerdir ki bu hiicreler sinirli hiicre tipine
doniigebilen hiicrelerdir. Bu hiicreler bulunduklar1 dokuya 6zgii hiicrelere ve siirh
farkli doku hiicrelerine doniisebilme yetenegine sahiptirler. Multipotent kok hiicreler;
hematopoietik, mezenkimal ve noral kok hiicreler dahil olmak iizere yetiskin kok
hiicreleri olarak siiflandirilan birgok hiicre tipini igerir. MKH'ler; kemik, kikirdak,
kas, yag, sinir, epitel ve benzeri hiicrelere farklilasma kapasitelerinin yaninda kendini
yenileme 6zelligine de sahiptir (Kolf vd., 2007; Uccelli vd., 2008; He vd., 2009;
Sarugaser vd., 2009; Marquez-Curtis vd., 2015; Han vd., 2022). In vitro ortamda sinirl

bir cogalma kapasitesine sahiptirler.

Son olarak unipotent yani progenitdr hiicreler sayilmaktadir ki bu hiicreler de

sadece ¢ok Ozel hatlara farklilasma egilimde olan hiicrelerdir (Gardner, 2002).



Totipotent B8 )| Fertilizasyon
w

. : Somatik Hcre
/.. i / Yeniden Programlama

Blastosist
Pluripotent Embriyonik Uyariimig Pluripotent
Kok Hiicre Kok Hicre
L J
Multipotent Ektoderm Mezoderm Endoderm

Somatik Hiicre

Sekil 2. 2. Kok hiicrelerin farklilagsma potansiyellerine gore siniflandirilmasi

2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler ve Ozellikleri

Yetiskin viicudunda farklilasmis dokulardaki farklilasmamis hiicrelere eriskin
veya MKH’ler denir. Bu hiicreler ayrica multipotent mezenkimal stromal hiicreler
olarak da tanimlanabilir. ‘Mezenkim’ terimi epiblastin farklilasmasindan baslayarak
embriyonun gelismesinde ve daha sonra fetiisiin yasaminda onemli yer tutan, gevsek

bag dokusu yapisindaki dokulara verilen isimdir.

MKH’ler, farkli dokulardan izole edilebilen, in vitro ortamda kiiltiir kabi
ylizeyine yapisan, koloni olusturan ve multipotent farklilasma kapasitesine sahip olan
hiicrelerdir. MKH'ler, ilk kez fetal buzagi serumu iceren kemik iliginin ortama
yayilmasi sonrasinda kemik hiicrelerine ve adipositlere farklilasan ve fibroblastlara
benzeyen yapiskan hiicre kolonilerinin gelistigini gosteren Friedenstein tarafindan
tanimlanmistir (Bianco vd., 2008). MKH’ler bir¢ok dokudan elde edilebilir. Erigkin
kok hiicre kaynagi olarak kemik iligi, adipoz doku, amniyotik s1v1, kan, iskelet kasi,
dis pulpasi, merkezi sinir sistemi ve gdbek kordonu 6rnek olarak verilebilir (Bajada
vd., 2008; Bacakova vd., 2018). Bu hiicreler bir¢ok dokuda olabilmektedir ve koken
aldig1 dokularin hiicrelerine farklilagabilirken, plastisite 6zellikleri sayesinde diger

dokularin  karakteristik hiicrelerine de farklilasabilmektedirler. Bu hiicreler
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bulunduklar1 dokularda, “Mezengenezis hipotezi”ne gore ¢ogalma yonelim, seviye
ilerleme, farklilagma asamalarindan gegerek ilgili hiicre tipine farklilagirlar. Boylece

viicutta doku onariminin basrol oyuncular1 olarak goérev alirlar (Karadz & Ovali,

2004).

MKH’ler doku i¢inde uykuda olabilirler ancak yaralanma ve onarim
durumlarinda cogalirlar (Falanga, 2012). Doku kok hiicrelerinin veya progenitor
hiicrelerin dinamikleri dokudan dokuya degisir; 6rnegin kemik iligi, karaciger, akciger
ve bagirsakta kok hiicreler normal siireclerinde veya yaralanma sirasinda onarim i¢in
diizenli olarak ¢ogalirken (Lane vd., 2007; Fausto, 2004; Shaker & Rubin 2012; Han
vd., 2006), pankreas, kalp veya sinir sisteminde yaralanma sonrasi hasarli hiicrelerin
yerini almak i¢in ¢ogalirlar (Angelini vd., 2004; Mirotsou vd., 2011; Mansergh vd.,
2000; Bouwens , 1998; Lodi vd., 2011).

Kok hiicre mikrogevresinde bulunan fiziksel, kimyasal ve biyolojik sinyallerin
kombinasyonu, in vivo kok hiicre kaderinin yonlendiricileri olarak gdsterilmistir.
(Ohlstein vd., 2004). MKH’lerin farkli hiicre tiplerine farklilasmasini saglayan bazi
biyolojik ve kimyasal sinyaller belirlenmistir ve bu sinyal molekiilleri in vitro’da hiicre
farklilagtirma ¢alismalarinda kullanilmaktadirlar. MKH'ler iizerinde diizenleyici
etkileri olan biiyiime faktorleri arasinda; insiilin benzeri biiytime faktorleri (IGF),
vaskiiler endotelyal biiytime faktérii (VEGF), doniistiiricii biiyiime faktorii-beta
(TGF-P) stiper familyasmin iiyeleri, fibroblast biiylime faktorleri (FGF), trombosit
kaynakl1 biiytime faktorii (PDGF), epidermal biiylime faktorii (EGF) ve Wnt olarak
bilinen biiyiime faktorleri ailesi bulunmaktadir (Liu ve ark., 2009).

MKH'ler, proliferasyon ve farklilasmadaki onemli potansiyelleri nedeniyle
rejeneratif tip ve doku mithendisligi alanlarindaki uygulamalar i¢in miikemmel adaylar
olarak kabul edilmektedir (Mohammadian vd., 2015). Ayrica MKH'ler hematopoezi
destekleyen stromal hiicreler olarak da iglev gorebilirler (Prockop, 1997; Pittenger vd.,

1999).

MKH’ler bagka hiicrelere farklilagsma kapasitelerinin yani sira; hasarli hiicre ile
fiizyon yetenegine sahip olup (Dérnen & Dittmar, 2021), bilyiime faktorleri, sitokinler
ve kemokinler salgilayarak hasarli hiicre/doku onarimina katki saglar (Kalinina vd.,
2011). Migrasyon 6zellikleri sayesinde hasarli dokuya ulasabilirler (Fu vd., 2019). Bu

ozellikleri sayesinde rejeneratif tibbin gdzde aktorleri arasinda yer almaktadirlar.
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MKH’ler hem immun sistemi diizenleme hem de doku tamiri yapabilme
Ozellikleri nedeniyle son donemlerde olduk¢a yaygin arastirma ve uygulama alanina
sahiptir (Song vd., 2020). Bunun diginda arastirmacilar son zamanlarda MKH'leri, in
vitro genetik modifikasyon i¢in erisilebilirlikleri ve ¢ogunlukla in vitro kiiltiirlerinin
verimliligi nedeniyle gen terapisi ¢alismalarinda siklikla kullanmaktadir. Bu hiicreler
gen aktarimi i¢in uygundur ve bu nedenle ¢ogalmayi tesvik etmek, belirli hiicre soyuna
farklilasmay1 artirmak ve yaslanmayi Onlemek i¢in genetik manipiilasyon igin

miikemmel adaylardir (Mohammadian vd., 2015).
Klinik kullanimda MKH uygulamalart ile;
1) Direkt parakrin etkilerle doku yenilenmesi/onarimi,
2) Immun diizenleme,
3) Hiicre engrafmaninda destek saglanmasi hedeflenmektedir.

MKH’lerin o6zellikleri, elde edildikleri kaynaklara, izolasyon ydntemlerine,
kiiltiir ortamlarina ve kosullarina gore bazi degisiklikler gosterebilir. Ancak
Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (International Society of Cellular Therapy,

ISCT) tarafindan 2006 yilinda MKH’ler icin baz1 belirleyici kriterler getirilmistir:

* MKH’lerin, in vitro ortamda plastik kiiltiir kabina yapisan kiiltiir olugturmalar:

gerekmektedir ve morfolojik olarak fibroblast benzeri, uzun, ince ve yassi hiicrelerdir.

* MKH’ler CD90, CD105, CD73 yiizey belirteglerini pozitif ifade ederken;
CD34, CD45, CD14, CD79a, CD11b, CD19 ve HLA-DR gibi hematopoietik yiizey

antijenlerini negatif olarak ifade etmelidir.

* MKH’ler in vitro ortamda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilagsma

kapasitesine sahip olmalidir.
Bunlarin disinda MKH’lerin ortak 6zellikleri:

* MKH’ler, kendilerini yenileyebilme ve farklilasarak cesitli hiicre tiplerine
dontigebilme 6zelligine sahiptirler. MKH’ler, osteosit, kondrosit, adiposit, miyosit,
kardiyomiyosit, hepatosit, pankreatik beta hiicre, noron, astrosit, oligodendrosit,
endotelial hiicre, epitelial hiicre, melanosit, makrofaj, dendritik hiicre, mast hiicre,
lenfosit gibi farkli hiicre tiplerine doniisebilirler (da Silva Meirelles vd., 2006;
Lakshmipathy & Verfaillie, 2005).
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* MKH’ler, immiinomodiilatér ve immiinsupresif Ozelliklere sahiptirler.
Bagisiklik sistemi hiicreleri ile etkileserek bagisiklik yanitlarini diizenleyebilir, immiin
baskilanma ve toleransi tesvik edebilirler (Paladino vd., 2017). MKH’ler, T hiicreleri,
B hiicreleri, dogal oldiiriicii hiicreler, dendritik hiicreler, makrofajlar, nétrofiller,
eozinofiller, bazofiller, mast hiicreleri, trombositler gibi bagisiklik sistemi hiicrelerinin
aktivasyonunu, proliferasyonunu, farklilagmasini, migrasyonunu ve sitokin salinimini
etkileyebilirler (Miiller vd., 2021; Murphy vd., 2013; Uccelli vd., 2008). Interlkin
(IL)-1, IL-2, IL-12, tiimdr nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve interferon-gama (INF vy)
gibi enflamatuar molekiillere yanit olarak, MKH'ler, bircok bagisiklik hiicresi tiirii
arasinda karmasik geri besleme mekanizmalari ile bir dizi bliylime faktorii ve anti-
enflamatuar protein salgilar (Demircan vd., 2011). Anahtar immiinmodiilasyon
sitokinleri arasinda IL-10, IL-6, transforme edici biiylime faktorii beta (TGF-B1),
kemokinler (CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1p), CCL5 (RANTES),
CCL7 (MCP-3), CCL20 (MIP-3a), CCL26 (eotaxin-3), CXCL1 (GROa), CXCL2
(GROB), CXCL5 (ENA-78), CXCL8 (IL-8), CXCL10 (IP-10), CXCLI11 (i-TAC),
CXCL12 (SDF-1), CX3CL1 (fractalkine), IL-8, GROa, MCP-1, RANTES, SDF-1
gibi), indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO), VEGF, Interselliiler adezyon molekiilii
(ICAM), prostaglandin E2 (PGE2), IL-4, hepatosit biiyiime faktorii (HGF)
bulunmaktadir (Uccelli ve ark., 2008; Kyurkchiev vd., 2014; Song vd., 2020).
MKH'ler, T hiicreleri, dogal o6ldiiriicii hiicreler (NK), B hiicreleri, monositler,
makrofajlar ve dendritik hiicreler dahil olmak iizere bir¢ok enflamatuar bagisiklik

hiicresinin ¢gogalmasini ve islevini dnlerler (Kyurkchiev vd., 2014).

* MKH’ler, homing ve migrasyon 6zelliklerine sahiptirler (Ding vd., 2011; De
Becker & Riet, 2016; Fu vd., 2019). Hasarli veya inflamatuvar dokulara yonelerek,
doku onarmmina ve rejenerasyonuna katki saglayabilirler. Bu dokulardan salinan
kimyasal sinyallere cevap vererek, hiicre yiizeylerindeki reseptorler araciligiyla bu

dokulara tutunabilir ve gog¢ edebilirler (Ullah vd., 2019).

Cesitli hastaliklar ya da travma kaynakli hiicre, doku ve organ kayiplarinin hiicre
tabanli rejeneratif tedavisinde kullanilan kok hiicre kaynaklari arasinda eriskin
dokulardan izole edilen mezenkimal kok hiicreler; teratojenik ve immunojenik
olmamalar1 nedeniyle on plana c¢ikmaktadir. Major histo-uyumluluk kompleksi
(MHC) simif I’in (insan 16kosit antijeni sinif I'in (HLA-I)) diisiik yiizey ekspresyon
seviyesi ve MHC smif II (HLA-II) ekspresyonunun olmamas1 MKH’lerin allojenik
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alicilarin immiinolojik gézetiminden kagmasini saglar (Le Blanc vd., 2003; Wang vd.,
2019). MKH'lerin biyolojisi hakkinda artan bilgiler, bu hiicrelerin olas1 klinik
kullanimlar1 hakkinda yeni bilgiler saglamistir ve bu hiicrelerin klinik kullanimlar1 son
zamanlarda oldukca artmistir (Wang vd., 2018.; Kalaszczynska & Ferdyn, 2015;
Contreras, vd., 2016).

Laboratuvar ortaminda farkli tipte kok hiicreler ¢ok cesitli kaynaklardan elde
edilebilmektedir. Hiicresel tedavilerde, kok hiicrelerin insanlara uygulanabilmesi i¢in
en 6nemli adim, uluslararas1 kabul edilmis standartlarda IIU ortaminda iiretilmesi,
cogaltilmasi, klinik kullanim kalitesine sahip olmasi ve ileride kullanilabilmesi
amaciyla bankalanabilmesidir. Insanlara uygulanacak hiicresel tedavi iiriinleri, I[ITU
kosullarinda iiretildikten ve gerekli kalite kontrol testlerinden gectikten sonra,
iilkelerin Saglik Bakanliklarinin kontroliinde etik diizenlemeler ve yonetmeliklere
uygun sekilde, ilgili otoritelerce izin verildigi takdirde klinik deneme ve klinik
aragtirma kapsaminda kullanilmaktadir (National Academy of Sciences 2014;
Zakrzewski vd., 2019). Klinik kullanima uygun MKH’lerin [iU ortaminda iiretilerek

kullanilabilir hale getirilmesi ciddi bir teknoloji, alt yap1 ve deneyim gerektirmektedir.
2.3. Gobek Kordonu Mezenkimal Kok Hiicreleri

Anatomik olarak gobek kordonu, iki umbikal arter ve bir umbilikal venden
olusur. Her ikisi de Wharton Jeli (WJ) olarak bilinen ve daha sonra amniyotik epitel
ile kaplanan, 6zel bir mukoza proteoglikan bakimindan zengin matris i¢ine gomiiliidiir
(Kim vd., 2013; Spurway vd., 2012) (Sekil 2.3.). Bu yap1 damarlarin sikismasini ve
burulmasini 6nledigi i¢in, islevi 6zellikle 6nemlidir; boylece anne ile fetiis arasinda
¢ift yonli kan transferinin siirdiiriilmesinde hayati bir rol oynar ve bu da fetiisiin
diizgiin gelisimi i¢in kritik Oneme sahiptir. Damarlarin ¢evresini saran WJ,
glikozaminoglikanlar (¢cogunlukla hiyaliironik asit), kolajen lifler, miyofibroblastlar
ve ara sira mast hiicreleri igeren ekstraseliiler matriksten olusan jelatinimsi bir bag

dokusudur (Stefanska vd., 2020).
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Sekil 2. 3. Insan gdbek kordonunun kesit diyagrami (Kim vd., 2013)

MKH'ler, gébek kordunun c¢esitli bolmelerinden izole edilmistir. Bunlar;
umbilikal venin subendotelyal tabakasi, umbilikal kord astar1 ve perivaskiiler
bolgesiyle birlikte Wharton Jeli’dir. (Stefanska vd., 2020). WJ, bahsedilen bu gébek

kordonu pargalar1 arasinda en popiiler MKH kaynagidir.

IIk olarak 1656 yilinda Thomas Wharton tarafindan tamimlanan insan gobek
kordonunun ilkel bag dokusu olan WJ’den hiicreler ilk kez McElreavey ve arkadaslari
tarafindan izole edilmistir (McElreavey vd., 1991). Eksplant kiiltiir yontemi ile ilk kez
izole edilen bu hiicreler morfolojileri ve hiicresel proteinlerin ekspresyonu bakimindan
fibroblast olarak karakterize edilmis olup daha sonralar1 yapilan c¢aligmalar ile bu
hiicrelerin kas hiicrelerinin 6zelliklerine de sahip oldugu ve bu nedenle tipik
fibroblastlar olmadiklar1 ortaya konmustur (Takechi vd., 1993; Kobayashi vd., 1998).
Wl'den elde edilen benzersiz hiicre popiilasyonunun, MKH'ler i¢in karakteristik

ozellikler sergiledikleri ISCT tarafindan bildirilmistir (Dominici vd., 2006)

WIJ, ozellikle MKH'ler agisindan zengindir. Subramanian ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢aligma, gébek kordonunun bu bélgesinde bulunan hiicrelerin
kok hiicre ozellikleri bakimindan en zengin hiicreler oldugunu ortaya koymustur
(Subramanian vd., 2015). WJ'den elde edilen MKH'ler, etik kaygilar olmadan,
dogumdan sonra tibbi atik olarak degerlendirilen bir dokudan kolayca izole

edilebildigi i¢in son yillarda ¢ok dikkat cekmistir.

MKH'lerin kokliiliikk (stemness) ve bagisiklik ozellikleri, yetiskin kaynakli
MKH'lere kiyasla fetiis kaynaklit MKH'lerde daha gii¢lii bir sekilde ifade edilmistir.
Bu amagla, WJ'nin geng yasi, bu fetal kokenden elde edilen MKH'lerin, kemik iligi
veya yag gibi daha yagl, yetiskin doku kaynaklarindan izole edilenlere gore ¢ok daha
proliferatif, immiinosupresif ve hatta terapdtik olarak aktif kok hiicreleri

sergileyecegini diislindiirmektedir (Kim vd., 2013). Bu hiicreler ayrica, hastalik
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geemisi ve dokular lizerinde yasam tarzindan kaynaklanan etkiler gibi daha az ¢evresel
miidahaleye maruz kalan korunmus bir yenidogan dokusundan tiiretilen ¢ok geng
hiicreler oldugundan; terapotik uygulamalarini destekleyebilecek daha homojen bir
hiicre popiilasyonu elde edilmesi soz konusudur (Fazzina vd., 2015; Paladino vd.,

2017).
2.3.1. WJ-MKH’lerin izolasyonu

WIJ-MKH’leri hem enzimatik hem de eksplant olarak iki farkli sekilde izole
edilebilir (Stefanska vd., 2020; Mebarki vd., 2021). Enzimatik izolasyon, kordon
dokusunun sindirimi i¢in kollajenaz gibi proteazlarin kullanimmna dayanirken;
eksplant izolasyon, MKH'lerin kordon matrisinden doku kiiltiirii kabinin plastik
ylizeyine go¢ etme kabiliyetine dayanmaktadir. Eksplant izolasyon yontemi, mekanik
doku parcalanmasinit ve ardindan hiicre kiiltiirii kaplarina yerlestirilmesini igerir.
Kiiltlir kabina uygun sekilde yerlestirilen dokulardan ¢ikan hiicreler plastik ylizeyde
cogalarak genislerler. Enzimatik izolasyon yontemi ise, kiiltiir kaplarina aktarilmadan
once parcalanmis dokunun kollajenaz gibi proteazlar ile (enzimatik soliisyonlar)

inkiibasyonu i¢in ek bir adim gerektirmektedir (Mushahary vd., 2018).
2.3.2. WJ-MKH’lerin immunfenotipik ve genomik ozellikleri

Bu hiicreler, MKH'ler i¢in asgari kriterlere uymasimin yani sira, pluripotent
embriyonik kok hiicre belirteglerinden POUSF1 (Oct-4), SOX-2, NANOG, REX-1
(Zinc finger protein 42), LIN28, SSEA-4’1i de ifade ederler (Fong vd., 2011; Gao vd.,
2013; Musial-Wysocka vd., 2019). Ayrica integrin belirteclerinden CD29 ve CD51°1
(Wang vd., 2004); adezyon molekiillerinden CD44, CD146 (Amable vd., 2014) ve CD
105’1 (Wang vd., 2004) de ifade etmektedir. MKH'lerin varligin1 dogruladig:
varsayllan CD24 ve CD108'in ekspresyonu da yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir
(Wetzig vd., 2013; Subramanian vd., 2015).

W1, rejeneratif ve rekonstriiktif tip i¢in 6zellikle cazip bir mezenkimal kok hiicre
kaynagi gibi goriinmektedir. Bununla birlikte, HLA-ABC (major histo-uyumluluk
kompleksi I-MHC sinif I olarak da adlandirilir) ifadesine iliskin raporlar aragtirmacilar
arasinda tutarsiz olsa da (Stefanska vd., 2020; Vieira Paladino vd., 2019), HLA-DR
(MHC sinif II) ifade etmemeleri, bu hiicreleri allojenik nakiller i¢in umut verici

adaylar haline getirmektedir (Xu vd., 2014; Wang vd., 2019).
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2.3.3. WJ-MKH’lerin immunomodiilator 6zellikleri

WIJ-MKH'lerin en ilging biyolojik 6zellikleri bagisiklik tepkilerini modiile etme
yetenekleridir (Sekil 2.4.). Etki mekanizmalar1 net olarak tanimlanmamais olsa da hem
hiicre-hiicre temas1 hem de ¢oziiniir faktérler WJ-MKH aracili bagisiklik tepkilerinin
kilit yonleridir (Mebarki vd., 2021). WJ-MKH’lerin immiinomodiilator 6zellikleri ilk
olarak, periferik kan mononiikleer hiicre proliferasyonunu baskilamalar1 ve allojenik
veya ksenojenik immiin hiicrelerin proliferasyonunu uyarmamalar ile in vitro

caligsmalarda gdsterilmistir (Weiss vd., 2008; Zhou vd., 2011).

Cesitli raporlar MKH’leri immiin ayricalikli veya hipoimmiinojenik hiicreler
olarak tanimlamaktadir; diisiik seviyelerde MHC sinif I ve kostimiilator CD40, CD80
ve CD86 eksprese ederler. Ayrica, IFN-y ile muamele sonrasinda Ki-MKH'lerde
HLA-DR ekspresyonunun arttiginin goézlemlenmesine ragmen, WJ-MKH’lerde bu
etkiyi tespit edilmemektedir (Vieira Paladino vd., 2019). WJ-MKH’ler, ozellikle
embriyoya kars1 bagisiklik temelli tepkilerden kaginmada onemli bir rolii oldugu
bilinen 16kosit antijeni G6 (HLA-G6), IDO ve prostaglandin E2 (PGE2) gibi bagisiklik
baskilama proteinlerinin ekspresyonunu da yiiksek seviyede sergilemektedirler (Weiss

vd., 2008).

MKH'ler, T hiicreleri, NK, B hiicreleri, monositler, makrofajlar ve dendritik
hiicreleri de i¢inde bulunduran birgok enflamatuar bagisiklik hiicresinin ¢ogalmasini
engeller ve islevlerini 6nler (Corcione vd., 2006; Burr vd., 2013; Huang vd., 2022)
(Sekil 2.4.).

WIJ-MKH'lerin NK’lerin sitolitik aktivitesini inhibe ettigi ve T lenfosit
aktivasyonunda yer alan immiin yanitla iligkili antijenleri ifade etmedigi (Weiss vd.,
2008), lenfositlerle ortak kiiltiire (ko-kiiltiir) edildiginde TGF-f1 ve IFN-y
salgilanmas1 azalttigi gosterilmistir (Zhou vd., 2011). WJ-MKH’ler tarafindan
salgilanan sitokinlerin ve otokrin olarak salgilanan IL-10 etkisi altinda dendritik
hiicreler, MHC simif II ve B7 molekiillerinin diisiik ekspresyonunun yani sira daha
yiiksek IL-10 salgilanmasiyla karakterize edilen olgunlagsmamis tolerojenik bir fenotip

kazanirlar (Kyurkchiev vd., 2014; Deng vd., 2014).
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Sekil 2. 4. MKH aracili immiinomodiilasyonun bagisiklik hiicreleri tizerindeki etkisi

(Huang vd., 2022).

MKH'ler esas olarak dogustan gelen ve adaptif bagisiklik hiicreleriyle dogrudan
hiicre temas1 ve MKH'lerin parakrin mekanizmasi tarafindan tiretilen ¢ok islevli salgi
yoluyla immiinomodiilator etkiler sergiler. Sekil 2.4.’te gosterildigi gibi; MKH'ler
cogunlukla immiinosupresif etki gosterirken (kirmizi inhibitor), Treg hiicrelerinin
olusumu, Th2 farklilasmas1 ve M2 makrofaj polarizasyonu (yesil oklar) lizerinde
pozitif diizenleme gergeklestirir. Cesitli sitokinler, kemokinler, sinyal molekiilleri ve
biiytime faktorleri bu mekanizmada yer alir ve bagisiklik yanit1 agir1 aktive oldugunda

veya az aktive oldugunda bagisiklik homeostazini korur (Huang vd., 2022).

Donders ve arkadaslar1 anti-enflamatuar molekiillerden CD200 veya PDL1
(Programlanmis 6lim ligand1 1)’in WJ-MKH'lerde artan bir ifade sergilediklerini
bildirmistir (Donders vd., 2018).

WIJ-MKH’ler T hiicreleri ile ko-kiiltiire edildiginde BCL2L10 (Bcl-2 benzeri
protein 10), BAK1 (Bcl-2 benzeri protein 7) ve BIK (Bcl-2-interacting killer) gibi pro-
apoptotik gen ekspresyonlarinin artigini saglamakta ve BCL-2 ve BIRC3 gibi anti-
apoptotik genlerin ise ekspresyonunda diisiise neden olmaktadir (Karadéz vd., 2017;
Deng vd., 2014). Bu veriler, WJ-MKH’lerinin aktif T hiicrelere karsi apoptotik
Ozelliklerinin oldugunu diisiindiirmektedir (Stefanska vd., 2020).
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WIJ-MKH'ler hem dogrudan hiicreden hiicreye temas hem de salgilanan ¢ozilintir
faktorler yoluyla T hiicrelerinin aktivitesini etkileyen genis immiinomodiilator
ozellikler sergilemektedir. WJ-MKH'ler tarafindan uygulanan immiinomodiilator
etkilerin, hiicre yaslanmasina, hiicreden hiicreye bagli olarak oOrnekler arasinda
farklilik gosterebilecegini ve ayrica alicilarda (monositler ve lenfositler) mevcut olan
igsel degiskenliklerden etkilenebilecegini dikkate almak onemlidir (Paladino vd.,

2017).
2.4. Apoptoz

Hiicrelerde patolojik ve fizyolojik olarak iki farkli sekilde oliim gercgeklesir.

Apoptoz bunlardan fizyolojik olanidir, patolojik olanina ise nekroz ad1 verilir.

Atoptoz, inflamasyonun ortaya ¢ikmasini 6nleyen aktif, programlanmis otonom
hiicresel parcalanma siireci olarak tanimlanir. Nekroz ise, inflamatuar hiicresel
igeriklerin kontrolsiiz salinimi ile ¢evresel bozulmalardan kaynaklanan pasif, kazara
hiicre 6liimii olarak karakterize edilmektedir (Fink & Cookson, 2005). 1972 yilinda ilk
kez Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan kullanilan ve kelime anlami olarak “ayri
diismek™ (apo: ayri, ptosis: diismek) anlamina gelen ‘apoptoz’ terimi; programli hiicre
Olimiinii ifade etmektedir (Kerr vd., 1972). Apoptoz, embriyonik dénemden
baslayarak bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte rol alir. Bir dizi gen tarafindan kontrol
edilir (Jan & Chaudhry, 2019) ve DNA hasari, sitotoksik molekiiller, cesitli i¢ ve dis

sinyaller araciligiyla apoptoz mekanizmalar1 aktive olabilir.

Apoptoz siiresince proteinler programli olarak proteolitik aktiviteye maruz
birakilirlar ve parcalanan bu proteinler tiim hiicre boyunca yayilarak apoptotik sinyal
olusturup hiicresel yikima sebep olur. Apoptoz uyarisi alan hiicre, kontakt inhibisyon
ile baglantisin1 keser. Apoptoz, nekrozun aksine tek bir hiicrede meydana gelir. Na,
K", CI' iyon kanallar1 kapanarak hiicre i¢i ve disi arasindaki molekiil gegisleri
durdurulur, aktin ve lamininlerin ayrilmasiyla hiicrenin iskelet yapis1 bozulur ve hiicre
biiziisiir (Fink & Cookson, 2005; Kunzelmann, 2016). Apoptoz sonucu biiziisen
hiicrelerde kromatin yogunlagsmasi meydana gelerek piknotik bir gériiniim olusur.
Hiicre membran biitiinliigii genel olarak korunurken, hiicre membraninda yer alan
fosfotidil serinler hiicre zar1 i¢ kismindan dis kisma dogru taginir ve membranda porlar
olusur. Tiim hiicre organelleri kiiciiliir ve par¢alanarak hiicre membraniyla birlesirler.

Tomurcuklanarak kopup apoptotik vezikiil meydana getirirler. Makrofajlar tarafindan
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taninan apoptotik vezikiiller enflamasyon olusmadan makrofajlar tarafindan fagosite
edilerek ortadan kaldirilirlar (Nakano vd., 1997). Apoptotik hiicreleri fagosite eden
hiicreler ortama antienflamatuvar sitokinleri salgilamadigindan, apoptoz siirecinde

enflamatuvar cevap olugsmaz (Nakano vd., 1997).

Apoptozun diizenlenmesinde bir dizi protein (kaspaz ailesi, p53, sitokrom C),
molekiiller (Bcl-2 kalsiyum, seramid) ve mitokondriler gérev alir. Bu molekiiller anti-

apoptotik olabildigi gibi pro-apoptotik 6zellikler de sergileyebilir.
2.4.1. Apoptozda gorev alan molekiiller ve molekiiler diizenleyiciler
2.4.1.1. Kaspazlar

Apoptoz mekanizmasinin kilit enzimleri olan kaspazlar aspartik asit-sistein
kompleksi i¢eren proteazlardir. Apartik asitten sonraki peptit baginmi kirarak etkinlik
gosterirler. Su ana kadar 14 farkl kaspaz izoformu tanimlanmistir ve hiicre iginde
inaktif (pro-kaspaz) halde bulunurlar. 100 farkli proteini keserek apoptozda etkin rol
alirlar. Kaspaz ailesi apoptotik sinyal ile kaspaz kaskati olusturur ve birbirlerini
proteolitik yikim ile aktif forma dontstiiriirler. Kaspazlar yapisal 6zelliklerine ve

fonksiyonlarina gore {i¢ gruba ayrilirlar.
Baslatici kaspazlar: Kaspaz 2, §, 9, 10
Efektor kaspazlar: Kaspaz 3, 6, 7
Inflamatuar kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14.

Apoptotik sinyallere yanit veren baslatict kaspaz ailesi adaptdr proteinle
kompleks olusturarak efektér kaspazlar1 aktiflestirirler. Efektor kaspazlar
aktiflestikten sonra hiicre iskeleti proteinlerini parcalayarak hiicre morfolojisini
degistirir. Inflamatuar kaspazlar ise uzun prodomain igerir ve inflamatuar siireclerde

gorev alir (Fink & Cookson, 2005).
2.4.1.2. p53

p53 proteinleri, DNA’da bir hasar meydana geldiginde aktifleserek hiicre
dongiisii regililasyonu, apoptoz, DNA tamiri ve hiicre yaslanmasini kapsayan
antiproliferatif etki gosterir. DNA’daki hasar eger tamir edilemeyecek diizeydeyse,
p53 tarafindan Bax, Apaf-1 ve Fas yapimi artirilarak apoptoz indiiklenir. p53’iin Bel-
2 siiper protein ailesinde pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein dengesinin

diizenlenmesi iizerinde de rolii oldugu bilinmektedir. Genotoksik bir olay sonucu DNA
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hasar1 meydana geldiginde p53’ler dogduran DNA’ya baglanarak hiicre dongiisiiniin
G1’de durmasinmi saglayarak tamir mekanizmalarinin devreye girmesi i¢in zemin

hazirlar ya da tamir edilemeyecek bir durumdaysa hiicreyi apoptoza gonderir (Pucci

vd., 2000).

p53 ayn1 zamanda bir transkripsiyon faktorii olarak da gorev yapar. DNA hasari,
hipoksi, viral transformasyon, onkogen aktivasyonlari, niikleotid diizensizligi gibi
etmenlerle ortaya ¢ikan hasarli hiicrenin proliferasyonunu engellemek {izere bir dizi
gen ekspresyonunu aktiflestirir. BOylece tlimorgenez siirecinin baslamasini

engelleyebilir (Pucci vd., 2000).
2.4.1.3. Bcl-2 Ailesi

Apoptozda temel gorev alan molekiillerden biri B hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2)
sliper protein ailesidir. Bu aile bir¢ok iiye icermekte olup, iiyeler iki gruba ayrilir: Anti-
apoptotik (apoptozu inhibe eden) liyeler yapisal ve fonksiyonel olarak Bcl-2 ile yiliksek
homoloji gosterirken, pro-apoptotik (baslatan ve devam etmesini saglayan) iiyeler Bcl-
2’ye daha diisiik homoloji gosterir. Pro-apoptotikler; Bax, Bad, Bid, Bak, Bim, Bcl-xs
Puma ve Noxa iken; anti-apoptotikler ise, Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, Bfl-1, Bel-w, BHRL—
1 ve Brag-1’dir (Pucci vd., 2000).

Hiicre, 6liim sinyali aldiginda, farkli bolgelerde yer alan Bcl-2 ailesi iiyeleri bir
araya gelir ve degisime ugrayan Bcl-2 protein ailesi kompleksi, mitokondrinin dis
membranina entegre olarak membran potansiyelini bozar, apoptoz medyatdrlerin
salinimini arttirarak apoptozu baslatir. Anti-apoptotik proteinler Ca*? iyonlarin

transportunu diizenleyerek apoptoz regiilasyonunu saglar (Qian vd., 2022).
2.4.2. Apoptoz mekanizmalari
2.4.2.1. Intirinsik (Mitokondriyal aracilv/ig) yolak

Intirinsik apoptoz yolagim aktiflestiren etmenler arasinda hiicre igi sinyaller,
serbest radikaller, DNA hasar1, hipoksi, endoplazmik retikulum (ER) stresi,
sitozoldeki Ca™ konsantrasyonundaki artis, toksinler, biiyiime faktorlerinin ve
hormonlarin yoklugu, viral enfeksiyonlar ve mitokondriyal hasarlar bulunmaktadr. I¢

ve dis yolaklar birbirlerini tetikleyebilir.

Mitokondriyal aracili olan bu yolagin ana diizenleyicileri Bcl-2 protein ailesidir.

Bu pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin arasindaki denge, hiicrenin apoptoz
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kararinda etkilidir. Bcl-2 proteinleri Sitokrom C salimimi iizerinden apoptotik
diizenlemede gorev alirlar (Qian vd., 2022). Bax ve Bad, mitokondri membraninda
bulunan pro-apoptotik proteinlerdir. Saglikl hiicrelerde monomer haliyle serbest halde
bulunurlar ancak o6lim sinyali durumunda pro-apoptotik etki gostermek {iizere
mitokondri dis membranina yerlesirler. Mitokondri dis membrandaki Bak’lar
oligomerize olarak mitokondri membraninin iyon gecirgenligi bozar ve bir¢ok
apoptotik molekiiliin disar1 salinmasini saglar (Cory & Adams, 2002). Mitokondriden
salinan proteinler baglica; sitokrom C, ikincil mitokondri kdkenli kaspaz aktivatorii
(Smac) baglanma proteini (DIABLO), apoptoz indiikleyici protein (IAP), dogrudan
apoptoz inhibitor faktor (AIF), OMlI/yiiksek sicaklik proteini A (HtrA2) dir (Hussar,
2022).

Mitokondriyal membranindan sitozole salinan sitokrom C sitozolik bir protein
olan APAF-1 (apoptoz proteaz-aktivatdr faktor 1) ve kaspaz 9 ile birleserek
“apoptozom” kompleksini meydana getirir. Apoptozom kompleksi, efektor
(sonlandirict) kaspazdardan prokaspaz 3’1 aktif kaspaz 3’e doniistiiriir (Dagdeviren,

2021).

Mitokondriden disariya salinan Smac/DIABLO veya Omi/HtrA2 protein
kompleksleri, apoptoz protein inhibitorlerine (IAP) baglanarak kaspaz 3/9 kaskatini
aktiflestirir (Yang vd., 2003). Mitokondriden salgilanan apoptoz indiikleyici faktor
(AIF) ise direkt olarak ¢ekirdege transloke olur ve Endoniikleaz-G araciligiyla
DNA’y1 pargalayarak apoptozu aktiflestirir (Dagdeviren vd., 2021).

2.4.2.2. Ekstrinsik (Reseptor aracili/Dis) yolak

Ekstirinsik yolak, hiicre membraninda bulunan 6liim reseptorleri araciligiyla
olugmasindan dolayr “6liim reseptorii yolu” olarak da bilinir. Hiicre zar1 integral
proteini olan 6liim reseptorleri, spesifik 6liim ligandlarinin baglanmasiyla aktive olur.
Oliim reseptor ailesi, Tiimor nekrozis faktdr reseptorii (TNFR) siiper ailesinden olusur.
FAS (Apol veya CD95) ve TNFRI1 (p55 veya CD120a) en iyi bilinen iiyelerdir. FAS
ligand1 (FasL) Fas reseptorlerine; TNF ve lenfotoksin o TNFR-1lere; Apo3 ligandi
DR3’e; TRAIL’ler DR4 ve DRS reseptorlerine baglanir (Adams & Cory, 2001;
Spierings vd., 2004).

Dis yolakta etkili tim transmembran reseptorler spesifik 6liim bolgesine (Death

Domain: DD) sahiptir ve ligand ile baglandiginda bu domainler aktiflesir (Elmore vd.,
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2007). Oliim domainine sahip olan FasL (FADD: FAS Adaptor Protein with Death
Domain) ve TNF (TRADD: TNFR Adaptér Protein with Death Domain) olarak
adlandirilmaktadir. Gelen 6liim sinyalleri ile trimerik bir yap1 kazanarak aktive olan
FADD’lar, oliim domainlerinin etkilesimi ile prokaspaz 8’lere baglanirlar. Bu
baglanma olim tetikleyici sinyal kompleksini (DISC: Death Inducing Complex)
meydana getirir. DISC, kaspaz 8/10 ve kaspaz 3/7 kompleksini aktiflestirerek hiicre
6ltimiine neden olur (Elmore vd., 2007). Bu durum sonucunda apoptoz direkt (tip 1)
veya dolayl (tip 2) olarak gerceklesebilmektedir. Dig Oliim sinyalleri araciligi ile
baslayan bu apoptotik mekanizma, intirinsik yolak proteini olan BID proteininin
tBID’e doniistiiriilmesiyle devam edebilir (Sekil 2.5.) (Elmore vd., 2007; Dagdeviren,
2021; Wani vd., 2023).

Oliim ligand
TNF-a, FASL, TRAIL

Oliim reseptorii

INFRI, FAS,DRS Ekstrinsik Yolak Intirinsik Yolak
g Adaptor: FADD, TRADD | intivinsik Oldiiriicii Uyaranlar: }
a Pfo-kaspuL R ' DNA hasari, ER stresi, metabolik Mifokondri
P]I’Ofkaspaz ]0; stres ve hipoksi
' § Yalnizea BH3 proteinleri, -
g YT e
' MCLI . Q]tokrom C
Aktif
- BAX ve BAK
gﬁ»q.’ﬁ_/ -
.. BID tBID : .
" Kaspaz 8 H e APAF 1 Apoptozom
Kaspaz [0 V SMAC uhgomcn/ 1Syonu P p
\
PR J— -ijaz 9
- Kaspaz3 Kaspaz 3
: Kaspaz:7 Kaspaz 7

Sekil 2. 5. Apoptozda intirinsik ve ekstirinsik yolaklarimin molekiiler aktivasyon

mekanizmasinin temsili ¢izimi (Wani vd., 2023).
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2.4.2.3. Perforin/Granzim yolagi

Bu yolakta sitotoksik T hiicreleri ve dogal katil hiicreleri apoptoza yol agar.
Perforin, PRF-1 geni tarafindan kodlanip hedef hiicrenin membranin por olusumundan
sorumlu bir glikoproteindir. Hiicre membranina fosfolipidler araciligiyla tutunarak
membranda Ca™ iyonlar1 aracili olarak polimerize olur ve por olusumunu saglar.
Granzim B ise, bir serin proteaz olup kaspazlar gibi aspartat rezidiilerindeki peptid
baglarin1 hidrolize eder. Lenfositlerden salinan Granzim B, perforin araciligiyla hiicre
icine girer, prokaspaz 3 ve 10’u aktive ederek mitokondri aracili apoptoz ile hiicre

Oliimiine neden olur (Metkar vd., 2003).
2.4.3. Apoptoz tayin yontemleri

Apoptoz tayin yontemleri asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Tablo 2. 1. Apoptoz tayin yontemleri (Giiles & Eren, 2008)

Hematoksilen eozin boyamasi: HE
boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyar,
boylece apoptotik hiicreler nukleus morfolojisine

Morfolojik Tsik gore degerlendirilir.

goriintiileme mikroskobu Giemsa boyamasi: nukleus morfolojisi esas

alinarak apoptotik hiicreler taninir. Sitoplazma
sinirlar1 hematoksilen boyamaya gore daha iyi

secilebilmektedir.
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Tablo 2. 1. (Devam) Apoptoz tayin yontemleri (Giiles & Eren, 2008)

Floresan

Mikroskobu

Propidium Iodide (PI) /Hoechst Dye
Floresan boyalarin kullanilmasiyla yapilan bir
boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya
baglanabildikleri i¢in hiicrenin kromatini
(dolayisiyla niikleusu) goriiniir hale gelebilir. Canli
ve Olii hiicre ayrimin1 yapabilmek i¢in, canli veya
Ol tiim hiicreleri boyayabilen bir boya (6rn.
Hoechst boyasi) ile sadece 6lii hiicreleri
boyayabilen bir bagka boya (6rn. PI) beraber
kullanilir. Membrani saglam olan (canli) hiicreler,
PI ile boyanmazken, 6lii veya canli tiim hiicrelere

girebilen Hoechst boyasi ile boyanirlar.

Elektron
Mikroskobu

Morfolojik degisikliklerin en dogru
gozlendigi yontemdir. Sitoplazmik kiigiilme,
kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu

izlenebilir. Mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da
nukleus membraninin biitlinliigliniin bozulup
bozulmadigi gibi subselliiler detaylar da
incelenebilir. Gold standart olarak kabul edilen

yontemdir.
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Tablo 2. 1. (Devam) Apoptoz tayin yontemleri (Giiles & Eren, 2008)

Faz-kontrast

Mikroskobu

Hiicre kiiltiirii ortaminda 6lii hiicreler
yapistiklari alt tabakadan ayrilarak besiyeri iginde
yiizerler. Bu hiicreler faz kontrast mikroskobu ile

gozlenebilir. Bunun yani1 sira mitoza giden hiicreler
de faz kontrast mikroskobuyla gézlenebilir ancak
bu hiicreler ayn1 zamanda apoptotik hiicrelerin
erken evredeki goriintiileri ile karigtirilabilir. O
nedenle de ayrimlart hemen hemen imkansizdir.
Faz kontrast mikroskobu ile apoptotik hiicreler

iizerinde gelisen cepcikler (blebs) izlenebilir.

Histokimyasal

Yontemler

Annexin V

Y ontemi

“Annexin V”in apoptotik hiicrelerde hiicre
zariin disina transloke olan fosfatidilserine olan

afinitesinden yararlanilarak tayin edilir.

TUNEL

Y ontemi

DNA kariklarinin in situ taninmasina olanak
saglar. Boylece, dokudaki —parafin veya donmusg
kesitlerde-veya hiicre kiiltiiriindeki her bir

apoptotik hiicre saptanabilir.

M30 Yontemi

Apoptotik hiicreler, sitokeratin 18’in
kaspazlarin etkisiyle kirilmasi sonucu agiga ¢ikan
yeni antijenik bolgenin immunohistokimyasal
yontemle boyanmasi prensibine gore belirlenirler.
Sadece sitokeratin 18’1 eksprese eden dokularda

kullanilmas1 mimkiindir.

Kaspaz 3

Y Ontemi

Sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif
kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama metoduyla

belirlenebilir.
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Tablo 2. 1. (Devam) Apoptoz tayin yontemleri (Giiles & Eren, 2008)

Biyokimyasal

Yontemler

Agaroz Jel

Elektroforezi

pargaciklara ayrilmasina neden olur. Bu enzim
kalsiyum ve magnezyum bagimli olup, DNA’da
tipik olarak 180-200 baz ¢ifti ve katlar1 bigiminde
bir par¢alanmaya yol agar. Bu par¢alanma paterni,
agoroz jel elektroforezinde merdiven bigiminde
“ladder pattern” izlenir ve apopotoz igin tipiktir.

Agaroz jel elektroforez giivenilir sonuglar veren

Apoptotik hiicrelerdeki endoniikleaz

aktivasyonu kromatinin oligoniikleozomal

kalitatif bir analiz yontemidir.

Western Blot

Apoptoza 6zgii bazi proteinlerin eksprese
olup olmadiklarimin (6rn. bel-2) ya da kirilip
kirilmadiklarinin (6rn. kaspaz-3) saptanmast

saglanabilir. Sitokrom c¢’nin mitokondriye

salinmasi da belirlenebilir.

Flow Sitometri

Floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptozda eksprese oldugu bilinen bir
hiicre ylizey proteini saptanabilir. Boylece
apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay
uygulanabilir, kisa siirede ve kantitatif sonug
verebilmesi agisindan klinikte apoptozun

belirlenmesi agisindan kullanilmaktadir.

Immunolojik

Yontemler

ELISA

Apoptozda goriilen ilk olay olan sitoplazma
icine niikleozomlarin salinmasini takip eden DNA
fragmentasyonu tespit edilebilir.

M30 diizeylerinin Sl¢liimii yapilabilir.
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Tablo 2. 1. (Devam) Apoptoz tayin yontemleri (Gliles & Eren, 2008)

Fluorimetrik
- Kaspaz Aktivasyonu (Hiicre kiiltiirii)
Yontem
Molekiiler
DNA mRNA diizeyinde gen ekspresyon seviyeleri
Biyoloji
_ mikroarray Olciimii yapilabilir.
Yontemleri

2.5. Hiicre Dongiisu

Hiicre dongiisii en basit anlamiyla hiicrelerin iki mitozu arasindaki aralik olarak

adlandirilmaktadir.

Hiicre dongiisii, bir hiicrenin ¢ogalmasini ve boliinmesini igeren, ilerlemesini
kontrol eden c¢oklu hiicre dis1 sinyallerle oldukca diizenli bir siirectir (Nguyen vd.,
1998; Israels & Israels, 2001). Bu siire¢ normal hiicre biiylimesi ve kontrolsiiz
¢ogalmanin 6nlenmesi i¢in ¢ok dnemlidir (Nguyen vd., 1998). Hiicre dongiisti, her biri
DNA'nin biitiinligiinii saglamak icin titizlikle diizenlenen G1, S, G2 ve M dahil olmak
tizere farkli asamalara ayrilmistir (Israels & Israels, 2001). G1, S ve G2’yi igine alan
interfaz sathasi, DNA’nin kendisini replike ettigi mitoz safhasi (M) ile devam
etmektedir. Interfaz safhasi déngiiniin %901 kapsamakta ve 16-24 saat
stirmekteyken mitoz sathasi 1-2 saat siirmektedir. Hiicre dongiisii ve dongili boyunca

eksprese edilen siklinlerin sematik gosterimi Sekil 2.6.’da sunulmustur.

G, Hiicre Donglisii Boyunca Siklin
a S Ekspresyonu
Go !
0 , @sikiin A @ skinE
Kgi?oil \ Hiicre @-siking .Sikhn D
Noktasi us v ae
e DONgUSU =y G'/S :
Kontrol e '
Noktasi S Y E
1) )
5 | :
/ E \ '
a :
G:/M G; = g . &
Kontrol x . \
Noktasi ‘
G,

Sekil 2. 6. Hiicre dongiisii ve siklin ekspresyonlarinin sematik gosterimi
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2.5.1. G1/S

Kok hiicreler genelde GO fazindadirlar. Bu evrede ekstraseliiler alandan ¢ogalma
uyarist gelmedigi i¢in bu evreye dinlenme fazi ad1 da verilir. Hiicreler metabolik olarak

aktiftir ancak ¢ogalmamaktadir (Marescal & Cheeseman, 2020).

G1 evresinde ¢evreden gelen sinyallerin uygunluguna gore biiyiime indiiklenir.
Bu evrede DNA replikasyonu i¢in hazirlik yapilir, hiicre metabolik olarak aktiftir ve

hiicre boyutunda artis goriiliir. RNA ve protein sentezi ¢ok hizl bir sekilde gerceklesir.

G1 fazinin kontroliinden, Siklin D sorumludur. G1 fazinda sentezlenmeye
baslaylp S fazinda inhibe olur. G1 fazinin baginda CDK4 ve CDKG6 ile etkilesime
gegen siklin D’ler aktif forma doniistip p107 ve p130 proteinlerini (pRB) fosforlayarak
hiicre dongiisiiniin devamini saglarlar. G1 fazinin sonunda meydana gelen siklin
E/Cdk2 kompleksleri hiicrenin mitojenik uyarinin etkilemedigi G1/S kontrol noktasina
ilerlemesini saglar. Siklinlerin fosforilizasyon etkileri siklin bagimli kinaz inhibitorleri
(Cyclin-dependent kinase inhibitors: CKI) tarafindan inhibe edilmektedir. CKI’lar
baskilandiginda hiicre G1/S fazina dogru ilerler. G1 fazinin devam etmesinde bir¢ok
onkogen gen ve sinyal yolagi gdrev alir. Bunlardan biri, CDK’larin aktivitesini
artirmada 6nemli rol oynayan ERK (ekstraselliiler sinyalleri regiile eden kinazlar)’dir.
ERK’ler bir¢cok geni baskilayarak G1 fazinin ilerlemesini saglarlar (Vermeulen vd.,

2003).
2.5.2. G2/M

DNA sentezinden sonra ikinci gegis fazi olan G2 evresi baglar. Bu evrede hiicre
hacimce biraz daha biiylir ve mitoz i¢in protein sentezi ve organel diizenlenmesi

gerceklesir. Bu ii¢ evreye birden ‘interfaz’ evresi denir.

Mitoz evresi profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak iizere bes
asamadan olusur. Mitozda, kromozomlarda yogunlagma, hiicre zarinda par¢alanma,
sentrozomlarda zit kutuplara c¢ekilme, mitotik ig olusumu, kromozomlarin zit
kutuplara ¢ekilmesi ve sitokinez meydana gelir. Boylece birbirinin aynisi iki hiicre

meydana gelir.

Bu agamada Siklin B ve CDK kompleks olusturur ve hizla artar. Olusan Siklin
B-CDK komplesiyle (diger adiyla MPF’dir (mitoz ilerleten faktdr) mitoza gegis
uyarilir. Ge¢ S fazinda sentezlenen bu kompleks mitoz tamamlanana kadar yiiksek

seviyelerde kalir. Siklin B seviyesinde hizla bir diisiis gerceklesir ve MPF inhibe olur.
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Inaktive olan MPF’ler hiicre dongiisiiniin ilerlemesini engeller ve bdylece mitoz

durdurulmus olur (Kishimoto, 2018).
2.5.3. Hiicre dongiisii analiz yontemleri

Farkli evrelerdeki hiicrelerin belirlenmesi i¢in mitotik hiicreler mikroskobik
olarak ayirt edilebilseler de dongiiniin diger evrelerindeki (G1, S ve G2) hiicreler ancak
biyokimyasal kriterlerle saptanabilmektedir. DNA’ya baglanan floresans boyalar veya
antikorlar ile mikrotiibiiller gibi spesifik hiicre bilesenleri ayirt edilebilir. Sentez fazini
goriintiileyebilmek i¢in timin analogu olan bromodeoksiliridin (BrDU) kullanilir.
Cogalma gergeklestiginde BrDU ile muamele edilen hiicreler anti-BrDU antikoru ile

boyandiginda mikroskop altinda renkli goriiliir (Ligasova vd., 2023).

Genellikle, hiicre dongiisiiniin farkli evrelerindeki hiicreler DNA igeriklerine
gore ayirt edilebilir. Ornegin; G1 'deki hayvan hiicreleri diploiddir ve DNA igerikleri
2n'dir. S evresinde ise replikasyon sonucu DNA 2n'den 4n'ye ¢ikar. S evresindeki
hiicreler 2n ile 4n arasinda DNA igerigine sahiptir. G2 ve M evresindeki hiicrelerde
DNA igerigi 4n olarak kalir, sitokinezden sonra ise 2n'ye iner. Hiicrenin DNA igerigi,
hiicrelerin DNA'ya baglanan floresan boya ile inkiibasyonu sonrasi akim sitometresi
veya floresans ile aktive olan hiicre ayirici kullanilarak, floresans yogunlugunun
Olclilmesi ile belirlenir. Bu analizler sonucunda, hiicrelerin G1, S ve G2/M

evrelerinden hangisinde oldugu tespit edilir (Ligasova vd., 2023).
2.6. MKH’lerin Klinik Kullanimlan

Wl'den tiiretilen MKH'ler, kaynak kolayligi, in vitro Xkiiltiire edilebilme,
farklilasma yetenekleri, immiin sistemden kagma ve immiin-diizenleme kapasiteleri
dahil olmak {lizere umut verici nakledilebilir 6zellikler sergilemektedir. Yapilan bir¢ok
calisma, WJ kaynakli kok hiicrelerin ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in nakledilebilir
hiicreler olarak birgok potansiyel avantaja sahip oldugunu gostermektedir (Liau vd.,
2020; Yilmaz vd, 2020; Kabatas vd., 2020; Kabatas vd., 2021; Boyal vd., 2024;
Karaoz vd., 2020; Kabatas vd., 2021; Okur vd., 2018).

FDA ve Avrupa ilag Ajansi (EMA) gibi diizenleyici kurumlar, MKH bazl ileri
tedavi tibbi iirinlerinin (ITTU; Advanced Therapy Medicinal Products: ATMP)
iiretiminde uygulanmasi gereken hiicre bazli iiriin kriterlerini tanimlamak i¢in 6zel

kilavuzlar yaymlamistir. Bu durum, mevcut yasal gerekliliklere uygun bir {iretim
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stireci tasarlamak i¢in spesifik teknik kriterlerin tanimlanmasi ve siirekli olarak

giincellenmesi ihtiyacini agiga ¢ikarmaktadir (Guadix vd., 2019).

Ulkemizde hiicresel tedaviler, Saglik Bakanlig1 tarafindan hem Amerika Birlesik
Devletleri hem Avrupa Birligi otoriteleri tarafindan olusturulmus etik diizenlemeler ve
yonetmeliklerin iyi bir sentezi ile Saglik Hizmetleri Genel Midiirliigl, Organ, Doku,
Hiicre ve Diyaliz Hizmetleri Daire Baskanligi’nca “Doku ve hiicreler ile ileri tibbi
tedavi iirlinleri klinik aragtirmalarina yonelik yayimlanan “2006/51 ve 2018/10 Sayil
Kok Hiicre Caligsmalart Hakkinda Genelge”ye gore yiiriitiilmekte ve denetlenmektedir.
Klinik uygulamaya yonelik {tiretilen hiicresel iiriinler, mutlaka Saglik Bakanligi,
TITCK tarafindan vyetkilendirilmis ve diizenli olarak denetlenen [iU
laboratuvarlarinda yetkili personellerce tiretilmekte, kalite kontrolleri saglanmakta ve
kalite giivence siireglerine tabi tutulmaktadir. IIU’da iiretilen tiim hiicresel iiriinler,
Saglik Bakanligi TITCK tarafindan yayimlanmis olan “Beseri Tibbi Uriinler
Imalathaneleri Yonetmeligi”, “Insan Doku Ve Hiicreleri Ile Bunlarla Ilgili
Merkezlerin Kalite Ve Giivenligi Hakkinda Yonetmelik” ve “Insan Doku Ve Hiicre
Uriinlerinin Ruhsatlandirilmasi Ve Bu Uriinlerin Uretim, Ithalat, Thracat, Depolama ve
Dagitim Faaliyetlerini Ylriiten Merkezler Hakkinda Teblig”e uygun olarak

iretilmekte, depolanmakta ve dagitilmaktadir.
2.6.1.11U kosullarinda steril iiretim genel gereklilikleri

MKH’lerin klinik uygulamalari 6ncesinde, mikrobiyolojik kontaminasyon,
partikiil ve pirojen kontaminasyonu risklerini en aza indirebilmek amaciyla 6zel
donanimli merkezler ve bu merkezlerde ¢alisan nitelikli personeller biiyilk 6nem
tasimaktadir. Tiim siiregler (iiretim, kalite kontrol, depolama, serbest birakma ve
dagitim) dikkatle olusturulmus ve valide edilmis yontemlere ve yazili prosediirlere
gdre yiiriitiilmek zorundadir (Thirumala vd., 2013). 1iU, giivenli ve iyi karakterize
edilmis hiicre tedavisi {irlinlerini elde etme siirecinde zorunlu bir kalite glivencenin

saglanmasinda en kritik noktadir (Thirumala vd., 2013).

Steril iirtinlerin tiretimi, personel ve/veya ekipman ve materyallerin hava kilitleri
icinden gecerek, alana 0Ozel kiyafet giyerek girebildigi temiz alanlarda
yiritilmektedir. Temiz alanlar, uygun temizlik standardinda korunur ve uygun
etkinlikle filtrelerden gecirilmis temiz hava ile beslenmektedir (Sekiya vd., 2012;

Whyte 2010). Bu alanlar siirekli olarak izlenir, alarm durumunda yapilacaklar daha
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onceden belirlenerek olasi alarm durumlarinda gerekli aksiyonlar alinir. Uretilecek
iirlin hacmine uygun olarak birbirinden ayrilmis alanlarda {iretim, kalite kontrol,

depolama ve dagitim siire¢leri gerceklestirilir.
Temiz alanlar, gerekli ¢evre 6zelliklerine gore siniflandirilmaktadir:

Sinif A (Grade A): MKH’lerin iiretiminin yapildigi alanlardir. Laminar hava
akimi kabinleri (LAF) icerisinde, homojen bir hava hizi saglanarak steril alan

olusturulur.
Sinif B (Grade B): LAF kabinlerin bulundugu odalardir.

Smif C ve D (Grade C ve D): Steril {irtinlerin liretiminde daha az kritik agsamalari
gergeklestirmeye yonelik temiz alanlardir. Bunlar genellikle kalite kontrol

laboratuvarlari, depo, sterilizasyon gibi iinitelerin bulundugu alanlardir.

Temiz odalar ve temiz hava cihazlan EN [ISO 14644-1 uyarinca
siiflandirilmaktadir. Her bir sinif i¢in kabul edilen maksimum hava kaynakli partikiil

konsantrasyonu Tablo 2.2.’de verilmistir.

Tablo 2. 2.Temiz oda siiflarinda kabul edilen maksimum hava kaynakli partikiil
konsantrasyonlar (Saglik Bakanligi TITCK Beseri Tibbi Uriinler ITU

Kilavuzu’ndan alinmastir).

Gésterilen boyutlara es veya daha fazla izin verilen maksimum partikiil/m? sayilar1
Dinlenme fazi Calisir durum
Simf 0,5 pm 5,0 pm 0,5 pm 5,0 pm
A 3.520 20 3.520 20
B 3.520 29 352.000 2.900
C 352.000 2.900 3.520.000 29.000
D 3.520.000 29.000 - -

Temiz odalarin islem sirasinda mikrobiyolojik olarak izlenmesi gerekmektedir.

Bunun i¢in onerilen ortalama siirlar Tablo 2.3.’teki gibidir:
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Tablo 2. 3. Temiz odalarin islem sirasinda mikrobiyolojik kontaminasyon igin

onerilen smirlar1 (Saglhik Bakanlig1 TITCK Beseri Tibbi Uriinler 1TU

Kilavuzu’ndan alinmistir).

Mikrobiyal kontaminasyon igin 6nerilen sinirlar (ortalama degerler)
Sif Hava numunesi | 90 mm ¢apli petri 55 mm ¢apli 5 parmak eldiven
(cfu/m?) acma (cfu/4 saat) kontakt petri baskis1
(cfu/plaka) (cfu/eldiven)

A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 50 25 -
D 200 100 50 -

Kullanilan tiim ekipmanlar iU uyumlulugu i¢in kalifiye olmali ve {iU’larm

gerektirdigi sekilde bakimlari rutin olarak yapilmalidir.

Uretim islemlerinde kseno igermeyen reaktifler tercih edilmelidir. Miimkiin
olmayan reaktifler icin, [1U sinifi, klinik sinif veya ilag smifi reaktifler kullanilmalidir

(Mebarki vd., 2021).

Personeller IIU uyumlulugu ile galismak iizere egitilmis ve kalifiye olmalidir.
Giglii bir izlenebilirlik sistemine sahip saglam bir kalite yonetim sistemi, tiim siirecin

kilit unsurudur (Mebarki vd., 2021).
2.6.2.MKH’lerin 11U sartlarinda iiretilmesi ve islenmesi

MKH’ler ITTU olarak son yillarda olduk¢a fazla sayida klinik deneme
calismasina onciiliik etmistir. Bu iirlinlerin klinik uygulamasi, uygulanacak doza bagh
olarak cok sayida hiicrenin tiretilmesini gerektirir. Klinik protokollerin ¢ogu, hastanin
kilogrami1 basina bir ila iki milyon hiicrenin IV, IT, IM olarak uygulanmasini
(Galipeau, 2013; Mizukami vd., 2018; Galipeau & Sensébé, 2018; Galderisi vd., 2022)
veya 120-600 milyona kadar hiicrenin subkutan veya endomiyokardiyal olarak enjekte
edilmesini 6nermektedir (Squillaro vd., 2016; Galipeau & Sensébé, 2018; Olsen & Ng,
2018).
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[1U sartlarinda WI-MKH’ler enzimatik veya eksplant olarak izole edilebilir ve
ardindan elde edilen hiicrelerin in vitro uzun siireli kiiltiirleri sonrasinda biiyiik 6l¢ekli
bir iiretim saglanir. /n vitro kiiltiir siireci, MKH’lerin 6nemli 6l¢iide manipiilasyonunu
icerir (Thirumala vd., 2013) ve bu da hiicrelerin biyolojik 6zelliklerinde, fizyolojik
islevlerinde ve yapisal Ozelliklerinde onemli bir degisikligi beraberinde getirir
(Bunpetch vd., 2017). Herhangi bir minimum degisiklik hiicrelerin i¢sel 6zelliklerini
etkileyebildiginden, bu asama kritik olarak smiflandirilir (Papadaki, 2017). Bu
nedenle, tiim siireci kontrol etmek ¢ok énemlidir. Insanlarda terapétik uygulamalar
icin, kseno icermeyen, MKH'lerin optimum biiyiimesi ve genislemesi i¢in tasarlanmis,

gecerli 11U yénergelerine uygun olarak iiretilmis besiyerleri kullanilmalidir.

MKH’ler taze olarak uygulanabildigi gibi daha sonra kullanilmak iizere
dondurulabilir. MKH tabanli klinik ¢alismalarin ticte birinden fazlasinda dondurularak
saklanmis hiicreler kullanilmaktadir (Guadix vd., 2019). Bu nedenle,
kriyoprezervasyon ve ¢ozdiirme yontemleri, maksimum kriyoprezervasyon siiresi ve
hiicreleri aktive etme siireglerinin iiretim siirecinde dogrulanmasi ve tanimlanmasi ¢ok
onemlidir. Kriyoprezervasyon, herhangi bir kullamma hazir, hiicre bazli ITTU'niin
basarist i¢in kritik bir iiretim adimidir. K6k hiicrelerin gilivenlik ve etkinliklerini
saglamak icin kaliteli kosullar altinda bankalanmasi biiyiilk 6nem tagimaktadir
(Thirumala vd., 2013; Barcia vd., 2017). Kriyoprezervasyon ve/veya daha sonra
¢dzdiirme, ITTU niin 6zelliklerini ve giiciinii degistirirse, {iriiniin yasayabilirligi ve

terap6tik faydalari tehlikeye girebilir (Barcia vd., 2017).

Kriyoprezervasyon teknikleri, genel olarak kriyoprotektif ajanlar kullanarak
hiicre icerisine girme ve hiicre i¢i buz kristalleri ve ozmotik etkiler lizerinde olusumu
Onleyerek hiicreleri gelecekte kullanilmak iizere koruma yetenegine sahip kiigiik
molekiillerdir. En yaygin olarak kullanilan ajan dimetil siilfoksit (DMSO) olup, yavas
dondurma islemi ile (1-2,5°C/dk) MKH’lerin islevselligini ve canlilifini korumak
amaclanmaktadir. Biiylik miktarda kriyoprezerve edilmis hiicre, klinik kullanim igin
kullanima hazir yeterli hiicre saglamak iizere bir havuz olarak toplanabilir ve allojenik
olarak kullanim i¢in stok olusturulabilir. Diizgiin bir dondurma hiz1 pasif veya aktif
bir sekilde olusturulabilir. Pasif dondurma yaklagiminda alkolle doldurulmus ticari
olarak satilan bir dondurma kabi, 6rnegin "Mr. Frosty" (izopropanoliin yavas donma

ozelligi nedeniyle sicaklik 1°C/dakika dondurma hizinda distiriiliir) kullanilirken,
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aktif dondurma yaklagiminda programlanabilir kontrollii hizli bir dondurucu, 6rnegin

“Planner” kullanilir (Yong vd., 2016).
2.6.3. Kalite kontrol testleri

Ulkeler arasinda kalite kontrol standartlar1 konusunda bir fikir birligi
bulunmamaktadir ve her arastirma merkezi uygulamalar1 kendi yerel diizenleyici
kurum yetkilileriyle vaka bazinda degerlendirmektedir (Mizukami vd., 2018; Mebarki
vd., 2021). Ancak kalite kontrol testleri ile ilgili konular EMA 6zel kilavuzlarinda 1yi
bir sekilde tanimlanmistir (Vigano vd., 2018). Genellikle, MKH'lerin kalite
giivenligini ve etkinligini degerlendirmek icin yapilan testler, son iiriinlerin klinik
kullanim igin tiretimleri sirasinda gergeklestirilir. Hiicre morfolojisi, identifikasyonu,
bliyiime ozellikleri, sterilite, karyotip ve etkinlik testlerini igermektedir (Mizukami

vd., 2018; Mebarki vd., 2021).

Donor se¢im kriterlerine (yas, dogum sekli, serolojik test uygunlugu vb.) gore
uygun bulunan vericilerden alinan ham dokular (gébek kordonu) IIU merkezine uygun
kosullarda transferi saglandiktan sonra iiretim laboratuvarlarina alinmadan Once
sterilite testine tabii tutulurlar. izolasyon islemi sonrasinda tekrar sterilite testi igin
ornek alian ham dokularda herhangi bir mikrobiyal iireme tespit edilmezse in vitro
kiiltiirlerine davam edilir. Uretim siireci boyunca (ara {iriin) ve son iiriinlerde
identifikasyon, canlilik, saflik, potansi, proliferatif kapasite, genomik stabilite ve
mikrobiyolojik testler zorunlu kalite kontrol testleridir (Sekil 2.7.). MKH iirlinlerinde
son kullanma tarihi 48 saat olarak belirlendiginden, sterilite testi i¢cin uygulamadan

once uygulama sonuglarin elde edilmesi miimkiin olmamaktadir (Panés vd., 2016).
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Uretime kabul éncesi kalite kontrol Uretim siiresince kalite kontrol testleri
testleri

Nihai iiriin kalite
kontrol testleri

invitro

Donir kiiltiir

Nihai iiriin

nor Biyopsi izolasyon e
secimi siireci (Ara

iiriin)

Seroloji testleri Sterilite Canliik Canlilik
Sterilite Saflik saflik

Proliferatif kapasite
identifikasyon
Mikoplazma
Genomik stabilite
Gen ekspresyonu
Telomeraz
Sterilite

S
Tdentifikasyon
Sterilite

Sekil 2. 7. Uretim dongiisii boyunca yapilan kalite kontrol testleri

Tim kalite kontrol testlerinin 6nceden tanimlanmis ve valide edilmis
yontemlerle yapilmasi bir iU gerekliligi olup, bu testler FDA, EMA ve Uluslararasi
Uyumlastirma Konferansi kilavuzlarina agiklanan standartlara gére yapilmalidir. Tim
sonuclarin spesifikasyonlara uygun bulunmasmin ardindan serbest birakilan son
iirlinler, 1yi dagitim uygulamalari saglanarak son kullaniciya ulastirilir (EMA, Briiksel,

Belgika, 2013).

Bu calismada temel alinan son iirlin serbest birakma spesifikasyonlar1 Tablo

2.4.’te Ozetlenmistir.
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Tablo 2. 4. Bu ¢alismada temel alinan son iiriinler igin serbest birakma

spesifikasyonlari
Analiz Referans degeri
Canlilik Orani (%) >%385
i CD73, CD105, CD90, CD44 >%95
T N
£ =
23
£ < HLA-DR, CD14, CD11b, CD34, <o)
g CD19, CD45, CD79a °
Endotoksin Analizi Uygun (<0,2 EU/ml)

GOrunim

Beyaz/gri bulutsu yapida hiicre
siispansiyonu

Aerobik ve Anaerobik Sterilite Analizi

5 giin i¢inde negatif

Gen Ekspresyonu

Pozitif genlerde Ct <30

Negatif genlerde Ct >30

Telomeraz Enzim Aktivitesi

RTA degeri <LC (low control)

LC=0,3-0,8

Mikoplazma

Negatif

Verici Serolojik Test Sonuglari

Anti-HIV (Negatif)
Anti-HCV (Negatif)
Anti-HBc Total (Anti-HBs iligkisine
baglidir)

HBs Ag (Negatif)

Anti-HBs (Anti HBc Total ile iligkisine
baglidir)

VDRL (Negatif)

NAT (HIV, HCV, HBV) (Negatif)
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2.6.4.Klinik arastirma ve klinik deneme uygulamalarinda MKH’ler

Insanlara uygulanacak hiicresel tedavi iiriinleri, {IU kosullarinda iiretilerek,
ilkelerin Saglik Bakanliklarinin kontroliinde etik diizenlemeler ve yonetmeliklere
uygun sekilde, ilgili otoritelerce izin verildigi takdirde klinik deneme ve klinik
aragtirma kapsaminda kullanilmaktadir (National Academy of Sciences 2014;
Zakrzewski vd., 2019). Ozellikle dogal bagisiklik diizenleme (immunomodulasyon)
Ozelliklerine sahip MKH’lerin klinik kullaninmi son zamanlarda oldukca artmistir
(Wang vd., 2018.; Kalaszczynska & Ferdyn, 2015; Contreras, vd., 2016). Doku nakli
sonras1 gelisen GVHD, MKH’lerin ilk klinik uygulamasi olup giiniimiizde halen bir
deneme tedavisi olarak kabul géormektedir (Le Blanc vd., 2004; Ringdén vd., 2006;
Zhao vd. 2015). Bunun yani sira, son birkag yildir tiim Diinya’da etkili olan COVID-
19 pandemisinde ARDS ve pndmoni gelisen agir hastalarda ve ¢oklu organ yetmezligi
riski bulunan hastalarda meydana gelen sitokin firtinasin1 dindirmeye ve hasarl
dokular1 yenilemeye yonelik Tiirkiye dahil olmak {izere tiim diinyada kullanimlar1 s6z
konusu olup, klinik aragtirmalar devam etmekte (U.S. National Library of Medicine;
2024) ve etkili sonuglarin alindig1r raporlar, etki faktorii yiliksek dergilerde
yaymlanmaktadir (Leng vd., 2020; Zhang vd., 2020; Hashermian vd., 2021; Atluri vd.,
2020; Rogers vd., 2020; Zayed & Iohara, 2020; Lanzoni vd., 2020; Gentile &
Sterodimas, 2020; Croci vd., 2021; Efimenko vd., 2021; Kaffash vd., 2021). Bu

tedavide amac;

1) Yogun bakima alinan ve tedaviye diren¢ gosteren hastalara MKH nakli
yaparak immun modiilasyon saglamak ve sitokin firtinasinin doku ve organlara verdigi

zarar1 azaltmak,

2) Hastalarda goriilen immunsupresyonu diizeltmek ve CD4" T, CD8" T hiicre

diizenlemesi yaparak COVID-19 viriisii ile miicadeleyi arttirmak,

3) MKH’ler araciligiyla biiylime faktorlerini arttirarak olusan organ hasarinda

tyilesmeyi hizlandirmaktir.
MKH’lerin diger uygulama alanlari ise,
* Diyabet gibi otoimmun hastaliklar (Huang vd., 2021; Gomes vd. 2021),

* Spinal kord hasari, travmatik beyin hasari, hipoksik ensefalopati, serebral palsi
gibi travma ile iligkili hastaliklar (Kabatas vd., 2020; Kabatas vd., 2021; Kabatas vd.,
2021),
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* Freidreich ataksisi, Duchenne Muskiiler Distrofi (DMD), kistik fibrozis, gibi
genetik tabanli hastaliklar (Sun & Kara6z 2020; Dai vd., 2018; Jones vd., 2015),

Pulmoner Fibrozis gibi idiyopatik (nedeni bilinmeyen) hastaliklar (Chuang vd.,
2018; van Geffen vd., 2021; Feng vd., 2021; Schiess vd., 2021) veya

* Yasam tarzi ve cevresel kosullara bagli gelisen Kronik Obstriiktif Akciger
Hastalign (KOAH) (Hoang vd., 2021; Glassberg vd., 2021) gibi hastaliklar

siralanabilir.
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3. GEREC ve YONTEM

Deney Gruplar:

Bu tez ¢aligmasinda giiniimiizde klinik uygulamalar i¢in son iiriin haline getirilen
WIJ- MKH’lerdeki farkli son iiriin profillerinin (farkli serilerden elde edilen son

tiriinlerin) ayrintili analizlerine odaklanilmistir. Bu amagla;
4 farkli son iiriin deney grubu (Sekil 3.1.) olarak kullanilmistir. Bu gruplar:

Grup 1: Izole edilen hiicreler P3’e kadar kiiltiire edilmis ve P3’te son iiriin olarak
planlanan tiim analizler (kalite kontrol ve karakterizasyon) gerceklestirilmistir (pozitif

kontrol).

Grup 2 (Taze/fresh) son iiriin) (Cozme sonrast kiiltiir): P3’te dondurulan (1 ay)
hiicreler, analizlerin planlandigi glinden 4 giin 6ncesinde ¢ozdiirtilerek 4 giin kiiltiire
edilmis ve P4’te son iirlin olarak hazirlanmis ve planlanan tiim analizler

gergeklestirilmistir.

Grup 3 (Cozme sonrast direkt son iirlin): P4’te dondurulan hiicreler, analizlerin
planlandig1 giinde ¢ozdiiriilerek son iirlin olarak hazirlanmis ve planlanan tiim

analizler gerceklestirilmistir.

Grup 4 (Dondurulup ¢ozdiiriilerek son iiriin haline getirilmis ancak gesitli nedenlerle
kullanilamadigindan tekrar dondurularak saklanan ve ilerleyen siiregte tekrar
¢Ozdiirtilerek hazirlanan son {iriin): P4’te dondurulan hiicreler, analizlerin planlandigi
giinde ¢ozdiiriilerek son {irlin haline getirilmis (Grup 3) ve hemen ardindan tekrar
dondurulmustur. Bu hiicreler tekrar 1 ay sonra ¢ozdiirtilerek son iiriin haline getirilmis

ve planlanan tiim analizler ger¢eklestirilmigtir.
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izolasyon

Grup 1: » :’.___.:‘ »‘__/' ;.» i
PO Pl P2 P3

4

a P4 ;
» sl
Grup 2: _— B

4 giin kiiltiire ediliyor 1

Sekil 3. 1. Deney gruplarinin sematik gdésterimi

3.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

3.1.1. IiU Kkosullar1 altinda insan Wharton jeli kokenli mezenkimal kok

hiicrelerin izolasyonu ve kiiltiirii

Bu tez calismasinda kullanilan insan WJ-MKH’ler, Eskisehir Osmangazi
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 14 Aralik 2021
tarih ve 33 Karar numarali etik onay1 kapsaminda saglikli goniillii onam formu
alinarak insan hiicre hatt1 olarak izole edilmis ve in vitro kiiltiire edilmistir. Bu tez
calismas1 Eskisehir Osmangazi Universitesi, Kok Hiicre AD ve Hiicresel Tedavi, Kok
Hiicre Uretim, Uygulama ve Arastirma Merkezi, ESTEM ve STEMBIO Kordon Kani,
Hiicre ve Doku Bankasi alt yapisinda ortaklasa gergeklestirilmistir.

Donér kabul kriterlerine uygun bulunan (35 yas alti, saglikli, seroloji test
sonuclari uygun bulunan) vericilerden sezeryan dogum sonrasi alinan, steril kosullarda
ve uygun sicaklikta laboratuvara transferi saglanan gobek kordonu ham dokusu ayni1

glin izolasyon islemine alindi. Dokudan hiicre izolasyonu iglemi igin steril
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biyogiivenlik kabini (Laminar air flow-class II: LAF) (Telstar, Barselona, Ispanya)
icerisinde eksplant kiiltiir yapildi. Bu amacla doku, transfer soliisyonundan pens
yardimi ile almarak petri kaplarma aktarildi ve Ca*? ve Mg*? igcermeyen Fosfat
Tamponlu Salin (dPBS) 1x (Biological Industries, Israil) ile yikandi. Kan damarlar:
ayrild1 ve doku yaklasik 1 cm® boyutlarinda kiigiik parcalara ayrildi. Bu parcalardan
boyuna kesi agilarak Wharton Jeli olarak bilinen bag doku kismu kiiltiir kabina bakacak
sekilde 60 mm’lik petri kaplar1 igerisine yerlestirildi, yaklasik 5 dakika (dk)
kurumalar1 beklendikten sonra doku parcalar1 {izerine yavasca dokular1 kaldirmadan
besi yeri eklendi. Bu ¢alismada, %2 insan serumu (human AB serum, SeraCare, ABD),
%0,5 100 U/mL Penisilin, 100 pg/mL Streptomisin (Biological Industries, Israil)
iceren MSC NutriStem XF bazal besi yeri (Biological Industries, Israil) ve %0,6 MSC
NutriStem XF Supplement Mix (Biological Industries, Israil) ile taze olarak hazirlanan

besiyeri tiim iiretim basamaklarinda kullanildu.

Hiicreler %5 CO02 igeren 37°C sicakliktaki inkiibatore (Panasonic, MCO-19M-
PE, Osaka, Japonya) kaldirilarak kiiltiire edildi. 72 saat sonunda dokulardan ¢ikan
hiicrelerin kontrolii mikroskop (Carl Zeiss, Axio Lab.A1l, Almanya) altinda yapilarak
besiyeri degisimi yapildi. Her 4-5 giinde bir besiyeri degisimi (idame) yapildi.
Izolasyon sonrasi cikan hiicrelerin morfolojisi giinliik olarak mikroskop altinda

gozlemlendi.

Hiicrelerin petri kabini yaklasik %70-80 oraninda kaplamasi (%70-80 konfluent
olmas1) gozlendikten sonra gobek kordonu eksplantlar1 atilarak hiicreler pasajlanda.
Pasajlama islemi icin ilk olarak besi yeri petriden tamamen uzaklastirildi ve petri
yiizeyini kaplayacak kadar Ca™ ve Mg™? icermeyen dPBS 1x (Biological Industries,
Israil) ile yikandi. Ardindan PBS ¢ekilerek uzaklastirildi. Onceden 1sitilmis olan
tripsin/EDTA (Biological Industries, Israil) yiizeyi kaplayacak kadar eklendi ve 3 dk
boyunca 37°C’lik inkiibator igerisinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
flasklar inkiibatorden alinarak tiim hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildigi mikroskop
altinda gozlemlendi. Siispanse hale gelmis olan tiim hiicreler insan serumu (human AB
serum) ile ¢ekilerek 50 mL konik dipli santifiij tiipii icine toplandi. 400xg’de 5 dk
santrifiij (Hettich, Rotofix 32A, Almanya) yapildi ve santrifiij sonrasi slipernatant
uzaklastirildi. Pellet besiyeri ile sulandirilarak hiicre sayimi yapildi. Hiicreler aym

sekilde pasajlanarak pasaj 3 (P3)’e kadar uygun kiiltlir kaplarina ekilerek ¢ogaltildi.
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Izole edilmis ve kiiltiire edilerek gogaltilmis hiicrelerin morfolojisi giinliik olarak

mikroskop altinda gozlemlenerek fotograflandi (Aydogdu vd., 2020).

Hiicreler rutin olarak her pasaj sirasinda otomatik hiicre sayim cihazi ADAM-
CellT (NanoEnTek, Seul, Giiney Kore) ile sayildi. Sayim sonuglarina gore hiicreler
uygun sayida petri kabina ekilerek kiiltiire edildi ve/veya dondurularak saklandi. Her
pasaj sonrasinda hiicreleri yedeklemek ve stok olusturmak amaciyla, hiicreler

dondurularak saklandi.
3.1.2. Hiicrelerin dondurularak saklanmasi ve ¢ozdiiriilmesi

Her pasaj sonrasinda hiicreleri yedeklemek ve stok olusturmak amaciyla, hiicre
dondurma islemi gergeklestirildi. P3’e kadar getirilen hiicreler yapilacak olan analizler
i¢in verilen 6rneklerden sonra -196°C siv1 azot tankinda kademeli olarak donduruldu.
Bu amagla pasajlama islemi sonrasi yapilan santrifiij asamasindan elde edilen pellet
lizerine yavas bir sekilde damlalar halinde dimetilsiilfoksit (DMSO) iceren dondurma
soliisyonu konularak hiicreler 2mL ya da SmL kriyotiiplerde (Corning, ABD) en fazla
3x10%mL olacak sekilde donduruldu (Aydogdu vd., 2020).

1 ay sonra kriyotiipler s1v1 azot tankindan ¢ikarilarak 37°C su banyosu (Niive,
NB20, Tiirkiye) i¢inde hafifce calkalanarak ¢ozdiiriildii. Ardindan, i¢ginde PBS ve %10
insan serumu (human AB serum) bulunan konik dipli santifiij tiipiine alinip 400xg’de
5 dk siiresince santrifiij sonrasi pellet elde edildi. Pellet PBS ile resiispanse edilerek

islem tekrarlandi.

eBu asamada hiicreler {izerinde planlanan deneyler gerceklestirilecekse;
(hiicreler son firiin olarak hazirlanacak ise) son yikama islemini takiben 2 kez daha
PBS ile yikama islemi yapildi. Son santrifiijden elde edilen pellet, serum fizyolojik
(SF) ile uygun hacme getirilerek flakona aktarildi.

e Eger c¢oziilen hiicreler taze (fresh) son iirlin hazirlama amaciyla kullanilacaksa
hiicre kaplarina ekim i¢in uygun sayida hiicre seyreltilip in vitro kiiltiir islemine alind.
Dort giin kadar kiiltiire edilen hiicreler deneylerin planlandigi giin, tripsinizasyon
islemi ile kiiltiir kaplarindan kaldirildt ve PBS ile yikandi. Son iiriin haline
getirilmeden Once iki kez daha SF ile yikandi. Son santrifiijden elde edilen pellet, SF

ile uygun hacme getirilerek flakona aktarilda.
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3.2. Hiicreler Uzerinde Yapilan Analizler

3.2.1. Morfolojik analizler

Izolasyondan 72 saat sonra dokulardan genisleyen hiicreler mikroskop altinda
incelendi ve fotograflart ¢ekildi. Mikroskobik incelemeler glinliik olarak yapildi ve

gozlenen hiicreler her pasajda mikroskop altinda fotograflandi.
3.2.2. Akim sitometri ile immunfenotipleme

Pasaj 3’e basariyla getirilen hiicrelerde, ilk olarak hiicrelerin immunfenotipik
Ozelliklerinin karakterize edilmesi amaciyla akim sitometri cihazi kullanilarak

huicreler analiz edildi.

En az 3x10° hiicre akim sitometri analizleri igin ayrildi. Pozitif, negatif ve
kontrol olmak iizere ii¢ sitometri tiipli hazirland1 ve her tiipe 100 pL olacak sekilde
hiicreler paylastirildi. Bu amagla kontrol (Izotip Kontrol, Pozitif & Negatif), pozitif
kokteyl (CD90, CD44, CD73, CD105) ve negatif kokteyl (CD14, CD79a, CD34,
CD45, CD11b, CD19, HLA-DR) antikorlarini igeren antikorlar (CD73: BD, ABD;
diger antikorlar: Beckman Coulter, ABD) kullanildi (Okur vd., 2018).

Hiicrelerde analiz edilen pozitif ve negatif belirtecler ile belirlenen spesifikasyon

limitleri Tablo 3.1.’de sunuldugu gibidir:
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Tablo 3. 1. Elde edilen hiicrelerde akim sitometri yontemi ile bakilan ytizey

belirtegleri ve spesifikasyon limitleri (Dominici vd., 2006).

Yiizey Belirteci Spesifikasyon Limitleri
CD90 FITC > %95
CD105 PC7 > %95
Pozitif Belirtecler
CD44 PE > %95
CD73 APC > %95
HLA-DR <2
CD14 <2
CDl11b <2
Negatif Belirtecler CD34 <2
CD19 <2
CD45 <2
CD79a <2

Her bir tiipe 100puL 6rnek eklendi, ilgili antikorlardan 2 pL her bir drnegin
iizerinde eklendi ve karanlikta 15 dk inkiibe edilerek antikorlarin hiicre yiizey
antijenleri ile baglanmasini saglandi. Antikor ile baglanma asamasindan sonra drnek
tizerine ImL PBS eklendi ve 400xg’de 5dk santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve islem
tekrar edildi. Pellet ImL PBS igerisinde ¢oziildii. Antikorlarla inkiibasyonun ardindan
hiicreler Beckman Coulter Navios (Beckman Coulter, ABD) iizerinde Navios Kaluza

Yazilim programi kullanilarak analiz edildi.

Akim sitometri analiz sonuglaria goére uygun bulunan hiicreler, deney gruplarini
olusturmak iizere ¢ogaltilmaya devam edildi. P3’te dondurularak saklanan hiicrelerden
coziilerek kiiltiire alind1 ve dort giin boyunca kiiltiire edildi (Grup 2). P4’e getirilen bu

hiicrelerden ayn1 sekilde immunfenotipik analiz gergeklestirildi.
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P4’teki hiicreler diger bir deney grubu olan “dondurulup ¢o6zdiiriilerek
hazirlanan son {riin”lerin (Grup 3) hazirlanmast amaciyla uygun kosullarda
dondurularak saklandi. 1 ay sonra kriyotiipler sivi azot tankindan ¢ikarilarak 37°C su
banyosu i¢inde hafif¢ce ¢alkalanarak ¢oziildii. Coziilen hiicreler hig kiiltiire alinmadan

direkt son {iriin haline getirilerek immunfenotipik analiz gergeklestirildi.

P4’teki hiicreler diger bir deney grubu olan “dondurulup ¢ozdiiriiliip ardindan
tekrar dondurulan ve daha sonrasinda ¢6zdiiriiliip hazirlanan son iirtinlerin (Grup 4)
immunfenotipik analizini gergeklestirmek i¢in 1 ay sonra kriyotiipler sivi azot
tankindan ¢ikarilarak 37°C su banyosu i¢inde hafifce calkalanarak ¢oziildii. Coziilen
hiicreler hi¢ kiiltiire alinmadan direkt son {irlin haline getirilerek immunfenotipik

analiz gergeklestirildi.
3.2.3. Gen ekspresyon analizi

Son iirlinlerdeki pluripotensi, farklilasma ve kok hiicre ozellikleri ile ilgili
genlerin ekspresyon profillerinin analizi amaciyla gen ekspresyonu analizi
gerceklestirildi. Bu amacla oncelikle deney gruplarin1 olusturan son f{iriinlerden
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. Hiicreler
1:1 oraninda PBS ile sulandirilarak 400xg’de 5 dk santrifiij edildi. Elde edilen
pelletlere 350 mL Buffer RLT lizis soliisyonu eklenerek iyice pipetaj yapildi ve 30
saniye (sn) vortekslendi (IKA, 4 Basic, Almanya). Ardindan 2 mL’lik i¢ i¢ce gecirilen
filtreli toplama tiiplerine gecirilip, 800xg’de 30 sn santrifiij edildikten sonra filtre atildi
ve tlipteki Orneklere esit miktarda (350 mL) %70’lik etanol eklendi. 700 mL’lik
soliisyon spin kolona eklendi. 15 sn boyunca 800xg’de santrifiij edildi.700 mL yikama
soliisyonu eklendi, tekrar santrifiij edildi. Alttaki kisim atilmis ve filtre yeni 2 mL’lik
tiipe alindiktan sonra 500 pL RPE yikama soliisyonu eklenerek 2 dk boyunca 800xg’de
santrifiij edildi. Alt kolon tamamen atilarak yeni kolon {iistliine yerlestirildi. 1 dk
800xg’de santrifiij edilmis ve ardindan 50 uL. RN Ase-free water su eklendi, 3 dk kadar
beklendi. Ardindan tekrar 800xg’de 1 dk santrifiij edildi. Filtre atilarak altta kalan

kisim cDNA sentezi i¢in buz kutusuna alindi.

Izole edilen RNA miktar1 spektrofotometrede (Biotek, Epoch 2, ABD) &l¢iildii
ve elde edilen RNA orneklerinden RT2 First Strand Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Her bir RNA 6rnegi i¢in; 4 ug RNA ve 2 uLL Buffer

GE kullanilarak DNA eliminasyon karisim1 hazirlandi. Hazirlanan DNA eliminasyon
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karigtmi 5 dk boyunca 42°C’de, sonrasinda ise 1 dk buz iizerinde inkiibe edildi. Es
zamanl olarak ters- transkriptaz (revers-transkriptaz: RT) soliisyonu (her bir 6rnek
icin: 4 pL 5x Buffer BC3, 1 uL Control P2, 2 pLL RE3 Reverse Transkriptaz Mix, 3 pl
RNase free water hazirlandi. 10 pl DNA eliminasyon karisimi igeren tiiplere 10 uL RT
soliisyonu eklenerek pipetaj yapildi. 42°C’de 15 dk ve ardindan 95°C’de 5 dk boyunca

ornekler inkiibe edildikten sonra reaksiyon durduruldu. cDNA 6l¢limii yapildi.

Elde edilen cDNA ornekleri Tablo 3.2.’de listelenen genlere ait primerler
kullanilarak gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) protokoliine gore
Roche Light Cycler 480 (Roche, Isvicre) cihazinda amplifiye edildi. Ct degeri 30’dan
diisiik olan genlerde gii¢lii pozitiflik, 30-35 arasi olan genlerde pozitif ve 36-40 arasi
olan genlerde ise zayif ekspresyon oldugu kabul edildi. Gen ekspresyonlar1 arasindaki

farkliliklarin hesaplanmasinda 2 AACT metodu kullanildi (Antebi vd., 2019).

Tablo 3. 2. RT- PCR analizinde kullanilan genler

Stemness MKH MKH ile
iliskili Spesifik iliskili Farklilasma ile iliskili Genler
Genler Genler Genler
BMP 2 (Osteogenez,
Kondrogenez,
POUSF1 HLA-G NES Tenogenez ve MKH BMP4 (Kondrogenez)
Spesifik)
NANOG CD44 ICAM1 SMURF1 (Osteogenez) JAGI1 (Miyogenez)
ZFP42 ENG VIM BMP6 (Osteogenez) | RONAZ (Osteogenez,
Adipogenez)
SOX2 VCAMI TNF SMURF2 (Osteogenez) COLI1A1
TERT THY1 VEGFA Housekeeping ve Negatif Kontrol
- - - LDHA (Housekeeping) Actin (Housekeeping)
- - - HLA-DR (-Kontrol)

3.2.4. Tiimorojenite analizi (Telomeraz enzim aktivitesi)

Son iiriinlerin tiimorojenitesinin kontrolii i¢in yapilmasi gereken telomeraz

enzim aktivitesi tayini analizi i¢in RT-PCR ve ELISA olmak iizere iki asamadan
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olusan ‘Telo TAGGG PCR ELISA Plus’ (Roche, ABD) kiti kullanildi (Jiang vd.,
2017). Her reaksiyon i¢in 3x10° hiicre kullanild.

3.2.4.1. Caligsma soliisyonlarinin hazirlanmasti
Oncelikle kit icerisinden ¢ikan ¢alisma soliisyonlar1 hazirlandi.

Calisma soliisyonlar1 kullanilmadan 6nce Anti-DIG-POD ve Pozitif Kontrol
Hiicre Ekstrakti hizlica santrifiij edilerek karistirildi. Soliisyonlar Tablo 3.3.’te
anlatildig1 sekilde hazirlandi.

Tablo 3. 3. Calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

Icerik Hazirlama

Yikama Soliisyonu 1 x 250uL 10x buffer + 2,25mL dH,O

Anti DIG-POD Stok Soliisyonu | Liyofizat + 240uL dH,O

Anti DIG-POD Calisma | Anti DIG-POD Stok Soliisyonu + 11,76mL Konjugat

Soliisyonu Diliisyon Soliisyonu

Pozitif Kontrol Hiicre Ekstrakti | Ekstrakt + 20uL dH,O

3.2.4.2. Hiicrelerden protein ekstraktinin hazirlanmasi

Bunun i¢in daha 6nceden -80°C derin dondurucuda saklanmakta olan 6rnekler
¢oziildii. 20 mL Ca™ Mg*? igeren PBS eklendi ve 3000xg’de +4°C’de 5 dk santrifiij
edildi. Pelet yogunluguna gore 200-400 puL 6nceden buzda sogutulmus Lysis Reagent
eklendi ve eppendorf tiipler icerisinde buz lizerinde yerlestirilerek 30 dk bekletildi. Bu
stirenin sonunda ornekler 16000xg’de 20 dk sogutmali santrifiijde (+1°C) (Beckman
Coulter, Microfuge 20R, ABD) santrifiij edildi. Supernatant yeni bir eppendorf tiipe

alind1 ve 280 nm’de protein 6l¢iimii yapildi.
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3.2.4.3. TRAP (PCR)

Oncelikle negatif kontroller hazirlandi. Her bir érnek igin 25uL reaksiyon
karigtmi ve SpL Internal Standart (IS) ayrildi. Analizi yapilacak 6rneklerden tiiplere
3’er pL ilave edildi (0,5-10pg total protein).

* Kontrol template: 1puL control template

* Blank: 1uL lysis buffer

* Niikleaz icermeyen H20 ile 50uL ye tamamlanir.

Ornek, negatif kontrol ve pozitif kontroliin hazirlanis1 Tablo 3.4.’te dzetlendigi

sekilde yapildi.

Tablo 3. 4. TRAP analizi i¢in 6rnek ve kontrollerin hazirlanisi

Soliisyon Ornek Negatif Kontrol | Pozitif Kontrol

Hazirlanmis hiicre ekstrakti 1-3uL - -

Istyla muamele edilmis hiicre

ekstrakti - 1-3uL )
Pozitif kontrol hiicre ekstrakti - 1-3uL
Reaksiyon karigimi 25uL 25uL 25uL
PCR Water 22-24uL 22-24uL 22-24uL

Termal dongii cihazinda (Biorad, T100, ABD) 185°C’de 10 dk denatiire edildi.
Ardindan tiim tiipler bir tur spin cithazinda (Ohaus, Frontier 5306, ABD) cevrildi ve
termal dongii cihazina yerlestirilerek Tablo 3.5.’te belirtildigi sekilde inkiibe edildi.
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Tablo 3. 5. Telomeraz enzim aktivitesi icin PCR amplifikasyon programi

Islem Zaman Sicakhk Dongii
Primerleri Uzatma 20 dk 25°C 1
Telomeraz inaktivasyonu 5dk 94°C 1
Amplifikasyon: 30
Denatiirasyon 30 sn 94°C
Annealing 30 sn 50°C
Polimerizasyon 90 sn 72°C
Son uzatma 10 dk 72°C 1
Bekleme - 4°C -

3.2.4.4. Elisa asamasi

4 deney grubu i¢in ayr1 ayri pozitif ve negatif tlipler ve ayrica blank ve LC i¢in
tiipler hazirlandi. Konulacak soliisyonlarin miktar1 3 tekrarli olacak sekilde belirlendi.
1 tane blank, 1 tane LC ve her bir deney grubu icin bir pozitif bir de negatif tiip
hazirlandi. Blank icin Hibridizasyon Buffer T kullanilirken diger tiipler igin
Hibridizasyon Buffer T ve Hibridizasyon Buffer IS konulacak sekilde ikiser tiip
hazirlandi. Hazirlanan her bir 6rnekten 100 pL mikro plakanin kuyucuklarina dagitildi
ve buharlasmay1 dnlemek i¢in kendi yapiskanli bandi ile gozler dikkatlice kapatildi. 2
saat 320 RPM c¢alkalayici plaka tizerinde 37°C inkiibatdr igerisinde inkiibe edildi (Sekil
3.2).

30 ul Denatiirasyon Reagenti + P

7,5 ul PZR dirtinii + 100 pl drnek ) 4 A" 2saat

300 ul Hibridizasyon Buffer T/ - 230 RPM
Hibridizasyon Buffer IS

Sekil 3. 2. Elisa asamas1 i¢in 6rnek tiiplerinin hazirlanmasi

Bu siirenin sonunda siipernatant atilarak tizerlerine 250 pL 1X yikama soliisyonu
eklendi ve 3 kez bu islem tekrarlanarak yikama islemi yapildi. HRP ¢aligma soliisyonu

hazirland1 ve her bir kuyucuga 100 pL eklendi. Kuyucuklar kendi yapigkanli bandi ile
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kapatild1 ve oda sicakliginda 320 RPM c¢alkalayici plaka tizerinde 30 dk inkiibe edildi.
Bu siirenin sonunda kuyucuklardaki soliisyon dikkatlice uzaklastirildi. 250 pL yikama
sollisyonu eklenerek 5 kez yikama islemi yapildi. Her bir kuyucuga 100 uL. TMB
substrat soliisyonu eklendi ve 10 dk oda sicakliginda 320 RPM calkalayict plaka
iizerinde inkiibe edildi. islemi durdurmak i¢in her bir kuyucuga 100 uL stop soliisyonu
eklendi. Plaka okuyucuda 450 nm ve 690 nm’de her bir kuyucugun absorbans degerleri
olciildii.

3.2.4.5. Hesaplama ve degerlendirme

Hesaplama islemi i¢in asagidaki formiil kullanildu:
(As-As,O)/As,IS

RTA= x100
(Atss-Atss,0)/ATss,is

As: Ornegin Absorbansi

As,o: Negatif Kontroliin Absorbansi

As.s: Internal Standartli Ornegin Absorbansi

Arss: Kontrol Kalibin Absorbansi

Arss,o: Lizis Sollisyonunun Absorbansi

Arss.is: Internal Standartli Kontrol Kalibin Absorbansi
Sonuglar Tablo 3.6.’ya gore degerlendirildi.

Tablo 3. 6. Telomeraz enzim aktivitesi sonuglarmin degerlendirilmesi

Absorbans Sonucu Degerlendirme

Negatif
<0,1 (A450nm — Aeoonm) 0,1’den yiiksekse deney tekrarlanir.
Kontrol
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Tablo 3. 6. (Devam) Telomeraz enzim aktivitesi sonuglarinin degerlendirilmesi

Absorbans Sonucu Degerlendirme

Low Control (LC) RTA =0,3-0,8 aras1 | Bu  aralikta  degilse deney

(A450nm — A69onm) tekrarlanir.
Pozitif

Kontrol

High Control (HC) RTA = 2-4 aras1 | Bu aralikta degilse deney

(A450nm — A69onm) tekrarlanir.

(AcAwo)/A Omek RTA degeri < LC RTA
s™41s,0 s,IS

. degeri ise Ornegin telomeraz enzim
Ornek | RTA= 400

aktivitesi saliverilmesi i¢in

(Arss-ATss.0)/Atss s uygundur.

3.2.5.Potansi analizi (Parakrin sekresyonu)

Son {iriin haline getirilen MKH’ler, 2x10°/gdz olacak sekilde 6-gozlii petriye
kiltiir besiyerinde rekombinant insan IFN-y (100 ng/mL; 2000 IU) (Miltenyi Biotech,
Almanya) varliginda ve yoklugunda 4 giin boyunca kiiltiire edildi ve bu siirenin
sonunda kondiisyonlanmis besiyeri toplanarak analiz edilmek iizere -80°C derin

dondurucuda (Arctiko, Danimarka) saklandi1 (Gramlich vd., 2016).

ELISA analizinin gerceklesecegi giin, ornekler ¢ozdiiriildii. Hiicreler tarafindan
besiyerine salgilanan IDO, PGE2, HGF ve TGF-B1 proteinlerinin (Moll vd., 2016)
analizinin yapilabilmesi i¢cin IDO, PGE2, HGF ve TGF-f1 ELISA kitleri (Elabscience,
ABD) kullanildi. Analizler iretici firmanin talimatlarina gore gergeklestirildi.

Oncelikle reaktifler hazirlandi:

Yikama Tamponu: 750 mL yikama tamponu hazirlamak i¢in 30 mL konsantre

yikama tamponu 720 mL distile su ile seyreltildi.

Standart calisma c¢ozeltisi: Standart 10000xg'de 1 dk santrifiijlendi. 1 mL
Referans Standart ve Numune Seyreltici eklenerek 20 ng/mL'lik bir ¢alisma ¢dzeltisi
olusturuldu. Ardindan 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.31 0 ng/mL olacak sekilde seri
seyreltmeler yapildi (Sekil 3.3.).
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500uL 500uL 500uL.  500uL 500uL  500uL

= YW W W Wan Wan

Referans
Standart
Eﬁ:l““ u m m m
a2 . |
20 10 5 2.5 1.25 0.63 0.31 0

ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

Sekil 3. 3. Standart calisma ¢6zeltisinin hazirlanmasina iliskin sematik gosterim

(Elabscience Kullanim Kilavuzundan alinmistir)

Standart, blank ve o6rneklerin her bir diliisyonu uygun kuyucuklara 100 pL
olacak sekilde eklendi. Plaka kendinden yapiskanli bant ile kapatildi. 37°C'de 90 dk
boyunca inkiibe edildi, inkiibasyon sonunda her bir kuyucuktan soliisyonlar bosaltild1.
Her bir kuyucuga hemen 100 pL. Biyotinlenmis Detection Ab ¢alisma soliisyonu
eklendi. Kuyucuklar tekrar kendinden yapigkanli bant ile kapatildi. 37°C'de 1 saat
boyunca inkiibe edildi. Her bir kuyucuktan soliisyon bosaltilarak 350 pL yikama
soliisyonu her bir kuyucuga eklenerek 3 kez yikama islemi gerceklestirildi. Her bir
kuyucuga 100 uL HRP Konjugat ¢alisma soliisyonu eklendi. 37°C'de 30 dk inkiibe
edildi. Her bir kuyudan ¢6zelti uzaklastirildi ve 5 kez yikama islemini gergeklestirildi.
Her bir kuyucuga 90 pL. Substrat Reaktifi eklenerek 37°C'de 15 dk inkiibe edildi
Stirenin sonunda her bir kuyucuga 50 pL Durdurma Soliisyonu eklendi. Plaka

okuyucuda 450 nm’de her bir kuyucugun absorbans degerleri 6l¢iildii.

3.2.6. Apoptoz analizi

APC-konjuge Annexin V (Tonbo Bio, ABD) ve PI (Cayman Chemical, ABD)
boyamasi, popiilasyondaki aktif olarak apoptoz gegiren hiicrelerin yiizdesini
belirlemek igin kullamlmustir (Tablo 3.7.). Annexin V, Ca*>-bagimli fosfolipid
baglama 6zelligi olan bir proteindir ve fosfotidilserine yiiksek afinitesi vardir. Boylece
apoptozu belirlemede etkilidir. PI ise akim sitometri analizlerinde canli hiicreleri canli

olmayandan ayirma da kullanilan non-vital bir boyadir.
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Tablo 3. 7. Annexin V-PI boyama sonuglarinin yorumlanmast

Annexin V PI Sonu¢/Yorum
Pozitif Negatif Erken apoptotik
Pozitif Pozitif Geg apoptotik-Olii
Negatif Pozitif Nekroze

Negatif Negatif Canli

Hiicre kiiltiirii ortaminda apoptozise giden hiicrelerin membranlari intakt (erken
apoptozda) olmasina ragmen daha ileri donemlerde ge¢ apoptozis/sekonder nekrozun
gelismesi ile hiicrelerin membran biitlinliikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz
asamasina kadar olan siire i¢cinde hiicreler non-vital boyalar denilen (PI) boyalar ile
boyanacak olurlarsa apoptozis baslamis olmasina ragmen membran intakt olmasindan
dolay1 bu boyalarla boyanamazlar. Sekonder nekroz gelistikten sonraki asamalarda
hiicreler membran biitlinliiklerinin bozulmas1 ile non-vital boyalar ile boyanmaya
baslarlar. Zar biitiinliigii bozulmus hiicrelerde (ge¢ apoptotik; nekrotik) ¢ift zincirli
DNA’nin GC bakimindan zengin bolgelerine baglanmaktadir (Giiles & Eren, 2008).

Kisaca, hiicreler %1 sigir serum albiimini (BSA) iceren PBS'de yikandi.
Ardindan, hiicreler 3x10%mL hiicre konsantrasyonunda 1X Annexin baglama
tamponunda yeniden siispanse edildi ve daha sonra karanlikta Annexin V-APC ile 10
dk inkiibe edildi. Hiicrelere PI eklendi ve hemen ardindan numuneler Agilent
NovoCyte D3005 standart konfigiirasyon (Agilent, ABD) akim sitometri cihazinda
analiz edildi (Luo vd., 2020; Ma vd., 2019). Hiicre fragmentleri morfolojik kapilama
ile disland1. Sonuglar Tablo 3.7.’ye gore yorumlandi.

3.2.7.Hiicre dongiisii analizi

Son tiriinlerin akim sitometrik analizi ile anormal DNA igeriginin varligi tespit
edilmis ve bu DNA indeksinin hiicre dongiisii faz dagilimlar1 belirlenmistir. Hiicre
dongiisiiniin G1, S ve M fazlarinda hiicre dagilimi farkli oldugundan, DNA igerigi
hiicrenin fazin1 belirlemek i¢in de kullanilmistir. Hiicre zari iyonik olmayan

deterjanlarla bozulmus, hiicre iskeleti ve niikleer proteinler tripsin ile ortadan
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kaldirilmig ve hiicresel RNA enzimlerle sindirilmistir. Niikleer kromatin poliaminler

ile stabilize edilmistir.

Bu amagla, hiicreler dPBS ile iki kez yikand1 ve %70 etanol ile 4°C'de 30 dk
boyunca fikse edildi. 300xg'de 5 dk santrifiij edildikten sonra silipernatant
uzaklastirildi. Hiicre pelleti %0,1 BSA igeren dPBS ile iki kez santrifiij edilerek
yikandi. Hiicreler 500 pL. dPBS-BSA icinde siispanse edildi, 30 dk boyunca 0,5
mg/mL RNAse A Soliisyonu (kat no: 10009959; Cayman Chemical, ABD) ile
muamele edildi. Ardindan 37°C'de 30 dk boyunca 50 pg/mL PI (kat no: 10008351
Cayman Chemical, ABD) ile boyand: (Batsali vd., 2017).

PI ile boyanmig DNA igerigi, Agilent NovoCyte D3005 standart konfigiirasyon
(Agilent, ABD) akim sitometri cihazinda o6lglldii. Farkli hiicre dongiist
asamalarindaki hiicrelerin dagilimi, yazilim programinda bulunan model kullanilarak

analiz edildi.
3.2.8.CFSE ile canlhilik ve proliferasyon analizi

Hiicrelerin canliliginm1 ve proliferasyonunu belirlemek i¢in son iiriinler akim
sitometri yontemi ile analiz edildi. Isaretleme icin 10pm "5-(ve -6)-
karboksifluorescein diasetat siiksinimidil ester" (CFSE) (kat no: 13-0850; Tonbo Bio,
ABD) boyasi kullanildi. Bir hiicredeki boya miktari mitoz sirasinda yavru hiicreler
arasinda esit olarak bdliiniir, boylece her yavru hiicre ebeveynin yaris1 kadar boya
icerecek ve bu nedenle yaris1 kadar parlak olacaktir (Urbani vd., 2006; Hsu vd., 2015).
Bu amagla; hiicreler 10 dk boyunca boya ile muamele edildi ve 37°C'de inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler 300xg'de 5 dk santrifiij edildi ve ardindan
PBS'de iki kez yikandi. Hiicreler her giin tripsin ile kiiltiir kaplarindan kaldirildi ve 4
giin boyunca analiz edildi (Analiz kiiltiirlin her giinii tekrarlandi). Takip eden
giinlerdeki analizler, boya dagiliminin ilk giin (zaman noktas: 1) tanimlananla
karsilastirilmasiyla gergeklestirildi. Hiicreler Agilent NovoCyte D3005 standart
konfigilirasyon (Agilent, ABD) akim sitometri cihazinda analiz edildi.

3.2.9.Popiilasyon ikiye katlama analizi

Popiilasyon ikiye katlamalar1 daha once Cristofalo ve ark. tarafindan agiklanan

formiil kullanilarak hesaplandi (Cristofalo vd., 1998):

2n =Nx/No
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Nx: tripsinizasyondan sonra sayilan hiicre sayisi
No: baslangicta ekilen hiicre sayisi

Bu amagla, hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma 2x10°/kuyucuk hiicre olacak
sekilde ekildi ve %80 konfluensiye ulagsan hiicreler tripsinizasyon ile kiiltiir
kaplarindan kaldirilarak sayildi. 3 tekrarli yapilan calisma ile her bir deney

gurubundaki hiicrenin ulastig1 sayimin ortalamalar1 alinarak hesaplama yapildi.
3.2.10. Biiyiime faktorii analizi

Hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma 2x10°/kuyucukta 4 giin boyunca
kiiltiirlenmistir. Kondiisyonlanmis besiyeri deneyin son giiniinde toplandi, analiz
edilmek tizere -80°C derin dondurucuda saklandi. ELISA analizinin ger¢eklesecegi
giin, ornekler ¢ozdiiriildii. Hiicreler tarafindan besiyerine salgilanan VEGF, HGF,
FGF-2, Angpt-1 ve PEDF proteinlerinin (Sagaradze vd., 2019) seviyelerinin
Olciilebilmesi i¢in VEGF, HGF, FGF-2, Angpt-1 ve PEDF ELISA kitleri (Elabscience,
ABD) kullanildi. Analizler iretici firmanin talimatlarina gore ve 3.2.5. basliginda
anlatildig1 sekilde gerceklestirildi. Reaksiyonlarin sonlandirilmasinin  ardindan

ornekler bir mikroplaka okuyucu (BioRad Laboratories, ABD) ile 450 nm'de 6l¢iildii.
3.2.11. In vitro yara iyilesmesi deneyi

In vitro yara iyilesmesi deneyi icin, hiicreler 2x10%/kuyucuk olacak sekilde 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekildi ve hiicrelerin yapisip %100 konfluent olmasina izin
vermek i¢in 24 saat boyunca 37°C ve %5 CO:z inkiibatorde kiiltiire edildi. Bu birlesik
tek tabaka daha sonra steril bir pipet ucuyla yaklasik 0,4-0,5 mm genisliginde bir ¢izik
birakacak sekilde isaretlendi ve boylece hiicreler arasinda hiicrelerin go¢ etmesini ve
yaray1 iyilestirmesini saglamak amaciyla bir bosluk olusturuldu. Kiiltiir ortam1 daha
sonra hemen yenilenerek yerinden oynamis hiicreler uzaklastirildi. Hiicreler 48 saat
boyunca ¢ogalma ac¢isindan izlendi ve JuLi (NanoEnTek Inc., Giliney Kore) tezgah
istii mikroskobu kullanilarak fotograflandi. Gog aktivitesi, Image J yazilimi (NIH,
Bethesda, MD https://imagej.nih.gov/ij/) ile her zaman noktasinda her bir kuyucukta

hiicreler tarafindan kapatilan goriintiiniin goreceli alani dl¢iilerek hesaplandi.

Hiicrelerin cogalmasini degil go¢ kapasitesini analiz etmek i¢in, yara alaninin ilk
fotograflar1 daha once Latifi-Pupovci ve arkadaslar tarafindan tarif edildigi gibi 6 ve
12. saatlerde ¢ekildi (Latifi-Pupovci vd., 2015). Bu siirenin ardindan, hiicreler 48 saat

boyunca cogalma agisindan izlendi ve fotograflar 24 saat sonra c¢ekildi. Yara
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kapanmasin1 6lgmek igin, daha dnce Latifi-Pupovci ve arkadaslar tarafindan tarif
edildigi gibi tanimlanmig bir ylizey alanina sahip bir dikdortgen tanimlandi ve bu,

diger zaman noktalarinin tiim fotograflarina gegirildi (Latifi-Pupovci vd., 2015).

Yiizde kapanma tahmini, tanimlanan yara alaninin yiizey alaninin (toplam yiizey
alan1) ve yara alanina go¢ eden hiicrelerin ylizey alaninin (go¢ eden hiicre yiizey alani)

belirlenmesinden sonra yapildi:
Toplam yiizey alan1 = 0,5 mm x uzunluk;
Gog eden hiicre yiizey alan1 = Hiicre gd¢ilinlin uzunlugu (mm) x 2 x uzunluk,

Kapanma yiizdesi (%)= (Gog eden hiicre yiizey alan1 /Toplam ylizey alani) x 100

olarak belirlendi.
3.2.12. Mikoplazma analizi

Mikoplazma analizi, PCR yontemi ile EZ-PCR Mycoplasma Test Kit
(Biological Industries, Israil, kat no: 20-700-20) kullanilarak gergeklestirildi.
Hiicrelerden 1 ml besi yeri 6rnegi alindi1 ve 250xg’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant
uzaklastirildi ve 17.000xg’de 10 dk tekrar santrifiij edildi. Siipernatant dikkatlice
pipetle ¢ekildi ve olusan pelletin iizerine 50 pL Buffer Solution ekleyerek pipetaj
yapildi. Bu karisim 95°C’de 3 dk. inkiibasyona birakildi. PCR karisimlar1 Tablo

3.8.’teki miktarlar kullanarak hazirlandi.

Tablo 3. 8. PCR karisimlarinin hazirlanmasi

Ornek (Bilinen) Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
PCR H;0 35pL 39 uL 40 uL
Reaksiyon 10 pL 10 pL 10 uL
Karisimi
Ornek SuL - -
Pozitif Template - 1 uL -

Hazirlanan PCR 6rnekleri Tablo 3.9.’da verilen parametrelere gore ¢alisildi:
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Tablo 3. 9. Mikoplazma analizi i¢gin PCR amplifikasyon programi

Sicakhik Siire Dongii
94°C 30 sn )
94°C 30 sn
60°C 120 sn 35 Dongii
720C 60 sn
94°C 30 sn )
60°C 120 sn )
72°C 5 dk )

PCR sonunda %2’lik agoroz jele 20 pL PCR iriinleri yiiklendi ve yatay
elektroforez sisteminde 4-10 V/cm olacak sekilde yiirttildii (Huo vd., 2020).
Ardindan yiiriitillen jel BIO-RAD Jel Goriintiileme Sisteminde (Bio-Rad, ABD)
goriintiilendi. Goriintiilenen jeldeki bant profilini incelenerek Ornekler pozitif ve

negatif kontroller ile karsilastirildi.
3.2.13. Mikrobiyolojik kontrol

Sterilite testi yapilacak ham doku tagima soliisyonundan, iiretim siirecindeki ara
iriinden, tiretim iglemlerini tamamlamis son iirlinden LAF kabin igerisinde 1 mL 6rnek
sterilite testi amaciyla ayrildi. Bu 6rnek dikkatli bir sekilde bir siringa yardimu ile

Bactec FX PedsPlus ve Bactec FX Anaerobik siselerine yiiklendi.

Bactec FX (BD, ABD)’e yiiklenen sise, 5 glin boyunca cihaz igerisinde 37°C’de
inkiibe edildi. Bactec FX, 5 giin boyunca 10 dk’da bir 6l¢iim yaparak sise icerisinde
herhangi bir mikroorganizma gelisimi olup olmadigimi kaydetmektedir. inkiibasyon
stiresinin sonunda bir 6rnekte tireme tespit edilmezse (kolorimetrik sinyal degisimi
yoksa) negatif, ireme tespit edilirse (kolorimetrik sinyal degisimi varsa) pozitif olarak

degerlendirildi (Radrizzani vd., 2016).
3.2.14. Endotoksin analizi

Endotoksin testi i¢in oncelikle standart egri olusturuldu. Bunun i¢in, en az 3
endotoksin konsantrasyonu hazirlandi. Standart egrinin ortasinda ya da yakininda
endotoksin konsantrasyonu secildi ve c¢ozeltiler Tablo 3.10.’da belirtildigi sekilde

hazirlandi.
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Tablo 3. 10. Endotoksin analizi i¢in ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Endotoksin Endotoksine
Cozelti Paralel sayis1
Konsantrasyonu eklenen cozelti

A (Test ¢ozeltisi) Yok Test ¢ozeltisi 2

B (Ornek+Pozitif Standart egrinin orta Test ¢ozeltisi 2
kontrol) konsantrasyonu

C (Pozitif kontrol) Standart egrinin orta LRW 2
konsantrasyonu

D (Negatif kontrol) Yok LRW 2

5 mL Pyrosoll tampon ile sulandirilan lizat (Limulus Amoebacyte Lysate
Pyrotell) flakonu ¢ok yavasca ¢evrilerek kopiirtiilmeden ¢ozdiirtildii. Hazirlanan A, B,
C, D ¢ozeltilerinin her birinden 100’er uLL alinarak tiiplere pipetlendi. B ¢ozeltisi i¢in
(Cozelti A’dan 100’er pL alinarak 2 ayr tiipe pipetlendi. Ayri bir tiipte ¢cozelti A’dan
900 pL, 1 EU/mL’lik standarttan 100 pL alinarak konsantrasyonu 0,1 EU/mL’lik
diliisyon elde edildi ve bu diliisyon 2 ayri tiipe 100 pL olarak pipetlendi. C ¢ozeltisi
i¢in, LRW’den 100’er pL alinarak tiipe pipetlendi. Ayri bir tiipte 900 uL LRW’ye 100
puL 1 EU/mL’lik standarttan eklenerek konsantrasyonu 0,1 EU/mL’lik diliisyon elde
edildi ve bu diliisyon tiipe 100 puL olarak pipetlendi. A, B, C, D ¢dzeltilerinin
koyuldugu her bir tiipiin tizerine 100 pL lizat pipetlendi ve Pyros Kinetix® Flex Tiiplii
Kinetik Okuyucuya (Associates of Cape Cod, Inc, ABD) yerlestirildi. 45 dk siire

sonunda analiz sonlandirild1 ve sonuglar degerlendirildi.
3.3. Istatistiksel Analizler

Her deney 3 tekrarli olarak yapildi1 Calismanin verileri, ortalama standart sapma
(+SD) olarak raporlandi. Tiim grafikler, hesaplamalar ve istatistiksel analizler
GaphPad Prism yazilimi siirim 10.2.3 (GraphPad Software, ABD) kullanilarak tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey'in Coklu Karsilastirmalar son testi
kullanilarak gerceklestirildi.

p degerleri 0.05'ten kiiciikse istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (*p<0,05,
*%p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).
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4. BULGULAR

4.1. ITTU Olarak MKH Uriinlerinin izolasyonu ve Kiiltiirii

Bagisct kriterlerine uygun, bilgilendirilmis ve yazili onami alinmig goniillii
vericilerden alinan gébek kordonu doku nakil soliisyonu igerisinde [iU laboratuvarina
steril kosullarda getirildi ve ayn1 giin islemine alindi. Laboratuvara gelen ham dokudan
(gbbek kordonu) eksplant kiiltiir yontemi ile izolasyon gerceklestirildi. 72 saat sonra,
doku pargalarindan fibroblast benzeri, ig seklinde bir morfolojiye sahip hiicrelerin
cikmaya bagladig1r goriildii (Sekil 4.1.). Bu hiicreler koloniler seklinde biiylimeye
bagladilar ve 11. gilinde hiicrelerin %80 konfluent olmasiyla, doku pargalar1 petri
kaplarindan uzaklastirildi (Sekil 4.1.). Hiicreler bulunduklari kaptan tripsinizasyon ile
kaldirilarak alt kiiltiirlere gecildi. Hiicreler her giin mikroskop altinda gézlemlendi ve
alt kiiltiirler boyunca hiicreler morfolojilerini korudular (Sekil 4.2.).

Sekil 4. 1. WJ-MKH’lerin morfolojik goriintiisii A: Eksplant izolasyonun yapildig:
giin (0. Giin), B: Izolasyondan sonra 72. saatte hiicrelerin dokulardan
¢ikis1, C: Izolasyondan sonraki 11. giinde hiicrelerin %80 konfluensiye
ulagmas1 ve dokularin ortamdan uzaklastirilmasi, D: 11. glinde hiicrelerin

morfolojik goriintiisii (6l¢li gubugu = 100 um).
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Sekil 4. 2. P1, P2 ve P3’te WJ-MKH’lerin morfolojik goriintiisii A: P1 2. giinde
hiicrelerin morfolojik goriintiisii, B: P2 2. glinde hiicrelerin morfolojik
goriintiisii, C: P3 3. giinde hiicrelerin morfolojik goriintiisti, D: P3 4.

giinde hiicrelerin morfolojik goriintiisii, (6l¢ii cubugu = 100 um).

Her pasaj sonrasinda hiicreleri yedeklemek ve stok olusturmak amaciyla,
hiicreler -196°C sivi azot tankinda dondurularak saklandi. Ilgili deneyleri
gerceklestirmek amaciyla hiicreler su banyosunda ¢ozdiiriilerek tekrar kiiltiire edildiler
(Sekil 4.3.). Dondurma ¢ozme islemlerinde hiicre canliliklart Grup 4 hari¢ diger
gruplarda korundu ve tekrar kiiltiire edilen hiicrelerin morfolojilerinde bir degisiklik
gozlenmedi. Grup 4'te istenen hiicre sayist ve canliliga ulasmak i¢in birden fazla
kriyotiipiin ¢ozdiiriilmesi gerekti. Grup 3 ve Grup 4 i¢in ¢ozdiirme sonrasi ortalama
canlilik sirastyla %85,8 ve %81,0 iken, taze hazirlanmis son {iriinler Grup 1 ve Grup

2 i¢in ortalama canlilig1 sirastyla %94,2 ve %92,8 idi.
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Sekil 4. 3. P3’te dondurularak saklandiktan 1 ay sonra ¢ozdiiriilerek kiiltiire edilerek
P4’e getirilen WJ-MKH’lerin morfolojik goriintiisii A: P4 3. giinde
hiicrelerin morfolojik goriintiisii, B: P4 4. glinde hiicrelerin morfolojik

goriintiisi, (6l¢ii gubugu = 100 pm).

Kiiltiire edilen hiicreler P3’e geldiklerinde immunofenotopik analiz ile
karakterizasyonlar1 yapildi. Karakterizasyon sonuglarit uygun bulunan hiicreler diger
deney gruplart (Grup 2, Grup 3 ve Grup 4) olusturmak amaciyla kiiltiire edildi/
donduruldu/¢6ziildii. Daha sonra bu hiicrelerin de akim sitometri ile immunofenotopik
analizleri gergeklestirildi. Sonuglar1 uygun bulunan hiicreler iizerinde diger analizler

gergeklestirildi.

Taze olarak hazirlanan son iiriinler igin (Grup 1 ve Grup 2) “Popiilasyon Iki
Katina Cikma Siireleri (Population Doubling Time: PDT)” hesaplandi, P3'teki
hiicrelere (Grup 1) kiyasla P4 hiicreleri (Grup 2) i¢in PDT degerlerinde bir diisiis
oldugunu goriildii ve deneyin sonunda 1,41 kat azalma go6zlendi (Sekil 4.4.). Spesifik
olarak, Grup 1 hiicreleri i¢cin PDT sonuglar1 3,77 iken Grup 2 hiicreleri igin 2,66 idi.

Istatistiksel analiz iki grup arasinda anlamli bir fark olmadigini ortaya koydu (p> 0,05).
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Grup 1 Grup 2

Sekil 4. 4. Grup 1 ve Grup 2 hiicrelerine ait popiilasyon iki katina ¢ikma stirelerine
iliskin grafik (p> 0,05).
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4.1.1.Uretim ortaminda partikiil kontrolleri

Partikiil igerigi MKH f{iretiminin farkli asamalarinda 6l¢iilmiistiir. Uretimin
herhangi bir asamasinda LAF kabin altinda 6l¢iilen 0,5 ve 5 um'lik canli olmayan

partikiillerin sayisinda 6nemli bir farklilik gézlenmedi.
4.2. Hiicreler Uzerindeki Analizler

P3’e getirilen hiicrelerden dncelikle akim sitometrisi ile immunofenotipik analiz
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglarin uygunlugu tespit edildikten sonra bu hiicreler
cogaltilarak diger deney gruplarini hazirlamak i¢in uygun sekilde iiretim iglemlerine

(kiiltiire etme/ dondurma/¢6zme) tabii tutuldu.
4.2.1. WJ-MKH'lerin akim sitometrisi ile immunofenotipik karakterizasyonu

Her bir deney grubu i¢in akim sitometrisi ile immunofenotipik analiz
gergeklestirildi. Yapilan analizler sonucunda hiicrelerin MKH’ler i¢in pozitif kabul
edilen CD90, CD44, CD105 ve CD73 belirteglerini ifade ettigi; negatif belirte¢ olan
CD34,CD11b, CD19, CD45 ve HLA-DR i ise ifade etmedigi goriildii (Sekil 4.5., 4.6.,
4.7. ve 4.8.de her bir gruba ait temsili bir analizin dot plot ve histogram goriintiileri,
Tablo 4.1.”de ise her bir gruba ait ortalama sonuglarin 6zeti gosterilmistir). Elde edilen
sonuglarin “Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (International Society of Cellular
Therapy, ISCT)” kriterlerine uyarak son iirlin serbest birakma spesifikasyonlarina

(Tablo 3.1.) uydugu tespit edildi.
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65



ungated] $5 NT LIVFS T LN s e
g & 8
z
3
3 E )
@
. CF R
= il |
w w w " " w w v
ssarin comrme comeer
[Ungated] SSINT LINFSTNTLIN [ATFLT INTLOG [ATFLS INTLOG
Region Number % Total %Gated X-Mean  Y-Mean Region Number % Total %(Gated X-Mean  Y-Mean Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 35105 100.00 100.00 328 320 ALL 34003 968 10000 239 i ALL 34003 96.86  100.00 729 #HiH
A 34003 96.86  96.86 324 320 B 771 9620 99.32 24 i J 33859 9645 995K 732 L
paranrion pamsmrion
B H
K
s
w w w w - " w -
[ATFLZINTLOG [AJFLG INTLOG
Region Number %Total %Gated X-Mean  Y-Mean Region Number %Total %Gated X-Mean  Y-Mean
ALL 34003 9686 10000 238 s ALL 34003 9686  100.00 758 s
G 13924 9664 9977 219 i K 33904 9658  99.71 76 Wi
Tungated] S5 NT LIVFS T LN T
8
z
5
3
g A
w w w w
s e
[Ungated] SS INT LINFS INTLIN TATFLT INTLOG
Region Number % Total %Gated X-Mean Y-Mean Region Number  %Total %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 30065 100.00 100.00 335 328 ALL 28995 96.44 100,00 1.36 Hik
A 28995 9644 96.44 324 322 B 71 0.24 0.24 6.62 B
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Sekil 4. 8. Grup 4 son iirlinlerinin akim sitometri ile immunfenotipik

karakterizasyonuna iliskin analiz sonuglari
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Tablo 4. 1. Akim sitometri ile immunfenotipik karakterizasyonuna iligkin her bir

grubun ortalama sonuglari.

Yiizey Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Belirteci (ortalama) (ortalama) (ortalama) (ortalama)
CD90 FITC 99.80 = 0,34% % 96,85+2,14 % 97,16+0,07 % 100,00+0,049
CD105 PC7 98.58 = 1,13% % 96,87+2,35 % 94,91+0,093 % 96,70+0,16
CD44 PE 99.89 + 0% % 99,83+0,52 % 99,69+0,03 % 99,91+0,68
CD73 APC 96.81 £ 0,47% % 97,39+2,26 % 99,97+0,02 % 100,00+0,49
HLA-DR % 1,09+0,29 % 1,22+0,032 % 1,85+0,11 % 1,01+0,52
CD14 % 1,09+0,29 % 1,22+0,032 % 1,85+0,11 % 1,01+0,52
CD11b % 1,09+0,29 % 1,22+0,032 % 1,85+0,11 % 1,01+0,52
CD34 % 1,09+0,29 % 1,22+0,032 % 1,85+0,11 % 1,01+0,52
CD19 % 1,09+0,29 % 1,22+0,032 % 1,85+0,11 % 1,01+0,52
CD45 % 1,09+0,29 % 1,22+0,032 % 1,85+0,11 % 1,01+0,52
CD79a % 1,09+0,29 % 1,22+0,032 % 1,85+0,11 % 1,01+0,52

4.2.2. Timorojenite analizi (Telomeraz enzim aktivitesi)

Son {irtinlerin tiimorojenitesinin kontrolii i¢in telomeraz enzim aktivitesi tayini
analizi “Telo TAGGG PCR ELISA Plus (Roche, ABD)” kit prosediiriine uygun olarak
gergeklestirildi. Kitin dogrulugunun kontrolii i¢in negatif kontrol ve pozitif kontrol
orneklerinin kit 6nerileri dogrultusundaki araliklarda olmasina dikkat edildi. Negatif
kontrol i¢in 0,1°den kiigiik bir deger; pozitif kontrol i¢in ise kit igeriginde bulunan low
kontroliin 0,3-0,8 degerleri arasinda olmasi beklenmektedir. Calisma sonucunda elde
edilen degerler bu kriterlere uygundu. Kitin diizglin ¢alistigi dogrulandiktan sonra

deney gruplarinin analiz sonuglar1 hesaplanmaistir.

Telomeraz enzim aktivitesi deney gruplari arasinda farklilik gostererek, Grup 1
en yiksek ve Grup 4 en disiik aktiviteyi sergiledi. Telomeraz enzim aktivitesi
seviyeleri en yiiksekten en diisiige dogru asagidaki gibi siralanmistir: Grup 1 (0,21 +
0,1), Grup 2 (0,28 = 0,02), Grup 3 (0,08 = 0,05) ve Grup 4 (0,02 + 0,02). Grup 1’in,
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Grup 4'ten yaklasik 10,5 kat daha fazla telomeraz aktivitesine sahip oldugu tespit
edildi.

Diger son iiriin gruplariyla karsilastirmak i¢in, P3 MKH'lerde (Grup 1) rolatif
telomeraz aktivitesi (RTA) %100 olarak kabul edildi ve diger gruplarin hesaplamalari
yapildt. Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 son lriinlerinde gézlenen RTA degerlerine
iliskin grafik Sekil 4.9.°da gosterilmistir. Bu sonuglar, Grup 2'min diger gruplara
kiyasla nispeten daha yiiksek bir telomeraz aktivitesi seviyesini korudugunu, Grup
4'ln ise gruplar arasinda en diisiik telomeraz aktivitesini sergiledigini gostermektedir.
Grup 3, Grup I'e kiyasla telomeraz aktivitesinde orta diizeyde bir diisiis gostererek

arada kalmaktadir (p>0,05).

= 150+ *
T = Grup 1
3] | |
E = Grup 2
£ 1004 =1 Grup 3
~ | = Grup 4
:
2 50-
9
4=
®
E 0——T—T1—1 ITI

Q Qq' Qrb Qb‘

PO

Sekil 4. 9. Son iirtinlerde gozlenen RTA degerlerine iligkin grafik. Grup 1’in RTA
degeri %100 olarak kabul edildiginde; Grup 2’nin 85,43; Grup 3’iin 39,89;
Grup 4’1lin ise 11,13 olarak hesaplanmistir (*p<0,05).

4.2.3. Gen ekspresyon analizi

Son {iriinlerdeki pluripotensi, farklilasma ve kok hiicre ozellikleri ile ilgili
genlerin ekspresyon profillerinin analizi amaciyla RT-PCR ile 22 genin ekspresyonlari
belirlendi. Ct degeri 30'un altinda olan genler giiclii pozitif, 30-35 arasinda olanlar
pozitif ve 36-40 arasinda olan genler zayif ekspresyon veya g¢evresel kontaminasyon
olarak kabul edildi. Serbest birakma kriteri olarak pozitif genler i¢in Ct <30 ve negatif
genler i¢cin Ct >30 kabul edildi.
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Grup 1, 2 ve 3 arasinda gen ifadeleri agisindan istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar olsa da bunlar belirtilen araliklar dahilindedir. Ornegin, ENG gen ifadesi
bu 3 grupta yiliksek oranda ifade edilirken, Grup 4'te bu ifade kaybolmustur. Bu
bulgular, hiicreler uygun sekilde dondurulup ¢oziildiigiinde gen ekspresyon
diizeylerinin tutarli kaldigin1 géstermektedir. Buna karsilik, hiicreler ayn1 giin iginde
¢Oziilip yeniden donduruldugunda gen ifadesi seviyelerinde farkliliklar
kaydedilmistir. Grup 4, MKH ile iligkili 22 genden 19'unda farkli ifade sergiledi. ENG
(CD105), POUSF1 (Oct-4), VCAM1, BMP4, THY 1, ZFP42 (Rex-1), NES, SMURFI,
ICAM 1, RUNX2, CD44, HLA-G, JAGI1 gibi genler diger gruplara kiyasla degismis

ekspresyon seviyeleri sergiledi.

Ozellikle ENG, SMURF1 ve ICAM1 Grup 4 hiicrelerinde ifade edilmezken
diger gruplarda giiglii bir sekilde eksprese edildi. POUSF1, VCAM1, BMP4, ZFP42,
HLA-G ve JAG1 Grup 4 hiicrelerinde ifade edilmezken, bu genlerin ifadesi diger
gruplarda gozlendi. THY1 ve NES gen ekspresyonlart Grup 4'te zayif ekspresyon
gosterirken diger gruplarda giiclii ekspresyon sergiledi (Sekil 4.10.)
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Sekil 4. 10. Son {irtinlere ait rolatif gen ifadelerinin karsilastirmali grafigi (*p <0,05;
**p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001).

4.2.4.Potansi analizi (Parakrin sekresyonu)

Son tiriin haline getirilen MKH’ler, kiiltiir besiyerinde rekombinant insan IFN-y
(100 ng/ml; 2000 IU) varliginda ve yoklugunda 4 giin boyunca kiiltiire edildi ve
kondisyonlanmis besiyeri (CM), 4 giiniin sonunda toplanarak ELISA y6ntemi ile IDO,
PGE2, HGF ve TGF-B1 proteinleri analiz edildi. IDO’nun en yiiksek tespit edildigi
gruplar Grup 2 (4,28 £ 0,12 ng/mL) ve Grup 3 (4,40 + 0,12 ng/mL) olup, kontrol grubu
olan Grup 1’den (1,689 + 0,06 ng/mL) yiiksek sentezlendigi goriildii (p<0,001). Grup
4’e ait hiicrelerdeki IDO sentezi (0,94 + 0,28 ng/mL) Grup 1’e gore 1,8 kat daha
diisiiktii. (p<0,05). Grup 2 ve Grup 3’e gore ise ortalama 4,5 kat daha diisiik sentezlendi
(p<0,001) (Sekil 4.11.-A). PGE2 sekresyonu ise tiim gruplarda esitti (1,48 pg/mL)
(p>0,05). TGF-B sekresyonu PGE2’ye benzer sekilde gruplar arasinda ¢ok fark
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gostermezken (Grup 1: 696,1 + 16,50; Grup 2: 703,3 + 3,14; Grup 3: 682,2 + 11,00
pg/mL; p>0,05) yalnizca Grup 4 hiicrelerinde diger gruplara gore 634,4 + 9,43 pg/mL
ile daha az protein sekresyonu oldu (p<0,05) (Sekil 4.11.-B). HGF sekresyonu en
yiiksek Grup 1°de goriiliirken (88,67 = 1,89 pg/mL), bunu sirastyla Grup 2 (71,00 £
4,24 pg/mL) ve Grup 3 (69,50 £ 7,78 pg/mL) takip etti (Sekil 4.11.-C). Bu gruplar
arasindaki degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Grup 4
hiicrelerinde ise, 43,67 = 5,19 pg/mL HGF protein sentezi ile en diisiik deger o6l¢iildii
(p<0,01). (Sekil 4.11.-D).

S Vv o L N v o L N N b N v L b
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Sekil 4. 11. Son {iriin haline getirilen hiicrelerin IFN-y varlig1 ve yoklugunda kiiltiire
edildikten sonra besiyerine salgiladiklar1 parakrin faktorlerin salgilarina ait
grafik. A: IDO salinimi en yiiksek Grup 2 ve Grup 3’te en diisiik ise Grup
4’te goriildii. B: PGE2 salinimi tiim gruplarda ayni tespit edildi. C: TGF-3
salimim1 Grup 4’te diger gruplara gore nispeten daha az olarak tespit edildi.
D: HGF salinim1 Grup 4’te en az olup en yiiksek sekresyon kontrol
grubunda saptanmistir. (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001).

4.2.5. Apoptoz analizi

Son iiriin elde etme yontemlerinin hiicrelerdeki apoptozis lizerindeki etkileri
analiz edilmistir. Uriinlerin son kullanma tarihi olarak belirlenen siire 48 saat
oldugundan, apoptoz analizi hiicreler son iiriin haline getirildikten 48 saat sonra
gerceklestirilmistir. Sekil 4.12., dort son {iriiniin hayatta kalma ve apoptoz oranlarini
gostermektedir. Grup 1 ve Grup 2 ig¢in apoptoz sonuglar1 diisiiktiir; bu gruplarda
apoptoza ugrayan hiicrelerin orant <%10'du (Tablo 4.2.). Buna karsilik, Grup 3 ve

4'teki hiicreler sirasiyla %13,7 + 0,40 ve %15,50 + 0,20 ile 6nemli 6l¢iide daha yiiksek
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apoptoz oranlari sergiledi. Daha ileri kantitatif sonuglar dondurma ve ¢6zme isleminin
kontrol hiicrelerine kiyasla MKH apoptozunu 6nemli 6lgiide indiikledigini gosterdi

(p<0,0001) (Sekil 4.12.).
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Sekil 4. 12. Son iiriin haline getirildikten 48 saat sonra gergeklesen apoptoz analizi

sonuglarina gore gruplarin karsilagtirilmasi grafigi.

Tablo 4. 2. Apoptoz analizi sonuglarina iligkin her bir grubun ortalama sonuglari.

Seriler Canh Olii (Nekroz) (ii)cosg):ipl:/%tliﬁk) Erl;:g(ﬁ)[:zg:{(;tlk
Grup 1 90,45+0,62 0,98+0,06 8,18+0,53 0,39+0,14
Grup 2 90,57+0,53 1,37+0,15 7,67+0,54 0,4+0,13
Grup 3 85,5+0,16 0,8+0,20 13,43+0,26 0,27+0,14
Grup 4 83,52+0,19 1,02+0,40 15,3+0,15 0,17+0,06

4.2.6. Hiicre dongiisii analizi

Uriinlerin son haline getirilmesi sirasinda biiyiime 6zelliklerinde meydana gelen
degisikliklerin islevsel etkileri g6z onilinde bulundurularak, bu tez ¢caligmasinda akim
sitometrisi analizi kullanilarak dort son {irliniin hiicre dongiisii durumu analiz
edilmistir. DNA'nin tek degiskenli histogramlari, hiicre dongiistiniin GO/G1, S ve
G2/M asamalarindaki hiicrelerin yiizdelerini dlgen veriler saglamistir (Ding vd.,
2024). Son iiriinlerdeki DNA igerigini degerlendirmek i¢in, DNA'ya yakinlig: ile

bilinen PI boyas analiz i¢in kullanilmigtir.
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Son f{irtinlerdeki akim sitometri cihazi ile gergeklestirilen hiicre dongiisii
analizine iligkin sonuglar Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.’te, hiicre dongiisii G1, S ve G2/M
fazindaki hiicrelerin ortalama yiizdeleri ise Tablo 4.3.’te belirtilmistir. Grup 2 ve Grup
3 hiicreleri GO/G1 fazindaki hiicrelerin sikliginda kademeli bir artis gosterdi sakin G1
fazindaki hiicrelerin orant Grup 2 ve Grup 3'te (sirastyla %86,55 £+ 0,45 ve %86,88 +
0,012; p> 0,05) Grup 1 ve Grup 4 hiicrelerine (sirasiyla %76,64 = 0,36 ve %72,95 +
0,55; p<0,0001) kiyasla daha yiiksekti. Grup 4'in hiicre dongiisii analizi, diger
gruplarla karsilastirildiginda S fazindaki hiicre sayisinda belirgin bir artis ve G0/G1
fazindaki hiicrelerde azalma oldugunu ortaya koydu. Grup 2 (sirastyla %11,65 + 0,35
ve %1,09 + 0,91) ve Grup 3'teki (sirastyla %8,80 £+ 0,72 ve %3,97 + 0,53) S ve G2/M
fazindaki hiicrelerin yiizdesi (S faz1 i¢in p <0,01 ve G2/M fazi i¢in p<0,01) Grup 1
(sirastyla 9%8,92 + 0,58 ve %14,11 + 0,89) ve Grup 4'e (sirastyla %22,64 = 0,36 ve
%3,42 + 0,78) kiyasla daha diisiiktii (Sekil 4.14.).
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Sekil 4. 13. Son iiriinlerin akim sitometride hiicre dongiistine ait DNA histogramlari.
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Sekil 4. 14. Hiicre dongiistiniin G1, S ve G2/M asamalarindaki hiicrelerin yiizdelerini

karsilagtirmali olarak gosteren grafik.

Tablo 4. 3. Son iiriinlerdeki G1, S ve G2/M fazlarindaki degisimlerin gosterimi.

Gruplar G1 S G2/M
Grup 1 %76,64 + 0,36 %8,92 + 0,58 %14,11 0,89
Grup 2 %86,55 £ 0,45 %11,65 +0,35 %1,09 0,91
Grup 3 %86,88 £ 0,12 %8,80+ 0,72 %3,97 £0,53
Grup 4 %72,95 + 0,55 %22,64 + 0,36 %3,42 £ 0,78

4.2.7.CFSE ile canhlik ve proliferasyon analizi

CFSE, ardisik hiicre boliinmeleri boyunca boyanin seyrelmesini 6lgerek hiicre
¢ogalmasini izlemek i¢in kullanilan floresan bir boyadir. Grup 4 hari¢ tiim gruplarda
boya konsantrasyonu giinler i¢inde azaldi (Sekil 4.15.). Floresan seviyeleri 4 giinliik
stire boyunca diger gruplara gore nispeten yliksek kaldi, minimum seyrelme gozlendi
ve bu da diger gruplara kiyasla proliferatif aktivitede 6nemli bir azalmaya isaret

etmistir. Ozellikle, Grup 4'te ilk 2 giin boyunca proliferasyon gdzlenmis ve sonrasinda

durmustur.
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Sekil 4. 15. Son iiriin haline getirmek i¢in hazirlanan hiicrelerin 4 giin boyunca CFSE

1s1malarinin 6l¢iimiine ait grafik

4.2.8.Bilyiime faktorii analizi

Son iirlin haline getirilen MKH’ler, 4 giin boyunca kiiltiire edilerek 4 giinlik
kiltiiriin sonunda kondisyonlanmis besiyeri (CM), topland1 ve ELISA yontemi ile
VEGF, HGF, FGF2, Angpt-1 ve PEDF sentezi i¢in analiz edildi. VEGF sekresyonu,
Grup 4’te 11,20 + 4,95 pg/mL ile diger gruplara gére (Grup 1: 8,70 2,83; Grup 2: 8,20
+ 4,95; Grup 3: 8,20 + 0,71 pg/mL) ortalama 1,33 kat artmist1 (Sekil 4.16.-A) ancak
bu artis; istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). HGF sentezinde Grup 1, Grup
2 ve Grup 3 benzer bir sekresyon orani sergilerken (sirasiyla; 61,56 + 5,18, 59,56 +
4,68, 60,44 £ 16,67 pg/mL), Grup 4 biraz daha azalmis bir sekresyona sahipti (40,33
+ 9,07 pg/mL) (Sekil 4.16.-B) ancak gruplar arasinda istatistiksel bir fark goriilmedi
(p>0,05). FGF2 sentezi de HGF’ye benzer sekilde olup Grup 1 1.555 +20,43; Grup 2
1.485 £ 121; Grup 3 1.585 + 95,85 ve Grup 4 1.175 + 147,7 pg/mL olarak 6l¢iildii
(Sekil 4.16.-C). Gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05). Angpt-1 sekresyonu Grup 3 (1,150 = 0,07 pg/mL) ve Grup 4’te (1,14 = 0,06
pg/mL) diger iki gruba gore (Grup 1: 1,30 £ 0,14; Grup 2: 1,28 £ 0,14 pg/mL) daha az
(Sekil 4.16.-D) olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).
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PEDF saliniminda da P4 hiicrelerinde (Grup 2 ve Grup 3; sirasiyla; 1,03 = 0,58 ve 0,93
+ 0,58 ng/mL) digerlerine gore (Grup 1 ve Grup 4; sirastyla; 0,83 + 0,58 ve 0,73 +
0,58 ng/mL) bir miktar artis (Sekil 4.16.-E) olsa da istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05).
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Sekil 4. 16. Son iiriin haline getirilen hiicrelerin 4 giin boyunca kiiltiire edildikten
sonra besiyerine salgiladiklar1 biiyiime faktorlerin salgilarina ait grafik. A:
VEGEF salinimi en yiiksek Grup 4’°te saptanirken, diger gruplarda benzer
diizeyde sekresyon tespit edildi. B: FGF2 salinim1 Grup 4’te diger gruplara
gore daha az olarak saptandi. C: TGF-f salinim1 Grup 4’te diger gruplara
gore daha az olarak saptandi. D: Angpt-1 salinimi tiim gruplarda benzer
sekilde saptandi. E: PEDF salinimi Grup 2 ve Grup 3’te en yliksek iken,
Grup 4’te en diisiik olacak sekilde dl¢iildii (*p <0,05; **p <0,01; ***p
<0,001; ****p <0,0001).

4.2.9.In vitro yara iyilesmesi analizi

In vitro yara iyilesmesi deney sonuglari, son {riinlerin go¢ ve proliferatif
yetenekleri hakkinda degerli bilgiler vermektedir ve bu da terapdtik potansiyelleri
acisindan 6nemli olabilir. Grup 1, 20 saat i¢inde beklenen etkili yara kapanmasini
sergiledi (Sekil 4.17.). Grup 2 de yara alanin1 38 saat gibi biraz gecikmeli bir zaman
diliminde kapatt1 (Sekil 4.18.). Ilging bir sekilde, Grup 3 yaray1 Grup 1'e benzer bir
oranda; 20 saatte; kapatt1 (Sekil 4.19.). Ancak Grup 4 hiicreleri 48 saat sonra bile tam
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yara kapanmasi saglayamadi (Sekil 4.20.). Gruplarin yara alanini saatler igerisinde

kapatmasina iligkin grafik Sekil 4. 21.’de sunulmustur.

20. saat 22. saat 24, saat 26. saat

Sekil 4. 17. [n vitro yara olusturulmasi sonras1 Grup 1 hiicrelerinin yara alanini
kapatmasina ait mikroskop altindaki morfolojik gériintimleri. (Orijinal

Biiyiitme: 4X). Hiicreler 20. saatte yara alanin1 tamamen kapamuistir.
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0. saat 2. saat 4. saat 6. saat 8. saat

10. saat 12, saat 14. saat 16. saat 18. saat

20. saat 22, saat 24, saat 26. saat 28. saat

30. saat

32. saat 34. saat 36. saat 38. saat

Sekil 4. 18. [n vitro yara olusturulmasi sonras1 Grup 2 hiicrelerinin yara alanini
kapatmasina ait mikroskop altindaki morfolojik gériiniimleri. (Orijinal

Biiyiitme: 4X). Hiicreler 38. saatte yara alanin1 tamamen kapamuistir.
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0. saat 2. saat 4. saat 6. saat 8. saat

10. saat 12. saat 14. saat 16. saat 18. saat

20. saat 22. saat 24. saat 26. saat 28. saat

Sekil 4. 19. [n vitro yara olusturulmasi sonras1 Grup 3 hiicrelerinin yara alanini
kapatmasina ait mikroskop altindaki morfolojik gériintimleri. (Orijinal

Biiyiitme: 4X). Hiicreler 20. saatte yara alanini1 tamamen kapamastir.
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0. saat 2. saat 4. saat 6. saat 8. saat

10. saat 12. saat 14, saat 16. saat 18. saat

20. saat 22. saat 24, saat 26. saat 28. saat

30. saat 32. saat 34. saat 36. saat 38. saat

40. saat 42. saat 44. saat 46, saat 48. saat

Sekil 4. 20. [n vitro yara olusturulmasi sonras1 Grup 4 hiicrelerinin yara alanini
kapatmasina ait mikroskop altindaki morfolojik gériintimleri. (Orijinal
Biiytitme: 4X). Hiicrelerin 48. saatin sonunda bile yara alanini

kapatamadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4. 21. [n vitro yara iyilesmesi analizi sonucuna gore son iiriin haline getirilen

hiicrelerin saatler igerisinde yara alanini kapatmalarina iliskin grafik.

Daha once Latifi-Pupovci ve arkadaslar (Latifi-Pupovci vd., 2015) tarafindan
aciklandig1 gibi, yara iyilesme siirecinin hiicrelerin hem goclinden hem de
cogalmasindan etkilendigini gz oniinde bulundurarak, gocii yansitmasi agisindan 6
ve 12 saat sonra ve ¢ogalmay1 yansitmasi agisindan 24 saat sonra karsilastirmali bir
analiz gerceklestirildi. Sonuglar Tablo 4.4.’te sunulmustur. Buna gore Grup 1 hiicreleri
gb¢ ederek yara alanin1 %72 oraninda kapatmis, bunu takiben Grup 3 hiicreleri ise
%352 oraniyla yara alanim kapatmistir. Go¢ yetenegi bakimindan Grup 2 ve Grup 4
birbirine benzer oranlar sergilemis olup; Grup 2 %28, Grup 4 ise %20 oraninda
olusturulan yara alanin1 kapatmistir. Go¢ eden hiicrelerin ¢ogalmasiyla da Grup 1 ve
Grup 3 24. saatte yara alanini tamamen kapatirken; Grup 2 %69’luk bir alam
kapatabilmistir. Grup 4 ise bu siirede ¢ogalarak yalnizca %14’°liik bir alani daha

kapatarak toplamda sadece %34 liik bir yara alanini kapatabilmistir.
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Tablo 4. 4. Son iirlin haline getirilen hiicrelerin go¢ ve ¢ogalmasini analiz edebilmek

amaciyla 6., 12. ve 24. saatlerdeki yara alan1 kapanma oranlari.

Gruplar/Saat 6. saat 12. saat 24. saat
Grup 1 %44 %72 %100
Grup 2 %10 %28 %69
Grup 3 %15 %352 %100
Grup 4 %15 %20 %34

Kargilagtirmali analiz, Grup 1'in yara iyilesme testinin baslamasindan 12 saat sonra
yaray1 kapatmada diger gruplardan onemli Ol¢iide daha etkili oldugunu gosterdi

(p<0,001).
4.2.10. Mikoplazma, sterilite ve endotoksin analizleri

Yapilan analizlere ek olarak, hiicrelerde mikoplazma tayini yapildi ve elde
edilen son iiriinler iizerinde sterilite ve endotoksin analizleri de gergeklestirildi. Elde
edilen hiicrelerin mikrobiyolojik olarak belirlenen spesifikasyonlar1 karsiladigi ve
insanlarda ITTU kullanimina uygun oldugu gériildii (Sekil 4. 22.). Bakteriyel
kontaminasyon varligini analiz eden BACTEC sonucu negatifti. Ayrica, endotoksin
testinde 2700 sn icinde tespit edilebilir endotoksin bulunmadi (0 EU/mL). Hiicrelerin

hepsi mikoplazma agisindan negatifti.
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Sekil 4. 22. Hiicrelerde gerceklestirilen mikoplazma tayini, sterilite testi ve
endotoksin testi sonuglari. Hiicreler mikrobiyolojik agidan serbest birakma
kriterlerini karsilamistir. Sterilite sonuglar1 negatif ¢ikmis, mikoplazma
kontaminasyonuna rastlanmamis ve son iirlinlerde endotoksin tespit

edilmemistir.
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5. TARTISMA

MKH'ler, terapdtik potansiyelleri nedeniyle translasyonel tip ve klinik
caligmalarda biiytik ilgi goérmektedir. Bu hiicreler bir¢cok eriskin dokudan elde
edilebilirler, teratojenik ve immunojenik degildirler ve bu nedenle de hiicre tabanl
rejeneratif tedavilerde 6n plana ¢ikmaktadirlar. Gobek kordonu dokusu, 6zellikle W,
MKH izolasyonu i¢in kemik iligine dnemli bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir ve bol
miktarda bulunabilir olmasi, invaziv bir islem gerektirmemesi, tedarik kolayligi
(Chatzistamatiou vd., 2014; Batsali vd., 2013), diger MKH kaynaklarinda bulunmayan
HLA-G6’y1 ifade etmesi (Marino vd., 2019), diger MKH kaynaklarina gore daha
yiiksek proliferasyon 6zelligi gostermesi (Kim vd., 2013; Fazzina vd., 2015; Marquez-
Curtis vd., 2015; Watson vd., 2015) ve yetiskin kok hiicre sinifinda yer almasina
ragmen embriyonik doneme ait genlerin ifadesine sahip olmasi1 (Batsali vd., 2013;
Fazzini vd., 2015) onlar1 daha avantajl bir kaynak haline getirmistir (Subramanian
vd., 2015). WJ-MKH’leri hem enzimatik hem de eksplant olarak iki farkli sekilde izole
edilebilir (Stefanska vd., 2020). FDA tarafindan insan klinik deneyleri i¢in "minimal
diizeyde manipiile edilmis" hiicrelerin kullanilmasi tavsiye edilmistir. Bu baglamda,
daha erken pasajlar ile goreceli olarak daha kisa siirelerde yeterli sayida MKH iiretmek
onemlidir (Jung vd., 2012). Klinik tedaviler i¢in gereken miktarlar1 kargilamak tizere
MKH'ler in vitro olarak genisletilir ve daha sonra bankacilik amaciyla kriyoprezerve

edilir (Galipeau & Sensébé, 2018).

MKH’ler Avrupa Komisyonu'nun 1394/2007 sayili tiiziigii uyarinca EMA
tarafindan ITTU (ATMP) olarak kabul edilmektedir ve terapdtik {iriiniin
tekrarlanabilirligini, etkinligini ve giivenligini saglamak i¢in [iU ydnergelerine uygun
olarak tiretilmelidir (Fekete vd., 2012; Torre vd., 2015; Bakopoulou vd., 2017;
Mebarki vd., 2021). Tanimlanan [IU standartlari, hiicrelerin standart bir {iretim
prosediiriinii takiben en yiiksek kalitede sterilite, kalite kontrol ve dokiimantasyon

standartlar1 altinda tiretilmesini saglar (Fekete vd., 2012).

Hiicresel tedavilerde basari orani; hastalik (El-Kadiry vd., 2021), dogru hasta
secimi, hastanin yasi, uygulanacak hiicre kaynagi, uygulama yolu, dogru dozun
belirlenmesi gibi etkenlere bagli olmakla beraber (Hoang vd., 2022) biiyiik oranda
tedavide kullanilan hiicrelerin kalitesine de baglidir. Bu nedenle istenilen dokudan

hiicreleri basarili bir sekilde izole etmek, verimli bir sekilde in vitro kiiltiire ederek
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cogaltmak ve klinik kullanim i¢in hazir hale getirildiklerinde de tim MKH

Ozelliklerini korumaya devam etmesi hiicresel tedaviler i¢in oldukca dnemlidir.

Su anda ABD Ulusal Saglik Enstitiileri (www.clinicaltrials.gov) tarafindan
derlenen bir veri tabaninda MKH ile ilgili 1400'den fazla klinik ¢alisma kayith
olmasina ragmen, MKH'lerin klinik kullanim i¢in hazirlanma sekli ve prosediirlerinde
onemli farkliliklar goriilmektedir (Bakopoulou vd., 2017). Klinik c¢alismalarda,
MKH'ler taze ve kriyoprezerve edilmis hiicreler dahil olmak (Hanley, 2015; Moll vd.,
2014; Cruz vd., 2015; Moll vd., 2016; Mastrolia vd., 2019; Oja vd., 2019; Jere vd.,
2021; Garcia-Bernal vd., 2021) lizere farkli iirlin gruplarindan elde edilebilir. Taze son
tiriinler, donmus hiicrelerin ¢oziilmesi, 3-4 giin boyunca kiiltiire edilmesi ve planlanan
giinde son tiriine doniistiiriilmesiyle hazirlanir. Alternatif olarak, GVHD veya COVID-
19 vakalar1 gibi acil durum senaryolarinda, acil talep nedeniyle hiicreler dogrudan
¢oziilliir ve ara kiiltlir adim1 atlanarak son iirlinlere hazirlanir. Ayrica, COVID-19
pandemisi sirasinda, bazi son hiicre iirlinleri hasta kayiplar1 nedeniyle kullanilamamais
ve gelecekte potansiyel kullanim i¢in yeniden kriyoprezerve edilmistir. Sonug olarak,
¢esitli son iirlin hatlar1 su anda hastalarda kullanilmaktadir ve bu hiicreler tizerinde tiim

islevsel degerlendirmeler yapilmamustir.

Bu calismada, su anda klinik kullanimda olan farkl: {iriin gruplarindan elde
edilen klinik sinif MKH son iiriinleri iizerinde kapsamli analizler gerceklestirilmis ve
bu son iirlinler karsilastirilarak tartisilmistir. Buradaki amag, son triinler arasindaki
potansiyel kalite farkliliklarin1 ve bunlarin klinik uygulamalar i¢in uygunlugunu
aragtirmaktir. Gobek kordonunun Wharton jeli bdlgesinden eksplant kiiltlir yontemi
kullanilarak hiicreler izole edildikten sonra, IiU kosullar1 altinda 3. pasaja kadar
kiiltiire edilmis ve akim sitometrisi ile immiinofenotipleme, RT-PCR ile gen
ekspresyon analizi ve TRAP ve ELISA yontemi ile telomeraz enzim aktivitesi dahil
olmak iizere ilk karakterizasyon c¢alismalari yapilmustir. Ilgili son iiriinler elde
edilmeden once bu hiicrelerin klinik kullanima uygunlugunu teyit etmek i¢in ayrica

mikoplazma, sterilite ve endotoksin testleri de yapilmistir.

Hiicre canlilik analizi, istenen hiicre sayis1 ve canlilifa ulagmak i¢in birden fazla
kriyotiiplin ¢ozdiiriilmesi gereken Grup 4 hari¢ tiim gruplarda ¢dzdiirme sonrasinda
canliligin korundugunu ortaya koymustur. Grup 3 ve 4 i¢in ¢ozdiirme sonrasi ortalama
canlilik sirastyla %85,8 + 5,99 ve %81,0 £ 4,43 iken, Grup 1 ve 2 i¢in taze hazirlanmis

son iirlinlerin ortalama canlilig1 sirasiyla %94,2 + 1,54 ve %92,8 £+ 3,17 olmustur. FDA
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>%70 ve EMA >%80'1 son iiriin canlilig1 i¢in serbest birakma kriteri olarak kabul
etmektedir (Guadix vd., 2019), sonuglar dondurma-¢ézdiirmenin hiicre canliliginm
olumsuz etkiledigini gostermekte ve diger calismalar1 desteklemektedir (Antebi vd,

2019; Chinnadurai vd., 2014; Mohyeddin Bonab vd., 2021; Park vd., 2018).

Cooper ve Viswanathan tarafindan WJ-MKH’leri ile yapilan bir calismada
dondurulmadan 6nce hiicre canliliklar1 %98-99 iken, hiicreler sivi azotta dondurulup
1 ay, 6 ay, 1 yil, 2 y1l ve 3 yil sonra ¢ozdiiriilerek tekrar analiz edildiklerinde hiicre
sayisinda ve canliliginda g6z ardi edilebilir bir diisiis gosterdigi rapor edilmistir
(Cooper & Viswanathan, 2011). Chinnadurai ve arkadaslarinin kriyoprezervasyonun
Ki-MKH'lerin islevsel &zelliklerini ne 6lgiide etkiledigini daha fazla acikhiga
kavusturmak i¢in yaptig1 bir ¢alismada ise, dondurma sonrasi ¢oziilen hiicrelerin
baglanma potansiyeli, in vitro kiiltiire edilmekte olan taze MKH’lerin potansiyeli ile
karsilastirilmis. Bes farkli dondrden alinan erken pasaj (P3-P5) MKH'lerin taze
hiicreler i¢in canlilik %92 + %2,51 iken; ¢oziilmeden hemen sonra canlilikta kii¢iik
ama Onemli bir azalma oldugu ve %87 + %2,76'ya diistiigii raporlanmig (Chinnadurai
vd., 2014). Ding ve arkadaslarinin KI-MKH’ler iizerinde yaptig1 bir baska calismada,
taze hiicrelerle (%92,58 + 0,5) karsilastirildiginda, dondurulmus-¢6ziilmiis hiicrelerin
(%83,77 + 1,4) hiicre canliliginda yaklasik %10'luk bir azalma goriilmiis (Ding vd.,
2024). Hiicre canliliginin dondurma islemlerine maruziyet ile bir dereceye kadar
tehlikeye girmesi beklenebilir. Bazi caligmalar canlilik oranlarinin %50 kadar
distiglinii  bildirirken, digerleri ise ¢oziilme sonrasi canliligin %90’a kadar
korundugunu bildirmistir (Antebi vd., 2019). Calismalar arasinda bu farkliliklar doku
kaynagina, kriyoprezervasyon ve c¢ozdirme yontemine, depolama siiresine ve
kullanilan reaktiflere baglhidir. Bunun yani sira, ¢ézdiirme islemi sonrasinda hiicre
canliliginin degerlendirilmesi standardizasyondan yoksundur (Chabot vd., 2017); baz1
calismalarda tripan mavisi ile dislama yontemini kullanilirken, bazilarinda akim
sitometrisi veya otomatik cihazlar kullanilmistir. Bu da farkli ¢alismalar arasindaki
sonuclarin karsilastirilmasini zorlagtirmaktadir (Chabot vd., 2017). Ayrica, ¢6zdiirme
sonrast canliligi korunan hiicrelerin islevsel olarak bozulabilecegini cesitli
caligmalarda gosterilmistir (Francois vd., 2012; Moll vd., 2014; Chinnadurai vd.,
2016; Chabot vd., 2017). Dolayisiyla ¢oziilme sonrasi canliligin MKH potansiyelini
tahmin etmek icin en iyi belirte¢ olmayabilecegini one siiriilmektedir (Chabot vd.,

2017).
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Bununla birlikte, donmus MKH'lerin 6nemli bir kismi, donma-¢dziilme siireci
sirasinda apoptoza maruz kalabilir (Cruz vd., 2015). Chinnadurai ve arkadaslarinin
yaptig1 ayni ¢alismada, Annexin V/PI boyamasi sonuglari, apoptoza ugramis MKH
ylizdesinin, canlit MKH’lere kiyasla dondurulmus-¢ozdiiriilmiis MKH'lerde her zaman
daha yiiksek oldugunu gostermistir (Chinnadurai vd., 2014). Ding ve arkadaglarinin
calismasinda ise AnnexinV-FITC/PI boyamasi ile yapilan akim sitometri analizi
sonuglar1 taze hiicrelere kiyasla dondurulup ¢ozdiriilmis hiicrelerde apoptotik
hiicrelerin %10~15 arttigin1 géstermistir (Ding vd., 2024). Antebi ve arkadaslarinin
KI-MKH’ler iizerinde yaptigi calismasinda, canli hiicre yiizdesi dondurulup-
¢Ozdiiriilen hiicrelerde, ¢cozme sonrasi 24 saat in vitro kiiltiire edilerek iyilesme firsati
verilen hiicrelere ve in vitro kiiltlire edilen taze hiicrelere kiyasla dnemli 6l¢iide diisiik
olarak bulunmus. Buna paralel olarak, apoptotik ve nekrotik hiicre ylizdesi
dondurulup-¢ozdiiriilen MKH'lerde diger iki gruba kiyasla 6nemli dl¢iide daha yiiksek
olarak rapor edilmis. Bu veriler bizim c¢alismamiz ile uyum igerisindedir.
Calismamizda Grup 1 (%8,57 + 0,65) ve Grup 2 (%8,10 + 0,40)'ye kiyasla Grup 3
(%13,70 £+ 0,40) ve Grup 4'te (%15,50 £ 0,20) 6nemli Sl¢iide daha yiliksek oranda
apoptotik (p<0,0001) ve nekrotik (p>0,05) hiicre gézlenmistir. Bu bulgular, Grup 3 ve
4 i¢in kullanilan kriyoprezervasyon yontemlerinin taze son iiriinlere kiyasla daha fazla
apoptotik hiicreye neden oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla, dondurulup ¢6zme
islemleri hiicrelerde apoptozu indiikler, apoptoza bagli olarak hiicre canlilig1 ve canli
geri kazanim oranini azaltir. Ding ve arkadaglari bu durumu ROS iiretiminin artan
ifadesinin hiicre apoptozunun, DNA hasarmin/onarimimin ve hiicre dongiisii

durmalarinin nedenlerinden biri olabilecegini savunmuslardir (Ding vd., 2024).

Moll ve arkadaslar1 dondurulup ¢6ziilen MKH'lerin anlik kan aracili enflamatuar
reaksiyonu aktive etmeye daha yatkin oldugu ve kompleman lizisine kars1 daha fazla
hassasiyet gosterdigini raporlamistir (Moll vd., 2014). Bu da terapotik MKH
sagkalimini tehlikeye attigini diisiindiirmiistiir. Kompleman aktivasyonunun apoptotik
ve nekrotik hiicre 6zelliklerinin artmasina ve sonu¢ olarak MKH’lerin lizisine yol
act1g1, uzun vadeli engraftman etkilenmese bile, 6zellikle erken pasajda taze MKH'ler
kullanildiginda bu hiicrelerin daha iyi terapotik etkinler gosterebilecegi raporlanmistir
(Moll vd., 2014). Francois ve arkadaslari, dondurma islemi sonrast MKH’lerin
canliliklarinda diislis oldugu, bu nedenle de inflamatuar uyaranlara tepki verebilecek

hiicre sayisinin azaldig bildirilmistir (Frangois vd., 2012). Bu hiicresel debrisin, ortak
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kiiltiir deneylerinde ise T hiicrelerin hiper-proliferasyonuna neden oldugu da
raporlanmistir. Frangois ve arkadaslari, ¢ziilme sonrasi 24 saatlik bir in vitro kiiltiir
stirecinin hiicrelerinin erken apoptozunu tersine ¢evirebilecegini ve Annexin-V pozitif
hiicrelerin in vivo’da fagositler tarafindan temizlenmesinin Onlenebilecegini
raporlamistir (Frangois vd., 2012). Standart canlilik analizleri yalnizca 6li hiicreleri
boyayarak tespit eder ve erken apoptotik hiicreleri hesaba katmaz. Bu nedenle, klinik
uygulama zamani dondurulup-¢6ziilmiis hiicrelerin canlihid, biiylik olasilikla
oldugundan fazla tahmin edilmektedir (Francois vd., 2012). Bu nedenle bu ¢alismada
biz apoptoz analizlerini son iriinlerin son kullanma tarihi olarak daha Onceki
validasyon caligmalarimizda belirlenen 48 saatlik siirenin sonunda ger¢eklestirdik.
Son iirlin haline getirildikten 48 saat sonra yapilan apoptoz analizine gére Grup 1 ve
Grup 2 hiicrelerinin canliliklari, Grup 3 ve Grup 4 canliliklarina gore daha ytiksek
bulunmus (sirastyla; %90,45 £+ 0,62, %90,57 + 0,53, %85,5 + 0,16 ve %83,52 = 0,19);
Grup 3 ve Grup 4'teki hiicrelerde sirastyla %13,7 = 0,40 ve %15,50 = 0,20 ile 6nemli
Olclide daha yiiksek apoptoz oranlari elde edilmistir. Klinik kullanim 6ncesi yiiksek
canliliga ve diisiik apoptotik hiicre ylizdesine sahip hiicrelerin elde edilmesi, klinik
etkinin en yliksek diizeyde saglanabilmesi i¢in bir 6n basamak olarak diisiiniilebilir.
Bu baglamda hiicrelerin son {iriin haline getirilmeden once bir siire in vitro kiiltiir
ortaminda kiiltiire edilmeleri klinik a¢idan daha verimli sonuglarin elde edilmesini

saglayabilir.

Canlilik analizlerine ek olarak Grup 1 ve Grup 2 hiicreleri i¢in popiilasyon iki
katina ¢ikma siireleri (PDT’ler) hesaplanmig ve bu gruplar arasinda PDT'lerde 6nemli
bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05), bu da incelenen deneysel kosullar arasinda
nispeten tutarli in vitro genisleme Ozelliklerine isaret etmektedir. Bununla birlikte,
Grup 3 ve Grup 4 hiicrelerinin son iiriin haline getirilirken herhangi bir in vitro kiiltiir
stirecine tabi tutulmamasi ve bu nedenle in vitro genisleme 6zelliklerinin bu analiz
kapsaminda bilinmedigini vurgulamak gerekmektedir. Bu nedenle, bu hiicrelerin
derecelendirilmesinde in vitro genisleme derecelerinin uygulanabilirligi belirsizligini
korumaktadir. Tez ¢alismasinin asil amaci klinikte hali hazirda kullanilmakta olan son
tiriinleri karsilagtirmali olarak analiz etmek oldugundan; Grup 3 ve Grup 4 hiicreleri
PDT hesaplamasi yapmak i¢in ayrica tekrar kiiltiire edilmemistir. Bununla beraber, in
vitro yara iyilesmesi i¢in kiiltlire edilmeleri sirasinda hiicre yapismasi ve ardindan

prolifere olarak konfluensiye ulagsmalari sirasinda Grup 3 hiicrelerinde bir sorunla
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karsilagilmamisken Grup 4 hiicrelerinin %100 konfluensiye ulasmasi diger
gruplardaki hiicrelere gére daha uzun sirmistiir (+1 giin). CFSE ile canlilik ve
proliferasyon analizine gore de Grup 4 hiicrelerinin proliferasyonu diger gruplara gére
sorunluydu. Grup 4 hari¢ tiim gruplarda boya konsantrasyonu beklendigi gibi giinler
icinde azalirken; bu grupta floresan seviyeleri 4 giinliik siire boyunca diger gruplara
gore nispeten yiiksek kaldi. Bu da diger gruplara kiyasla proliferatif aktivitede 6nemli
bir azalmaya isaret etmistir. CFSE analiz sonuglarina gore, Grup 4'te ilk 2 giin boyunca

proliferasyon gozlenmis ve sonrasinda durmustur.

ISCT'ye gore, akim sitometrisi ile 6l¢iildiiglinde, MKH popiilasyonunun > %95'i
CD105, CD73 ve CD90' ifade etmelidir. Ayrica, bu hiicreler CD45, CD34, CD14 veya
CDI11b, CD79a veya CDI19 ve HLA sinif II ifadelerinden yoksun olmalidir (< %2
pozitif) (Dominici vd., 2006). Bahsoun ve arkadaslar tarafindan 2019 yilinda yapilan
sistematik bir analize gore, kriyoprezervasyonun Ki-MKH’ler iizerinde canlilik ve
apoptoz, hiicresel baglanma, immiinomodiilasyon ve metabolizma iizerinde etkisi
oldugu, ancak, proliferasyon, morfoloji, farklilagma veya immiinofenotipleme
tizerinde neden oldugu 6nemli ortak bir etki bildirilmemistir (Bahsoun vd., 2019).
Yine Bahsoun ve arkadaslar tarafindan 2020 yilinda KI-MKH’ler iizerinde yapilan bir
calismada, taze hazirlanan hiicrelerde CD90 ifadesinin dondurulup ¢ozdiiriilmiis
hiicrelere kiyasla daha yiliksek oldugu rapor edilmistir. Bu calismada ii¢ farkli
vericiden elde edilen hiicreler analiz edilmis ve iki vericiye ait sonuglarda bir diisiis
gozlemlenmistir. Bu nedenle aragtirmacilar, kriyoprezervasyon etkisinin dondre bagl
olabilecegini diiginmektedir (Bahsoun vd., 2020). Oja ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismada ise KiI-MKH’lerinin dondurma-¢ézme islemi sonrasinda pozitif belirtegleri
>95 olarak ifade ettigi, negatif belirtecleri de <2 ifade ettigini ancak HLA-DR
ifadesinin %?2’den yiiksek oldugunu ifade etmistirler (Oja vd., 2019).

Taze hiicreler, taze c¢oziilmiis hiicreler ve dondurma-¢ézdiirme isleminin
ardindan 24 saat in vitro kiiltiire edilen Ki-MKH’ler kullanilarak Antebi ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢aligmada akim sitometri analizi, taze ¢0zililmiis hiicrelerde
CD44 (%88) ve CD105 (%91) yiizey belirteglerinin ekspresyonunun azaldigi, diger
iki grupta ise ylizey belirteglerinin ifadesinin %95'in tizerinde korundugu; CD73 ve
CD90 ifadesinin degismeden kaldig1 (>95); hicbir grupta ise doku faktorii (CD142,
pro-trombojenik egilimin gostergesi) ifadesinin tespit edilmedigi rapor edilmistir

(Antebi vd., 2019).
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Chabot ve arkadaslan tarafindan WJ-MKH’ler {izerinde yapilan bir ¢calismaya
gore ise, taze ve dondurulup ¢oziilen hiicreler immunfenotipik agidan bir fark
gostermemigstir (Chabot vd., 2017). Bunun yaninda taze MKH'ler ve dondurulup
¢oziilen hiicrelerin canlilik, islevsellik ve biitlinliik agisindan bir fark géstermedigi de
rapor edilmistir (Chabot vd., 2017). Ding ve arkadaslar1 ise immunfenotipik 6zellikleri
acisindan iki grup arasinda bir fark gormezken; hiicre canliliginin dondurulup-
¢Ozdiirtilen hiicrelerde azaldigini raporlamistir (Ding vd., 2024). Benzer sekilde Barcia
ve arkadaglarinin umblikal kord MKH’ler iizerinde yaptigi ¢alismada hiicrelerin

immunfenotipik 6zellikleri arasinda bir fark goriilmemistir (Barcia vd., 2017).

Bizim ¢alismamizda ise akim sitometrisi ile immiinofenotipik karakterizasyon
sonuglari, P3 hiicrelerinin CD90, CD105, CD44, CD73 i¢in pozitif ve HLA-DR,
CD14, CDI11b, CD34, CD19, CD45 ve CD79a i¢in negatif olan karakteristik MKH
ylizey belirteclerini ifade ettigini dogrulamistir. Daha da 6nemlisi, son iiriinlerin
fenotipik ozellikleri akim sitometrik analizle dogrulandig1 iizere kriyoprezervasyon
siiresinden (Grup 3 ve Grup 4) bagimsiz olarak korunmus ve tiim son iiriinler serbest

birakma kriterlerini karsilamistir.

Hiicre sayimi, canlilik, akim sitometrisi, mikoplazma, mikrobiyolojik analiz ve
endotoksin testleri dahil olmak iizere serbest birakma oncesi degerlendirmeler, hasta
uygulamasina yonelik hiicreler lizerinde gerceklestirilmis ve son iirlinler olarak analiz
edilmistir. Gen ekspresyonu ve telomeraz testleri ise stok olarak hazirlanan ana hiicre
hattindan (P3 hiicreleri=Grup 1) analiz edilmis ve kabul kriterlerine uygunluklari
gosterildikten sonra diger son {iriin serileri olugturulmustur. Sonug olarak, daha 6nceki
calismalarda bu testler diger son iiriin serilerinde (Grup 2, Grup3 ve Grup 4) piyasaya
stiriilmeden 6nce yapilmamistir. Buna dayanarak, bu ¢alismada tiim son iiriinlerde gen
ekspresyonu ve telomeraz enzim aktivitesi analiz edilmis ve sonuglar karsilastirmali
olarak tartigilarak her bir son iirliniin kalitesi ve klinik uygulamalar i¢in uygunlugunu
kapsamli bir sekilde degerlendirmek amaglanmistir. Ek olarak, gen ekspresyon
profilleri, telomeraz enzim aktivitesi ve diger ilgili parametreler arasindaki potansiyel
korelasyonlar1 kesfetmek icin daha fazla degerlendirme yapilmis ve ¢esitli son iirlin
serilerindeki MKH'lerin islevsel Ozellikleri hakkinda degerli bilgiler saglanmasi

amagclanmustir.

Bu baglamda yapilan gen ekspresyonu analizleri sonucunda elde edilen RT-PCR

verileri, gruplar arasinda 6nemli kok hiicre ve farklilagsma ile ilgili genlerin ifadesinde
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kayda deger farkliliklar oldugunu ortaya koymustur. Grup 1-3 nispeten benzer ifade
profilleri sergilerken, Grup 4 analiz edilen 22 genden 11'inde degismis ifade
gostermistir. Grup 4'te ENG, POUSF1, VCAM1, BMP4, ZFP42 ve HLA-G gibi genler
icin ekspresyon eksikligi, diger gruplara kiyasla tehlikeye atilmis kok hiicre ve
farklilagma potansiyeline isaret edebilir. Ayrica, Grup 4'te NES, SMURF1, ICAMI1 ve
JAG1'in diferansiyel ekspresyonu hiicre kaderi, gé¢ ve hiicreler arasi sinyal iletisimini
yoneten yolaklarin potansiyel diizensizligine isaret etmektedir. Grup 4'teki bu gen
ifadesi degisiklikleri, potansiyel olarak dogrudan kriyoprezervasyon islemi sirasinda
kilit diizenleyici aglardaki bozulmalardan kaynaklanan azalmig proliferasyon, go¢ ve

yara iyilesme kapasiteleri gibi gdzlemlenen islevsel bozukluklarla uyumludur.

Benzer sekilde Antebi ve arkadaslar1 kriyoprezervasyon ve c¢ozdiirmenin
etkilerini MKH yaniti, doku hasari, apoptoz, pluripotensi, anjiyogenez ve anti-
enflamatuar iglevi ile ilgili genler acisindan degerlendirmistir. Gen ekspresyon analizi,
dondurulup-¢ozdiirilmiis MKH'lerde diger iki gruba kiyasla doku yaralanmasiyla
iliskili genlerin (HMGBI1 ve reseptorii TLR-4) ifadelerinde diisiis oldugunu; apoptozla
iligkili genlerin (BCL-2, BAX ve sitokrom C) ifadelerinde ise, taze hiicrelere kiyasla
¢Ozdiirme sonrast 24 saat kiiltiire edilerek iyilesme firsati taninan hiicrelerde ve
dondurulup-¢ozdiiriilen hiicrelerde dnemli dlgiide diislis oldugunu raporlamigtir. Kok
hiicre iligkili genlerin (SOX2 ve OCT-4) ise, taze hiicrelere kiyasla diger iki grup
hiicrede ifadesinin azaldig1 bildirilmistir. Benzer sekilde adezyon iliskili genlerin
ifadesi de bu gruplarda azalmis. Diger iki gruba kiyasla 24 saat kiiltiire edilerek
iyilesme firsat1 taninan hiicrelerde anti-enflamatuar genler (TSG-6 ve HMOX-1) ve ile
anjiyogenez geni VEGF'de anlamli artis goriilmiistiir. Proinflamatuvar TNF-a geni
hem bu grup hiicrelerde hem de dondurulup-¢6zdiiriilmiis hiicrelerde 6nemli 6l¢iide

azalmistir (Antebi vd., 2019).

Hoogduijn ve arkadaslar tarafindan adipoz doku kaynaklit MKH ile yapilan bir
calismada MKH gen ifadesi, taze hiicreler, kriyoprezerve edilmis hiicrelerin
¢oziilmesinden sonra ve farelerde IV uygulamadan sonra akcigerlerde tutulan
MKH’lerde mRNA dizilimi kullanilarak analiz edilmis. Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis
MKH’ler ve in vitro kiiltiire edilen taze MKH gruplari arasinda, dnemli 6lgiide farkli
ifade gosteren 294 gen rapor edilmis. Dondurulup ¢6zdiiriilen hiicrelerde, hiicresel
¢ogalmanin engellenmesi ve biiyliimenin durdurulmasinin indiiklenmesinde rol

oynayan bir dizi bireysel gen ifadesi artmis, ancak hiicre sagkalimi veya hiicre apoptoz
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yolaklarmin diferansiyel ekspresyonunu ortaya koymamistir. MKH'lerin dondurulup
¢Oziilmesinin dogustan gelen bagisiklik yolaklari izerinde etkisi oldugu raporlanmistir
(Hoogduijn vd., 2016). Park ve arkadaslarinin adipoz doku kaynakli MKH’ler
tizerinde yapmis oldugu bir calismada, dondurulup ¢ozdiiriilen hiicreler ile taze
hiicreler arasinda biliylime, immiinofenotipik karakterizasyon, gen ifadeleri ve
farklilasma potansiyelleri arasinda bir fark goriilmeyip, bu hiicrelerin kok hiicre
Ozelliklerini koruduklar1 rapor edilmistir (Park vd., 2018). Bu veriler 1s18inda,

sonuc¢larimizin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistir.

Telomeraz enzim aktivitesi analizi, Grup 1'den (%100) Grup 4'e (%11,12)
ilerleyen bir diisiis oldugunu, Grup 2 (%85,43) ve 3'te (%39,90) ise orta seviyelerde
oldugunu ortaya koymustur. Grup 1, aktif olarak ¢ogalan kiiltiirlenmis MKH'lerle
tutarli olarak en yiiksek telomeraz aktivitesini sergilemistir ve istiin farklilasma
kapasitesi ve immiinomodiilator 6zelliklerin gostergesidir (Lupatov vd., 2022). Grup
2, Grup l'e kiyasla goreceli telomeraz aktivitesinde yalnizca miitevazi bir azalma
gostermis, bu da proliferatif mekanizmalarinin biyiikk 6lgiide korundugunu
diistindiirmiistiir. Bununla birlikte, kriyoprezervasyon adimlarini igeren Grup 3 ve 4,
Grup 4'lin en diisiik seviyeleri sergilemesiyle dnemli 6l¢iide daha diisiik telomeraz
aktiviteleri sergilemistir. Bu veriler, kriyoprezervasyonun, 6zellikle de Grup 4 i¢in
kullanilan dogrudan dondurma yoOnteminin, telomeraz seviyelerini ve potansiyel
olarak MKH'lerin uzun vadeli proliferatif Omriinii olumsuz etkiledigini

diisindiirmektedir.

In vitro kiiltiire edilen veya ¢oziilme sonrasi iyilesme amaciyla 24 saat boyunca
kiltiire edilen hiicreler ile karsilagtirildiginda, dondurulup-¢6zdiiriilmiis MKH'lerde
DNA sentezinin tehlikeye girdigi Johnstone ve arkadaglar1 tarafindan gosterilmistir
(Johnstone vd., 2023). Verilerimiz literatiir ile uyumlu olup; ¢alismamizda Grup 4,
Grup 3'e kiyasla biraz daha yiiksek apoptoz yasamistir ve hiicre dongiisii verileriyle
uyumlu olarak Grup 4'iin islemden sonra dogrudan kriyoprezervasyonunun hiicreler

icin daha yikici olabilecegini diistindiirmektedir.

Johnstone ve arkadaslari, Ki-MKH’ler ile yaptiklar1 giincel bir calismada
¢oziilmeden hemen sonra, taze hiicrelere kiyasla kriyoprezerve hiicrelerin apoptoz ve
canlilig1 acisindan bir fark gérmemislerdir. Apoptotik (Annexin V+/DAPI-) ve 6li
(DAPI+) hiicrelerin yiizdesinin kiiltiirde zamanla arttigi, yaklasik 4 saat iginde

strastyla %9,5 = 0,48 ve %10,0 £ 3,8 ile zirve yaptig1 ve ¢oziilmeden hemen sonrasina
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kiyasla 6nemli Olciide yiiksek bulundugu belirtilmistir. 4 saat icinde canli hiicre
yuzdesi %94 + 0,12°den %81 £ 3,3'e dlismiis. Arastirmacilar, ¢oziilme sonrast hemen
yapilan analizlerin hiicre sagliginin gilivenilir bir belirleyicisi olmayacagini, hiicrelerin
besin agisindan zengin kosullarda kiiltiirlendiginde bile zaman i¢inde énemli Olciide
azaldigin1 6ne siirmiistiir (Johnstone vd., 2023). Arastirmacilar, kriyoprezervasyon
kaynaklit DNA c¢ift sarmal kirigina bagl hiicre 6liimiiniin gecikmeli bir etki oldugunu
ve ancak in vitro kiiltiiriin uzun siirmesiyle ortaya ¢iktigini 6zellikle vurgulayarak; bu
durumun muhtemelen in vivo hiicre kaliciliginin kinetigini modelledigini
savunmustur. Bu nedenle, inflizyon i¢in hiicrelerin ¢6ziilme zamanina yakin bir
aralikta tek bir zaman noktasina dayanan canlilik degerlendirmelerinin, terapdtik
uygulamalar i¢in kullanilan hiicrelerin gercek fizyolojik durumunun gostergesi
olmayacagini savunmusturlar. Benzer sekilde Pollock ve arkadaslar1 da Ki-MKH’ler
ile yaptiklar1 bir calismada, hiicrelerin ¢0zlilme sonrast 48 saat boyunca
kiiltiirlendiginde, hiicresel popiilasyon ikiye katlanmalarindaki farkliliklarin daha
belirgin hale geldigini; dolayisiyla yalnizca ¢oziilme sonrasi iyilesme ve canliliga
bakildiginda biiylimenin durmasi i¢in bu potansiyelin gozlenmeyebilecegini one

stirmiistiir (Pollock vd., 2015).

Falk ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada kriyoprezervasyonun S fazi
replikasyonu sirasinda tek sarmallt DNA'da kirilmalara neden oldugu raporlanmaistir.
Baslangicta tek sarmalli lezyonlarin olustugu, daha sonra DNA ¢ift sarmal kirig1 ve
kromatin diizeninin bozulmalarinin izledigi gosterilmistir (Falk vd., 2018).
Arastirmacilar apoptozu hiicre dongiisii durumu ile iliskili olarak arastirip, bunu DNA
sentezi ile iliskilendirmistir (Johnstone vd., 2023). Cozilmiis MKH'lerde DNA
sentezinin tehlikeye girdigi goriilmiis ve buradan yola ¢ikarak aragtirmacilar S fazi

hiicrelerinin donma ve ¢oziilmeden etkilendigi diistinmiistir.

Calismamizda hiicre dongiisii analizi deney gruplari arasinda kayda deger
farkliliklar ortaya koymustur. Grup 1, yiiksek G1 ve diisiik S faz1 popiilasyonu ile tipik
bir MKH profili sergilemistir. Grup 2 hiicreleri (P4), muhtemelen temas inhibisyonu
veya besin tiikenmesi nedeniyle zenginlestirilmis bir G1 fraksiyonu gdstermistir.
Ilging bir sekilde, Grup 3'teki P4 hiicrelerinin kriyoprezervasyonu, Grup 2'ye kiyasla
hiicre dongiisii durumunu 6nemli 6l¢iide degistirmemistir, bu da dondurma-¢6zme
isleminin tek basina minimum etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla

birlikte, hiicrelerin ¢o6zdiiriilerek son {iriin haline getirildikten hemen sonra
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kriyoprezervasyona tabi tutuldugu Grup 4, Grup 1-3'teki diisiik S faz1 seviyelerinin
aksine onemli bir S faz1 artis1 (%22,64 + 0,36) sergilemistir. Bu durum, hiicrelerin son
iriin halime getirildikten hemen sonra, bir ara kiiltiir/iyilesme dénemi olmaksizin
kriyoprezerve edilmesinin, potansiyel olarak mikrogevresel stresler nedeniyle daha
fazla hiicrenin anormal sekilde S fazina ilerlemesine neden olmus olabilecegini
diisindiirmektedir. Grup 4'teki yiiksek S fazi oranmmin MKH iirliniiniin terapotik
Ozellikleri iizerinde etkileri olabilir ¢ilinkii S fazinda aktif olarak DNA kopyalayan
hiicreler sakin G1 durumuna kiyasla degismis proliferasyon, farklilagma giicii ve salgi
profilleri sergileyebilir. Son {iriin sonras1 48 saatteki bulgularimiza gore, hiicreler
muhtemelen DNA hasart onarimi i¢in gecici bir hiicre dongiisii gecikmesine
ugradigindan, kriyoprezervasyonu takiben ilk GO0/G1 durmasina iliskin Onceki
raporlar1 desteklemektedir (Ding vd.,2024). Grup 4'lin 6nemli S fazi popiilasyonu,
dondurmadan 6nce GO/G1 kontrol noktasini baglatmak i¢in yetersiz zaman oldugunu
gostermektedir. Bu sonuglar toplu olarak, kriyoprezervasyon yontemlerinin MKH
hiicre donglisii kinetigi lizerindeki etkisini ve sakin G1 fenotipini korumak igin
dondurmadan Once Kkiiltiir/iyilesme icin bir pencere saglamanin Onemini

vurgulamaktadir.

In vitro yara iyilesme deneyi sonuglar1 Grup 1 ve Grup 3 igin 20 saat iginde etkili
yara kapanmasi gosterirken, Grup 2 i¢in 35 saat siirmiis ve Grup 4 48 saat sonra bile
tam yara kapanmasi saglayamamistir. Tiim gruplarin baslangicta bir miktar goc
aktivitesi (6 ve 12 saat) sergilemesine ragmen, Grup 1 ve 3 i¢in %100'e kiyasla Grup
4'in 24 saatte sadece %34 yara kapanmasi sergiledigi goriilmiis ve 48 saat sonra bile
tam yara kapanmasi saglayamamistir. Bu keskin fark, proliferatif potansiyelinin ciddi
sekilde tehlikeye girdigini gostermistir. Bu bulgular hiicre dongiisii ve apoptoz
verileriyle uyumludur ve MKH'leri terapotik uygulamalar i¢in kriyoprezerve etmeden
once islem sonrasi bir ekim donemine izin vermenin dnemini vurgulamaktadir. Ayrica
gen ekspresyon analizlerinde homing ile ilgili genlerden NES ve ICAM ile migrasyon
ile genlerden VIM’in ifadelerindeki diisiis de Grup 4’{in yara alanin1 kapatamamasinin
bir nedeni olabilir. Bu sonuglar son iiriin elde edildikten hemen sonra hiicrelerin
dondurulmasiin, proliferatif mekanizmalarint ve yara iyilestirme kapasitelerini
olumsuz etkileyerek in vivo terapétik etkinliklerini 6nemli 6l¢giide engelleyebilecegini

diistindiirmektedir.
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CFSE bulgular1, hiicre dongiisii analizi, apoptoz analizi ve in vitro yara
tyilesmesi deneylerinden elde edilen sonuclara gore; Grup 4, birden fazla analizde
stirekli olarak bozulmus proliferatif potansiyel gdstermistir. Bu durum bize, hiicre
dongiisii diizensizligi, artan apoptoz veya in vitro kiiltiire edilerek bir iyilesme
donemine olanak tanimaksizin dondurma iglemi sirasinda proliferatif yolaklarin hasar

gormesi gibi ¢esitli faktorlere bagli olabilecegini diistindiirmektedir.

Biiylime faktorleri agisindan degerlendirildiginde literatiirde genel olarak taze
hiicreler ile dondurulup ¢6ziilmiis hiicreler arasinda benzer bir profil oldugu
gorlilmiistiir (Gramlich vd., 2016; Samsonraj vd., 2015). Samsonraj ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir calismada P4 hiicreleri iizerinde gergeklestirilen analizler sonrasi,
bliylime faktorleri, sitokin salinimi, biiylime kapasiteleri arasinda 6nemli bir fark
bulunmamistir. Gramlich ve arkadaglar tarafindan hiicreler 48 saat boyunca kiiltiire
edildikten sonra kondisyonlanmis besiyeri (CM) toplanarak 40 farkli biiylime faktori
analiz edilmis. Bu ¢alismada da genel olarak biiyiime faktorii profillerinin dondurulup
¢Ozililmiis hiicreler ile taze olarak elde edilmis hiicreler agisindan benzer oldugu
vurgulanmistir (Gramlich vd., 2016). Bizim sonuglarimiz da literatiirle uyumlu olup,
gruplar VEGF-A, FGF2, Angp-1, HGF ve PEDF biiylime faktorleri agisindan analiz
edildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark goriilmemistir (p>0,05).
[lerleyen ¢alismalarda mRNA diizeyinde analizler yapilarak bu veriler dogrulanabilir
veya mRNA diizeyinde farkliliklar bulunmasi durumunda elde edilen sonuglar ELISA
sonuclart ve diger analiz yontemlerinden elde edilen veriler ile tartisilabilir ve

literatiire onemli katkilarda bulunulabilir.

Yapilan  literatiir = arastirmasinda  dondurma  isleminin ~ MKH’lerin
immiinomodiilatdr potansiyelleri lizerinde 6nemli etkilerinin oldugunu savunan ve bu
stireglerin hiicrelerin potansiyeli iizerinde bir etkisi olmadigini savunan c¢eligkili
sonuclarin raporlandigi goriilmiistiir. Antebi ve arkadaslari, ¢oziilen ve bir siire kiiltiire
edilen hiicrelerin diger gruplara (taze kiiltiire edilmis ve direkt ¢oziilmiis) kiyasla TSG-
6, VEGF-A ve HMOX-1 gen ifadelerinin 6nemli derece arttigin1 raporlamis ve kisa
bir siire hiicreleri in vitro kiiltiire etmenin terapotik etkilerini gii¢lendirebilecegini
savunmustur. Bu bulgu, hiicrelerin T hiicreler ile ortak kiiltiirii sonrasinda elde edilen
sonuglar ile de desteklenmistir. Dondurma siiresinden bagimsiz olarak tiim gruplarin
T hiicre proliferasyonunu 6nemli derecede baskiladigi ancak ¢oziildiikten sonra bir

stire kiiltiire edilen hiicrelerde diger iki gruba gdre onemli Ol¢iide daha fazla etki
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gosterdigi raporlanmigtir. Direkt ¢oziilerek analiz edilen grup ise en diisiik etkiyi
gostermistir  (Antebi  vd., 2019). Arastirmacilar, dondurmanin hiicrelerin
immunosupresif potansiyellerini tehlikeye atabilecegini ancak bu hiicrelerin hala
islevsel olarak aktif oldugunu ve en dnemlisi hiicrelerin ¢oziildiikten sonra in vitro
kiiltiire edilerek kendilerine gelmelerine firsat taninmasinin kiiltiirde hali hazirda taze
olarak bulunan hiicrelerden bile daha yiiksek seviyelerde etkilere sahip olabilecegini

savunmustur (Antebi vd., 2019).

Francois ve arkadaslarinin KI-MKH’ler ile yaptiklar1 bir calismada, IFN- v ile
uyarilan taze ¢Oziilmiis MKH’lerin, kiiltire edilmis MKH'lere kiyasla ¢ok diisiik
seviyelerde IDO protein ekspresyonu gosterirken, kiiltiiriin en az 24 saat boyunca geri
kazanilmasinin IFN- y duyarlii§imi ve IDO indiiksiyonunu geri kazandirdigini
raporlamistir. Bu c¢alismanin sonuglart dondurma ¢6zme isleminin MKH’lerin
immunosiipresif 0Ozelliklerini tersine c¢evrilebilir bir sekilde olumsuz olarak
etkiledigini ve bunun ¢dzme islemi sirasinda baglatilan bir 1s1 soku stres yaniti ile

iliskili oldugu gostermistir (Francgois vd., 2012).

Oja ve arkadaslar1 dondurup ¢6zmenin hiicreler {izerindeki etkisini arastirmak
icin hiicreleri ¢esitli pasajlarda dondurmus ve yaptiklar1 immunosupresyon analizleri
sonrasi ¢eligkili sonuclar elde ettiklerini raporlamistir (Oja vd., 2019). Arastirmacilar
tim MKH firiinlerinin esit olmadigin1 ve dondurulmus-¢oziilmiis MKH’lerin taze
MKH’lerden bir 6l¢iide farkli olabilecegini, ancak bu durumun dondurulan hiicrelerin
etkili olmayacagr anlamina gelmeyecegini, yalmizca taze MKH’lerden farklh
calisabilecegini savunmustur. Mevcut klinik veriler 15181nda, etkinligi etkileyen nihai
parametrenin aslinda dondurma islemi olmadigi, MKH’lerin iiretim stratejilerindeki
temel farkliliklar olabilecegi yoniinde yorumlamanin dogru olabilecegini raporlamistir

(Oja vd., 2019).

Moll ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada taze ve dondurularak
¢Ozililmiis MKH'ler arasinda dondr eslestirmeli bir karsilagtirma yapilmis ve taze
MKH'lerin 24 saatlik IFN- y ile muamelesi sonrast dondurularak ¢ozdiiriilmiis
hiicrelere kiyasla dnemli dl¢lide daha yiiksek IDO mRNA ekspresyonu gosterirken,
hiicrelerden toplanan besiyerinde (CM) disiik seviyelerde IDO proteini tespit
edilmistir (Moll vd., 2014).
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Bunun yani sira dondurma ¢ozme islemlerinin hiicrelerin immunosupresif
Ozelliklerini etkilemedigini raporlayan bir¢ok ¢alisma da bulunmaktadir. Burand ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir g¢alismada, dondurulup ¢oziilmiis hiicrelerin
enflamatuar uyaranlara karst duyarliliginin degismedigini, PBMC ile ortak kiiltiire
edildiklerinde immun baskilama yeteneklerinin 6nemli bir degisime ugramadigin
gostermistir. Bu ¢alismanin ardindan arastirmacilar MKH’leri 24 ve 48 saat boyunca
IFN-y ile muamele edip dondurmus ve ardindan ¢6zerek IFN-y’l1 besiyerinde in vitro
kiiltiire etmis, ardindan IDO ekspresyon seviyelerini incelemistir. Hiicreler
¢ozdiiriildiikten ve 48 saat kiiltiire edildikten sonra taze elde edilmis MKH’ler ve IFN-
y ile daha 6nceden muamele edilmis (toplam 72 saat muamele edilmis) MKH’ler
arasinda fark bulunmadigi raporlanmistir (Burand vd., 2017). IFN- v ile uyarilan taze
¢oziilmiis MKH’ler, kiiltiire edilmis MKH’lere gore cok diisiik seviyelerde IDO
protein ekspresyonu gosterirken, kiiltiiriin en az 24 saat boyunca geri kazanilmasi IFN-
v duyarliligin1 ve IDO indiiksiyonunu geri kazandirmistir (Gramlich vd., 2016;). Bu
bulgular, dondurma ¢6zme islemlerinin MKH’lerin biyokimyasal yanitinin ve/veya
protein sentez mekanizmasinin tehlikeye girdigini diisiindiirmektedir (Gramlich vd.,

2016).

Bércia ve arkadaslari, UCX® adin1 verdikleri tirlinleri umblikal kod kaynakli
MKH’ler ile yaptig1 bir ¢alismada, dondurma isleminin hiicrelerin immiinomodiilatér
ozellikleri tizerinde zararl bir etkisi olmadigini géstermistir. Czme isleminin hiicreler
tizerinde fizyolojik etkileri olabilecegi ve MKH’lerin farmasoétik olarak uygunlugunu
bir siireligine bozabileceginin sdyleyen caligmalarin aksine, UCX® hiicrelerinin
¢Ozililme sonrasi bir siire kiiltiire edilerek iyilesme adimina ihtiya¢c duymadigini,
hiicrelerin ¢oziildiikkten hemen sonra infiize edilebilecegini savunmustur. Bunun
nedenleri arasinda, 6zel izolasyon siireclerinde dokunun mekanik manipiilasyonunun

biiylik 6l¢iide azaltilmasi oldugunu savunmusturlar.

Hoogduijn ve arkadaslarinin AD-MKH’ler ile yaptig1 bir ¢calismada, hiicrelerin
islevselliginin 24 saatlik bir kiiltiir doneminden sonra tamamen geri kazanildigi
raporlanmistir. Bu ¢alismada, hiicreler ¢oziildiikten 1 saat sonra sinirli dogustan gelen
bagisiklik yolaklarinda ve hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesinde rol oynayan
genlerde degisiklikler oldugu raporlanmis. Kriyoprezerve edilmis hiicreler
¢oziildiikten sonra 1 saat siispansiyonda tutulmus ve bu kosullarin hiicre iskeleti

protein ekspresyonunu artiran sekilde tesvik etmis olabilecegi savunulmustur. Siirekli
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kiiltiirden elde edilen MKH ve dondurulmus-¢ozdiiriilmiis MKH’ler, IV olarak fare
akcigerine enjekte edildiginde, sonuglarin immiinolojik yanitlar acisindan
karsilastirilabilir oldugu rapor edilmistir. Benzer sekilde, Cruz ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir ¢alismada (Cruz vd., 2015) da hava yolu enflamasyonunu
iyilestirmede kriyoprezerve edilmis ve siirekli kiiltiire edilen MKH"lerin etkileri
arasinda yalnizca siirh farkliliklar oldugu gosterilmis ve her iki hiicre grubunda da in

vivo olarak esit derecede etkili oldugu kavrami desteklenmistir (Hoogduijn vd., 2016).

Bizim calismamizda, IFN- y ile muamele sonrasi hiicrelerdeki HGF salinimi
dondurma ¢ozme islemlerinden etkilenmemistir. Ancak Grup 4’teki hiicreler ayni giin
igerisinde ¢oziillip tekrar donduruldugundan Grup 3 hiicreleri ile kiyaslandiginda bu
siirecten fazlasiyla etkilenmistir. TGF-3 saliniminin da dondurup ¢6zme islemlerinden
HGEF’ye benzer sekilde etkilendigi gortilmiistiir. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 arasinda
bir fark goriilmezken (p>0,05), Grup 4’iin saliniminda bir miktar diigiis olmustur
(p<0,01). PGE2 salinimi higbir sekilde etkilenmemistir ve tim gruplarda esit
salgilanmistir. IDO salinimi ise bu siire¢lerden en ¢ok etkilenen sitokin olmustur. Grup
1 hiicrelerine kiyasla Grup 2 ve Grup 3 hiicrelerinde IDO salinimi anlamli bir sekilde
artmistir (p<0,001). P3’teki hiicrelerde (Grup 1) 1,689 ng/mL iken, P4 hiicrelerinde
stirastyla Grup 2 i¢in 4,281 ng/mL; Grup 3 igin 4,397 ng/mL’dir. Bu, pasaj sayisi
arttikca salinimin arttigina yonelik Cruz ve arkadaslarinin (Cruz vd., 2015) sonuglari
ile uyumludur. P4’teki hiicreler (Grup 2 ve Grup 3) incelendiginde ise dondurup
¢Ozmenin ayn1 pasajdaki hiicreler arasinda IDO salinimi {izerinde bir etkisi olmadig1
gorlilmiistiir. Bu konuda daha 6nce de bahsedildigi gibi literatiirde kesin bir sonug
yoktur. Literatiirdeki bu farkliliklarin kullanilan hiicrelerin kaynagina, hiicre kiiltiirii
islemleri sirasindaki manipiilasyonlara, kullanilan reaktiflere bagli olabilecegi
diistiniilmektedir. IDO salinimi Grup 4’te ise diger gruplara gore daha az olup 0,9399
ng/mL olarak ol¢tilmiistiir.

Antebi ve arkadaslar1 kok hiicre genleri NANOG, SOX2 ve OCT-4, VCAMI1 ve
ICAMI1 ve proinflamatuar gen TNF-a ifadelerinin, kriyoprezervasyonun ardindan
onemli Olclide azaldigini gostermistir. VCAM-1, hem taze hem de dondurulmus-
¢Oziilmiis hiicrelere kiyasla 24 saat in vitro kiiltiire edilerek iyilesme firsatini sunulan
hiicrelere gore onemli Glgiide azalmis. Bu azalan yapisma potansiyelinin, 'sitokin
firtinasinin' bu proteinleri asir1 derecede aktive ederek hastalik sekellerine katkida

bulundugu ARDS gibi inflamatuar endikasyonlar icin faydali olabilecegini
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savunmusturlar. Arastirmacilar elde edilen bu sonuglar ile, kisa bir alisma siiresinin
MKH'lerin terapotik islevini giiglendirdigini gosterebilecegini savunmusturlar (Antebi
vd., 2019). Hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar, farkli hastaliklara yonelik olup
hastalik 6zelinde farkli sonuglar literatiirde bulunmaktadir (Burand vd., 2017)
Kriyoprezerve MKH'lerin, alerjik hava yolu inflamasyonu (Cruz vd., 2015) ve gozde
iskemi/reperfiizyon hasar1 (Gramlich vd., 2016) hastalik modellerinin tedavisinde
etkili oldugunu gosterilirken fare bazli kondrosite duyarli bir biyo-analizde
kondrojenik bir yanit1 indiiklemede basarisiz oldugu raporlanmistir (Otsuru vd., 2015).
Insanlarda yapilan klinik ¢alismalarda ise dondurulup ¢dziilmiis MKH’lerin, kritik
uzuv iskemisi i¢in klinik caligmalarda olumlu yanitlar ortaya ¢ikardigi goriiliirken
(Gupta vd., 2013), taze ve ¢ozlilmiis MKH tedavisi uygulanan GVHD hastalarinin
retrospektif analizine yonelik raporlar taze MKH'lerin daha etkili oldugunu
gostermektedir (Moll vd., 2014). Bu bilgiler, dondurulup ¢6ziilmiis MKH’lerin bazi
endikasyonlar i¢in uygun olamayacakken bazi endikasyonlar i¢in ise verimli
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunun i¢in bu tez ¢alismasi ve benzer ¢alismalarin
ardindan in vivo hayvan ¢aligmalari yapilarak elde edilen veriler dogrulabilir ve insan
calismalar1 Oncesinde yeterli arastirma verileri elde edilerek faz c¢alismalarina
baslanabilir. Endikasyonlara 6zgili terapotik mekanizmalar hakkindaki bilgilerimiz
arttikca, MKH’lerin daha verimli kullanilmasina iliskin in vitro kiiltiir kosullarinin ve
dondurma-¢dzme tekniklerinin belirlenmesi ve gelistirilmesine yonelik ¢alismalar hiz

alacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, yeni dogum yapmis goniillii vericilerden alinan gébek kordonu
ham dokusundan iU kosullarinda basar1 bir sekilde WJ-MKH’leri izole edilmis ve
klinik kullanima yénelik olarak islenerek son iiriin haline getirilmistir. Uretim
islemleri boyunca bakteriyel, fungal veya mikoplazma kontaminasyonu ile
karsilasilmamustir. izole edilen hiicreler dncelikle P3’e getirilerek immunfenotipik
olarak analiz edilmis, sonuglarin spesifikasyonlar dahilinde olmasinin ardindan
telomeraz enzim aktivitesi ve gen ekspresyonu analizleri ile karakterize edilmistir.
Giliniimiizde MKH’lerin klinik kullanimina yonelik olarak hazirlanan farkli son iiriin
serileri belirlenerek deney gruplart olusturulmus ve bu arastirmanin temelini
olusturmustur. Bu amagcla belirlenen spesifikasyonlara uygunlugu tespit edilen P3
hiicreleri in vitro kiiltiire edilerek ve/veya dondurulup-¢ozdiiriilerek deney gruplari
olusturulmustur. 4 farkli deney grubu (son iiriin serisi) lizerinde karsilastirilmali

analizler gerceklestirilmistir.

Yapilan analizler sonucunda son iiriin haline getirilen hiicrelerin hepsinin serbest
birakma kriterlerini karsiladigi, ancak yapilan ayrintili analizlerde gruplar arasi
farklarin oldugu tespit edilmistir. Hiicrelerin canliliklari dondurma isleminden
etkilense bile bu etki serbest birakma kriterleri acisindan anlamli bir farka neden
olmamistir. Immunfenotipik olarak da gruplar arasinda bir fark goriilmeyip tiim
gruplar serbest birakma kriterlerini kolaylikla karsilamislardir. Gen ekspresyon
seviyeleri analiz edildiginde, Grup 4 hiicrelerinde 6nemli farklar oldugu ve uygulanan
iiretim basamaklarinin hiicreler {izerinde 6nemli etkilere neden oldugu goriilmiistiir.
Benzer sekilde telomeraz enzim aktivitesi de bu siireglerden etkilenmistir. Son iiriin
serbest birakma stireclerinde kullanilan canlilik analiz ydontemlerinin yani sira apoptoz
analizinin de gergeklestirilmesi gerekliligi bizim calismamizda da bir kez daha
gosterilmistir. Taze lriin grubunu olusturan Grup 1 ve Grup 2’de apoptoza ugrayan
hiicre sayilar1 diger gruplara gore ¢ok daha azken, Grup 4’te bu oran yiiksek

bulunmustur. Bu bulgular1 hiicre dongiisii analizi de desteklemektedir.

Calismamizdan elde ettigimiz bulgulara gore, klinik kullanim 6ncesi bir siire in
vitro kiiltlir sliresine tabii tutulan hiicrelerin ¢ok daha klinik kalitede olabilecegi
gosterilmistir.  Bugiline kadar gergeklestirilen klinik deneme sonuglarinin
degerlendirilmesi ile bu uygulamalardan kullanilan MKH son {iriinlerinin hangi {iretim

basamaklar1 sonrasinda serbest birakma iznine tabii oldugu detaylica arastirilip, bu
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hiicrelerin klinik etkileri hakkinda yapilacak arastirmalarin sonuglari, bizim in vitro

temelli calismalarimizi destekleyecektir.
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10. YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/programin tamamini veya herhangi bir
kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima
acma iznini Eskisehir Osmangazi Universitesine (ESOGU) verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 digindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende kalacak,
tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale, kitap, lisans ve
patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, bagkalarimin haklarmi ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki
bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinleri yazili izin alinarak
kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisanstistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agcilmasina iliskin Yénerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / ESOGU Kiitiiphaneleri A¢ik
Erisim Sisteminde erisime agilir.

O Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karar ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmisgtir. (1)

O Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ..... ay ertelenmistir. (2)

O Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. (3)
11/06/2024

Irem YILMAZ BASARAN

“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina iliskin
Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam
etmesi durumunda, tez danismaninin dnerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii lizerine enstitii
veya fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya
patent gibi yontemlerle korunmamis ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara
haksiz kazan¢ imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismaninin 6nerisi
ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisli iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli
karari ile alt1 ay1 agmamak iizere tezin erisime acilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar1 veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik,
saglik vb. konulara iligkin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildig1 kurum tarafindan verilir
*. Kurum ve kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii ¢ergevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iligkin
gizlilik karart ise, ilgili kurum ve kurulusun 6nerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii lizerine
iniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karar1 verilen tezler Yiiksekdgretim Kuruluna
bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karar1 verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik
kurallar1 ¢er¢evesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine
yiiklenir.

* Tez danigmaninin Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii {izerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulu tarafindan karar verilir.
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