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I.  Geng¢ ve yash kopeklerin yag dokusundan elde edilen mezenkimal hiicrelerin
karakterizasyonu

Ozet

Mezenkimal kok hiicrelerin veteriner hekimlik alaninda kullanimi bir¢ok hastaligin
tedavisi i¢cin umut 15181 olarak goriilmektedir. Yag doku kokenli mezenkimal kok
hiicrelerin eldesinin kolay olmasi ve tlretiminin ek bir maliyet getirmemesi sebebiyle
yag dokudan kok hiicre tliretimi en ¢ok kullanilan yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Yag doku kokenli hiicrelerin multilineage potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir.
Kopek yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin basarili bir sekilde transplante
edildigi de daha 6nceki caligmalar da da bildirilmistir. Bu ¢alismada 3 adet yash (5 yas
iizeri) ve 3 adet gen¢ (6 ay ve alt1) kopekten operasyon sirasinda alinan yag doku
orneklerinden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin karsilastirilmasi, adipojenik,
kondrojenik ve osteojenik farklilasma potansiyeli (karakterizasyonu), farklilasma hizi,
iireme hiz1 ve boyanma potansiyeli yoniinden aralarindaki farklarin ortaya konulmasi,
lipoaspiratin icerdigi kok hiicre potansiyelinin karsilagtirilmast  amacglanmustir.
Calismamizda geng ve yash kopekler arasinda lipid vakuol oranimnin farkli oldugu ve bu

oranin genglerde fazla oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: mezenkimal kok hiicre,yag doku ,kopek, differensiyasyon.




EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

Characterization of Mesenchymal Cells Isolated from the Adipose Tissue of Young

and Old Dogs

Abstract

The use of mesenchymal cells in veterinary medicine is considered to be promising for
the treatment of several diseases. Due to adipose mesenchymal stem cells being readily
available and the expansion of these cells not incurring any additional cost, the culturing
of adipose mesenchymal cells has become a commonly applied method. Adipose
mesenchymal cells are known to have a multilineage potential of differentiation.
Previous research has demonstrated success in the transplantation of canine adipose
mesenchymal cells. This study was aimed at the comparative evaluation of
mesenchymal stem cells isolated from adipose tissue samples taken at surgery from 3
old dogs (above 5 years of age) and 3 young dogs (1 to 6-months-old or younger), and at
the determination of any differences in the adipogenic, chondrogenic, and osteogenic
differentiation potential (characterization), differentiation rate, proliferation rate, and
staining potential of these cells. Furthermore, a comparison was made for the stem cell

potential of the lipoaspirates.

Key words: Mesenchymal stem cell, adipose tissue, dog, differentiation.
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Amac ve Kapsam

Insanlarda ve tiim omurgalilarda yag doku (adipoz doku) bulunmaktadir. Yag doku, yag
hiicrelerinin (adiposit) sayica fazla oldugu 6zel bir bag dokusudur. Yag doku hiicreleri
arasinda viicudun anatomik bolgelerine gore degisen siki ya da gevsek bir bag dokusu
bulunmaktadir. Bu bag dokusu fibroblastlar, bag doku iplikleri, kan ve lenf damarlar1 ve
sinirlerden olusur (Buzoglu,2015). Bir gram yag dokusunda 350.000 dolayinda
preadiposit denilen multipotent hiicre ile bes bin dolayinda yag doku kaynakli kok hiicre
bulunmaktadir. Bu say1 kemik iliginde bulunan kok hiicre sayisinin 35 katina denk
gelmektedir. Yani yag dokusu kemik iliginden ¢ok daha fazla kok hiicreye sahiptir
(Giirlek,2012). Veteriner hekimlikte kok hiicre tedavileri yag doku disinda kemik
iliginden elde edilereck de yapilmaktadir. Daha c¢ok atlarda tendo ve ligament
yaralanmalarinda, kopeklerde kas ve iskelet sistemi hastaliklarinda, kikirdak ve eklem
hasarlarinda kullanilmaktadir (Csaki,2007,0zen,2014). Klinikte hiicre bazli tedavilerde
artik her organin kendi kok hiicresinin kullanimi giderek yayginlasmaktadir
(GiuilSancak,2015). Kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin transmisyon
elektron mikroskobu ve scanning elektron mikroskobu ile ince yapisi ve farklilagma
ozellikleri incelenmis, bu hiicrelerin siirekli olarak birbirleri ile bir iletisim halinde
olduklar1 ve bunun da sinyalizasyonda olduk¢a ©nemli oldugu bildirilmistir

(Ozen,2013,2014).

Yag doku, mezenkimal kok hiicreleri (multipotent 6zellikli) eldesinde onemli bir
kaynaktir. Embriyonal kok hiicrelerdeki etik sinirlandirmalardan dolayr calismalar

mezenkimal kok hiicreler lizerinde yogunlasmaktadir. Yag doku kokenli mezenkimal
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hiicrelerin klinikte tedavi amach kullanimi oldukg¢a fazladir. Tedavide kullanilan bu
hiicrelerin giivenligi, etkinligi, ¢ogaltilmas1 ve kalitesi 6nem tasimaktadir. Dolayisiyla
yag doku kokenli mezenkimal hiicrelerin izolasyon ve hiicre c¢ogaltma protokolleri
gelistirilmistir. Yag doku kok hiicreleri yliksek cogalma oranlari ve kemik, kas ve
kikirdak hiicrelerine doniisebilme potansiyeline sahip, diisiik immunojeniteleri nedeniyle
allojenik kok hiicre tedavisinde kullanilabilen, eldesi en kolay kok hiicre tiiri olarak

goriilmektedir (Clynes,2014;0zen,2014;Patrikoski,2013).

Gilinlimiizde obezitenin ¢ok fazla yayginlasmasi hem esmer hem de beyaz yag dokusu
iizerindeki ve yag metabolizmasindaki aragtirmalarin artmasina neden olmustur. Yag
doku, insan hekimliginde cerrahi yolla materyale kolay ulasilabilir olmasi ve
mezenkimal kok hiicreleri elde etmede kullanilabilir olmasi agisindan biyomedikal
arastirmalarda Onemli bir materyal teskil eder. Yag doku mezenkimal hiicrelerin
karaciger hepatositlerine, kemik hiicrelerine (osteoblast), kikirdak hiicrelerine
(kondrosit), kas hiicrelerine (myosit) ve sinir hiicrelerine farklilastigi ve hatta uygun

kosullarda tekrar yag hiicrelerine doniisebildigi bildirilmistir (Clynes,2014).

Yag doku kok hiicrelerinin; osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farklilasma
kapasiteleri, her biri i¢in protokolleri optimize edilmek sartiyla farklilasma etkinligi
artirllabilir. Farklilagma potansiyelinin azalmasinin bir nedeni; hiicrelerin tutunma
yiizeylerinin azalmasi olabilir. Ayrica gii¢lii bir farklilagsma icin besin maddelerinden
zengin besi yerine gereksinim vardir (Kang,2012;Park,2009;Patrikoski,2013). Yag doku
kok hiicreleri, oil red O, alcian blue ve Von Kossa boyalar1 ile boyanarak ii¢ yonlii

(trilinear) farklilagsma potansiyeline sahip olduklar1 gosterilir (Patrikoski,2013).

Mezenkimal kok hiicrelere (MKH) iliskin elde edilen bilgiler arttikga, s6z konusu

hiicrelerin rejeneratif (onarici) tipta kullanilma olasiligi da artmaktadir. Bu durum
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ozellikle kas ve iskelet dokular1 i¢in gegerli olup, arastirmacilar, MKH’lerin ortopedik
rahatsizliklarda kullanilabilecegine dair pek ¢ok bildirimde bulunmustur. Otolog hiicre
transplantasyonuna dayali terapilerin uygulamasi, s6z konusu hiicrelerin ¢ok yonlii
tedavi potansiyeli ve diisiik immunojenitesi dolayisiyla onerilmektedir. Ancak onerilen
bu terapilerin biiyiikk bir boliimii, hiicre populasyonlarinin 6nceden in vitro kosullarda
cogaltilmasini1 gerektirmektedir ki, bu siire¢ yavas ilerledigi gibi hiicre fenotipini
olumsuz etkileyebilmektedir. Otolog MKH’lerin izole edilerek kisa siire i¢erisinde yara
bolgesine nakledildigi ve tekli cerrahi miidahaleye dayali terapilerde, hem maliyetin
diigtiriilmesi hem de nekahat siiresinin kisaltilmasi1 imkani1 bulunmaktadir (Marble,2014).
Lipoaspiratin stromal ve vaskiiler fraksiyonundan izole edilen insan yag dokusu kokenli
kok hiicreleri, yag dokusundan kolaylikla ve yiiksek oranda elde edilebilmeleri
nedeniyle oldugu kadar, osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagsma yetileri
nedeniyle de, bu tiir tekli cerrahi girisim stratejilerinde kullanim i¢in 6zellikle uygundur

(Zuk,2001).

Mezenkimal kok hiicreler yag doku, tendon, periodontal ligament, sinovial membran,
trabekiiler kemik ve kemik iliginden, embriyonik dokular, sinir sistemi ve deriden,
periosteum (Orbay,2012), kikirdak (Diaz-Romero,2013) ve kastan izole edilmistir
(Orbay,2012). Adipoz doku kolay ulasilabilir bir kok hiicre kaynagidir (Vieira,2010).
Adipoz kokenli stromal hiicreler (ASCs) olarak adlandirilan bu hiicreler fibroblast
benzeri hiicreler olup, c¢ok yonlii farklilasma o6zelligine sahip hiicrelerdir
(Csaki,2007;Sarraf,2011;Zuk,2001). Mezenkimal kok hiicrelerdeki galigmalar rejeneratif
tipta kullanim alan1 bulmasinin yani sira insan hekimliginde sistemik transplantasyonda,
gen tedavisi ile kombine kok hiicre tedavisinde ve doku miihendisliginde karsimiza
cikmaktadir (Zuk,2001). Kardiyovaskuler hastaliklarda insanda adipoz doku kokenli

mezenkimal hiicrelerin  (Miranville,2002;Planet-Benard,2004;Rehman,2004) hiicre
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tedavilerinde hiicre kaynag: olarak goriilmektedir. Iinsanda adipoz dokudan elde edilen
mezenkimal hiicrelerin neuronal farklilagsmasi neurolojik hastaliklarda tedavide
kullanilabilecek alternatif hiicre kaynagi olabilecegini diisiindiirmektedir (Safford,2002).
Hepatosit rejenerasyonunda ya da karaciger hiicre transplantasyonunda da yag doku

kokenli mezenkimal hiicrelerin kullanilabilecegi bildirilmistir (Seo,2005).

Bu proje kopeklerde yag dokusundan elde edilen mezenkimal hiicrelerin
karakterizasyonun belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Pek ¢ok hastalikta umut kaynagi
olan mezenkimal kok hiicrelerin eldesi ve karakterizasyonu yapilmis, 3. Pasaja kadar
iiretilen hiicreler dondurulmustur. Bu calismada yash ve genc kopeklerden elde edilen
yag doku kokenli mezenkimal hiicrelerin differensiyasyon ve iireme hizini, geng ve
yashlarda karsilastirnlmasi  amaglanmis, yasin  mezenkimal kok hiicrelerin

differensiyasyonundaki etkileri gozlenmistir.

Materyal ve Yontem

Genel anestezi uygulanan hastalarin inguinal bélgesinden alinan yag doku materyali ile

calisilmistir

(HADYEK-2014-19-143 nolu Etik kurul karar1). Hastalar propofol indiiksiyonu (6.6
mg\kg) ve 1soflurane (%1) idamesi ile anesteziye alinarak inguinal bolge asepsi antisepsi
kurallarina gore hazirland1 ve derialti bolgeden elde edilen 0.5 ¢cm3 boyutunda yag
dokusu alind1. Steril tiip igerisinde laboratuvara nakledildi. Nakledilen yag doku laminar
flow altinda Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Lonza, Belgika)
soliisyonuna aliarak steril petri kab1 i¢inde kiigiik pargalara ayrildi (Resim 1). T25
flasklara yerlestirilerek ve explant kiiltiir yontemi ile iiretildi. %5 CO2’li inkiibatérde
15 dakika bekletilerek sonrasinda %20 Fetal bovine serum (Lonza, Belgika), %2 L-

Glutamine (Lonza, Belg¢ika), %1 Penicilin, Streptomycin, Amphotericin (Biological
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Industries, Israil) ve %77 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Lonza,
Belgika) iceren besi yeri eklendi. Ug giinde bir besi yeri degisimi yapildi ve hiicrelerin
gelisimi inverted mikroskop (Olympus Cx45) ile gozlemlendi. %70 konfluent olan
flasklara 1:2 oraninda pasaj islemi yapilarak ekim Oncesinde hiicrelerin sayisi ve
canliligi kontrol edildi. Ugiincii pasaj sonunda hiicreler farklilasmaya sokularak

adipojenik (yag), osteojenik (kemik), kondrojenik (kikirdak) doku hiicrelerine

farklilagtirildi.

Resim 1: Yag dokusunun kopekten ekstraksiyonu.

Adiposit farklilasma igin Adiposit differansiyasyon Basal Mediumu ve suplementi
(Gibco, USA) kullanildi. Ugiincii pasaja gelen hiicreler adiposit besiyeri ile ii¢ giinde bir
besiyeri degisikligi yapilarak iiglincli hafta sonunda Oil Red (Sigma Aldrich- USA-
1otSLBC9102V) ile boyama islemi gerceklestirildi ve hiicre i¢inde olusan yag
damlaciklar1 invert mikroskobu ile goriintiilendi ve yag dokuya farklilasma belirlenerek

kayit altina alind.
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Osteosit farklilasma igin Osteosit Differansiyasyon Basal Mediumu (Gibco, USA)
kullanild1. Ugiincii pasaja gelen hiicreler osteosit besi yeri ile ii¢ giinde bir besi yeri
degisikligi yapildi. Ugiincii hafta sonunda Von Kossa (Merck, Lot HC392067) ile

boyama iglemi gergeklestirildi. Osteojenik hiicreler invert mikroskobu ile goriintiilendi.

Kondrosit farklilasma icin Kondrosit Differansiyasyon Basal Mediumu (Darmstadt,
Germany) kullanildi. Ugiincii pasaja gelen hiicreler kondrosit besiyeri ile ii¢ giinde bir
besiyeri degisikligi yapildi. Ugiincii hafta sonunda Alcian Blue (Millipore-California-
USA Lot 2496226) ile boyama islemi gergeklestirildi ve kondrosit hiicreleri invert
mikroskobu ile goriintiilenerek, kondrosite farklilasmis hiicreler belirlendi

(Vieira,2010).

Analiz ve Bulgular

Hiicre tireme potansiyeli

Geng ve yash kopeklerden elde edilen yag doku (Resim 1) orneklerinin iireme
potansiyellerinin karsilastiriimasinda geng kopeklerin yag doku orneklerinin 12. giinde
1. Pasajda %70 konfluent oldugu yasli kopeklerin ise 14-15. giinde 1. Pasajda %70

konfluent oldugu belirlendi (Resim 2).

Resim 2: Konfluent flask gériiniimii. Geng kopek (A), yasli kopek (B).
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Elde edilen hiicrelerin 1. giinde fibroblast benzeri morfoloji (Resim 3a) gosterdigi ve
pasaj sayisi arttikca bu morfolojinin oval sekle (Resim 3b) doniistiigii izlendi. Geng
kopeklerden elde edilen hiicrelerin 19-20. giin sonra oval sekle dontstigi yash

kopeklerden alinan hiicrelerin ise 22-23. giin sonra oval sekle doniistiigii izlendi.

Farklanma potansiyeli

Genglerde (Resim 3c) adipojenik farklilagsma sirasinda lipid damlaciklarinin yashilara
gore (Resim 3d) daha erken olustugu ve yogunlugunun daha fazla oldugu izlenmistir.
Bunun yaninda yag damlaciklarinin olusumunun éncelikle flask kenarinda basladigi ve

sinyalizasyon artis1 olustuk¢a merkeze dogru ilerledigi belirlenmistir.

Kondrojenik farklilagma sonrasinda alcian blue ile boyanmalarda genglerde (Resim 3e)

yaslilarin (Resim 3f) 6rneklerine gore daha belirgin boyanma gozlenmistir.

Osteojenik farklilasma sonrasinda von kossa ile boyanmalarda genglerde (Resim 3g)

yaslilarin (Resim 3h) 6rneklerine gére daha belirgin renk olusumu izlenmistir.




EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

Resim 3. Ilk pasajdaki fibroblast benzeri hiicreler (A), artan pasaj sayistyla iliskili hiicre
morfolojisinde ovallesme (B), gen¢ (C) ve yash (D) kopeklerde adipojenik farklilasmadaki
hiicrelerdeki yag damlaciklarinin (Oklar) formasyonu; geng (E) ve yash (F) kopeklerden izole edilen
hiicrelerde kondrojenik farklilasmadaki glikozaminoglikan sentezi; geng (G) ve yash (H) képeklerden

izole edilen hiicrelerde osteojenik farklilasmanin Von Kossa boyamasi ile gosterimi.
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VI.

Sonuc ve Oneriler

Bu calismada operatif miidahale sirasinda alinan inguinal yag dokunun alinmasi
sirasinda da hastadan 0,5 cm3 boyutunda doku alinmis ve bu aliman dokunun da
flasklara ekilmesi sirasinda 0.01 m3 {in yeterli oldugu ve kok hiicre iiretilebildigi
gozlenmistir. Bu calismada kopeklerden elde edilen yag doku kdkenli mezenkimal kok
hiicrelerin her {i¢ germ yapragina (adipojenik, osteojenik, kondrojenik) farklilastirilmasi
basariyla gerceklestirilmistir. Geng kopeklerde gozlenen farklilasma ile yaslilarda
gozlenen farklilasma karsilagtirilmis ver yaslilarda gozlenen farklilasmanin daha yavas
ve az oldugu gozlenmistir. Bununda hiicrelerin yaslandik¢a azalan eXtraseliiler
matriksinden kaynaklanabilecegi disliniilmiistiir. Adipojenik farklilagmaya giren
hiicrelerin kdpek ve insan Ornekleri karsilastirildigr bir ¢calismada kopek orneklerindeki
lipid vakuollerinin insanlardakine oranla daha az goriildiigii bildirilmistir (Vieira,2010).
Bizim caligmamizda ise gen¢ ve yash kopekler arasinda lipid vakuol oraninin farkli

oldugu ve bu oranin genclerde fazla oldugu goriilmiistiir.

Bu calisma ile yag doku kokenli mezenkimal hiicrelerin iireme potansiyelleri arastirilmig
olup, yag doku kok hiicreleri klinik uygulamalarda pek c¢ok hastaligin tedavisinde

kullanilacak rezerv kok hiicre kaynagi oldugu i¢in arastirmaya agik bir konudur.

Gelecege iliskin Ongoriilen Katkilar

Ilgili projeyle iliskili olarak kongre katilimi gerceklestirilmis olup (2nd International
Congress on Stem Cell and Cellular Therapies, 2015, Antalya) proje verileri Ankara
Universitesi veteriner fakiiltesi dergisine yayinlanmak iizere gonderilmistir. Diger bir
yayin ise Tiibitak veteriner hayvancilik dergisine gonderilmis ve degerlendirme

asamasindadir. Ayrica birimimizde yag doku tretimi ile iligkili olarak bir banka
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VII.

VIII.

10.

olusturulmus ileride verecegimiz projeler i¢in altyap: kuvvetlendirilmistir.

Saglanan Altyapi Olanaklari ile Varsa Gerceklestirilen Projeler

Saglanan Altyapi Olanaklarinin Varsa Bilim/Hizmet ve Egitim Alanlarindaki Katkilar

Bir Doktora 6grencisi ve bir post-doktoral arastirmaciya bu alanda g¢alisma olanagi

saglanmis ve yiiksek lisans egitimine katki saglanmigtir.
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EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

X.  Ekler
a. Mali Bilango ve Aciklamalari

Bu projenin gergeklesmesi i¢in temin edilen biitce, ongdriilen harcama plani ve
takvimine uygun olarak kullanilmisgtir.

b. Makine ve Techizatin Konumu ve ilerideki Kullanimia Dair Ag¢iklamalar:

Bu proje ile birimimizdeki labaratuvarda kullanilmak tizere alinan -20 buzdolab1 ve
su banyosu kullanima devam etmektedir.

c. Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim III'de yer almayan analiz ayrintilari)
d. Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyap: Projeleri i¢in uygulanmaz)

Giil Sancak I, Ozen A, Bayraktaroglu A.G, Ceylan A, Can P.:Characterization of
mesenchymal stem cells isolated from the adipose tissue of young and old dogs. 2nd
International Congress on Stem Cell and Cellular Therapies. 15-18 October
2015,Antalya (Poster ).

e. Yayinlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler (Altyap: Projeleri i¢in uygulanmaz)

A.OZEN, I. G. SANCAK, A. CEYLAN, O. OZGENC: Adipose tissue-derived stem
cells, Tubitak veterinary and animal sciences, (In Press)

Giil Sancak I, Ozen A, Bayraktaroglu A.G, Ceylan A, Can P.: Characterization of
mesenchymal stem cells isolated from the adipose tissue of young and old dogs.
Veterinary Journal of Ankara University, (In Press).

NOT: Verilen sonu¢ raporu bir (1) niisha olarak ciltsiz sekilde verilecek, sonu¢ raporu Komisyon
onayindan sonra ciltlenerek bir kopyasinin yer aldigi CD ile birlikte sunulacaktir. Sonu¢ raporunda
proje sonuglarim iceren, ISI’ min SCI veya SSCI veya AHCI dizinleri kapsaminda ve diger uluslar
arasi dizinlerce taranan hakemli dergilerde yaymmlanmis makaleler, III. Materyal ve Yontem ve IV.
Analiz ve Bulgular béliimleri yerine kabul edilir.
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