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OZET

Son zamanlarda, kanser ve kok hiicre iliskisine yeni boyutlar kazandiran ¢aligmalar
yayimlanmaya baslamistir. Biz de ¢alismamizda, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin (KI-MKH’lerin) in-vitro kosullarda K562 (insan kronik myeloid 16semi) hiicre
dizisi Uzerindeki sitotoksik ve antiproliferatif etkilerini ¢esitli deneysel araglarla
gostermeyi amagladik.

Apoptotik sinyal yolaklarini etkinlestirmek i¢in Ki-MKH 'ler IL-2(50 ng/mL) ile 24
saat boyunca 37°C’de énceden uyarildi. K562 hiicre dizisi, uyarilmis ve uyarilmamis Ki-
MKH’ler ile direkt ve indirekt ortak kiiltiir sistemine 1:1 oraninda 72 saat siireyle 37°C'de
nemli ortamda (%5 CO2+%95 hava) kiiltiire edildi. Kanser hattinin canlilik/¢ogalim
kapasitesi WST-1 ve CFSE yontemleri kullanilarak ol¢ildi. Apoptoz dizeyleri Annexin-
V/PI boyamasi takiben akim sitometri cihaziyla belirlendi.

IL-2 uyarimimin Ki-MKH’ler iizerinde morfolojik olarak herhangi bir etki yaratmadig
gozlemlendi. Uyarilma sonrasinda indirekt ko-kultirde K562 hiicre dizisinde ¢ogalim
baskilanirken direkt ko-kiiltiirde etkinin daha belirgin oldugu 6l¢lilmiistiir. Benzer bir iligki
uyarilmamis direkt kiiltiirde gozlemlense de IL-2 uyarilmasi hiicrenin anti-proliferatif
etkisini 6nemli 6l¢iide artirmistir. WST-1 testine ek olarak, CFSE boyamasi ile de 6l¢iilen
proliferasyon yizdesi sonuglar1 direkt ko-kultriin indirekt ko-kultire oranla daha fazla
anti-proliferatif etki gosterdigini ayrica IL-2 uyariminin bu etkiyi arttirdig1 belirlenmistir.
KI-MKH’lerin sitotoksik etkilerine baktigimizda; IL-2 uyarmminin direkt ve indirekt ko-
kiiltir sistemlerinde degisiklik yaratmadigini ancak direkt ko-kulturtin indirekt ko-kulture
kiyasla daha sitotoksik etki gosterdigini tespit ettik.

Sonug olarak yaptigimiz ¢alisma ile kok hiicrenin IL-2 uyarilmasi yonteminin kansere
yonelik hiicre temelli yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesinde farkli bakis agilari

gelistirilebilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: mezenkimal kok hiicreler, kanser, ko-kultr, sitotoksisite, 1L-2



ABSTRACT

In the recent times, studies began to give a new dimension to the relationship between
cancer and stem cell. In our study, we aimed to show the cytotoxic and anti-proliferative
effects of bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs) on K562 (human
chronic myeloid leukemia) cell line.

To activate the apoptotic signaling pathways, BM-MSCs were stimulated with IL-2
(50 ng/mL) at 37°C for 24h. K562 cell lines were directly and indirectly co-cultured with
stimulated and non-stimulated BM-MSCs at the ratio of 1:1 at 37°C for 72h in humidified
condition (5% CO2+95% air). The viability/proliferation capacities of cancer cells were
estimated by WST-1and CFSE methods. Their apoptotic levels were determined by flow
cytometer, followed by AnnexinV-PI staining.

It was observed that the IL-2 stimulation caused no substantial morphologic effects on
BM-MSCs. Although the suppression in proliferation of K562 was observed in in-direct
co-culture with stimulated BM-MSCs, the effect was measured significantly higher in
direct co-culture. While the similar correlation was also observed in direct co-cultures of
K562 with non-stimulated BM-MSCs, the anti-proliferative effect of stem cells was
remarkably increased after stimulation with IL-2. According to the proliferation percentage
results measured also by the CFSE staining in addition to WST-1 assay, direct co-culture
has been demonstrated to display higher antiproliferative activity compared to indirect co-
culture and 1L-2 stimulation has been shown to enhance this activity. Upon investigation of
the cytotoxic effects of BM-MSCs, we detected that IL-2 stimulation did not make any
difference in direct and indirect co-culture systems,but direct co-culture had higher
cytotoxic effects than indirect co-culture.

In conclusion, we consider that our study based on IL-2 stimulation of stem cells will
help to develop different view points in the development of novel cell-based treatment
approaches against cancer.

Keywords: mesenchymal stem cells, cancer, co-culture, cytotoxicity, 1L-2
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1. GIRIS VE AMAC:

Kok hiicrelerin doku gelisiminde, rejenerasyonunda ve yenilenmesindeki gucu
yillardir bilinmektedir. Kok hiicre arastirmalarina giderek artan ilginin sebebi ise bu

hiicrelerin essiz giiciinden kaynaklanmaktadir (Watt et al. 2010).

Kok hucreler, kok hicre arastirmalarindaki onemli gelismeler ve tedavi amagl
kullanim potansiyellerinden dolay1 bilim adamlarinin dikkatini cekmekte ve 6zellikle de
kok hiicre arastirmalarindan beklentisi olan pek c¢ok hasta ve hasta yakinlarimin umut
kaynagi olmaktadir (Watt et al. 2010).

Mezenkimal koék hicre (MKH)’lerin kesfi ve tiimor dokusu tizerindeki etkilerine
iliskin arastirmalarla elde edilen sonuglar, yakin zamanda bu hicrelere olan ilginin
artmasina sebep olmustur. Yapilan c¢alismalarla, olusturulan timoér modellerinde
MKH’lerin, tiimér gelisimi iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. ilging olarak
yapilan deneylerde farkli sonuclar ortaya cikmaktadir; bazi arastirmacilar MKH’lerin
timor gelisimini destekledigini, bazi arastirmacilar ise timor gelisimini baskiladigini
bildirmistir. Sonucglar arasindaki bu c¢eliskinin sebebi olarak bazi mekanizmalar
gosterilebilir. Ornegin; kemokin sinyalleri, apoptozisin modilasyonu, vaskiiler destekleme
ve immiin modiilasyon gibi... MKH’lerin hangi kosullarda tiimor gelisimini destekledigini
ve metastaz olusumundaki rollini anlayabilmemiz, bu htcrelerin karsinogenezdeki
etkilerini belirlememizi kolaylastirirken terapétik ajan olarak kullanimlarin1 da daha

guvenli hale getirecektir.

Kronik myeloid 16semi (KML) kemik iliginde ¢ok fazla akyuvar {iretilmesi sonucu
ortaya cikan, yavas seyirli bir kanser tiridir. KML, insanlarda spesifik kromozom
anomalisi ile iliskisi tespit edilen ilk hastaliktir. Vakalarmin % 90’dan fazlasinda
sitogenetik analiz ile Philadelphia (Ph*) kromozomu tespit edilir. KML’nin gincel

tedavisinde Imatinib kullanilmaktadir. Klinik calismalarda, hedefe yénelik tedavi olarak,

-15-



yiiksek diizeyde klinik ve sitogenetik etkinlik gosterdigi gozlenmistir. Ancak 6dem, cilt
dokuntdleri, sitopeniler gibi yan etkilerinin yani sira hastaligin ileri evrelerinde basari sansi
daha diistiktiir. Oysaki tedavi mevcut verilere gore yasam boyu verilmelidir. Bu durum,
arastirmacilart KML tedavisi i¢in imatinibin yaninda yeni tedavi stratejileri gelistirmeye
yoneltmistir. Son yillarda MKH’ler ile yapilan in-vivo ¢alismalarda, basta kanser olmak

tizere klinikte tedavisi olmayan pek ¢ok hastalikta kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.

Tez calismamizda MKH’lerin kanser hiicreleri tizerindeki etkilerini belirlemek
amaciyla, kemik iligi kanseri olan, kronik miyeloid l6semi hiicre hatti; K562 hiicreleri ve
kemik iliginde bu hiicreler ile ayn1 mikrogevreyi paylagsan kemik iligi kaynakli MKH’ler
deneylerimizde kullanilmak {iizere secilmistir. MKH’lerin K562 hiicreleri tizerindeki

antiproliferatif ve sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaglanmuistir.

Deneylerimizde kullandigimz MKH’lerin IL-2 ile uyarmamizin sebebi bazi
arastirmacilar tarafindan IL-2’nin KML tedavisinde anti-losemik oldugunu bildirmesidir
(Vey et al. 1999). Biz de IL-2 ile uyarmanin MKH’lerin K562 hiicreleri tzerindeki
sitotoksik ve anti-proliferatif etkileri tizerinde farklilik olusturup olusturmadigini

belirlemek istedik.

-16 -



2. GENEL BILGILER:

2.1. KOK HUCRELERIN GENEL OZELLIKLERI

Tarih boyunca insanoglunun en biyik hedeflerinden biri hastaliklara ¢are bulmak ve
insan omrinld uzatmak olmustur. Cesitli bitkilerden elde edilen karigimlarin binlerce yil
once tedavide kullamldigina dair bilgiler mevcuttur. M.O. 1534 yilina ait oldugu dUsiiniilen
bir papiriste ¢esitli hastaliklardan ve tedavilerinden bahsedildigi saptanmuistir.
Insanoglunun bilingaltindaki 6liimsiizliige ulasma istegi bugiine kadar tip biliminin itici

gucl olmustur (Karadz ve Ovali, 2004).

Genlerin yapilarindaki bozukluklara bagli hastaliklarda (6rnegin; kanser) , hastaligin
kokenine yonelik tedavi yontemlerinin gelistirilmesi belki de bu hastaliklarin kesin ve
kalic1 ¢6zUmU olacaktir. Ayrica bobrek, kalp ve karaciger gibi hayatsal organlarda ortaya
cikabilen hastaliklarda insan Olimlerinde on sirada yer aliyor. Bu hastaliklarin ilagla
tedavisi bazen mimkun olabilmekte; ancak kimi zaman organ yetmezlikleri kaginilmaz bir
son olmaktadir. Bu durumda da organ nakli giindeme gelmektedir. Ancak baska bir
hastadan aliman organ genetik yapidaki farklilik nedeniyle, vicut tarafindan
reddedilebilmektedir. Buna ek olarak, organ yetmezligi olan kisilerin sayisi, mevcut organ
vericilerin sayisini Kat kat asabiliyor. Son yillarda insanin herhangi bir hiicresi kullanilarak
deri, kemik ve kalp kasi gibi cesitli dokular Uretilebiliyor. Insanin kendi hiicresinden
meydana getirilen organlarin nakli, hem organ bagist azligi problemini hem de viicudun

organi reddetme olasiligini ortadan kaldirtyor (Kara6z ve Ovali, 2004).

Kok hicreler farkli hiicre tiplerine doniisebilme potansiyeline ve kendisini
yenileyebilme glictine sahip hiicrelerdir. 1960’11 yillarda Kanada’li bilimadamlar1 Ernest A.
McCulloch ve James E. Till yaptiklar1 ¢alismayla insan kok hucreleri alanindaki
caligmalara Oncl olmuslardir (Becker et al. 1963).
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Bilim adamlari, kok hiicreleri viicuttaki diger hiicrelerden ayiran bes farkli 6zellik

tanimlamiglardir. (Karadz ve Ovali, 2004)

a) Kok hucreler, uzun zaman dilimleri boyunca bdlinebilme ve kendilerini
yenileyebilme yetenegine sahiptirler: Normalde kendileri ¢ogalamayan kan, kas veya
sinir hiicrelerinden farkli olarak, kok hiicreler farklilasmadan boéliinebilir ve ¢ogalabilirler.
Laboratuvar sartlarinda aylar boyunca ¢ogalabilen kok hiicre popiilasyonunda, milyonlarca

hiicre ortaya ¢ikabilir.

b) Kok hucreler farkhilasmamstir: Bir kok hiicrenin temel 6zelliklerinden biri de, bu
hiicrenin 6zellesmis islevleri yerine getirebilecek herhangi bir dokuya 6zgiin yapiya sahip
olmayisidir. Bir kok hiicre, bir kalp kasinda oldugu gibi kani viicuda pompalamak i¢in
komsulariyla beraber ¢alisamaz, kirmizi kan hiicreleri gibi oksijeni dokulara tasityamaz
veya sinir hiicreleri gibi doku ve organlara gerekli olan elektrokimyasal sinyalleri iletemez.
Fakat 6zellesmemis kok hiicreler kalp kas1 hiicreleri, kan hiicreleri veya sinir hiicreleri gibi

0zellesmis hiicrelere kaynaklik edebilirler.

c) Kok hiicrelerden elde edilen bir yavru hiicre, 6zellesmis hiicrelere kaynakhk
edebilir (farkhllasma): Embriyonun olusumunu takip eden ddllenmeden sonraki ii¢ giin
icersinde gerceklesen boliinmeler sonucunda olusan 4 hiicrenin tamami, yeni bir canli
olusturabilme kapasitesinde olup, totipotent (totus: tiim) kok hiicreler olarak adlandirilirlar.
Daha sonraki asamada, bu hiicreler blastokist denilen yapiy1r olusturarak yeni bir canli
sekillendirebilme 6zelliklerini yitirirler. Fakat insan viicudundaki iki yiiz farkli 6zellesmis
hiicre tipine doniisebilme potansiyellerinden Otiirli pluripotent (pluri: daha fazla) kok
hiicreler adin1 alirlar. Embriyoda bu agsamadan sonra gastrulasyon asamasi baslar ve germ
tabakalar1 (ektoderm, mezoderm ve endoderm) olusur. Bu tabakalara go¢ eden hiicrelerin
hangi tip hiicrelere doniisebilecekleri biiylik dlgiide bellidir. Dolayisiyla, bu dénemdeki
kok hicreler multipotent (multi: fazla, ¢ok) kok hiicreler adini alirlar. Embriyonik evre
haricinde, multipotent kdk hiicreler insanlarin kemik iligi, kordon kani ve dis pulpas1 gibi
kisimlarinda bulunarak insanin canliligini bir denge igerisinde siirdiirmesini saglarlar
(Cizelge 2.1).

d) Kok hiicreler, hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel olarak
tekrardan c¢ogaltabilmelidirler: Hematopoetik kok hiicrelerde yaygin sekilde ve daha
yakin ge¢miste karaciger onciillerinde ve sinir kok hiicrelerinde de gosterildigi iizere, kok

hiicrelerin hasar goren aliciya naklinin sonrasinda kaynak dokuyu islevsel olarak tekrardan
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cogaltabilmeleridir. Kemik iligi stromal hiicrelerin hasarli kalp dokusuna enjeksiyonu

sonucu kardiyomiyositlere doniismesini 6rnek olarak verebiliriz.

e) Sonuncu ve daha az anlasilmis diger bir ol¢iit ise, kok hiicrelerin in vivo ortamda
doku hasarinin olmadigi1 durumlarda bile farkhlasmis kusaklara katki saglamasidir.

(Karaoz ve Ovali, 2004)

Cizelge 2. 1. Farklilasma yeteneklerine gore kok hiicrelerin siniflandirilmasi. (Kochar,

2004).

Farklilasma Doniisebildigi Ornek Kok Hcre Farklilasma Sonucunda
- Hicre Tiplerinin .. . .
Potansiyeli Olusan Hiicre Tipi
Sayisi
Totipotent Biittn hucreler Zigot, blastomer Biittn hucreler
A . Embnyon!.k kok . Ug germ tabakasina ait
Pluripotent Embriyonik membranlar hucrele%‘, Indiiklenmis biitin hiicreler
digindaki biitiin hiicreler pluripotent kok
hicreler
oo |Iskelet kasi, kalp kasi,
Multipotent Pek ¢cok Hemat_(_)poetlk kok karaciger hiicresi, biitiin kan
hicreler ; .
hicreleri
Bes kan hiicresi tipine
Oligopotent 5 Miyeloid onculleri (quos_lt, mgkro_fa;,
eozinofil, nétrofil,
eritrosit)
. Mezenkimal 6ncul | Kikirdak, yag, stromal,
Quadripotent 4 hicreler kemik olusturan hiicreler
Tripotent 3 GIIaIH-sn}.lrlanmls A§trOSItIer|n_|kl tipi,
onculler oligodentrositler
Murine fetal
Bipotent 2 karaciger hiicresi B hiicreleri, makrofajlar
onculleri
Unipotent 1 Mast hiicre énculleri Mast hiicreleri
Tamamen
Nullipotent 0 farklilagmis -

hiicrelerdir (kirmizi
kan hicreleri)

2.2.K06k hiicre ¢alismalarimin tarihcesi
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1960’lar J.Altman ve G.Das tarafindan yetigskinlerde nérogenez goriildiigiine dair
ilk kanitlar (beyinde kok hicre aktiviteleri) rapor edilmistir (Altman ve Das, 2007).

1963 McCulloch ve Till fare kemik iligi hicrelerinin kendilerini yenileyebildigini

gostermislerdir (Becker et al. 1963).

1968 iki kardes arasinda basariyla kemik iligi nakli gerceklestirilmistir (Gluckman
et al. 1989).

1978 insan kordon kaninda hematopoetik kok hiicreler kesfedilmistir (Prindull et
al. 1978).

1981 Fare blastosistinin i¢ hiicre kitlesinden embriyonik kok htcreler elde
edilmistir (Martin, 1981).

1992 Noral kok hicrelerin in vitro kiltirt yapilmistir (Reynolds et al. 1992).

1997 Loseminin hematopoietik kok htcrelerden koken aldigi anlagilmistir ve
kanser kok hucreleri ile ilgili ilk dogrudan kanit elde edilmistir (Bonnet ve Dick,
1997).

1998 J.Thomson ilk embriyonik kok hicre kaltirind yapmistir (Thomson et al.
1998).

2001 Embriyonik kok hucre dretimi icin insan embriyosu ilk kez klonlanmigtir
(Cibelli et al. 2002).

2003 S.Shi yetiskin kok hiicre kaynagi olarak ¢ocuklarin sit dislerinin
kullanilabilecegini kesfetmistir (Shostak, 2006).

2007 A.Atala amniyotik sividan kok hiicre elde ettigini rapor etmistir (De Coppi et
al. 2007).

2010 Insan embriyonik kok hucreleri ile ilk deneme yapilmistir (Schwartz et al.
2012).

2.3.KOK HUCRELER: YENI YUZYILIN TEDAVI ARACLARI
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Kok hiicre aragtirmalari, ¢ok uzun ve zengin bir gegmise sahip olmakla birlikte, 1998
yilinda James Thomson ve ark.’nin insan embriyonik kok hiicrelerinin laboratuvar
ortaminda izolasyonunu ve karakterizasyonunu basariyla gergeklestirmelerinden sonra hiz
kazanarak ilerlemektedir (Bianco et al. 2008). Embriyonik kok hicrelerin, potansiyel
tedavi aract olarak kullanilabilmeleri, viicuttaki biitiin hiicreleri olusturabilme

yeteneklerine dayanmaktadir.

KOk hiicrelerin arastirma ve klinikte kullanimlar1 igin gesitli yollar mevcuttur. Insan
embriyonik kok hiicre ¢caligmalari, embriyonun gelisimi sirasinda meydana gelen karmasik
olaylar hakkinda bilgi vermektedir. Yapilan ¢alismalarin 6ncelikli hedefi, farklilagsmamis
kok hiicrelerin, doku ve organlart olusturan farklilasmis hiicreleri nasil olusturdugudur.
Giliniimiiz bilgileri ile bu stiregte, ilgili genlerin ekspresyonunun rol oynadigi bilinmektedir.
Bazi ciddi saglik sorunlari, kanser ve dogum defektleri gibi, hiicre bolinmesi ve
farklilagmasindaki anormalliklerden kaynaklanmaktadir. Bu siireglerin genetik ve
molekiiler seviyede daha iyi anlagilmasi, hastaliklarin nasil ortaya ¢iktiginin tespitinde ve

yeni tedavi stratejileri gelistirilmesinde 6nemli bir adimdir (Ankrum ve Karp, 2010).

Yeni ilaglarin test edilmesinde kok hiicreler dnemli birer aractir. Ornegin, yeni ilaglar
insan pluripotent hiicre hatlarindan tiretilen farklilagmig hiicreler ile ilgili giivenlik
acisindan test edilebilir. Diger hiicre hatlari ise zaten bu amag i¢in kullanilmaktadir.
Ornegin kanser hiicre hatlar1 potansiyel anti-kanser ilaglarinin deneylerinde
kullanilmaktadir. Pluripotent kok hiicreleri, daha ¢esitli hiicre tiplerinde test edilmesini

saglamaktadir (Takayama ve Eto, 2012).

Ancak siiphesiz ki, kok hiicre aragtirmalari ile ilgili en 6nemli uygulama alani, hiicre

temelli tedavilerde kullanim potansiyelleridir (Davila et al. 2004).

Hiicresel tedavinin amaci, hasar goren bir hiicre, doku veya organin biyolojik islevini
yerine koymak, tamir etmek veya genisletmektir. Hedef organa, o organin islevlerini eski
haline getirmeye yetecek sayida ve kalitede izole edilmis ve ozellikleri belirlenmis olan
hiicrelerin nakledilmesiyle bu amaca ulasilabilir. Yenileyici (rejeneratif) veya onarici
(reparatif) tip olarak da adlandirilan bu alanda kok hiicreler olduk¢a 6nemli kullanilma
potansiyeli gostermektedir (Karaéz ve Ovali 2004).

Kok hiicre tedavisi, otolog veya allojenik kok hiicrelerin, lokal bdlgeye veya damar

yoluyla hastalara verilmesini igermektedir. Yillardir 16semi ve kanser tedavisinde
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kullanilan hematopoetik kok hiicre nakli ise kok hiicre tedavisi i¢in ¢ok dnemli bir 6rnektir.
Son zamanlarda ise kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin terapotik kullanimlari

ile ilgili cok ¢arpict ¢aligmalar yaymlanmistir (Lunn et al. 2011).

2.4. Mezenkimal Kok Hiicreler’in Kesfi ve Klinikte Kullanimlari

MKH’ler pek ¢ok dokudan izole edilebilen ve multipotent farklilagma gosterebilen
hicre grubudur. MKH’ler kendini yenileme ve ¢ok c¢esitli hiicre gruplarina farklilasma
Ozelliklerinden dolay1, glinimiizde kok hiicre arastirmacilarinin en popiiler konusu
olmaktadir. MKH’lerin kesfi 1960’lara uzanmaktadir. ilk olarak A. J. Friedenstein, kemik
iligi orneklerinden sispanse kiltiir yaparken bir grup hicrenin plastik-adherent ve
fibroblast-benzeri morfolojiye sahip oldugunu, ayrica kondrosit ve osteoblastlara
farklilagtiklarint  gozlemlemis ve bu hiicreleri colony-forming unit fibroblast olarak
isimlendirmistir. Aym1 grup daha sonra mesodermal orijinli hiicrelere de
farklilasmalarindan dolay1 ‘mezenkimal kok hiicre’ olarak yeniden isimlendirmistir. Fakat
‘kok hiicre’ kavramini ilk O6neren A. J. Friedenstein’in degildir. Onun kesfinden once,
cesitli bilim adamlarinin g¢aligmalar1 kok hiicre arastirmalarinda doniim noktasi teskil
etmektedir. Ornegin Alexander A. Maximow tarafindan ilk olarak ‘kdk hiicre’ fikri ve
hematopoez siirecinde farkli hiicre tiplerine farklilastiklar1 6ne siiriilmekedir. Maximow un
1906 yilinda, kan hiicrelerinin ortak bir anne hiicreden gelistigini One siiren teorisi
‘unitarian theory of haematopoiesis’, giinimizde hematopoez ile ilgili bilinenlerin temelini

olusturmaktadir (Wong, 2011).

Bununla birlikte, Ernest A. McCulloch ve James E. Till yaptiklar1 deneylerle kemik
iligi hiicrelerinin klonal yapisini ilk ortaya koyan bilim adamlaridir. Isinlanmis farelere
yaptiklar1 kemik iligi hiicrelerinin enjeksiyonu sonrasinda, farelerin dalaklarinda, enjekte
edilen hiicre oraninda ‘dalak kolonilerinin’ olustugunu fark etmislerdir. Daha sonra bu
kolonilerin tek bir kemik iligi hiicresinden kokenlendigini goézlemlemislerdir (Wong,

2011).

Giliniimiizde, kemik iliginin, hematopoetik kok hiicre (HKH) ve mezenkimal kok hiicre

olmak iizere iki farkli tip kok hiicre igerdigi bilinmektedir (Dexter et al. 1977). Kemik iligi
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kaynakli MKH (KI-MKH) ’lerin, HKH’lerin proliferasyon, farklilasma ve canliliklarinda
cok énemli olduklari in-vitro kosullarda gosterilmistir. KI-MKH’lerinin tiim kemik iligi
hlcrelerinin %0,001’ini olusturdugu ve Fikol yogunluk santrifiigasyonu ile veya plastik-
adherent Ozellikleri ile izole edildikleri bilinmektedir (Barry ve Murphy, 2004). MKH’ler
kemik iligi disinda; kordon kan1 (Erices et al. 2000), yag dokusu (Zuk et al. 2001),
sinoviyal s1v1 (Jones et al. 2004), gébek kordonu (Wang et al. 2004), amniyotik siv1 (In’t
Anker et al. 2003), plasenta (In't Anker et al. 2003) ve dental dokularda da (Gronthos et al.
2000; Karadz et al. 2008) bulunmaktadirlar ve benzer yontemlerle izole
edilebilmektedirler.

MKH’ler fenotiplerinde ¢ok c¢esitli belirtecleri eksprese etmektedirler. ISCT
(International Society for Cellular Therapy)’ye goére insan MKH’leri standart kalttr
kosullar1 altinda asagida siralanmis ii¢ 6zellige sahip olmak zorundalar (Horwitz et al.
2005);

a) Plastik-adherent olmak zorundalar,
b) CD105, CD73 ve CD90 eksprese ederken, CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79 ve
HLA-DR yiizey belirtecleri bakimindan negatif olmak zorundalar,

¢) Osteoblast, Adiposit ve kondroblastlara farlilagsmak zorundalar.

MKH’lerin multi-lineage farklilasma yetenekleri bu hiicrelerin doku miihendisliginde
ve cesitli hastaliklarda tedavi araci olarak kullanimlarini miimkiin kilmaktadir. Doku
miihendisligi, transplantasyon icin gerekli doku ve organlarin, yeterli sayida donor bulma
veya immunolojik-red gibi sikintilar olmadan, temini i¢in alternatif olanak saglamaktadir.
Doku miihendisligi teknikleri ile hastadan alinan hiicreler biyobozunur yapi iskelelerine
ekilerek belirli dokular1 olusturmak miimkiindiir. Bu dokular, hastalik veya travmaya bagl
doku defektlerini onarmak ig¢in kullanilabilir. MKH’ler, proliferasyon ve farklilasma

yeteneklerinden dolay1r doku miihendisliginde sik¢a kullanilmaktadirlar (Kassem et al.
2004).

MKH’lerin tedavide kullanildiklar1 baslica hastaliklar (Trounson et al. 2011);

Kalp hastaliklar
Diyabet

Otoimmiin hastaliklar

YV V VYV V

Kanser
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> GVHD
> Norodejeneratif hastaliklar
> Kikirdak yenilenmesi

2.5.KOK HUCRE CESITLERI

Kok hicreler genel olarak iki farkli kaynaktan elde edilirler. Embriyonik gelisim
stirecinin erken dénemlerinde blastosistin i¢ hticre kitlesinden elde edilen embriyonik kok
hicreler ve embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kok hiicreler (Karadz ve Ovali,
2004).

Insan embriyosunun hiicre kaynagi olarak kullanilmasi diisiincesi, tedavi amagch

(terapotik) klonlama ¢aligmalar etik ve yasal agilardan biiyiik tartismalara neden olmustur.

Embriyonik olmayan kok hiicreler; eriskin kok hiicreleri (Dokuya 6zgiin kok hiicre,
postnatal kok hicre), fetiis kok hicreleri, kadavradan elde edilen kok hicreler, partenot
hlcreleri (partenogenez), gobek kordonu ve plasenta kok hiicrelerini icermektedir (Kara6z
ve Ovali, 2004).

2.5.1. Embriyonik Kok Hucreler

Embriyonik kok hucreler, erken donemdeki embriyodan elde edilmektedir ve in-vitro
ortamda sinirsiz ve farklilasmamis ¢ogalma kapasitesine sahiptirler. “Embriyonik kok
hicre” terimi, teratokarsinoma kokenli pluripotent embriyonel karsinoma hicreleri ile

embriyon kokenli pluripotent hiicreleri ayirt etmek igin 6ne siirtildii (Thomson et al. 1998).

Insan ve fare embriyonik k&k hiicreleri, hiicre biyolojisinin pek ¢ok temel ve
uygulamali yénleri igin gii¢lii aracglari temsil etmektedir. Insan embriyonik kok
hlcrelerinin in vitro ortamda 0zgun hucre serilerine farklilasmasina dayanan gozlemler bu
hiicrelerin (Sekil 2.1);

a) Yeni ilaglar i¢in gen hedeflerinin tanimlanmasinda,
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b) Gelisimsel biyolojide teratolojik ve toksik bilesiklerin tanimlanmasinda,
c) Gen tedavilerinde ve

d) Hiicre esashi tedavilerde kullanilmak tizere hiicrelerin ve dokularin

tiretilmesinde kullanilabilecegini géstermektedir.

Kok Hiicre Arastirmalaninmin Hedefleri

- Gen Kontroldi ve
llag Aragtirmalar  <€— @ - Gelisim Caligmalan

Kilttirlenmig Pluripotent
Kdk Hiicreler

v

Tedaviye Ydnelik Doku ve Hlcreler

S : P o il
Kemik iligi Sinir Hlicresi Kalp Kasi Pankreas Adacik
Hicresi

Sekil 2.1. Kok hiicre arastirmalariin hedefleri (Karadz ve Ovali, 2004).

2.5.2. EMBRiIYONiIiK OLMAYAN KOK HUCRELER:
2.5.2.1 Eriskin Kok Hucreler:

Tedavi amagli embriyonik kok hiicre kullanimi bazi1 dezavantajlar igermektedir. (Wert
ve Mummery, 2003). Embriyonik kok hiicreler ile erigskin kok hiicrelerin karsilagtiritlmasi

Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Erigkin kok hiicreler, doku veya organdaki farklilasmis hiicreler arasinda bulunan
farklilasmamus hiicreler olup, bu hiicre kendisini yenileyebilir ve i¢inde bulundugu doku
veya organin Ozellesmis hiicre tiplerine farklilasabilir. Erigkin kok hiicrelerinin yasayan
organizmadaki esas gorevleri, bulunduklart dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliligini
saglamaktir (Sekil 2.2).
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Sinir
Sistemi

T
=~ Pankreas

Bibrek

Sekil 2.2. Erigkin kok hiicre farklilagsmasi (Karadz ve Ovali, 2004).

Erigkin kok hiicrelerini;
1- Hematopoietik kok hicreler,
a) Kemik iligi kok hticreleri,
b) Periferik kan kok hucleri,
¢) Kordon kani1 kok hiicreleri,
2- Stromal kok hiicreler (Mezenkimal kok htcreleri),
3- Organlarda yerlesik diger erigkin kok hiicreleri seklinde siniflayabiliriz.
2.5.2.1.1. Hematopoetik kok htcreler

Pek c¢ok hastaligin giinlin birinde kok hiicre tedavisiyle iyilestirilebilecegine yonelik
beklentiler, kemik iligi nakillerinin 16semi, kalitsal kan hastaliklar1 ve bagisiklik sistemini
ilgilendiren hastaliklarda ortalama yasam siliresini uzatmasina iligkin tarihi basariya

dayanmaktadir. Yaklasik kirk yil 6nce, elde edilen biitiin basarili sonuglardan sorumlu
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birincil hiicre tipi, hematopoietik kok hiicresi olarak tanimlandi. Hematopoietik kok
hiicrelerinin kemik iliginde siirekli olarak kendilerini yenileyebilme ve kanda bulunan
hiicre tiirlerine farklilagabilme yetenekleri, bunlar1 temel eriskin kok hiicresi siifina
sokmaktadir. Kemik iligi stromal hiicreleri denilen ikinci bir grup, bundan birkac sene
sonra kesfedildi. Kemik iligi kokenli stromal hiicreler dnceleri hematopoezi indiiklemek
amacglh kullanilirken, sonralar1 osteositlere, kondrositlere, tenositlere, yag dokusu
hiicrelerine ve diiz kas hiicrelerine doniisebildikleri gdsterildi. Hematopoietik kok
hiicreleri, eriskin insanlardan izole edilebilen az sayidaki kok hiicrelerden biridir. Esas
itibariyle, kemik iliginde yerlesik olan hematopoietik kok hiicreleri normalde fetiisiin
karacigerinde, dalaginda, gobek kordonunda, plasentada ve erigkin periferik kaninda

bulunurlar (Karaéz ve Ovali, 2004).
2.5.2.1.2. Stromal koék hicreler (Mezenkimal kok hticreler)

Kemik iligi, hematopoietik doku ve stroma olmak tizere iki ayr1 sistemden olusan bir
organdir. Kemik iligi hiicreleri kiiltiir kaplarinda kiiltiire edildikleri zaman hizla plastik
kiltir kabma yapisan (adhere olan) hiicrelerin kemik 1iligi stromal hiicreleri oldugu,
yapigmayan (non-adherent) hiicrelerin ise hematopoietik hiicreler oldugu 1966’11 yillardan
beri bilinmektedir. Son yillarda ise, stromal hiicre sistemine duyulan ilgi giderek
artmaktadir. Onceleri, kemik iligi kokenli stromal hiicreler, 6zellikle mezenkimal kok
hiicreler hematopoezi indiiklemek amaciyla kullanima girerken daha sonralar1 in vivo ve in
vitro calismalarla aralarinda kas, kikirdak, kemik, sinir, karaciger, kalp, beyin, adipoz
doku, bobrek, akciger ve bagirsaklarin da oldugu ¢esitli hematopoietik olmayan dokularin
parankimal hiicrelerine farklilastiklar1 gosterilmistir. Mezenkimal kok hiicreler, ilk kez
fetal buzag serumu iceren kemik iliginin ortama yayilmasi sonrasinda, kemik hiicrelerine
ve adipositlere farklilasan ve fibroblastlara benzeyen yapiskan hiicre kolonilerinin
gelistigini gosteren Fridenshtein tarafindan tanimlandi. Sonraki in-vivo ve in-vitro
caligmalar, mezenkimal kok hiicreleri her iic germ yapragindan koken alan hiicre ve

dokular1 olusturan bir multipotent kok hiicre kaynagi olarak belirlemislerdir.

Mezenkimal kok hiicrelerin basta hematopoietik kok hiicre nakilleri, doku
miihendisligi ve gen tedavileri olmak {izere bir¢cok alanda klinik kullanim potansiyeli

olmasi bu hiicrelere olan ilgiyi giderek arttirmaktadir.
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Cizelge 2. 2. Embriyonik ve eriskin kok hiicrelerinin karsilastirilmasi. (Morst, 2006)

Ozellik

Embriyonik Kok Hicreler

Eriskin Kok Hiicreler

Farkhlasma potansiyeli

Pluripotent.

Ug germ yapragina ait tiim
hiicrelere (potansiyel olarak tim
viicut hiicrelerine)
farklilasabilirler.

Cogu multipotent 6zellikte olup
bazilar1 pluripotent farklilagma
gostermektedir.

Etik Kaygilar

Etik, kiiltiirel ve dinsel tartismalar,
erken embriyolarin izolasyonu ve
kisiye 6zel EKH dizilerinin
gelistirilmesi (SCNT teknolojisi)
konularinda yogunlagmaktadir.

Dondérlerden bilgilendirilmis onam
alinmas1 gerekmektedir.
EKH’lerin ticari Urlne
doniistiiriilmesi konusu etik agidan
tartigmalidir.

Kaynak ve izolasyon

Elde edilmeleri zordur. Kisiye
0zel EKH dizilerinin gelistirilmesi
de oldukga pahalidir. Bir EKH
hiicre hattinin gelistirilebilmesi
i¢in 5-50 insan oositinin
kullanilmas1 gerekmektedir.

[zolasyonlar1 kolaydir ancak elde
edilebilen hiicre say1st oldukca
azdir. izolasyonlarinda cerrahi
islemler gerekebilir.

in vitro kosullarda iiretilmeleri

In-vitro kiiltiir kosullarinda,
kendilerini yenileme yeteneklerini
devam ettirirler ancak
farklilasmadan stabilitelerinin
korunmasi zordur.

In-vitro kiiltiir kosullarmda
kendileri yenileme ve ¢ogalmalari
yavas gerceklesmektedir.

Hastalik transfer riski

Viral kontaminasyon riski
bulunmaktadir. (besleyici
tabakadan ve serum bagimli hiicre
hatlarindan)

Kan transflizyonu ve
nakillerinde  gozlenen
benzemektedir.

organ
risklere

Immunojenite

Hiicresel tedavilerde, kisiye 6zel
gelistirilmis EKH hatlarinda daha
azalmis immunojenik 6zellik
gozlenmektedir.

Otolog kaynaklar, immunojenik
olarak reaktif degildir. Baz1
EKH’ler daha diisiik immunojenik
Ozellik gostermektedir.

TUmor olusumu

In-vivo uygulamalarda, teratom
olusturma riski tasirlar.

In-vivo uygulamalarda, timaor
olusturma riskleri daha diisiik
veya yoktur.

Genetik modifikasyon

Genetik modifikasyonlar daha
kolay yapilabilir.

Hucre secimi veya hiicre élimiine
izin vermek icin gerekli olabilir.
Istenmeyen mutasyonlara neden
olabilir.

Genetik modifikasyonlar yapmak
zordur (hiicre sayisiin azligi ve
kiiltiir kosullarinin zorlugu
nedeniyle).

Hiicre fiizyonu gen terapisine
olanak saglayan bir segenek
olabilir.

Hucresel gen tedavilerinde
kullanimlari

Genetigi degistirilmis hiicre
dizilerinin elde edilmesi daha
kolaydir.

Genetigi degistirilmis hiicre
dizilerinin elde edilmesi daha
zordur.

Hucresel yenileyici tedavi
uygulamalarinda kullanimlari

Rapor edilen herhangi bir klinik
tedavi veya insan uygulamasi
bulunmamaktadir.

Ldsemi ve lenfoma tedavilerinde,
klinik uygulamalar1 vardir.
Kemik iligi nakilleri ve periferal
kan veya kordon kan1 nakilleri
gergeklestirilmektedir.
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Erigkin kok hiicrelerinin tedaviye yonelik olarak kullanilmalarindaki avantajlart

(Kara6z ve Ovali, 2004):

» Bir erigkinden alinan kok hiicreleri kullanmanin potansiyel avantaji, hastanin kendi
hiicrelerinin kiiltiirde ¢ogaltilabilmesi ve daha sonra tekrardan hastaya verilmesidir.
Hastanin kendi eriskin kok hiicrelerinin kullanilmasi, bu hiicrelerin immiin sistem
tarafindan reddedilmeyecegi anlamma gelmektedir. Immiin red olayi, bagisiklik
sistemini baskilayan ilaglar kullanilarak asilabilen gii¢ bir problem oldugundan, bu
durum 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

» Eriskin kok hiicreleri kismi olarak ozellesmis (multipotent) olduklar igin,
bunlardan tam o6zellesmis hiicrelerin elde edilebilmesini saglamak amaciyla
disaridan verilecek sinyallerin miktar1 daha azdir.

» Embriyonik kok hiicreler ile karsilastirildiginda, etik yonden tartismalarin kapsami
disindadir.

» Bazi durumlarda, 6zellikle kemik iligi kok hiicrelerinin mobilizasyonu temeline
dayanan yontemlerin kullanilmasi non-invazif bir secenek saglamaktadir. Bunun
yaninda, son zamanlarda doku ya da organlardaki (beyin gibi) kok hticrelerini
aktive edebilmek i¢in disaridan biliylime faktorleri ve hormonlar vermenin olumlu

sonuclar1 bildirilmistir.

2.6.K06k Hiicre ve Kanser Hiicreleri Arasindaki iliski

MKH’lerin kesfi ve tiimor dokusundaki rollerine iligkin arastirmalarla elde edilen
bulgular son yillarda bu hiicrelere olan ilginin artmasina neden olmustur. Arastirmacilar
cesitli timor modelleri olusturarak MKH’lerin tiimor gelisimi {izerindeki etkilerini
belirlemeye calismaktadir. ilging olarak yapilan ¢alismalarla celiskili sonuclar ortaya
cikmaktadir, baz1 arastirmacilar MKH’lerin tiimor gelisimini tesvikledigini 6ne siirerken,
bazi aragtirmacilar ise tiimdr gelisimini inhibe ettigini vurgulamaktadir (Sekil 2.3). Bu
gozlemleri agiklamak i¢in bazi mekanizmalar mevcut: kemokin sinyalleri, apoptozisin
modulasyonu, vaskiler destekleme ve immin modulasyon gibi. MKH’lerin hangi
kosullarda tiimor gelisimini arttirdigin1 ve metastazlardaki rollerini anlayabilmemiz, bu
hiicrelerin karsinogenezdeki rollerini anlamamiz1 kolaylastirirken terapotik ajan olarak

kullanimlarin1 da daha giivenli hale getirecektir (Klopp et al. 2011).
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Mezenkimal kok hiicre (MKH)’lerin kesfi ve tliimor dokusundaki rollerine iliskin
aragtirmalarla elde edilen bulgular ise son yillarda bu hiicrelere olan ilginin artmasina
neden olmustur. Ozellikle, son yillarda gerceklestirilen bir¢ok arastirmanin sonuglari

MKH’lerin;

a) Immunosiipresyon ve immunomodiilasyon,

b) Anti-apoptatik,

C) Anti-fibrotik,

d) Anti-inflamatuar,

e) Kemoatraktan,

f) Yeni damar olusumunu etkileme gibi 6zelliklerini agiga ¢ikarmistir.

Bu o&zellikleri bircok pre-klinik ¢alismayla ortaya konmus ve klinik insan
denemelerinden yararlamlmaya baslanmustir.  Ornegin, immunosupresif etkileriyle
giniimiizde basta GvHD olmak fizere alloimmuniteyi (doku-organ nakilleri gibi)
engellemeye yonelik girisimler Faz III asamasina kadar gelmistir. Bunun yaninda, yeni
damar olusturma potansiyelleri kullanilarak iskemik dokularin canlandirilmasina yonelik
girisimler artmustir. Ornegin, diyabetik ayak ve Burger hastalig1 gibi olgularda uygulanan
MKH’lerinin bu amaca hizmet ettigi bircok deneysel ¢aligmayla gosterilmistir (Karadz ve
Ovali, 2004).

MKH’ler tiimorlere belirgin olarak tropism gosterirler. Tiimor fibrovaskiiler aginda
bulunan MKH’ler farklilagsarak tiimor-associated fibroblastlari ve vaskdler perisitleri
olustururlar (Kidd et al. 2009). Son bes yildir yapilan c¢alismalarin artmasina ragmen
MKH’lerin tiimor gelisimindeki rolleri heniiz tam olarak anlasilamamistir. Baz1 ¢caligmalar
tiimor gelisimini ve metastaz egilimini destekledigini vurgularken; diger baz1 ¢alismalar
timor gelisimini baskiladigin1 6ne siirmektedir (Cizelge 2.3 ve 2.4 ). Bu ¢eliskinin nedeni
tam olarak bilinmemekle birlikte, farkli timor modellerinin kullanimina, MKH’lerin ¢ok
cesitli kaynaklardan elde edilmesine, enjekte edilen MKH dozuna, tastyic1 hayvana bagh
olarak ¢ok ¢esitli farkliliklardan kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir.

MKH’lerin tiimore olan tropismleri, onlar1 antitiimoér ajanlar1 hedefe tasiyabilecek
essiz hiicresel aracilar yapmaktadir. MKH’ler ¢esitli ajan1 hedefe tasiyabilirler: interferonf,

sitozin deaminaz, timdor nekroz faktor ve onkolitik virtsler gibi (Yong et al. 2009).
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MKH’ler ¢ok ¢esitli yetigkin ve fetal dokulardan benzer yontemlerle izole edilebilirler;
kemik iligi, yag, dis pulpasi, kordon kani gibi dokulardan elde edilen MKH’ler kemik iligi
MKH’lerine benzer 0Ozellik gosterirler. Ek olarak MKH’lerin timoére gosterdikleri
tropismin kanitlanmasi onlari, farklilasmis fibroblastlar gibi, diger mezenkimal hiicrelerden
ayirmaktadir. MKH’lerin bu kadar c¢esitli kaynaklardan izole ediliyor olmalar1 ve
dondrlerin yasam tarzlarindaki farkliliklar yapilan c¢alismalarda celiskili sonuglarin

¢ikmasina neden olmus olabilir.
2.6.1. MKH’lerin Endojen Fonksiyonlari

MKH’lerin tiimordeki rolleri yara iyilesmesindeki rollerine benzetilebilir. Yaralarda
oldugu gibi, MKH’ler tiimor dokusunda bulunan fibroblastlara, perisitlere ve endotelyal
hiicrelere farklilagirlar. Buna ek olarak ta bazi matrix proteinleri ve sitokinler salgilayarak
(VEGF, PDGF... gibi) timor proliferasyonunu ve vaskiilogenezi arttirirlar. MKH’ler
ayrica kompleks immiin-diizenleyici etkilere de sahiptir. Hostun immiin cevabim
baskilayarak ve fibrosisi dnleyerek inflamasyonla savagir. MKH’lerin immiinbaskilayici

Ozellikleri GvHD tedavisinde umut olarak gorilmektedir (Brooke et al. 2007).

Bazi ¢alismalar, MKH’lerin tiimor gelisimi iizerinde etkisi olmadigini1 gostermektedir

(Kucerova et al. 2007).

2.6.2. MKH’lerin Tiimor Baskilama Ve Destekleme Mekanizmalari
2.6.2.1.Vaskiler Destekleme

MKH’ler direkt veya indirekt olarak timor damar sistemini destekler. Direkt olarak
perisit ve endotel hiicrelere farklilasarak; indirek mekanizmalar ise vaskiilogenik biiylime
faktorleri (VEGF, fibroblast- derivet blylime faktéri, PDGF ve SDF-1 gibi) salgilayarak
olmaktadir (Roorda et al. 2009). Bu sitokinlerin salinimi kan damarlarmin gelisimini
desteklemektedir. VEGF ekspresyonunun pankreatik ksenograftlarda kilcal damar
yogunlugunu arttirdigi ancak VEGF’nin rekombinant olarak medyuma eklenmesi ayni
proliferatif etkiyi gostermemistir bu da diger proanjiyogenik faktorlerinde Onemli
oldugunu géstermektedir (Potapova et al. 2007).
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2.6.2.2.Fibrovaskiiler Ag

Tiimor stromasinda birincil hiicre tipini igeren fibroblastlar, tiimoér mikrogevresinin en
onemli bilesenleridir. Tiimor fibroblastlart MKH’lerin farklilagmasiyla veya ¢evresel
hiicrelerin sirkiilasyonu ile olugsmaktadirlar. MKH’ler tiimoér mikrogevresine maruz
kaldiktan sonra tiimor fibroblast antijenlerini eksprese etmeye bagliyorlar: a-smooth
muscle actin, fibroblast spesifik protein, vimentin ve SDF-1 gibi (Spaeth et al. 2008,
Mishra et al. 2008).

Tiimor fibroblastlarinin tiimor olusumundaki 6nemi pek ¢ok farkli deney modelleri ile
kanitlanmigtir. Tiimor fibroblast ekstraktlarinin fareye enjeksiyonu meme ve yumurtalik
kanserlerinin gelisimini kolaylastirmaktadir. Bu olay farkli mekanizmalar araciligiyla
gelismektedir: kanser hiicre apoptozunun inhibisyonu, tiimdr hiicre proliferasyonunun
arttirtlmas1 ve anjiyogenezin indiiklenmesi gibi mekanizmalar rol oynamaktadir (Ostman

ve Augsten, 2009).
2.6.2.3.MKH’lerin Tiimérde Immiin-diizenleyici Etkileri

MKH’lerin tiimor gelisimini desteklemelerinde yada in-vivo tiimoér olusumunu
arttirmalarinda genel olarak immiin baskilayici etkilerinin rol aldig:1 disiiniilmektedir.
MKH’ler direkt olarak immdin sistem hicrelerinin (B ve T lenfositleri, NK hcreleri,
dendritik hiicreler gibi) fonksiyonlarini bozabilirler. Bu immiin baskilayic1 6zellikleri ile
allojenik kok hiicre nakli ile gelisen GvHD’yi azaltmak i¢in kullanilmaktadirlar (Ning et
al. 2008).

MKH’ler T-hiicre proliferasyonunu ¢esitli mekanizmalarla baskilarlar. IFN-gama
direkt olarak, ylzey marker inhibitori olan B7-H1 ekspresyonunu arttirarak MKH’lerin T-
hiicre baskilama etkilerini arttirirlar. Stro-1+ ekspresyonu ile tanimlanan MKH’lerin alt
populasyonu hucreler en potansiyel T-hiicre proliferasyonunu baskilayan hiicrelerdir
(Nasef et al. 2009).
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2.6.2.4.Metastaz

Karnoub ve ekibi (2007) MKH’ler tarafindan salinan CCL5’in meme kanser
hiicrelerinde kisa siireli prometastatik etkide bulundugunu bulmuslardir. Meme kanser
hiicrelerinin MKH’ler ile birlikte enjekte edildiklerinde akciger kanseri gelisiminde 2-7 kat
artis oldugu goézlemlenmistir. Ek olarak MKH’lerin daha uzak bir bolgeye enjekte
edildiklerinde ayni prometastatik sonu¢ ile karsilagilmamistir, bu da prometastatik
dontistimiin MKH’ler ile kontakt temasin veya salgilanan parakrin faktorlerin araciligr ile
oldugunu diistindiirmiistiir. Ayrica arastirmacilar MKH yerine diger mezenkimal hiicreleri
enjekte ettiklerinde de metastaz ile karsilasmamislar bunu da prometastatik 6zelligin

yalnizca MKH’lere 6zgii olduguna baglamislardir.
2.6.2.5.Parakrin Faktorlerin Salgilanmasi

MKH’ler timor proliferasyonunda, migrasyonunda ve anjiyogenezinde etkili oldugu
bilinen pek ¢ok biiyiime faktofu salgilarlar. Ayrica, MKH’lerin ekzosom ve mikropartikiil
salgiladiklar1 da yeni bilgiler arasindadir. Mikropartikiiller hiicreler tarafindan salgilanan
lipid vezikulleridir, protein veya RNA igerikleri ile komsu hiicreler arasi intraseliiler

iliskiyi diizenlerler (Kozanoglu et al. 2009).
2.6.2.6.Sitotoksik Tedavide Tiimor Cevabinin Modiilasyonu

Yapilan calismalarla MKH’lerin tiimoér hiicrelerini kemoterapiden korudugu
gosterilmistir. Kemik iliginde bulunan MKH’lerin akut ve kronik miyeloid 16semide
etkilesimleri ile 16semi hiicrelerinin canliligini destekledigi bulunmustur. MKH ile AML
hicrelerinin  ko-kulturt, antiapoptotik bcl-2 ekspresyonunda artis ile sonuglanmistir
(Konopleva et al. 2002).

MKH’ler yiiksek oranda leptin salgilarlar ki bu da adipojenik farklilasma sirasinda
anti-apoptotik ozellik gosterir. MKH kokenli adipositler 16semik apoptozisini diisiiriirler
(Salazar et al. 2009).
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Sekil 2.3. Mezenkimal kok hiicre ve kanser arasindaki iligski (1) Farkli kaynaklardan izole edilen MKH’ler
multi-lineage (adipojenik, osteojenik, kondrojenik) prekiirsor hiicreleri olusturabilme 6zelligine sahip
multipotent hiicrelerdir. (2) Sahip olduklari immiinbaskilayici, anti-apoptotik, proliferatif ve rejeneratif
ozellikleri ile gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilirler. A) MKH’ler neo-perisit, neo-endotel ve neo-
fibroblast hiicrelerine farklilagarak tiimdr stromasmin olusumuna destek olurlar. B) MKH’ler savasci
hiicreleri baskilayarak timor hicrelerinin immin-sistemden kagmasina yardimei olurlar. C) Salgiladiklar
biiylime faktorleri ve sitokinlerle kanser hiicreleri igin uygun nis olustururlar. D) Neo-anjiyogenezisi

indiikleyerek yeni damar olusumuna ve metastazlara sebep olurlar (Kara6z ve Akpnar 2013).
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Cizelge 2.3. MKH’lerin tiimér gelisimini destekledigini gosteren ¢alismalar (Klopp et al.

2011).
MKH Kaynag Deney Modeli Bulgular Kaynaklar
Ki-MKH Meme kanser hiicre hatti TUmor boyutu ve (Karnoub et al. 2007)
metastazda artis
Ki-MKH Kolon kanser hiicre hatti Proliferasyon ve (Zhu et al. 2006)
anjiyogenezde artig
Fare KI-MKH Melanoma (B16) Tiimér olusumunda (Djouad et al. 2003)
artig
Yag dokusu MKH Meme kanser hiicre hatti Timér boyutunda artig | (Muehlberg et al. 2009)
Fare yag dokusu | Meme kanser hiicre hatti Tumar boyutunda ve (Galie et al. 2008)
MKH olugsum oraninda artig
Yag dokusu MKH Prostat kanser hiicre hatti | TUmdr boyutunda ve (Lin et al. 2010)
(PC3) olusum oraninda artig
Yag dokusu MKH Prostat kanser hiicre hatti | Tiimor boyutunda artis | (Prantl et al. 2010)
Yag dokusu MKH A549 Tiim6r hacminde artig (Jeon et al. 2010)

Cizelge 2.4. MKH’lerin tiimd&r gelisimini baskiladigini gosteren ¢aligmalar (Klopp et al.

2011).

MKH Kaynag Deney Modeli Bulgular Kaynaklar
MPC1cE MKH (hazir | Rat kolon kanser hiicre Timaor boyutunda (Ohlsson et al. 2003)
hiicre hatt1) hatt1 azalma
Fetal deri hicreleri Karaciger kanser hiicre Timaor boyutunda (Qiao et al. 2008)

hatt1 azalma
Fetal deri hiicreleri Meme kanser hiicre hatti Metastaz ve  timor | (Qiao et al. 2008)
boyutunda azalma
Yag dokusu MKH Pankreas kanser hicre | Tumor boyutunda | (Cousin et al. 2009)
hatt1 azalma

2.7. Kanser Kok Hucreleri

Kanser kok hiicreleri (KKH) tiimoriin baslangicindan sorumlu olan ve timor
dokusundaki ¢ok sayida farklilasmis hiicre toplulugunu olusturan hiicrelerdir. Ayn 6zgu
sinyal ileti sistemleri KKH’lerin ve normal kok hicrelerinin kendini yenileme ve
farklilasmasinda fonksiyonel rol oynarlar. Aralarindaki baslica fark; KKH’lerde ayni sinyal
ileti sistemlerinin dizenlenmesi degismektedir. Son c¢alismalarla KKH’lerin ilag ve
radyasyon tedavisine direngli olduklari gosterilmistir. Gelecekteki calismalar kanserin

tedavisi icin KKH’leri hedef alan tedavilerin gelistirilmesine Onciiliik edecektir (Tuna

2009).
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Kanser kok hicre teorisine gore, KKH’ler kanser huicrelerinin kendilerini yenileme ve
farklilagma 06zelligi olan alt gruplaridir. Yalniz bu iki 6zellige sahip hiicreler “Kanser Kok
Hiicresi” (KKH) olarak adlandirilir. Kanser kok hiicresi “kanseri baglatan hiicre” olarak da
adlandirilmaktadir. Son zamanlarda kan, meme, beyin, dalak, bas ve boyun, kolon, deri ve

over kanserlerinde KKH’lerin oldugu yapilan ¢aligsmalar ile bildirilmistir (Tuna 2009).

Tiimor dokusunda bulunan kanser hiicreleri heterojen yapiya sahiplerdir. Buradaki
heterojenite daha ¢ok timordeki kanser hicrelerinin farkliligi anlaminda kullaniimaktadir.
Immiin yetersiz farelerde yapilan calismalar timorde, yalnizca belli grup hiicrelerin timor
blylmesini sagladigini, diger hicrelerin ise saglamadigin1 gostermektedir. Bu da kanser
kok hucrelerinin iki ana gorevi oldugunu gostermektedir; kendini yenileme ve farklilasma.
Olusan tumorler farkli kanser kok hiicre gruplarindan (heterojenite) kaynaklanabilir.
Heterojenitenin nedeni, farklilasmis kanser hicrelerinin ya farkli kdk hicrelerinden
kaynaklanmasindan ya da farkli mutasyon profillerin yansimasindan kaynaklanabilir. Bu
farkliliklar, hiicrelerin molekuler profilleri ile belirlenebilir. Bu da kanserin énlenmesi ve
uygun tedavi stratejisinin gelistirilmesi icin dogru hedefin secilmesini kolaylastirabilir
(Tuna 2009).

2.8. Kronik Miyeloid Ldsemi

Kronik myeloid l6semi (KML), kronik granilositik 16semi olarakta adlandirilir. KML,
primitif pluripotent kok hiicrenin klonal bir hastaligidir. Kemik iliginde asir1 miyeloid
hiperplazi, ¢evre kaninda olgun miyeloid hiicrelerden olusan yiiksek 16kosit sayis1 (bazofili
ile birlikte) ve splenomegali ile karakterizedir. Akut l6semide varolan patolojik tablonun
aksine, 10semi hiicreleri farklilasma yeteneklerini kaybetmemislerdir. KML,
myeloproliferatif hastaliklar grubu iginde siniflandirilir. KML, ii¢ fazli bir hastaliktir. KML
klinikopatolojik seyri; kronik faz, akselere faz, ve blastik faz olarak adlandirilir

(Haznedaroglu).

KML klinik bulgulari farklilik gosterir. Tan1 sirasinda vakalarin %30’u asemptomatik
olabilir. KML hastalari1 %10’u akselere fazda, %10’u da blastik fazda teshis
edilmektedir. Kromozom anomalisinin gelismesi ile klinik bulgularin ortaya g¢ikmasi

arasinda yaklasik 6 yil vardir (Haznedaroglu).

KML tedavisinde baslangigta hastaligin biyolojik seyrini degistirmeyen hiicre azaltic

sitotoksik tedaviler (baslica hidroksilre ve busulfan) kullanilmigtir. Sonraki dénemde
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biyolojik yanit diizenleyici ilaglar (interferon ve interferon/ ARA-C kombinasyonu)
sitogenetik remisyon saglama amagl olarak kullanilmigtir. Lokosit sayis1 ¢ok yiikksek KML

hastalarinda hiperviskosite sendromu bulgular1 varsa l6koferez uygulanir (Haznedaroglu).

1998 yilinda spesifik ber/abl tirozin kinaz inhibitori imatinib mesilat (ST1571, Glivek)
bir ilag olarak klinik uygulamaya girdikten sonra KML tedavisinde “Imatinib Dénemi”
baslamustir. Imatinib, 400 mg/giin dozunda 6zellikle Kronik Fazda hematolojik, sitogenetik
hatta  molekuler  remisyon (BCR-ABL  flizyon transkriptinin  kaybolmasi)
saglayabilmektedir. Imatinib, oral olarak ¢ok iyi tolere edilir. Tedavi, mevcut verilere gore
yasam boyu verilmelidir. Odem, cilt dokiintiileri, sitopeniler gibi yan etkileri vardir. Ancak
diger KML tedavilerine gore bu yan etkiler ¢cok daha iyi tolere edilir. Bununla birlikte
tedavi maliyeti oldukca yuksektir. Akselere fazda ve Blastik fazda KML hastalarinda da
600-800 mg dozlarinda imatinib kullanilmaktadir. Fakat hastaligin ileri evrelerinde basari
sans1 daha diisiiktiir. Imatinib déneminde yapilan KML tedavisinde hastanin hematolojik,

sitogenetik, ve molekuler olarak izlenmesinin 6nemi ¢ok fazladir (Haznedaroglu).
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3. GEREC VE YONTEMLER:

3.1. Kemik Iligi Materyalinden MKH Izolasyonu, Kiiltirii Ve Karakterizasyonu

3.1.1. Kemik iligi Materyalinden MKH izolasyonu

Etik kurul onaylar1 dahilinde, hasta bilgilendirme ve onam formunun imzalatilmasi
sonrasinda, hematologlar tarafindan tani i¢in aliman kemik iligi 6rnegi laboratuarimiza
alinarak izolasyon ¢aligmalari baslatildi. Alinan kemik iligi 50 mL’lik falkon tuplerde (BD
Biosciences) 1:1 oraninda %5 lik Penisilin/streptomisin (Gibco) i¢ceren HBSS (Gibco) ile
sulandirildi. 15 mL’lik falkonlarda 5 mL fikol (GE Healthcare) iizerine 5 mL kemik iligi
solusyonu yavas bir sekilde yayildi ve 2500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrijiij
sonrasi orta boliimde bulunan bulutsu tabaka (mononiiklear hiicrelerin bulundugu tabaka)
pipet ile toplanarak, HBSS ile yikama isleminin ardindan T25 flasklara (BD Biosciences),
%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin iceren LDMEM (Gibco) hazir besiyeri kullanilarak
ekim islemi gerceklestirildi. Ug giinliik kiiltiiriin ardindan besiyeri dokiilerek, eritrositler ve
tabana yapismayan hiicreler uzaklastirildi ve mikroskop incelemesi ile fibroblastik
morfolojide hiicrelerin yiizeye yapistigr gozlemlendi. Her ii¢ glinde bir besiyeri ortami

degistirilerek mikroskobik gbzlem yapildi.

Mononiikleer
hiicrelerin
toplanmasi

Santrifiigasyon Hucrelerin ekimi 37°C, %5 CO2

Sekil 3. 1. KiI-MKH’lerin izolasyon basamaklari.
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3.1.2. MKH Kiiltiirii ve Pasajlanmasi

Hiicreler, kiiltiir kabinin yilizeyinde %70-80 konfluente ulastiginda besiyeri dokiilerek
yapismayan hiicrelerden uzaklastirildi. Flask yiizeyi 5 mL Ca+2 ve Mg+2 icermeyen PBS
(Gibco) ile yikandi. 1 mL %0,25 tripsin-EDTA (Gibco) solusyonu eklenerek , 37°C,%5
CO; basingli inkubatorde (Sanyo) 3 dakika inkibe edildi. Mikroskopta bittin hicrelerin
yizeyden ayrildigi gozlendikten sonra tripsin inaktivasyonu i¢in 1 mL hazir besiyeri
flasklara eklendi. Pipetaj yapilarak hiicreleri iceren solusyon 15 ml’lik falkona alindi ve
1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Thoma laminda hiicreler sayilarak, T75 flasklara
5x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve 3 giinde bir besiyeri degistirildi.

3.1.3. MKH’lerin Akim Sitometri Cihaz ile Yiizey Belirteclerinin Belirlenmesi

Hiicreler tiglincii pasaja geldiklerinde akim sitometri cihazi (BD Biosciences FACS
Calibur) ile CellQuest™ yazilmi (BD Pharmingen) kullanilarak hiicrelerin yiizey
antijenleri CD13, CD29, CD44, CD90, CD146, CD166, HLA ABC, CD3, CD8, CD11b,
CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR monoklonal antikorlar

kullanilarak karakterize edildi.
3.1.4. MKH’lerin Farkhlastirilmasi
3.1.4.1. Adipojenik Farkhilasma

Adipojenik farklilastirma i¢in 6-kuyucuklu plakalarin igindeki Tip 1 kollajen kaph
lamellere 3000 hiicre/cm® olacak sekilde ekim yapildi. Adipojenik farkhilastirmay:
indiklemek icin MEM besiyerine %10 oraninda FBS, 0.5mM oraninda isobutil-
metilksantin (IBMX), 10° M oraninda deksametazon, 10pug/ml oraninda insulin, 200pM
oraninda indometazin ve %] oraninda penisilin/streptomisin eklendi ve hiicreler bu
besiyeri ortaminda 4 hafta siire ile kiiltiire edildi. Ug giinde bir adipojenik farklilagma
besiyeri degistirildi. 4 haftalik siirenin sonunda farklilasan hiicrelerde biriken lipidler

histokimyasal olarak Oil Red O boyamasi ile tespit edildi.

Oil Red O boyamasi i¢in; tip 1 kollajen kapli lameller %4’ luk Paraformaldehit (PFA)
ile 15dk oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan PBS ve distile su ile yikandi. %60
izopropanol ile 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Lamele sabitlenen hicreler, 1:3

oraninda hazirlanan izopropanol ve Oil Red O stok soliisyonu, 3:2 distile su ile
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seyreltildikten sonra, bu solusyon ile 40 dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve 3 kere PBS

ile yikandi. Kurutulduktan sonra lam kapatilarak mikroskopta incelendi.
3.1.4.2. Osteojenik Farkhilasma

Adipojenik farklilastirma i¢in 6-kuyucuklu plakalara 3000 hiicre/cm? olacak sekilde
Tip 1 kollajen kapli lamellere ekim yapildi. Adipojenik farklilagtirmay1 indiiklemek i¢in
MEM besiyerine %10 oraminda FBS, 10°M deksametazon, 50 pg/ml askorbat-2-fosfat,
10mM B- gliserofosfat ve %1 oraninda penisilin/streptomisin eklendi ve hiicreler bu
besiyeri ortaminda 4 hafta siire ile kiiltiire edildi. 4 haftalik siirenin sonunda farklilagan
hiicreler de hiicre dis1 kalsifikasyon histokimyasal olarak Alizarin kirmizis1 boyamasi ile
tespit edildi.

Alizarin kirmizis1 boyamasi i¢in; tip 1 kollajen kapl lameller %70’lik alkol ile 5 dk +
4°C’de bekletilerek sabitlendi. distile su icersinde %2 Alizarin Red (Fluka) olacak sekilde

Alizarin Red ¢6zeltisi hazirlandi. Boyanin pH’s1 4.1-4.3 arasinda bir degere ayarlandi ve
hiicrelerin iizerine eklenerek 45 dk oda sicakliginda bekletildi, {izerine lam kapatilarak

mikroskopta incelendi.

3.2. K562 (insan Kronik Miyeloid Losemi Hiicre Hatt1) Kiiltiirii ve Ko-Kiiltiir

Deney Sistemlerinin Olusturulmasi
3.2.1. K562 Huicre Kultara

Hazir hiicre hatt1 olarak temin edilen K562 hiicre serisi, kiiltiir ortaminda yiizeye
yapismamakta yani solusyon kiiltiir ile cogalabilmektedir. T75 flasklara 1x10° hiicre olacak
sekilde ekimi yapilan hiicreler, %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin iceren HDMEM hazir
besiyerinde kiiltiire edildi. 3 giinde bir besiyeri ortami degistirildi.

3.2.2. MKH’lerin IL-2 ile Uyarilmas:

Karakterizasyonu tamamlanmis MKH’ler, K562 hiicreleri ile ortak kiiltlir sistemine
alinmadan 6nce apoptotik sinyal yolaklarini aktiflestirmek i¢in IL-2 (Millipore) solusyonu
ile 50ng/ml konsantrasyonunda 24 saat boyunca kiiltiire edilerek uyarildilar. IL-2’nin
sistemik uygulamasinda yan etkilere rastlanmistir. Bu nedenle MKH’leri IL-2 ile muamele

edip sonra ko-kultire IL-2’siz devam edildi.
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6-kuyucuklu plakalara 1x10° hiicre olacak sekilde MKH ekildikten sonra yiizeye
yapismalart i¢in 8 saat beklendi. Mikroskop incelemesi ile hiicrelerin yapistig
dogrulandiktan sonra besiyerine 50ng/ml olacak sekilde IL-2 eklendi. %5 CO,, 37°C

inkiibatorde 24 saat bekletilerek uyarilmalari tamamlandi.
3.2.3. Uyarilmis Ki-MKH’lerin K562 Hiicreleri Ile Direkt ve Indirekt Ko-Kiiltiirii

IL-2 uyarilmasinin ardindan besiyeri degisimi yapilirken, ko-kiltiir deneylerinin
baslamas1 i¢in K562 hiicreleri 1:1 oraninda MKH’ler ile ayni kiiltiir kabina alindilar.
Direkt ko-kiiltlir sisteminde, uyarmak amaciyla 6-kuyucuklu plakalara (BD Biosciences)
onceden ekilmis olan 1x10° MKH’ler iizerine 1x10° K562 hiicreleri ekildi ve tizerlerine 3
ml hazir besiyeri eklendi. Direkt ko-kiiltiir sisteminde hiicrelerin birbiriyle dogrudan

temasi gerceklesmektedir.

Indirekt ko-kiiltiir sisteminde, uyarma amaciyla 6-kuyucuklu plakalara 6nceden
ekilmis olan MKH’ler iizerine, hiicrelerin birbirileri ile dogrudan temasini engellemede
kullanilan 0,4 um por ¢apinda ara bolmeler (insert) (BD Biosciences) dikkatli bir sekilde

yerlestirildikten sonra, ara bolmelerin iizerine 1:1 oraninda K562 hiicreleri ekildi.

72 saat sre ile ortak kultlr sistemlerine alinan uyarilmis Ki-MKH ve K562 hiicreleri
i¢in ayn1 deney diizenekleri WST1, CFSE ve ANNEXIN-V/PI analizleri icin 6-kuyucuklu
plakalarda ayr1 ayr1 3’er Ornek olarak hazirlandi. Kontrol grubu olarak yalniz K562

hicreleri 6-kuyucuklu plakalarda kiltiire alindu.
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Sekil 3.2. 6-Kuyucuklu Plakalarda Direkt Ve Indirekt Ko-Kiiltiir Deney Sistemi.
3.2.4. Uyarilmams Ki-MKH’lerin K562 Hiicreleri Ile Direkt ve indirekt Ko-Kiiltiir(i

Uyartlmamig MKH’ler ile K562 hiicreleri 1:1 oraninda ko-kiltlr sistemlerine
alindilar. Direkt ko-kultlr i¢in 6-kuyucuklu plakalara 6nceden ekilmis olan MKH’ler
lizerine 1x10° K562 hiicreleri ekildi ve iizerlerine 3 ml hazir besiyeri eklendi. Indirekt ko-
kaltur igin, 6-kuyucuklu plakalara ekilmis olan MKH’ler iizerine hiicrelerin birbirileri ile
dogrudan etkilesimini engellemek i¢in 0,4 pm por ¢apinda ara bolmeler dikkatli bir sekilde

yerlestirildi, ara bolmeler iizerine 1:1 oraninda; 1x10° K562 hiicreleri ekildi.

72 saat siire ile ortak kiiltiir sistemine alinan MKH ve K562 hiicreleri i¢in ayni1 deney
duzenekleri WST1, CFSE ve ANNEXIN-V/PI analizleri icin 6-kuyucuklu plakalarda ayri
ayri 3’er ornek hazirlandi. Kontrol grubu olarak yalmiz K562 hiicreleri 6-kuyucukulu
plakalarda kiiltiire alind1.

3.3. 72 Saat Ko-Kiiltiir Sonrasinda K562 Hiicreleri I¢in Canlihk ve Cogahm Testleri

MKH’lerin K562 hicreleri Uzerine anti-proliferatif etkilerini tayin etmek amaciyla
WST-1 (Roche) ve CFSE (Invitrogen) hiicre ¢ogalim/canlilik testleri yapilda.
3.3.1. WST-1 Testi
WST-1 testinde canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz hiicresel enzimiyle
WST-1 yapisindaki tetrazolyum tuzlar1 formazan Kristallerine doniismektedir. Canli hiicre

sayisindaki artisa bagli olarak hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrogenaz
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aktivitesinde de artis olur ve bu da formazan kristallerinin miktarini arttirarak daha koyu
renkte ayra¢c olusumuna neden olur. Olusan formazan kristallerinin miktarindaki artis
metabolik olarak aktif hiicre sayisiyla dogru orantilidir.

WST-1 icin; 6-kuyucuklu plakalardan toplanan K562 hicreleri 15ml’lik falkonlara
alinarak 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant dokiildii, pelet 100 pl hazir besiyeri
ile birlikte 96-kuyucuklu plakalara ekildi. Her kuyucuga 10 pl WST-1 eklendi, 151k
almamasi i¢in, 96-kuyucuklu plaka folyo ile sarilip 37 C’de, %5 CO;’li inkibat6rde 3-4
saat bekletildi. Ardindan mikroplate okuyucu (VersaMax) kullanilarak 480 nm dalga
boyunda absorbans degerleri okundu.

3.3.2. CFSE Testi

Direkt ve indirekt ko-kiiltiir sonras1t MKH’lerin K562 hticrelerinin proliferasyonuna
etkisini tespit etmek icin WST-1 testine ek olarak CFSE testi uygulandi. DMSO ile dilue
edilen karboksifloresan diasetat suksinimid ester (CFSE) bir sitoplazmik floresan boyasidir
ve yogunlugu hiicre boliinmesiyle ters orantili olarak azalmaktadir. Hiicre i¢ine yayilan ve
baslangicta renksiz olan boyanin asetat gruplar hiicre i¢indeki esterazlara baglandiginda
yuksek oranda karboksifloresan slksinimid ester olusturmakta, olusan stksinimid ester
gruplart hiicre i¢i aminleriyle reaksiyona girerek floresan konjugatlari olugturmakta ve 488

nm.de akim sitometre cihazinda 6l¢iilmektedir.

CFESE igin; 72 saatlik ko-kilturin sonunda, K562 hicreleri pipet ile toplanarak
15ml’lik falkonlara alindi. 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi, pelet %1
BSA (s1g1r serum albumin) iceren 1 ml PBS ile resiispanse edildi. Hiicrelerin tizerine SmM
stok CFSE solusyonundan 2 ul eklendi, 37 T’de 10 dk inkibe edildi . 5 ml hazir soguk
besiyeri eklendi, 5 dk +4°C’de bekletildi. 1800 rpm’de 5 dk santriflj edildi. Stpernatant
dokiildi, pelet 0,5 ml hazir besiyeri ile resiispanse edildi, akim sitometre cihazinda 488 nm

dalga boyunda okutuldu.
3.4. 72 Saat Sonrasida K562 Hiicreleri Icin Sitotoksisite Analizi

MKH’lerin K562 hicreleri tzerine sitotoksik etkilerini tayin etmek amaciyla Annexin-
V/PI (apoptozis belirleyici kit) (BD Pharmingen) kiti uygulandi. 72 saatlik ko-kulturin
sonunda K562 hiicreleri 15ml’lik falkonlarda toplanarak 1800 rpm’de 5 dk santrifuj edildi.
Olusturulan hiicre peleti iizerine kit i¢inde hazir bulunan, 0,4 ml baglanma tamponu

eklendi. Uzerine 5 ul FITC Annexin V ve 5 pl PI (propidyum iyodid) eklendikten sonra 15
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dk oda 1sisinda, karanlikta inkiibe edildi. Siire sonunda akim sitometre cihazinda analiz

edildi.
3.5. Direkt Ko-Kiiltiirlerin Zamana Bagh Gériintiilenmesi

Hiicre hiicre temasmin oldugu direkt ko-kiiltiir deney ortaminda uyarilmis Ki-MKH’lerin K562
hiicrelerini fagosite edip etmedigini ya da 6ldiiriip 6ldiirmedigini gézlemleyebilmek amaciyla Ki-MKH’lerini
1x10°/100pl hiicre olacak sekilde 35 mm’lik petriye (BD Biosciences) yayarak, bir giin siireyle hiicrelerin
tabana yapismasi i¢in beklendi. 1. giiniin sonunda petriye Ki-MKH hiicreleri tizerine 1x10°/100pl hiicre
olacak sekilde K562 hiicreleri ekildi ve petri ko-kultlir basladiktan 4 saat sonra istenilen siirede zaman
aralikli fotograf ¢ekebilen ve bunu akici filme donistiirebilen (time lapse) kameraya sahip olan inverted

mikroskoba 24 saat boyunca 2 dakikada bir fotograf ¢cekilmek iizere koyuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Ki-MKH ve K562 Kiltiri

Insan kemik iligi 6rneginden izolasyonu yapilan hiicrelerin, kiiltiire alindiklarinda
(P0’da), invert mikroskop ile yapilan incelemelerinde fibroblast benzeri, igsi fenotipte
hicrelerin olusturdugu populasyonlar gézlendi.

Sekil 4. 1. Ki-MKH’lerin morfolojik gériniimleri. A-P0-3iincii giin, BP0-8nci giin, C-P2-1inci giin,

D- P3-8inci gline ait invert mikroskop goruntuleri

Izolasyonun 3iincii giiniinde mezenkimal davranisi olan koloni olusumu gdzlendi.
Pasaj ilerledik¢e hiicreler tipik fibroblastik morfolojilerine ulastilar. Deney i¢in gerekli
hiicre sayisina ulasabilmek icin hiicreler pasajlandi ve c¢ogalim potansiyelleri invert
mikroskopta gozlendi. (Sekil: 4.1. A, B, C, D)

Kiiltire alman K562 hiicrelerinin invert mikroskopta yiizeye yapigmadiklar

gozlemlendi. Besiyeri degistirilmesinde, hiicreler flasklardan falkon tiiplere toplandi,
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santrifij ile pelet olusturuldu ve yeni flaska taze besiyeri ile ekimi gerceklestirildi. (Sekil
4.2)

Sekil 4. 2. K562 soliisyon hiicre kiltiirinin invert mikroskop gérinimd.

4.2. MKH’lerin Akim Sitometri Cihaz ile Yiizey Belirteclerinin Belirlenmesi
Yapilan akim sitometre analizi sonucunda Ki-MKH’lerin CD13, CD29, CD44, CD90,
CD146, CD166, CD73, CD146 ve HLA ABC gibi MKH belirteclerini ekspresse ettikleri;
CD106, CD11b, CD14, CD15, CD34, CD45, CD71, CD117 ve HLA-G gibi hematopoetik
hiicre belirteclerini eksprese etmedikleri tespit edildi.
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Sekil 4. 3. Insan kemik iligi materyalinden izole edilmis MKH’lerin (P3) akim sitometri cihazinda saptanan

immunofenotipik 6zellikleri.

4.3. Adipojenik Farklilasma

Adipojenik farklilasma besiyerinde 4 hafta kiltiire edilen Ki-MKH’lerin adiposit
benzeri farklilasma gosterdigi gozlendi. Adipojenik farklilagma besiyeri ile adipojenik
farklilasmas1 uyarilan Ki MKH’lerin sitoplazmalarinda, yag hiicrelerinde gozlenen yag
damlaciklar1 gortldi (Sekil 4.4 A). 28 ginlik kualtirin sonunda hicrelerin fiksasyonu
yapilarak Oil Red O ile boyandiginda, olusan yag vezikiillerinin Oil Red O boyasi ile
kirmiz1 renk verdigi (Sekil 4.4.B), herhangi bir farklilasma besiyeri uygulanmayan KI-
MKH’lerin ise adipojenik farklilasmadigi ve dolayisiyla da Oil Red O boyasi ile renk
vermedigi gorildii (Sekil 4.4.C).
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Sekil 4. 4. insan kemik iligi materyalinden izole edilmis MKH’lerin (P3) adipoz farklilasmalarmin
goruntilenmesi.  A- Invert mikroskop goriintiisii ile yag damlaciklarimin gézlenmesi B- Adipojenik
farklilasma besiyeri ile inkiibe edilmis Ki-MKH’ler (Oil Red O Boyama). C- Kontrol.

4.4. Osteojenik Farklilagsma

Osteojenik farklilasma besi yerinde 4 hafta kiltiire edilen Ki-MKH’lerin osteoblast
benzeri hicrelere farklilastiklar1 gdzlendi. Osteojenik farklilasma besiyeri ile osteojenik
farklilasmas1 uyarilan KI-MKH’lerin kiiltiir ortamlarinda kalsiyum fosfat nodiillerinin
olustugu gortldi (Sekil 4.5. A). 28 glinlik kalttrin sonunda hiicreler sabitlenerek Alizarin
Red ile boyandiginda, kalsiyum fosfat nodiillerinin Alizarin Red boyasmin kemik
nodiillerine 6zgii rengi olan kirmiziya boyandigi saptandi (Sekil 4.5.B), herhangi bir
farklilasma besiyeri uygulanmayan KI-MKH’lerin ise osteojenik farklilasmadigi ve

dolayisiyla da Alizarin Red boyasi ile renk vermedigi goriildii (Sekil 4.5.C).

Sekil 4. 5. Insan kemik iligi materyalinden izole edilmis MKH’lerin (P3) ostojenik farklilagmalarmin
goriintiilenmesi. A- Invert mikroskop gériintiisii ile kalsiyum fosfat nodiillerinin gézlenmesi B- Osteojenik

farklilagma besiyeri ile inkiibe edilmis Ki-MKH’ler (Alizarin Red Boyama). C- Kontrol.
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4.5. MKH’lerin IL-2 ile Uyarilmasi

Karakterizasyonu tamamlanmig MKH’ler, K562 hiicreleri ile ortak kiiltiir (ko-kultur)
sistemine alinmadan once apoptotik sinyal yolaklarini aktiflestirmek igin IL-2 solusyonu
ile 72 saat boyunca kulttre edildiler. 1L-2 ile uyarilma isleminin Ki-MKH’lerini morfolojik

olarak degisiklige ugratmadigi invert mikroskop ile gézlemlendi. (Sekil 4.6)

Sekil 4. 6. Insan kemik iligi materyalinden izole edilmis MKH’lerin 72 saat IL-2 uyarilmalarimin ardindan

morfolojik olarak incelenmeleri. A- Uyarilmis Ki-MKH, B-Uyarilmamis Ki-MKH
4.6. Ki-MKH’lerin K562 Hiicreleri ile Direkt Ve indirekt Ko-Kulturi

Direkt ve indirekt ko-kiiltiir sisteminde, 6-kuyucuklu plakalara 1x10°> MKHler ekildi.
Hiicrelerin yiizeye yapismalari i¢in 8 saat %5 CO2, 37°C inkibatorde bekletildi. Her deney
i¢cin 3 ayr1 6-kuyucuklu plakalar olusturuldu. (Sekil 4.7)

Direkt ko-kiiltiir sisteminde, uyarilmamis ve uyarma amaciyla 6 kuyucuklu plakalara
24 saat 6nceden ekilen Ki-MKHlerin iizerine 1x10° K562 hiicreleri ekildi ve tizerlerine 3
ml hazir besiyeri eklendi. Olusturulan plakalar, WST1, CFSE, ANNEXIN-V/PI
deneylerinin uygulanacagr zamana kadar 72 saat siire ile %5 CO,, 37°C inkubatOrde
bekletildi.
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Sekil 4.8. Direkt ko-kiiltiir sisteminde Ki-MKH ile K562 hiicrelerinin invert mikroskop gérintisi. (A-
Uyarilmig, B-Uyarilmamis Ki-MKH)

Indirekt ko-kiiltiir sisteminde, uyarilmamis ve uyarma amaciyla 6-kuyucuklu plakalara
onceden ekilmis olan Ki-MKH’ler iizerine, hiicrelerin birbirileri ile dogrudan temasimi
engellemede kullanilan 0,4 um por ¢apinda ara bolmeler (insert) dikkatli bir sekilde
yerlestirildi. (Sekil 4.8-A) Ara bolmelerin {izerine 1:1 oraninda K562 hiicreleri ekildi.
(Sekil 4.8-B)

Indirekt ko-kiiltiir sisteminde, uyarilmis ve uyarilmanus Ki-MKH’lerin (izerine ara
bolmeler yerlestirildi, 1x10° K562 hiicreleri ekildi ve tizerlerine 3 ml hazir besiyeri eklendi.
Olusturulan plakalar, WST1, CFSE, ANNEXIN-V/PI deneylerinin uygulanacagi zamana
kadar 72 saat sure ile %5 CO,, 37°C inkiibatorde bekletildi.
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Sekil 4.9. A- Ki-MKH’lerin 6-kuyucuklu plakalara ekiminin ardindan ara bolmelerin yerlestirilmesi. B- Ara

bélmelerin tzerine K562 hiicrelerinin ekilmesi.
4.7. 72 Saat Ko-Kiiltiir Sonrasinda K562 Hiicreleri Icin Canlihk Ve Cogalim Testleri

KIi-MKH’lerin, K562 hiicrelerinin proliferasyonlari iizerinde baskilayict 6zelliklerinin
olup olmadigin1 anlamak amaciyla WST-1 testi uygulandi. 72 saat boyunca ortak kiiltiir
sisteminde KI-MKH’ler ile kiiltire alman K562 hiicrelerinin proliferasyonlarmim
uyarilmamis ve IL-2 ile uyarilmis KI-MKH’ler tarafindan baskilandigit WST-1 testi ile
belirlendi (Sekil 4.9). IL-2 uyarmm KI-MKH’lerin her iki kiltir sisteminde de anti-
proliferatif 6zelliklerini arttirirken, direkt ko-kiiltlire alinan K562 hiicrelerinin, indirekt ko-
kiiltire alinan hiicrelere kiyasla ¢ogalimlarinin daha fazla baskilandigir goriildii (Sekil
4.10). WST-1 sonuglar1 SPSS programinda one way ANOVA testi ile degerlendirildiginde;
direkt ve indirekt ko-kiiltiirlerde uyarilmis ve uyarilmams KIi-MKH’lerin K562

hiicrelerinin proliferasyonlarini baskiladig: tespit edildi.
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Sekil 4.10. K562 hiicrelerinin Ki-MKH’ler ile 72 saatlik ko-kiiltiir sonunda WST-1 testi ile proliferasyon
potansiyellerinin belirlenmesi (***p<0,001).
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0,05 -

0,00

72 saat

Sekil 4.11. K562 hiicrelerinin uyarilmis ve uyarilmang Ki-MKH’ler ile 72 saatlik ko-Kkiiltiir sonunda WST-1

testi ile proliferasyon potansiyellerinin karsilagtiriimasi (*p<0,05).

KI-MKH’lerin anti-proliferatif etkilerini belirlemek amaciyla WST-1 testine ek olarak
bagka bir canlilik/cogalim belirteci olan CFSE testi uygulandi. 72 saat boyunca ortak kiiltiir
sisteminde KI-MKH’ler ile kiiltire alman K562 hiicrelerinin profilerasyonlarmim
uyartlmamis ve IL-2 ile uyarilmis KI-MKH’ler tarafindan baskilandigi CFSE testi ile de
belirlendi (Sekil 4.11). WST-1 testi sonuc¢larinda oldugu gibi, MKH’ler tarafindan K562

hiicrelerinin ¢ogalimlar1 baskilanirken, IL-2 uyariminin MKH’lerin anti-proliferatif etkisini
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arttirmig oldugu sonucu ¢ikarildi (Sekil 4.12). CFSE sonuglar1 SPSS programinda one way
ANOVA testi ile degerlendirildiginde; K562 hiicrelerinin uyarilmis ve uyarilmams Ki-
MKH’ler ile direkt ve indirekt ko-kiiltiirleri sonucunda proliferasyonlarinin baskilandigi

tespit edildi.

K562
0,6 -
M IL-2+Direkt
05 - i IL-2+Indirekt
H Direkt
04 M indirekt

rax

% CFSE

0,1 -

72 saat

Sekil 4.12. K562 hiicrelerinin Ki-MKH’ler ile 72 saatlik ko-kiiltiir sonunda CFSE testi ile proliferasyon

potansiyellerinin belirlenmesi (***p<0,001).

06 - I IL-2+Direkt
M IL-2+indirekt
I
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Ll indirekt
w os ]
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01 -
0,0 |

72 saat

Sekil 4.13. K562 hiicrelerinin uyarilmis ve uyarilmamis Ki-MKH’ler ile 72 saatlik ko-kiiltiir sonunda CFSE

testi ile proliferasyon potansiyellerinin karsilastirilmasi (*p<0,05).
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Sonug olarak hem WST-1 hem de CFSE testi ile Ki-MKH’lerin K562 hiicreleri
Uzerine anti-proliferatif etki gosterdigi tespit edildi.

4.8. 72 Saat Sonrasinda K562 Hiicreleri I¢in Apoptoz Analizi

KI-MKH’lerin, K562 hiicrelerinin iizerinde apoptotik dzelliklerinin olup olmadigini
anlamak amaciyla Annexin-V/PI testi uygulandi. 72 saat boyunca ortak kiiltiir sisteminde
Ki-MKH’ler ile kiiltire alman K562 hiicrelerinin apoptoz yiizdelerinin Ki-MKH’ler
tarafindan arttirlldigi  Annexin-V/PI testi ile belirlendi (Sekil 4.13). Her iki kiiltiir
sisteminde IL-2 uyariminin, KI-MKH’lerin apoptotik etkilerini degistirmedigi, direkt ko-
kiiltiire alinan K562 hiicrelerinin, indirekt ko-kiiltiire alinan hiicrelere oranla apoptoz
yiizdelerinin 3 kat fazla oldugu goriildi (Sekil 4.14). Annexin-V/PI sonuclari SPSS
programinda one way ANOVA testi ile degerlendirildiginde; direkt ve indirekt ko-
kiiltiirlerde uyarilmis ve uyarilmamis Ki-MKH’lerinin K562 hiicreleri tizerinde apoptotik

etki gosterdigi tespit edildi.

Ayrica, hiicre hiicre temasinin oldugu direkt ko-kiiltiir deney ortaminda uyarilmis Ki-
MKH’lerin K562 hiicrelerini fagosite edip etmedigini yada Oldiirtip 6ldiirmedigini
gozlemleyebilmek amaciyla Ki-MKH’lerini 35 mm’lik petride istenilen siirede zaman
aralikli fotograf c¢ekebilen ve bunu video filmine doniistiirebilen (time lapse) kameraya
sahip olan invert mikroskoba 24 saat boyunca 2 dakikada bir fotograf ¢ekilmek iizere
koyuldu. Fotograflarin arka arkaya eklenmesi ile olusturulan video izlendiginde, Ki-
MKH’lerin yaklasik olarak 4. saatten itibaren K562 hiicrelerinden bazilarinin canl
goriiniimlerini (parlak) azalttigi, hayalet hiicrelere doniistiirdligli yani apoptoza gotiirdiigi

gozlemlendi (Sekil 4.15 A, B, C, D).
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Sekil 4.14. K562 hiicrelerinin KI-MKH’ler ile 72 saatlik ko-kiltiir sonunda Annexin-V/PI testi ile apoptoz
yuzdelerinin belirlenmesi (***p<0,001, ** p<0,01).

14 - W IL-2+Direkt

M IL-2+indirekt
12 -
1 Direkt

10 - M indirekt

% Annexin

72 saat

Sekil 4.15. K562 hiicrelerinin uyarilmis ve uyarilmamis Ki-MKH’ler ile 72 saatlik ko-kltiir sonunda
Annexin-V/PI testi ile apoptoz yiizdelerinin kargilastirilmasi.
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Sekil 4.16. Ki-MKH’ler ile direkt ko-kiiltiire alinan K562 hiicrelerinin invert mikroskop ile ¢ekilmis
videolarindan elde edilen fotograflar. A- 1. Saat, B- 4. Saat, C- 23. Saat ve D- 24. Saat’e ait gorunttleri (ok:
hayalet hiicreye doniisen K562 hiicreleri)
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan kdk hiicre caligmalarinda yeni ilaglarin testi i¢in gelistirilen ve
uygulanan hicre kulttrt tekniklerinin, organizma igindeki dokularda bulunan hucrelerin
bulundugu kosullar1 gostermekte yetersiz kalmaktadir. Ciinkii organizmada bulunan
hlcreler, hiicre-hiicre etkilesimi, otokrin ve parakrin sinyaller ve 3 boyutlu hiicreler arasi
matriks gibi ¢esitli mirogevre kosullarindan etkilenmektedir. Farkli in-vitro ve in-vivo
deney modelleri bu karmasik iligkilerin modellemesinde kullanilmaktadir (Rizvanov

2010).

Kanser hiicrelerinin, somatik hiicreler veya kok hiicreler ile iligkilerini gdstermek icin
gelistirilen sistemler; tiimor baslangici, gelisimi ve ilaglara olan direngleri altinda yatan

mekanizmalar1 anlayabilmemizi saglamaktadir (Rizvanov 2010).

Son yillarda kok hiicreler ile kanser hiicreleri arasindaki iliskileri agiklayabilmek igin
ortak kiiltiire alimlarin1 saglayan farkli deney sistemleri tasarlanmis ve bu konuda pek ¢ok
calisma yayinlanmistir. Giincel gelismeleri takiben bu tez ¢alismasinda in-vitro ortamda
mezenkimal kok hucrelerin kanser hucreleri Gzerindeki anti-proliferatif ve apoptotik
etkilerini gostermek icin ko-kiltiir deney sistemi tasarlandi. Bu amagla ¢alismamizda in-
vitro kosullarda IL-2 ile uyarilmis ve uyarilmamis Ki-MKH’lerin K562 hiicreleri tizerine
anti-proliferatif ve sitotoksik (apoptotik) etkilerini direkt ve indirekt ko-kultur
sistemlerinde tespit etmesi hedeflendi. Yaptigimiz tez caligmasi daha 6nce yayinlanmamus,

literatiirde ilk kez yer alacak ¢alismadir.

Calismamizda kemik iligi materyalinden izole edilen MKH’ler karakterizasyon
amaciyla ilk basamakta akim sitometre cihazi ile yiizey belirtegleri bakimindan tayin
edilmistir. Buna gére MKH’ler CD29, CD44, CD90 gibi MKH belirteclerini eksprese
ederken, CD33, CD34, CD45 gibi kan hucrelerine ait belirtecleri ifade etmemekte ve
antijenik 6zellikleri ile MKH karakterine sahip olduklarim1 gostermektedir. Diger
calismalarda oldugu gibi kiiltiirdeki morfolojik 6zelliklerinin de MKH’lere benzemesi,
ayrica yag ve kemik hiicrelerine farklilagmalar1 bu hiicrelerin MKH olduklarin

gostermektedir (Karatz et al. 2009, Kara6z et al. 2010).

Karakterizasyonu tamamlanmig MKH’ler ile K562 (insan kronik miyeloid |6semi

hiicre hatt1) hiicreleri, ortak kiiltiir sisteminde 72 saat siire ile direkt ve indirekt kosullarda
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kiiltiire edildiler. Ki-MKH’lerin, K562 hiicreleri tizerine anti-proliferatif ve apoptotik
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan analizlerin sonuglari, Ki-MKH’lerin K562
hiicrelerinin proliferasyonlarii baskiladigi ve hicreleri apoptoza gotiirdiigiinii ortaya

koydu.

Calismamizda MKH’lerin, anti-proliferatif etkisini belirlemek amaciyla yapilan WST-
1 ve CFSE sonuglarina gore; KI-MKH’lerin, IL-2 ile uyarildiginda ve direkt ko-kulttr
sartlarinda bulundugunda K562 hiicreleri iizerindeki anti-proliferatif etkisinin yaklagik
olarak 3 kat arttig1 belirlendi. Anti-proliferatif etkide direkt ko-kultlrin indirekt ko-kulture
oranla daha etkili olmasinda, hiicre-hiicre temasinin gerekli oldugu diisiiniilebilir. Li ve
ekibi (2010) yaptiklar1 calismada Ki-MKH’ler ile A549 (insan kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri) hiicre hattin1 kosullandirilmig besiyeri ile indirekt ortak kiiltiir sistemine
almislar, A549 hiicrelerinin proliferasyonlarmimn KI-MKH’ler tarafindan inhibe edildigini
rapor etmistir. Bu inhibisyon mekanizmasim da Ki-MKH’ler tarafindan salgilanan

sitokinler ve ¢oziinebilir faktorler aracilig ile oldugunu vurgulamistir.

Wei ve ekibi (2009) tarafindan yapilan baska bir calisma da ise losemili kemik
iliginden elde edilen MKH’ler, K562 hiicreleri ile besiyeri serum igerigi bakimindan
farklilik gdsteren ortak kiiltiir sistemlerine almmis ve 16semili KI-MKH’lerin direkt ko-
kaltar sisteminde daha fazla anti-proliferatif etki gosterdigi rapor edilmistir. Bizim

sonuglarimiz da in-vitro ¢alismalarla uyumludur.

MKH’lerin, kanser hiicrelerinin ¢ogalimlarini baskiladigi yoniinde ki baska bir diger
calismada Ohlsson ve ekibi (2003) tarafindan si¢an kolon kanser hiicrelerinin MKH’ler ile
birlikte enjekte edilmesiyle olusturulan in-vivo timoér modelinde ise MKH’ler ile birlikte
enjekte edilen kanser hiicrelerinin olusturdugu tiimoér dokusunun daha kii¢iik oldugu rapor
edilmistir. Ayrica yapilan ¢alismada, MKH’ler ile birlikte enjekte edildiginde olusturulan
tiimor dokusunda makrofaj ve graniilosit sayis1 daha yiiksek oranda bulunmus, bunun da
MKH’lerin proinflamatuvar 6zelliklerinden kaynaklandigini diigiindiirmiistiir. Dolayisiyla,

sonuclarimiz in-vivo ¢aligmalar ile de uyumludur.

Calismamizda, MKH’lerin IL-2 uyarimiyla anti-proliferatif etkilerinde artis oldugunu
WST-1 ve CFSE testleri ile tespit ettik. Ayni sekilde Kang ve ekibi de (2008) yapmis
olduklar1 bir galismada, kordon kanindan elde ettikler MKH’leri IL-2 ile uyardiklar1 zaman
U87MG (insan glioblastom hiicre hatt1) hticreleri Gizerinde anti-proliferatif etkilerinde artig

oldugunu bildirmis, uyarilmamisa kiyasla uyarilmis MKH’ler tarafindan salinan immiin
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yanit ile ilgili proteinlerde (IL-4 ve INF- y) artis oldugunu gostermistir ve ¢alismamizla

benzer sonuglar elde edilmistir.

MKH?’lerin anti-proliferatif etkilerinin yaninda sitotoksik (apoptotik) 6zelliklerini de
belirlemek amaciyla, Annexin-V/PI testi ile elde ettigimiz sonuglarda, IL-2 uyariminin
MKH?’lerin sitotoksik 6zelliklerini degistirmedigini, ancak direkt ko-kiiltiirlerde (uyarilmis
ve uyarilmamis) indirek ko-kiiltiire kiyasla K562 hiicreleri tizerindeki apoptotik etkinin 3

kat fazla oldugunu tespit ettik.

Kang ve ekibi ‘nin (2008) yapmis olduklar1 ¢alismada elde ettikleri bulgular, IL-2
uyarimimin kordon kanindan elde edilen MKH’lerin sitotoksik etkilerini arttirdig:
yoniindedir. Bu c¢alismayla karsilastirdigimizda calismamizda elde ettigimiz sonuglarin
farkli olmasinin ise; kullanilan MKH’lerin farkli kaynaklardan izole edilmis olmasindan

kaynaklanabilecegini diistinmekteyiz.

Tez kapsaminda yapilan g¢alismamizin sonuglari Ki-MKH’lerin K562 hiicreleri
Uzerinde anti-proliferatif ve sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymustur. Bu konuda
yapilan caligmalara baktigimizda, MKH’lerin kanser hiicreleri iizerinde gelisimlerini
baskilayici ya da sitotoksik etki gdsterdigini rapor eden ¢aligmalarin (Kang et al., 2008; Li
et al., 2010; Wei et al., 2009; Ohlsson et al., 2003) yan1 sira MKH’lerin tiimor gelisimini
destekledigini 6ne siiren ¢aligmalarda mevcuttur (Karnoub et al., 2007; Zhu et al., 2006;
Muehlberg et al., 2009; Yu et al. 2008).

Bu ¢aligmalar1 da biraz daha ayrintili inceleyecek olursak; Karnoub ve ekibinin (2007)
yaptiklar1 calismada insan Ki-MKH’ler ile meme kanseri hiicrelerini birlikte farelere
enjekte ettiklerinde; MKH’lerin tiimor gelisimini  hizlandirdigimi ve meme kanser
metastazini arttirdigini rapor etmiglerdir. MKH’ler tarafindan salinan kemokinlerin (CCL5)
meme kanseri hiicreleri iizerinde prometastatik etki gosterdigini vurgulamislardir. Buna ek
olarakta, meme kanser hiicrelerinin MKH’ler ile birlikte farelere enjeksiyonu; akciger
kanseri gelisiminde 2-7 kat artis oldugunu kanitlamiglardir. Ayrica; benzer prometastatik
etkinin, MKH’lerin kanser hiicrelerinden daha uzak boélgeye enjeksiyonu yapildiginda
gozlemlenmemesinden dolayi, prometastatik transformasyon icin direkt kontakt olmasi

veya parakrin faktorlerin salgilanmasi gerektigini diistinmiislerdir.

Djouad ve ekibinin (2003) yayinladiklar1 ¢alismada B16 melanoma hiicreleri yanlizca

MKH’ler ile birlikte farelere enjekte edildiklerinde tiimor olustugunu gézlemlemisler. Bu
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bulgunun sebebini ise MKH’lerin immiinsiipresif etkisi ile agiklanabilecegini one

stirmiislerdir.

Muehlberg ve ekibi (2009) yag dokusu MKH’lerini, singeneik fare modelinde, meme
kanseri hiicreleri ile birlikte enjekte ettiklerinde daha biliyiik ve daha hizli gelisen
tiimorlerin varhigimi kanitlamislardir.  Yag dokusu MKH’leri ayrica akciger ve glioma
kanser hiicreleri ile birlikte fareye verildiklerinde de benzer sonuglarla karsilagilmistir (Yu
et al., 2008), MKH’ler ile ayn1 anda verilen kanser hiicrelerinden olusan tiimérler belirgin

bir sekilde daha biiyiik ve daha fazla sayida canli kanser hiicresi igerdigi tespit edilmistir.

Yapilan bazi calismalarda ise MKH’lerin malin transformasyon ile yeni tiimorler
olusturabilecegi rapor edilmis fakat daha sonra MKH’lerin laboratuarlarinda bagka

projelerde kullanilan kanser hiicreleri ile kontamine oldugunu bulmuslardir (Garcia et al.,

2010; Rubio et al., 2005).

Yapilan ¢alismalarla ¢eligkili sonuglarin ¢ikmasinin altinda yatan nedenlerden birisi,
kullanilan MKH’lerin farkli kaynaklardan izole edilmesi oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica
u caligmalarda kullanilan in-vitro kiiltiir ortami; o6zellikle, serumlu kiiltiir ortamlar1 ve
icerigi belirlenmis serumsuz kiiltiir ortamlar1 olmak {izere baslica iki farkl tiptedir. In-vitro
kiltliir sistemi bir biitiin olarak diisliniildiiglinde daha kiiclik pek cok farkliliklar da
icermektedir. Yine Onemli ve belirgin bir farklilik ise in-vivo havyan deneylerinde

olusturulan hastalik modelleri arasinda da farkliliklar oldugu gézlenmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Tez ¢alismamiz, KI-MKH’lerin izolasyonu, karakterizasyonu ve IL-2 uyarmmiyla K562
hicreleri Gzerinde direkt ve indirekt ko-kltir sistemlerinde anti-proliferatif ve sitotoksik
etkilerinin incelenmesi ¢alismalarin1 kapsamaktadir. Yapilan in-vitro deneyler sonucunda
MKH’lerin, kanser hiicrelerinin proliferasyonlarini azalttigi ve sitotoksik etki gosterdigi

tespit edilmistir.

Losemi tedavisindeki asil hedef, kanser hiicre ¢ogalimini baskilayabilmektir (Wei et
al., 2009). Deneylerimiz sonucunda IL-2 uyarimmin MKH’lerin anti-proliferatif etkilerini
arttirmasinin tespit edilmesi, 16semi tedavisinde gelistirilebilecek yeni tedavi stratejileri
icin ipucu teskil edebilir. Bunun i¢in in-vitro ¢aligmalar devam etmeli ve bu etkilerin

molekiiler yolaklar1 ortaya koyulmaya ¢alisiimalidir.

Tez calismamiz kapsaminda bir sonraki amacimiz, belirlenen anti-proliferatif ve
sitotoksik etkinin mekanizmasini anlayabilmek olacaktir. MKH’lerin, K562 hiicreleri ile
karsilastiginda hangi sitokinlerin ekspresyonlarinda farkliliklar oldugu ortaya koyulmali ve
bunlarin etkileri belirlenmeye ¢alisilmalidir. Tiim bu in-vitro c¢aligmalarda igerigi

belirlenmis serumsuz kiiltiir sistemlerinin kullanilmasi gerktigini diisiinmekteyiz.

Bulgularimizda direkt ko-kulturde ki MHK’lerin indirekt ko-kiiltiire kiyasla daha fazla
anti-proliferatif ~ etki  gOstermesi  hlcre-hiicre  temasinin ~ olmas1  gerekliligini
diisiindiirmektedir. Bu kapsamda, direkt ko-kiiltiirde hiicrelerin birbirleri ile temaslari
sirasinda MKH’ler tarafindan salinan c¢oziilebilir faktorlerin yaninda hiicreler arasi
olusturulan baglantilar aracilifiyla madde geg¢isi olabilecegini diistinmekteyiz. Direkt ko-
kiltiir sirasinda hiicre temasinda etkili olabilecek mekanizmalar da detayli olarak

incelenmelidir.

Ayrica yaptigimiz in-vitro deneylere ek olarak, sicanlar tizerinde in-vivo tumor
olusturma modelleri kullamlarak Ki-MKH’lerin in-vivo’daki etkileri ayrintili bir sekilde

incelenmelidir.
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