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ÖZET 

 

Çocukluk Çağı Akut Miyeloid Lösemilerinde Kemik İliğinden Köken Alan 

Mezenkimal Stromal Hücrelerin Biyolojik ve İmmünolojik Özellikleri 

 

Akut miyeloid lösemi (AML), çocukluk çağında sık görülen lösemi 

tiplerindendir ve kemik iliğinde anormal blastların birikimi ile karakterize 

edilmektedir. Çalışmamızda AML hastalarının kemik iliğinden alınan MKH’ler ile 

sağlıklı bireylerin kemik iliğinden alınan MKH’lerin biyolojik ve immünolojik 

karşılaştırılması yapıldı. Çalışmamız 7 AML hastası ve 7 sağlıklı verici ve 1 sağlıklı 

mononükleer hücre vericisi (MNC) olmak üzere toplam 15 birey üzerinden 

yürütülmüştür. MKH’lerin morfolojik, popülasyonun ikiye katlanması (PD), 

adipojenik ve osteojenik farklılaşması ve hücresel canlılığı incelenmiştir. AML 

hastaları ve sağlıklı MNC vericisinin periferik kanlarından izole edilen MNC’lerin T 

hücre aktivasyon belirteçlerinden (CD3, CD4, C25, CD69 ve HLA-DR) kapılama 

pozitif/pozitif olanların yüzdelerine flow sitometri cihazı ile bakılmıştır. En son deney 

aşamasında MNC ile etkileşime giren MKH’nin hücresel canlılıkları yüzdece 

değerlendirilmiştir. PD değerlerinin AML hastaları ile sağlıklı bireylerde benzer 

olduğu tespit edilmiştir (z= 1.074; p=0.394). PHA eklenen ve PHA eklenmeyen 

kuyucuklarda, CD değişken değerlerine ait sonuçlar benzerdir (p>0.05). AML 

hastalarına ait kuyucuklarda hücresel canlılık değerleri arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark olmadığı belirlenmiştir (2  = 2.184; p=0.823). Sağlıklı bireyler için elde 

edilen hücresel canlılık değerleri tüm kuyucuklar için benzerdir (2 = 10.714; 

p=0.057). Kuyucuk 2’de sağlıklı bireyden elde edilen değerler, AML hastalarından 

elde edilen hücresel canlılık değerlerine göre istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmuştur (z= 2.246; p=0.026).  

 

Anahtar Kelimeler:  Adipojenik, akut miyeloid lösemi, fitohemaglütinin, hücresel 

canlılık, mezenkimal stromal hücre, osteojenik  
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ABSTRACT 

 

The Biological and Immunological Properties of Mesencyhmal Stromal Cells 

Derived From Bone Marrow in Childhood Acute Myeloid Leukaemia 

 

Acute myeloid leukaemia (AML) is one common type of childhood leukaemia 

and is characterized by the accumulation of abnormal blasts in the bone marrow. In 

this study, mesenchymal stromal cells derived bone marrow of acute myeloid 

leukaemia patients and healthy individuals was compared in respect of biological and 

immunological features. This research was carried out with 7 AML patients, 7 healthy 

individuals and 1 healthy MNC individual totally 15 individuals. Morphological, 

population doubling (PD), adipogenic and osteogenic differentiation and cell viability 

of MSCs were examined. AML patients and healthy individual of MNCs isolated from 

peripheral blood, T cell activation markers (CD3, CD4, C25, CD69 and HLA-DR) 

gated positive / positive was analyzed by percent in the flow cytometry apparatus. In 

the latest experiment,  MSCs interact with MNCs that cellular viability was assessed 

as percent. AML patients with PD value was found to be similar in healthy individuals 

(z = 1.074; p = 0.394). PHA added and not added to the wells, the results of CD 

variable values were similar (p> 0.05). Cellular viability value in patients with AML 

in the wells was determined that there was no difference of statistical significance (2  

= 2,184; p = 0.823). The cell viability values obtained for healthy individuals were 

similar for all wells (2 = 10,714; p = 0.057). Well 2 is the cell viability values 

obtained in the healthy individuals groups were statistically significantly higher than 

the cell viability values obtained in AML patients (z = 2.246, p = 0.026).  

 

Keywords:  Adipogenic, acute myeloid leukaemia, phytohemaglutinin, cell viability 

mesenchymal stromal cells, osteogenic  
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1. GİRİŞ 

 

Akut miyeloid lösemi (AML), olgunlaşmamış hematopoetik kök hücrelerde bir 

dizi genetik değişiklik sebebi ile normal büyüme, olgunlaşma ve farklılaşmanın 

bozulması ve periferik kanda anormal miyeloblastların birikimi ile karakterize edilir 

(1). Bu hücreler kemik iliğinde birikerek normal kan hücrelerinin yapımını engeller 

(2). 

 

Her yıl tanısı konulan AML, yeni tanı lösemilerin yaklaşık % 20’sini 

oluşturmaktadır (3). AML’ nin gelişimi genel olarak çeşitli risk etmenlerine bağlıdır. 

Bu etmenler, yaş, hematolojik ve genetik hastalıklar ve bunların yanında virüsler, 

radyasyon, kimyasallar ve özellikle kemoterapidir (4).  

 

Mezenkimal stromal hücrelerin (MKH) malignan hematolojik hastalıkları 

içine alan çoğu hastalık gruplarında potansiyel kullanımlarının keşfedilmesi ilgi 

uyandırmıştır (5). Embriyonik ve non-embriyonik kök hücrelerin, birçok hastalık 

tipleri için potansiyel terapötik yaklaşımlar olduğu düşünülmektedir. Yetişkin kök 

hücresi (MKH) kendine özgü biyolojik özellikleri nedeniyle rejeneratif tıp alanında 

büyük ilgi çekmiştir (6). Ayrıca MKH’lerin adipoz doku, periferik kan, umbilikal 

kord ve plasentadan izole edilebildikleri gösterilmiştir. MKH’ler in vitro çoğalma 

kapasitesine sahiptir ve bu özellikleri hücresel tedavide yeterli sayıya ulaşmalarını 

sağlamaktadır (7).  

 

MKH’ler kemik iliğinde, non-hematopoetik stromal hücre gruplarını örneğin 

endotelyal hücreler, kondrositler, adipositler ve osteoblastları oluşturma 

yeteneğindedirler (5). International Stem Cell Therapy (ISCT) MKH’leri tanımlamak 

için kaynaklarından bağımsız olarak üç minimal özelliği önermiştir: 1. Standart 

kültür koşullarında plastiğe yapışma, 2. CD105, CD 90 ve CD73 gibi spesifik 

olmayan belirteçlerin ekpresyonu, CD19 ya da CD79α, CD11b, CD14, CD45, CD34, 

sınıf-II majör histokompatibilite kompleksi moleküllerini (MHC-II, asıl olarak HLA-

DR vb.) ekprese etmemesi. 3. in vitroda spesifik uyarı altında osteoblastlara, 

adipositlere ve kondroblastlara differansiye olabilmeleri gerekir (8). 
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Farklı kaynaklardan elde edilen MKH popülasyonlarını karakterize etmek 

için kullanılabilecek çeşitli ek immünofenotipik belirteçleri (CD29, CD44, CD146, 

CD166, CD271 gibi) vardır. MKH’lerin diğer fenotipik karakteristiği interferon-γ 

(IFN-γ) uyarısından sonra kostimülatörlerin (CD80, CD86, CD40 ve CD40L gibi) 

ekpresyon eksikliği göstermesidir (8). MKH’lerin eksprese ettikleri en yaygın bilinen 

yüzey belirteçleri STRO-1, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, 

SSEA-1 ve SSEA-4 aynı zamanda bu hücreler CD31, CD34, CD45, CD80, CD86 ve 

HLA-DR negatiftir (9). 

 

Deney aşamalarımızda MKH’lerin morfolojik yapısına, popülasyon ikiye 

katlanma (PD) değerlerine, adipojenik ve osteojenik farklılaşmasına ve mononükleer 

hücrelerle ko-kültüre edilmesinden sonra hücresel canlılıklarına bakılmıştır. Ayrıca 

fitohemaglütinin (PHA) ile uyarılan ve uyarılmayan mononükleer hücrelerin (MNC) 

flow-sitometri cihazında CD3, CD4, CD25, CD69 ve HLA-DR T aktivasyon 

belirteçleri analiz edilmiştir. MKH-MNC ko-kültürlerinin hücresel etkileşiminden 

sonra MKH’lerin hücresel canlılık yüzdelik değerleri ve MKH’lerin 

immünsupresyon ve immünmodülatuar etkileri incelenmiştir. 

 

Çocukluk çağı akut lösemilerinde kemik iliğinden köken alan mezenkimal 

stromal hücrelerin biyolojik ve immünolojik özelliklerini ortaya koyarak hastalık 

patogenezindeki olası rollerini aydınlatmak ve kemik iliği mikroçevresi ile 

mezenkimal kök hücrelerin ilişkisini anlamak amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Akut Lösemiler 

Lösemi en fazla görülen pediatrik malignasidir ve halen çocukluk çağı 

kanserlerinde en sık rastlanılan ölüm sebebidir (10). Akut lösemiler,  hematopoetik 

progenitör hücrelerin neoplastik transformasyonları sonucu gelişen ve lösemik 

hücrelerin farklılaşma ve olgunlaşma kusuru göstermeleri ile karakterize edilen 

klonal bir hastalık grubudur. Bu süreçte normal kan hücrelerinin (eritrosit, lenfosit, 

monosit vb.) yapılamaması ve buna ek olarak lösemik hücrelerin aşırı çoğalma 

yeteneği göstererek kemik iliğini, periferik kanı ve diğer dokuları infiltre ederek 

kemik iliğinin malign bir hastalık grubunu oluşturmaktadır (11, 12). 

 

Akut lösemi tanımı için French-Amerikan-British (FAB) kriterlerine göre 

kemik iliğinde bulunan blast yüzdesi, tüm nükleer hücrelerin %30’unun üzerinde 

olmalıdır. Dünya Sağlık Örgütü’ne (WHO) göre bu oranın %20 olması yeterli bir 

durumdur (12, 13, 14, 15). Akut lösemiler, tüm çocukluk çağında görülen lösemilerin 

%97’sini oluşturmaktadır. 

 

1. Akut lenfoblastik lösemi (ALL) (%75) 

2. Akut myeloid lösemi (AML) (%20) ya da Akut non-lenfositik lösemi 

(ANLL) olarak da adlandırılmaktadır. 

3. Akut farklılaşmamış lösemi (AUL) (<%0.5) 

4. Akut bifenotipik lösemi (AMLL) 

a) Akut lenfoblastik lösemi ≥2 miyeloid-ilişkili antijenleri (MY+ 

ALL)(ALL olgularının %6’sı) eksprese ederler. 

b) Akut miyeloid lösemi ≥2 lenfoid-ilişkili antijenler (LY+ AML)(AML 

olgularının %17’si ) eksprese ederler. 

 

Kronik lösemiler, çocukluk çağı lösemilerin %3’ünü oluşturmaktadır ve iki 

tipi bulunmaktadır: 

 

1. Philadelphia kromozom pozitif (Ph1 pozitif) 

2. Juvenil kronik miyelojen lösemi (JCML) (16). 
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2.1.1. Akut miyeloid lösemi 

 

Lösemi, tanıların yaklaşık %30’unu oluşturan en yaygın pediatrik 

kanserlerdendir. Akut lösemilerin iki ana alt tipi bulunur. Bunlar Akut lenfoblastik 

lösemi (ALL) ve Akut miyeloid lösemi (AML) dir. Çocukluk çağı lösemi tanılarının 

yaklaşık olarak %18’ini daha az sıklıkla görülen AML oluşturur. İki alt grubun 

etiyolojisinde, risk faktörleri ve insidans, epidemiyolojik çalışmalar ve her iki hücre 

soyunun oldukça farklı olduğu görülmektedir. Progenitör hücrelerin sayısının 

arttırılması ve olgun kan hücreleri sayısının azaltılması, AML farklılaşmasında bir 

bloğa yol açan hematopoetik progenitör hücrelerin transformasyonu ile gelişir (17). 

 

ALL ve AML, sırasıyla kemik iliğinde biriken miyeloid progenitörlerin ya da 

olgunlaşmamış B ve T hücrelerin klonal yayılmasıyla karakterize edilirler. Çocukluk 

döneminde,  % 80 olarak kesin tedavi ulaşan ALL, AML’ye göre daha olumlu bir 

prognoza sahiptir. Çocuklukta görülen AML, lösemi vakalarının %15-20 

oluşturmakta ancak akut lösemili tüm çocuk hasta ölümlerinin % 30-40’dan 

sorumludur (18). 

 

15 yaşın altında tanı alan çocuklar için beş yıllık sağkalım oranı Amerika’da 

2002-2008 yılları arasında % 64.3 olduğu tahmin edilmektedir. AML alt tipleri % 22 

ile % 90 arasında değişen beş yıllık sağkalım beklentilerinden çok farklı prognoza 

sahiptir.  Yüksek sağkalım oranları görülen APL’li çocuklar (all-trans-retinoik asit ve 

arsenik trioksite duyarlılığı sebebiyle) ve diğer özel mutasyonlara sahip çocuklarda 

yüksek sağkalım oranları görülmektedir. FLT3-ITD, monozomi 7,del5q mutasyonları 

ve zayıf hastalık cevaplarında düşük sağkalım oranları görülmektedir (17). 

 

  French-American-British (FAB) sınıflandırmasında AML için dominant 

hücre tipine göre miyeloid, myeloid-monositik, monositik, eritroid ve megakaryositik 

olmak üzere beş alt grup vardır. Miyeloid hücre tipinde olgun hücre yüzdesine ve 

myeloblastın evresine göre dört alt grup vardır. Morfolojik, immunofenotipik ve 

sitokimyasal ölçütlere göre sekiz AML alt grubu tanımlanmıştır (18, 20, 21). FAB 

sınıflandırmasına göre AML’nin alt tiplerinden M6 ve M7 dışında tanı için istenen, 

kemik iliğinde (Kİ) > %30 blasta rastlanılmasıdır. FAB sınıflandırmasına göre, AML 

hastaları morfolojik, blast olgunlaşma derecesi ve kimyasal özelliklerine göre 11 alt 

gruba ayrılmıştır. 11 farklı grup Tablo 2.1’de gösterilmiştir. WHO, FAB 

sınıflandırmasını sitogenetik ile kombine ederek oluştumuştur. Örneğin, sitogenetik 
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alt gruplar  t (8;21), inv (16) ve t (15;17) olumlu sonuçla tutarlı ilişkilendirilmiştir. 

Aksine, 11q23 kromozom translokasyonu, sıklıkla pediatrik AML hastalarında zayıf 

prognozla ilişkilidir (18). 

 

Tablo 2.1. AML’de French-American-British (FAB) sınıflandırması  (18) 

 
Alt Tip Tanımlama 

M0 Minimal farklılaşma gösteren akut miyeloblastik lösemi  

M1 Olgunlaşma göstermeyen akut miyeloblastik lösemi 

M2 Granülositik olgunlaşma gösteren akut miyeloblastik lösemi 

M3 Akut promiyelositer lösemi 

M3V Akut variyant promiyelositer lösemi(mikrogranuler) 

M4 Akut miyelomonositer lösemi 

M4Eo Akut eozinofilik miyelomonositer lösemi 

M5a Akut monoblastik lösemi 

M5b Akut monositer lösemi 

M6 Akut eritrolösemi 

M7 Akut megakaryoblastik lösemi 

 

WHO akut lösemiler için birçok parametreyi içeren sınıflandırma yapmıştır. 

Bu sınıflandırmada morfolojik, sitogenetik, moleküler genetik, immünfenotipleme ve 

biyolojik özellikler dikkate alınmıştır (21). Tablo 2.2’de AML’nin WHO 

sınıflandırması yer almaktadır. 

 

AML gelişimindeki en yaygın genetik faktör trizomi 21’dir. Down sendromlu 

çocuklar (DS), pediatrik AML’de yüksek risk taşırlar ve Akut megakaryositik lösemi 

olarak bilinen AML alt tipini 500 kat daha fazla risk olarak taşırlar. Pediatrik AML 

hastalarının çok az bir kısmı diğer genetik sendromlarla ilişkilidir. Bunlar; Fanconi 

anemisi, Bloom sendromu, Ataksi telenjiektazi, Shwachman-Diamond sendromu, 

Noonan sendromu, Ağır konjenital nötropeni, Ailesel monozomi 7, Ailesel trombosit 

bozukluğu ve Diskeratozis konjenitadır (17). 
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Tablo 2.2. AML’lerin Dünya Sağlık Örgütü (WHO)  sınıflandırması  (22, 23, 24) 

Tekrarlayan sitogenetik translokasyonlu AML’ler 

 T(8;21) AML1(CBFα)ETO ilişkili AML. İyi prognozlu 

 APL [t(15;17)ilişkili AML ve varyantları; PML/RARα]. İyi prognozlu 

 Kemik İliğinde anormal eozinofillerle karakterize AML [inv(16)(p13;q22) veya 

t(16;16)(p13;q11); CBFβ/MYH11X]. İyi prognozlu 

 11q23 (MLL) anomalileriyle ilişkili AML. Kötü prognozlu 

Çoklu dizi displazisi gösteren AML 

 Genellikle kötü prognozludur. 

 Öncesinde MDS olan AML 

 Öncesinde MDS olmayan AML 

İlaca bağlı AML ve myelodisplastik sendromlar 

 Genellikle kötü prognozludur. 

 Alkilleyici ajanlarla ilişkili 

 Epipodofillo toksin ilişkili (bazıları lenfoid olabilir) 

Diğer tipler 

 Başka türlü kategorize edilemeyen AML 

 Minimal farklılaşma gösteren AML 

 Olgunlaşma göstermeyen AML 

 Olgunlaşma gösteren AML 

 Akut miyelomonositik lösemi 

 Akut monositik lösemi 

 Akut eritroid lösemi 

 Akut megakaryositik lösemi 

 Akut bazofilik lösemi 

 Miyelofibrozla giden akut panmiyeloz 

 

Prognostik faktörlere bakılırsa yeni tanı AML’de, hasta yaşı ve kromozom 

durumu,  tedavi kararlarının temelini oluşturan iki önemli faktördür. Son zamanlarda, 

çeşitli moleküler temelli prognostik faktörler, FLT3 tirozin kinaz gen uzunluğu (ya 

da ITD) mutasyonunun (konstitütif aktivasyonuna yol açan juxtamembrane 

bölgesinde 3-30 aminoasit tekrarı) ters etkisi ve kromozom 11’in uzun kolundaki 

MLL geninin dublikasyonu tanımlanmıştır (1). Şekil 2.1’de pediatrik AML 

hastalarında tekrarlanan genetik lezyonların sıklıkları verilmiştir. 
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Şekil 2.1. Çocukluk AML’sinde tekrarlayan genetik lezyonların frekansları (25) 

(ALM, aktivasyon loop mutasyonu; ITD, internal tandem duplikasyonu; mut, 

mutasyon; wt, yabanıl tip)  

 

2.2. Hematopoetik hücrelerin gelişimi 

 

Erişkin dönemde kemik iliğinde bulunan hematopoetik kök hücrelerden (HKH) 

dolaşım sisteminde görülen tüm kan hücreleri gelişmektedir. HKH’ler pluripotent 

özelliğe sahip olduğundan ötürü birçok hücre tipine farklılaşabilmektedir ve kendi 

kendini yenileyebilme özelliğine sahiptir. Hücreler farklılaşmaya başladıklarında 

kendilerini yenileyebilme özelliklerinde azalma görülmektedir (26, 27). 

 

İlk olarak lenfoid-miyeloid seriler birbirinden ayrılmaya başlar ve ortak 

lenfoid progenitör hücre ve ortak miyeloid progenitör oluşur. Bu hücreler kültüre 

edildiklerinde oluşturacakları özelleşmiş hücreye koloni oluşturan birim denir. CFU-

E eritrositleri, CFU-GM granülosit ve monositleri oluşturur. Miyelositik hücre serisi 

miyeloblastdan gelişir ve bazofil, eozinofil, nötrofil, eritrosit ve trombositler gelişir. 

Şekil 2.2.’de hematopoetik kök hücreden gelişen progenitör hücreler, ara formda 

bulunan hücreler ve dolaşım sistemine katılan olgun kan hücreleri gösterilmiştir. Kök 

hücre faktörü, granülosit-makrofaj koloni uyarıcı faktör (GM-CSF), interlökin-3 (IL-
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3), trombopoetin ve eritropoetin gibi bazı büyüme faktörleri hematopoetik sistemin 

düzenlenmesinde önemli role sahiptir. Bu faktörlerin kontrollü salınımları, kök 

hücrelerin kendisini yenilemesini, progenitör hücrelerin farklılaşmasını ve 

dolaşımdaki hücrelere dönüşümlerini sağlamaktadır (26, 27). 

 
 

Şekil 2.2. Hematopoez basamaklarındaki hücrelerin görünümü (28) 
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2.3. Kemik iliği mikroçevresi  

 

2.3.1. Endosteal niş 

 

Yapılan çalışmalarda, farklılaşmamış hematopoetik hücrelerin endosteal 

kemik yüzeyine yakın yerde lokalize oldukları tersine farklılaşmış olan hücrelerin ise 

kemik iliği merkezi eksenine doğru hareket ettikleri gösterilmiştir. Endosteum, 

kemik ve kemik iliği arasındaki arayüz olmakla birlikte ve doku hasarına cevap 

olarak hematopoezi yeniden oluşturan ve mobilize edebilen HKH’lerin rezervuarını 

oluşturur. Kemik, sert ve katı bir doku olmasına rağmen, endosteal niş öyle değildir; 

kişisel ve sistemik düzenlenme altında plastisite sunmaktadır (29). Şekil 2.3’de 

kemik iliği mikroçevresi görülmektedir 

 

 

 
Şekil 2.3. Kemik İliği Mikroçevresi (30) 

               

Endosteal niş bölgesinin tanımlanmasından sonra, endotelial alanda bulunan 

hücreler nişin hücresel içeriğini oluşturmaktadır. Bununla birlikte, heterojen hücre 
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populasyonları kemikte- uzanan olgunlaşmış hücrelerden, osteoblastlar ve 

preosteoblastları da içeren hücreler ise endosteal bölgede bulunmaktadır (29, 31). 

Endosteal nişin önemli hücresel bileşenleri aşağıda verilmiştir. 

 

1) Osteoblastik hücreler 

2) Endotelyal hücreler 

3) Osteoklastlar 

 

2.3.1.1. Osteoblastik hücreler 

 

Osteoblastlar, kemik dokudaki kemik mineralizasyonunda önemli rol oynarlar 

ve matriks üretiminden sorumludur. Bununla birlikte, osteoblastlar ya matriks 

tarafından çevrelenir ve osteositlere dönüşür ya da geri dönüşebilen bir işlemle 

kemikte-uzanan hücreleri oluştururlar (29, 32). Kemiği oluşturan osteoblastik 

hücreler yüksek verimleri nedeniyle hematopoetik dokuların hematopoezi için 

önemli rol oynamaktadırlar. Şekil 2.4’te trabeküler kemik kavitesindeki 

hemotopoetik nişlerin lokalizasyonu verilmiştir. Primer insan osteoblastlarının in 

vitro koşullarda hematopoeze katılma olasılıklarını arttıran primitif CD34+ 

hematopoetik progenitörlerin proliferasyonunu stimule ettikleri gösterilmiştir (29, 

33). Endosteal nişte bulunan HKH’lerin bakımı ve düzenlenmesine katkıda bulunan 

osteoblastik hücreler çok sayıda hücresel sinyalizasyon moleküllerini 

sentezlemektedir. 

 

 
 

Şekil 2.4. Trabeküler kemik kavitesindeki hemotopoetik nişlerin lokalizasyonu (30) 

              Kemokinler ve onların reseptörleri HKH’lerin davranışlarını kontrol 

etmektedir. En iyi bilinen kemokin stromal-derived faktör-1 (SDF-1)’dür, kemokin 

C-X-C motif ligand 12 (CXCL12) olarak da bilinmektedirler. SDF-1 reseptör, C-X-C 
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kemokin reseptör tip 4 (CXCR4)’tür ve HKH’lerde ve progenitörlerde eksprese 

edilmektedirler (34). 

 

Alfa-kemokinler, organ hemostazisinde, embriyonik gelişimin 

düzenlenmesinde ve primitif hematopoetik progenitörler olarak işlev görürler. SDF-1 

de alfa-kemokinlere aittir (35). 

 

SDF-1, hematopoetik ve endotelyal hücreleri içeren çeşitli dokularda geniş 

bir şekilde eksprese edilen CXCR4 reseptörünü dengelemektedir. Kalbin ventiküler 

septum oluşumunu, kemik iliği miyelopoezini ve B-hücre lenfopoezini de 

düzenleyen SDF-1/CXCR4 sinyalleri,  embriyonik gelişim boyunca önemli bir role 

sahiptir (36). 

 

Paratiroitten hormonunun salınması ile osteoblast aktivasyonunu belirgin 

şekilde arttıran HKH’ler, Notch reseptörlerinin ligandını sentezlerler. HKH’deki Notch 

reseptörlerinin aktivasyonu, in vitro koşularda kendi kendini yenileyebilme 

yeteneğinde artışa sebep olmasına rağmen farklılaşmasını inhibe ettiği gösterilmiştir 

(37).  

Osteopontin, osteoblastlar tarafından sentezlenen bir matriks glikoproteinidir. 

Osteopontin, osteoblastik nişte HKH’lerin adezyonunu destekler ve HKH’lerin 

proliferasyonunu negatif şekilde regüle eder, sessiz fazda kalmalarına katkı 

sağlamaktadır (38). 

Trombopoetin (THPO) ve angiopoetin (Ang-1), MPL ve Tie2 hücre 

reseptörlerine bağlanır ve HKH’lerde eksprese edilirler. Bu sitokinler fare 

modellerinde, THPO ve Ang-1’nin kemik iliğindeki HKH’lere zarar verebileceği ve 

sayılarını azaltabileceği düşünülmektedir (34). 

 

Hem osteoblastlarda hem de HKH’lerde N-kaderin eksprese edilir ve kemik 

iliği görüntüleme çalışmalarında SNO hücrelerin (spindle-shape-lining osteoblastlar) 

N-kaderin interaksiyonları boyunca HKH’lerle ilişki kurdukları tespit edilmiştir (39). 

Erken faz HKH karakterizasyon çalışmaları, osteoblastlar tarafından 

sentezlenen bir büyüme faktörünün keşfine yönlendirmiştir. Bu büyüme faktörü kök 

hücre faktörü olarak adlandırılır ve in vitro kendi kendini yenileyebilmeyi,  in vivo 

HKH aktivitesini düzenlemektedir. HKH’ler, bir transmembran reseptörü tirozin 

kinaz, kök hücre faktör reseptörü eksprese eder ve SCF’ye bağlanabilir. Ayrıca HKH 

düzenlenmesi için önemli intrasellüler sinyalleri aktive etmektedir (40). 
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Wnt sinyal yolaklarının çeşitli bileşenlerin, HKH’lerin kendi kendini 

yenilemesinde önemli rol oynadıkları gösterilmiştir. Wnt sinyalleri, kemik 

oluşumunda ve endosteal yüzeylerin genişlemesinde önemlidir (41). 

 

2.3.1.2. Endotelyal hücreler 

 

Endoteliyal hücreler, HKH mikroçevresinde önemli rol oynamaktadır. In vivo 

ve doku görüntülerinde HKH’ler endotelyal hücrelerin yanında lokalize olmuşlardır. 

Ayrıca, endotelyal hücreler, ex vivo da insan primitif hematopoetik hücrelerin 

sayısını artıran çözünebilen faktörler salgılarlar (42). 

 

2.3.1.3. Osteoklastlar 

 

Osteoklastlar, osteoblastları yönlendiren bir işlemle çok sayıda granülosit-

makrofaj progenitör hücrelerin füzyonuyla oluşur. Osteoklastlar kondrositler ya da 

osteoblastlar tarafından oluşturulan mineralize kemik matriksini yeniden absorbe 

ederler ve endosteal nişte lokalize olurlar. Osteoklastların endosteal niş bileşenlerin 

bozunmasına sebep oldukları ve hematopoetik progenitör hücrelerin 

mobilizasyonunu uyardıkları rapor edilmiştir (43). 

 

Osteoklastlarca sentezlenen enzimler, endosteal nişten HKH’lerin 

salınmasından sorumludur. Bu enzimler, HKH’ler ve onların nişleri arasındaki 

ilişkileri arttıran faktörleri inaktive ederler (32). 

 

2.3.2. Vasküler niş 

 

Hematopoez ve vaskülarizasyon, gelişim boyunca aynı anda meydana gelir. 

Gerçekte, embriyonik dönemde HKH’ler ve endotelyal hücreler ayrı progenitör 

hücrelerden Hemangioblast denilen hücrelerden köken alır ve hematopoezin 

ontojeniyle yakın ilişkilidir (44). 

 

Vasküler nişte, HKH’lerin engraftmanı, mobilizasyonu ve yerleşmeleri için 

gerekli olan önemli faktörleri ürettikleri gösterilmiştir. Endotelial hücreler 

megakaryositlerle  yakın ilişkili olmakla beraber vasküler hücre-adezyon molekülü-1 
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(VCAM-1),  onların progenitörleri olan VLA-4 kemotaktik faktörlere cevap olarak, 

stromal hücre-kökenli faktör-1 (SDF-1) ve fibroblast büyüme faktörü-4 (FGF-4) 

eksprese ederler, böylelikle megakaryosit olgunlaşması ve platelet oluşumu için bir 

niş oluştururlar (45). 

 

Mezenkimal hücre özellikleri işlevine sahip olan niş hücreleri: 

1. CXC kemokin ligand 12 (CXCL12)-CAR hücreleri 

2. Nestin+ mezenkimal kök hücreler (46). 

 

2.3.2.1. CAR Hücreleri 

 

Son yıllarda bu hücrelerin SDF-1 (CXCL12)’i yüksek düzeylerde 

salgıladıkları gösterilmiştir ve CXCL12-bol retiküler (CAR) hücreler olarak 

adlandırılmıştır. Fenotip olarak bu hücreler VCAM-1, CD44, platelet-kökenli 

büyüme faktör reseptörü (PDGFRα ve PDGFRβ) eksprese ederler ve ayrıca 

adipojenik ve osteojenik farklılaşma kapasitesine sahip oldukları bilinmektedir (46). 

 

Histokimyasal analizlerde, tüm kemik iliği sinüzoidal endotelial hücreleri, 

CAR hücrelerinin bir kısmı tarafından kuşatılmıştır. Bununla birlikte, CAR hücreleri, 

pan-endotelial marker platelet/endotelial hücre adezyon molekülü-1 (PECAM-

1)/CD31 ya da düz kasta  düz kas α-aktin(SMαA) eksprese etmezler. CAR hücreleri, 

endotelyal hücreler ve düz kas hücrelerinden farklıdır (47). 

 

Fare modellerinde, difteri toksini kullanılarak yapılan CAR hücreleri 

deplesyonu, total HKH sayısı gibi lenfoid ve eritroid progenitörlerin döngülerinde 

azalmaya neden olmaktadır. HKH’lerin çoğalmasından ziyade sessiz fazlarının 

düzenlenmesi CAR hücreleri tarafından yapılmaktadır.  CAR hücrelerinin ablasyonu, 

osteoblastlar ya da endotelial hücreler gibi diğer niş hücre bölümlerini etkilemezler 

(34). 

 

2.3.2.2. NES+ Hücreler 

 

Nestin, orijinal olarak nöral progenitörün belirteci olan bir ara filament 

proteindir. Ekspresyonu daha sonra projenitör hücrelerin ve endotelyal hücrelerin 

birçoğunda tespit edilmiştir (47). NES+ MKH’ler, adipositlere, osteoblastlara ve  
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kondroblastlara farklılaşabilirler ve onların HKH regülasyonu G-CSF  

[CXCL12, SCF, angiopoietin, IL-7 ve vasküler hücre adhezyon molekülü-1 (VCAM-

1)] eksprese ederek HKH’lerin yeteneklerinin azaltılmasının düzenlenmesi ile 

modifiye edilir (48). Nestin+ hücrelerin osteoblastları da içeren çeşitli mezenkimal 

hücre hatlarına çok yönlü farklılaşabilmesi gösterilmiştir (33). 

 

Nestin+ hücreler, HKH’lerin regülasyonunu içeren genleri de yüksek düzeyde 

eksprese ederler: Cxcl12, c-kit ligand, angiopoietin-1, interlökin-7, vasküler adezyon 

molekül-1 ve osteopontin (46). 

 

2.4. Endosteal ve Vasküler niş arasındaki ilişki 

 

Endosteal niş, kemik boşluğunun iç yüzeyinde lokalize olmuştur, 

osteoblastlarca zengindir ve sessiz fazda uzun-dönem HKH’ler için rezevuar olarak 

görev yapmaktadır. Bunun yanısıra, vasküler niş kan damarlarını döşeyen endoteliyal 

hücrelerden oluşur, kısa-dönem HKH’lerin farklılaşma ve çoğalması için ortam 

sağlamaktadır (Şekil 2.5).  Her iki nişte, hematopoetik homeostazın korunmasında ya 

da hasardan sonra yenilenmesinde beraber davrandıkları bilinmektedir (38).  

 
 

 
 

Şekil 2.5. Kemik iliği homeostazı sırasında durgun fazda endosteal ve aktif perivasküler 

HKH nişleri gösteren bir model (30) 
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HKH’lerin iki tür nişi anatomik ve fizyolojik olarak tanımlanmıştır. Elde 

edilen verilere göre endosteal ve vasküler nişlerin her ikisinin de lokasyon ve işlev 

olarak çakıştığı bilinmektedir. Üç boyutlu görüntülerde, trabeküler kemiklerin 

yüzeylerinde vasküler yapılar bol miktarda bulunmaktadır ve bu damarlar endosteal 

yüzeylerde, trabeküler bölgenin içinde birbirleriyle eşleşmektedir (48). 

 

Her iki niş arasındaki en önemli fark oksijen düzeyleridir. Hipoksik koşulları 

endosteal nişten yüksek olan vasküler nişte, HKH’ler vasküler nişe hareket ederler ve 

hematopoezi yenilemek yerine hücre döngüsüne devam ederler. HKH’ler, tekrar G0 

fazda tutulması öngörülmüş olan endosteal nişe geri dönerler (49). 

 

2.5. Nişlerin dışında bulunan hematopoetik kök hücreler 

 

Yetişkin insanlarda HKH'lerin büyük bir çoğunluğu kemik iliğinde bulunur, 

ancak HKH’ler dikkate değer hareketlilik gösterirler. Özel sinyallere yanıt olarak, 

sırasıyla mobilizasyon ve homing olan süreçlerde endosteal nişe HKH’ler yeniden 

girebilir ve çıkabilirler (50). 

 

SDF-1/CXCR4 ekseninin modülasyonunu içeren G-CSF ile uyarılmış 

mobilizasyon daha sonra gösterilmiştir. Bu sayede SDF-1 düzeylerinin azaltılması ve 

onun reseptörü olan CXCR4 arttırılması kök hücre mobilizasyonu ile ilişkili 

bulunmuştur. Bununla birlikte, önerilen kanıtlara rağmen, G-CSF’in mobilizasyon 

etkisiyle kapasitesini değiştirerek, periferal kan ve kemik iliği arasında SDF-

1(CXCL12) gradientini modifiye ettikleri bilinmektedir. HKH'lerin salınımı ve bunu 

kontrol eden mekanizmaların neler olduğu kullanıldığı tam olarak açıklığa 

kavuşmamıştır (51). Şekil 2.6’da Monosit/makrofaj deplesyonu ya da G-CSF ile 

uyarımdan sonra durgun fazda endosteal ve aktif perivasküler HKH nişlerini 

gösteren model verilmiştir. 
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Şekil 2.6. Monosit/makrofaj deplesyonu ya da G-CSF ile uyarımdan sonra durgun fazda 

endosteal ve aktif perivasküler HKH nişlerini gösteren model (30) 

 

2.6. Kök hücre 

 

Kök hücrelerin biyolojik işlevlerine göre tanımlandıkları bilinmektedir. 

Henüz farklılaşmamış hücreler olarak kendi kendilerini yenileyebilme yetenekleri 

sayesinde kök hücre havuzunun devamını sağlamaktadırlar. In vivo koşullarda birden 

farklı işlevsel hücrelere farklılaşabilirler (52, 53, 54). Kök hücre transplantasyonu 

gerçekleştirilen hastada ömür boyu kalma yeteneğine sahiptirler (52, 54).  

 

Embriyogenezde ve post natal evrede kök hücrelerin kritik öneme sahip 

oldukları bilinmektedir. Çevresel uyarılara cevap olarak farklılaşmamış bir hücrenin 

fenotipini değiştirmesine plastisite ve buna ek olarak da kök ya da progenitör 

hücrenin bir veya daha fazla olgunlaşmış hücreye farklılaşabilme yeteneğine potensi 

denilmektedir. Kök hücreler totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve 

unipotent olmak üzere beş grup altında tanımlanmaktadır. Fötal dokular hariç, 

vücudun herhangi bir hücresine dönüşebilen kök hücrelere pluripotent; vücudun 

birkaç tipteki hücresine dönüşebilen kök hücrelere multipotent; sadece bir hücre 

tipine dönüşebilen hücrelere unipotent hücreler denmektedir (52,55). 
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2.6.1. Mezenkimal stromal hücre/Mezenkimal kök hücre 

 

Mezenkimal stromal hücreler (MKH), plastik yüzeylere yapışan, uygun 

şartlarda çok farklı hücre tipine dönüşebilen, morfolojik olarak fibroblast hücrelere 

benzeyen ve kendi kendini yenileyebilme özelliklerine sahip hücrelerdir. MKH’lerin 

dokularda lokalize olan olgun hücreleri üretebildikleri de bir çok çalışmada da 

gösterilmiştir (9). 

 

MKH’nin, kemik iliğinden kolayca izolasyonlarının yapılabilmesi ve kültür 

kaplarındaki plastik yüzeye yapışmalarıyla karakterize edildikleri bilinmektedir. 

MKH’ler, fötal ve erişkin evrelerde ilk olarak kemik iliğinden,  umblikal kordon kanı 

ve kordon stromasından izole edilmiştir. Ayrıca amniyon sıvısından, diş pulpasından, 

adipoz dokulardan, sinoviyal sıvıdan ve plasentadan da izole edilmiştir (52, 56). 

 

 
 

Şekil 2.7. Mezenkimal kök hücrelerin genel özellikleri (57) 

 

MKH’ler aynı zamanda da multipotent MKH olarak da bilinmektedir ve in 

vivo, in vitro şartlar altında vücudun çok faklı doku ve hücre tiplerine 

farklılaşabilirler. Bu yapılar; kemik, tendon, kıkırdak, kas, ligament, yağ, bağ, dermis 

ve Kİ stromasıdır (52, 58). Şekil 2.7’de mezenkimal kök hücrelerin genel özellikleri 

görülmektedir. 

 

Doku mühendisliğinde, hücresel tedavilerde, bazı hastalıkların önlenmesinde, 

yüksek çoğalma hızından ve yapılan akademik ve araştırma tabanlı çalışmalarda 

MKH kullanımları ile ilgili etik ve yasal problemlerin eksiklikleri nedeniyle en çok 

merak uyandıran tercih edilen hücre grubu olmuştur (9). 

 

Son yıllarda MKH’ler özellikle hematopoezi desteklemesi ve multipotent 

karakter taşıması nedeniyle dikkati üzerine çeken hücre grubu olmuştur. 
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İmmünsupresif özellik taşıdıkları bilimektedir (59). Şekil 2.8’deki MKH’ler AML 

hastası no:1’den kültüre edilip görüntülenmiştir. 

 

 
 

Şekil 2.7. Mezenkimal stromal hücreler 

                 (A)AML hasta birey no:1’e ait MSC’ler (B)Sağlıklı verici no:1’den alınan 

MSC’ler.*Sağlık Bakanlığı Ankara Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Hematoloji-

Onkoloji Hastanesi Kök hücre işleme ve saklama laboratuarında Olympus CKX41 

marka invert mikroskopta 40x’lik görüntüsü alınmıştır. 

 

MKH’ler kemik iliği mikroçevresinin önemli bir bileşenidir ve ayrıca 

HKH’lerin prolifere olmasını ve farklılaşmasını düzenleyen ve destekleyen bir 

yapıya sahiptir. MKH’lerin iki önemli özelliği; birincisi transplantasyon durumunda 

verici hücre kaynağı olması, ikincisi ise in vitro şartlarda da hem otolog hem de 

allojenik MKH’lerin lenfosit proliferasyonunu azaltmaları ve in vivo şartlarda da 

sistemik tabanlı immünsupresyona sebep olmalarıdır. Buna ek olarak MKH’ler 

monositlerin dendritik hücrelere (DC) ve potent durumdaki antijen-sunucu hücrelere 

differansiyasyonlarını baskılayabilir. Sonuç olarak MKH’lerin immünolojik olarak 

da çok yönlü tepkileri ortaya çıkmaktadır (5). 

 

MKH’ler sitokin ve kemokin gibi immün modülatuar salgılayarak doku 

tamirine, inflamasyonlu ve hasarlanmış dokulara da etki ederler. Akut doku 

hasarlarında özellikle akciğer, kalp, karaciğer ve böbreklerde MKH’lerin yararlı 

oldukları belirlenmiştir (52, 60). 
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En yaygın bilinen MKH’lerce eksprese edilen hücre yüzey belirteçleri STRO-

1, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, SSEA-1 ve SSEA-4 pozitif 

iken CD31, CD34, CD45, CD80, CD86 ve HLA-DR için negatiflerdir (9). 

 

MKH’leri tanımlamak için Uluslararası Hücresel Tedavi Birliği (ISCT)’nin 

belirlediği kriterler Tablo 2.3' de verilmiştir. 

 
Tablo 2.3. Mezenkimal stromal hücreyi tanımlayan kriterler (61) 

1 Standart kültür ortamında plastiğe yapışmaları 

2 Fenotip  

Pozitif (≥%95+)           Negatif(≤%2+) 

CD105                          CD45 

CD73                            CD34 

CD90                            CD14 veya CD11b 

                                      CD79a veya CD19 

                                      HLA-DR 

3 İn vitro kültür ortamında osteoblast, kondroblast ve adipositlere 

farklılaşabilme yeteneği 

 

2.6.1.1. Mezenkimal stromal hücrelerin immünmodülatuar özellikleri 

 

Literatürde MKH’lerin klinik üzerinde önemli etkileri mevcuttur. Bu 

hücrelerin hem doğal hem de kazanılmış immün sistemlerde görev alan lenfositlerle 

aralarındaki etkileşimleri sonucunda immünsupresif ve anti-inflamatuar etkilerinin 

güçlü olduğu görülmektedir. MKH’ler; T-hücre proliferasyonunu, B hücre 

işlevlerini, NK hücre proliferasyonunu ve sitokin üretimini baskılar ve dendritik 

hücrelerin (DC) aktivasyonunu, olgunlaşmasını ve farklılaşmasını önlemektedir (62). 

 

MKH’lerin potansiyel olarak hücre-hücre interaksiyonunda parakrin etkiler 

sayesinde immün cevapları düzenledikleri bilinmektedir. Parakrin etkiyle IL-6, IL-

10, indolamin 2,3 dioksijenaz (IDO), transforming büyüme faktörü (TGF- β), 

prostaglandin E2 (PGE-2), hepatosit büyüme faktörü (HGF), nitrik oksit (NO) ve 

hem oksijenaz-1 (HO-1) gibi çözünebilen immün modülatuarların salınmasına sebep 

olmaktadır (63) (Şekil 2.9). IL-1, IL-2, IL-12, TNF-α ve INF-γ gibi inflamatuar 

moleküllere cevap olarak, MKH’ler bağışıklık hücrelerinin pek çok tipleri arasında 

karmaşık bir geri besleme mekanizması ile çalışır. Bu mekanizma bir dizi büyüme 

faktörleri ve anti-inflamatuar proteinler salgılar (64).  
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Şekil 2.8. Mezenkimal kök hücrelerin doku tamiri özellikleri (57) 

 

MKH’ler inflamasyon durumunda T hücreler, doğal katil hücreler (NK 

hücreleri), B hücreler, monositler, makrofajlar ve dendritik hücreler de dahil olmak 

üzere, pek çok bağışıklık hücrelerinin çoğalmasını ve işlevini önlemektedir (64). 

 

MKH’ler, MHC sınıf I orta derece veya düşük seviyede ve MHC sınıf II 

antijen ekspresyonları, ko-situmülatör moleküller B7-1 (CD80) , B7-2 (CD86), 

CD40 ya da CD40L ve FasL yokluğu ile karakterize edilen immüntolerans fenotipi 

uyarır (63). 

 

 Bunlardan başka, hücre-hücre etkileşimi ve çözünebilen faktörlerin üretimi 

sayesinde MKH’ler, üretilen düzenleyici T hücreler  (Treg) tarafından 

immünsupresif çevreyi uyarırlar. MKH’lerin in vitro, in vivo ve çeşitli modellerde 

Treg’leri indükleme yetenekleri gösterilmiştir. Ayrıca, in vivo Treg’lerin gelişimini 

destekleyebilmesi sağlayan IL-10 salgılayan plazmositoid dendritik hücreleri de 

uyarırlar. Bu gözlemler MKH'lerin doğrudan aktif bağışıklık hücrelerini baskılayarak 

ve dolaylı Treg’leri toplayarak bağışıklık düzenlenmesinde anahtar düzenleyiciler 

olarak bulunduğu önerilmektedir (62). 
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2.6.1.2. Mezenkimal stromal hücrelerin immünsupresyon özellikleri 

 

MKH’lerin hedef immün efektör hücreler üzerinde geniş bir çalışma alanı 

vardır ve inflamatuar cevapları sırasında doğal ve kazanılmış bağışıklık hücrelerinin 

temel işlevlerini inhibe ederler (65). TNF-α, IL-1α ya da  IL-1 β gibi proinflamatuar 

sitokinlerden birisiyle olan IFN-γ kombinasyonu, vasküler hücre adezyon molekülü-

1 (VCAM-1),  intersellüler adezyon molekülü-1 (ICAM-1), CXCR3 ligandı ve 

CCR5 ligandları gibi  kemokin  adezyon  molekül ekspresyonu MKH’lerin yüksek 

seviyelerde immünosupresif faktörlerin salgılanmasını stimüle eder (57). 

 

MKH’lerin immün işlevlerini düzenleyen kesin mekanizmalar tam olarak 

bilinmemektedir. Bununla birlikte, hücre-hücre etkileşimi için gerekenler açık 

olmasa da bu işlevleri içeren birkaç çözünebilen faktör tanımlanmıştır. MKH’ler 

tarafından salgılanan ve en çok çalışılan çözünebilen moleküller ve sitokinler; 

indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO), prostoglandin E2 (PGE2), transforming büyüme 

faktör-beta (TGF-𝛽), hepatosit büyüme faktörü (HGF) ve interlökin-10 (IL-10). 

Ayrıca, son birkaç yıl içinde, insan lökosit antijen G (HLA-G) gibi diğer moleküller 

MKH’lerin immünmodülatuar özellikleri ile ilişkili bulunmuştur (65). Şekil 2.10’da 

MKH’lere ait immünsupresyon özellikleri gösterimiştir. 

 

 
 

Şekil 2.9. MKH’lerin immünsupresyon özellikleri (57)  
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MHC sınıf I ekpresyonu zayıf olmasına rağmen, NK hücreler aracılı hücre 

ölümlerinden MSC’ leri korumaktadır. Ayrıca MHC sınıf II ekspresyon eksikliği bu 

hücrelerin CD4 hücreler tarafından immün tanıma sisteminden kaçmasına imkan 

sağlamaktadır.  İlginç bir şekilde, hem MHC sınıf I ve MHC sınıf II molekülleri INF-

𝛾 varlığında upregüle olabilirler, hatta bu koşullarda MKH’ler immünolojik cevabı 

uyarmazlar. Ayrıca kostimülatör molekül CD40, inflamasyon koşullarında MKH’ler 

üzerinde artış gösterebilmektedir (66). Şekil 2.11’de MKH’lerin doğal bağışıklık 

sistemi üzerine Şekil 2.12’de kazanılmış bağışıklık üzerine etkileri gösterilmiştir. 

 

 CD40 ekspresyon artışına rağmen, T hücreler tam olarak aktive olmaz. Çünkü 

diğer moleküller de bu aktivasyon için gereklidir. Ko-stimülatör sistem, inhibitör 

moleküller tarafından sıkıca regüle edilirler (67). Örneğin, inflamatuar koşullar 

altında, inhibitör molekül CD274 (ayrıca PD-L1 olarak bilinir) artışına sebep olur ve 

ekpresyonu MKH tarafından CD40 ekspresyonunu dengelemek için bir 

mekanizmada kullanılabilir (66). 

 

 
 

Şekil 2.10. Doğal bağışıklık sisteminde MKH’lerin immünsupresyonu (68) 
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Şekil 2.11. Kazanılmış bağışıklık sisteminde MKH’lerin immünsupresyonu (68) 

 

Seminal çalışmada, Nicola ve arkadaşları MKH’lerin hem karışık lenfosit 

kültürlerinde hem de poliklonal aktivatörlerin [IL-2 ya da PHA] varlığında T-lenfosit 

proliferasyonunu inhibe edebilirler. Ayrıca, MKH’ler tarafından hem CD4 hem de 

CD8 T hücreler eşit şekilde inhibe edilirler ve bu etki doza bağımlıdır (69).      

  

Başlangıçta, MKH’ler MHC-bağımsız bir mekanizma yoluyla T hücre 

çoğalma proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (70). Ayrıca, MKH’ler T-hücre 

apoptozisini uyarmamaktadır ve hücre döngüsünün G0 fazında T-hücrelerin 

durmasına MKH -T hücre temasına yol açmaktadır (66).  

 

Bazı çalışmalarda, lenfositler üzerinde MKH’lerin yanlızca anti-proliferatif 

etkisi oluşur, sessiz koşulda olmasına rağmen, MKH, T-hücrenin hayatta kalmasını 

destekler. Gerçekte, MKH’lerin T-hücre aktivasyonunu stimule etmediği iyi 

bilinmektedir.  Bazı çalışmalar şunu gösteriyor ki; diğerleri bu belirteçlerin 

ifadesinde hiçbir değişiklik bulmazken, MKH’ler aktivasyon belirteçlerinin 

ekspresyonunda bir azalmaya sebep olur. Birlikte ele alındığında, MKH’lerin immün 

cevaptan kaçma yeteneği ve T-hücre proliferasyonunu modüle etmek için hücresel 

tedavilerde kullanılmaları bu hücreleri çekici adaylar haline getirmektedir (66). 
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2.7. Mezenkimal stromal hücrelerle etkileşen immünitede görevli 

hücreler 

2.7.1. T Hücreler 

 

T hücre proliferasyonunun MKH-aracılı inhibisyonu oldukça detaylı 

tanımlanmıştır. In vitro MKH’ler ne olursa olsun lenfositlerde uyarılan sinyal yolu 

(örn. alloantijen-mitojen- ya da anti-CD3/anti CD28-aracılı uyarı) ile T hücre 

proliferasyonunu inhibe edebilir. Aynı ya da farklı donörlerden elde edilen T 

hücreler ve MKH’lerin ko-kültürlerinde benzer verimliliğe sahip olduğu gösterildiği 

gibi bu immün modülasyonda antijen karşılaştırılmasını gerektirmez (69, 70). 

 

Mezenkimal kök hücreler tarafından hangi mekanizmalarla T hücrelerin 

immünsupresyonunu uyardıkları karışıktır ve salgılanan çeşitli efektör moleküller 

bu işlevle bağlantılıdır. IDO, PGE2, TGF- 𝛽 ve HGF bu süreçte önemli rol 

oynamaktadır (65). 

 

MKH’lerde, IDO yapısal olarak ifade edilmez, ama esas olarak, IFN-γ 

inflamatuar sitokinler ile uyarılması sonucunda, transkripsiyonu önemli ölçüde artar  

(72). MKH’lerde IDO bir kez eksprese edildiğinde, bu enzim triptofanın yıkılmasını 

katalizler ve T hücreler üzerine MKH’lerin immünmodülatuar özelliklerini indükler 

(73). PGE2 siklooksijenaz 1 ve 2 (COX-1,COX-2) tarafından yağ asitlerinden 

sentezlenir ve T hücreler üzerine immünsupresyon özellikleri detaylı olarak 

çalışılmıştır. PGE2, IL-2 ve IFN- 𝛾 sekresyonunu azaltır ve T hücre çoğalması 

engellenmesine yol açan siklik adenozin monofosfat (cAMP) düzeylerini arttırır. MKH 

tarafından üretilen PGE2 ve proinflamatuar faktörlerin salgılanmasını artırır (74). 

 

MKH’lerde COX-2 ‘nin kimyasal inhibisyonu ve T hücre ko-kültürlerinde 

PGE2 seviyelerini azaltır ve MKH odaklı immünsupresyonda kısmi bozulma ile 

sonuçlanır (75). TGF-β’nın immunsupresyondaki rolü tam olarak bilinmemektedir. 

TGF-β’nın farklı izoformları immün düzenlenme ile bağlantılı olmasına rağmen, ko-

kültürlere nötralize antikorlar ya da yalnızca karışık lenfosit reaksiyonu (MLR) 

eklenerek gösterildiğinde, diğer yayınlar bu fonksiyonu ekarte etmişlerdir (76). 

MKH’lerde eksprese edilen HGF, MKH-aracılı immünsupresyonda önemli rol 

oynamasına rağmen hala tam olarak bilinmemektedir. HLA-G5, erişkin MKH’ler 
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tarafından eksprese edilir ve salgılanırlar ve CD4 + CD25 + Foxp3 + regülatör T 

hücreleri ve IL-10 de dahil olmak üzere bir mekanizma ile, aktive edilmiş T hücreleri 

üzerinde MKH’lerin immünosupresif etkiler ile bağlantılı olduğu bilinmektedir (65). 

 

2.7.2. B Hücreler 

 

MKH’ler B hücrelerin proliferasyonunda inhibitör etki yaratırlar ve bu 

hücrelerin plazmositlere terminal farklılaşmasını baskılayabilirler (78, 79). Ayrıca, B 

hücreler MKH’lerle ko-kültüre edildiklerinde B hücrelerin kemokin reseptör ve 

ligandlarının (CXCR4, CXCR5, CXCL12 ve CXCR4) sentezinin azaltılması 

sayesinde MKH’ler B hücrelerin kemotaktik özelliklerini inhibe edebilirler (77).   

 

B hücre işlevi üzerinde MKH’lerin immünsupresif etkisi in vivo olarak 

değerlendirilmiştir. MKH’lerden kültür mediumuna salınan humoral faktör (ler) T-

hücre-bağımlı ve T hücre-bağımsız antijenler ile aşılanmış farelerde antijen-spesifik 

IgM ve IgG1 sekresyonunu bastırma yeteneğine sahiptir (78). Bu çalışmalar önceki 

çalışmaları teyit ettiği gibi MKH’lerin karışık lenfosit kültürlerine ya da MKH’lerin 

ko-kültürlerine eklenen ve periferal kandan saflaştırılan B hücreler, IgM, IgG ve IgA 

üretimini baskılar (9). 

 

2.7.3. Dendritik hücreler 

 

MKH’lerin, DC’lerin farklılaşması, olgunlaşması ve işlevlerini etkileyebilme 

yeteneğine sahip olduğu gözlenmiştir (79, 80, 81). Dendritik hücreler en etkili antijen 

sunan hücreler olarak kabul edilir, kişisel ve yabancı antijenlere (82) karşı hücresel 

ve humoral cevapları yönetmede önemli rola sahiptir. MKH’ler ve süpernatantları, 

dendritik hücrelerin endositozisi ile ilişkilidir, IL-12 salgılama kapasitelerini etkiler 

ve alloreaktif T hücreleri aktive ederler (79).  

 

Gözlemlenen benzer sonuçlarda MKH’ler periferal kandaki monositlerin 

dendritik hücrelere farklılaşmasını önlemiştir. Dendritik hücre sekresyon profili, IL-10 

gibi anti-inflamatuar moleküllerin üretimini uyararak ve IL-12 ve TNF gibi pro-

inflamatuar sitokilerin salınmasını inhibe ederek MKH’ler tarafından değiştirilebilir 

(9). 
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2.7.4. NK Hücreleri 

 

MKH’ler, NK hücrelerinin proliferasyonunu, sitokin sekresyonunu ve 

sitotoksisitesini inhibe edebilir. MKH’ler tarafından PGE2 ve TGF-𝛽 sekresyonu, 

sitokin üretiminde azalma ve antiproliferatif etki ile bağlantılıdır (65). 

 

NK hücreleri, doğal bağışıklığın en önemli efektör hücreleri olarak kabul 

edilir ve ayrıca MKH’lerin immünmodülatuar potansiyeli tarafından etkilenirler. 

MKH’ler NK hücreleri ile ko-kültüre edildiklerinde (interlökin-2 tarafından 

uyarılan), bu hücrelerden IFN-γ sekresyonunda azalma görülür (83).  

2.7.5. Monositler 

 

Monositlerin immün regülasyonunda MKH’lerin rolü olarak hem farklı 

olgunlaşma basamaklarını hem de APC olarak işlevlerini etkilediği düşünülmektedir. 

İlk olarak, MKH’ler efektör DC doğru farklılaşma ve olgunlaşmayı bozmaktadır. 

Ayrıca CD1a, CD40, CD80, CD86 ekspresyonunda azalma, makrofaj farklılaşması 

boyunca monositlerdeki MHC sınıf II indüksiyonunu ve olgunlaşmayı takiben CD86 

yüzey belirtecini bozar (86, 87). 

 

İkinci olarak olgun DC’lerde bazı verilere göre MKH’ler monositlerin 

fagositik işlevlerine müdahale eder ve T hücreleri aktifleştirirler (89). Ayrıca, 

MKH’ler tarafından salgılanan IL-6, PGE2 ve makrofaj-koloni uyarıcı faktör (M-

CSF) (86, 88) gibi sitokinler, dendritik hücrelerin sitokin profilini değiştirebilir. 

Dendritik hücrelerin uyarılması sonucu anti-inflamatuar sitokin IL-10 salgılanır ve 

IL-12 ve TNF- 𝛼 sekresyonunu azaltır, anti-inflamatuar çevreyi oluşturur ve ayrıca 

diğer immün hücrelerin işlevini etkiler (89). 

 

2.7.6. Nötrofiller 

MKH’lerin nötrofiller üzerindeki iki ana etkisi inflamatuar aktivitede artış ve 

bu hücrelerin ömür uzunluğunda artıştır. Önceki çalışmalar hem dinlenme halinde hem 

de IL-6 salgılayan MKH’ler tarafından aktive edilmiş nötrofillerdeki kendiliğinden 

apoptoz hızındaki düşüşü göstermiştir. Nötrofillerdeki apoptoz, reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) üretimi ile pozitif bağlantılıdır. Bundan dolayı, MKH'ler gibi ROS 
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üretimini engellediği gösterilmiştir. İnflamatuar aktivitesinde azalmaya yol açar ve 

nötrofillerin hücresel solunumdaki başlangıcını önemli ölçüde azaltır (65). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEMLER 

 

3.1. Çalışma ve örneklerin elde edilmesi  

 

Sağlık Bakanlığı Ankara Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Hematoloji-Onkoloji 

Hastanesi Kök Hücre İşleme ve Saklama laboratuvarı’nda 2011-2014 yılları arasında 

Hematoloji Kliniğine başvuran ve AML tanısı konulmuş 7 birey, sağlıklı 7 birey ve 1 

sağlıklı MNC bireyi çalışma gruplarını oluşturmuştur (Tablo 3.1). 2-17 yaş 

aralığında bulunan hasta bireyler ile 3-51 yaş aralığındaki sağlıklı vericilerin kemik 

iliği örnekleri, standart dondurma protokolleri uygulanarak saklanmıştır. Ayrıca 

kemik iliği örneklerini çalışabilmek için hasta onam formları alınmıştır. Çalışmanın 

yürütülebilmesi için etik kurul onayı 2014-062 nolu protokol kodu ile Ankara Çocuk 

Sağlığı Hastalıkları Hematoloji-Onkoloji hastanesinden alınmıştır. 

 

Tablo 3.1. AML hastalarının tanı anındaki ve sağlıklı bireylerin yaş, ortanca ve cinsiyet 

profilleri 

Total AML hastalarının sayısı 7 

Ortanca yaş (yaş aralığı) 13 (2-17) 

Cinsiyet   

Erkek 3 

Bayan 4 

AML immünfenotip   

AML 5 

AML M2 0 

AML M4 1 

AML MDS 1 

Total sağlıklı donör sayısı 7 

Ortanca yaş (yaş aralığı) 10 (3-51) 

Cinsiyet   

Erkek 6 

Bayan 2 

Sağlıklı MNC donör  sayısı 1 

Ortanca yaş (yaş aralığı) 31 

Erkek 0 

Bayan 1 
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3.2. Dondurulmuş kriyoviyallerden kemik iliği kaynaklı mezenkimal 

stromal hücrelerin çözünmesi ve flasklara ekilmesi 

 

 -196 0C ‘de sıvı azot tankında saklanan AML hastası ve sağlıklı bireye ait 

kemik iliği mezenkimal stromal hücrelerin bulunduğu kryoviyallerin (Bkz. 

Şekil 3.1) içine %10 FBS içeren PBS’den 1 ml yavaş yavaş eklendi. 

 

 15 ml’lik tüpe 2 ml %10 FBS içeren PBS konuldu. Pastör pipeti yardımı 

ile kryoviyallerden örnekler çekilerek 15 ml’lik falkon tüplerin içerisine 

aktarıldı. 

 

 Örnek kalmaması için tüplerdeki solüsyonla kryoviyalin içerisi tekrar 

yıkandı. 

 

 3000 rpm’de 15dakika santrifüj edildi. Santrifüjden sonra tüplerde az bir 

miktar kalıncaya kadar süpernatant kısımları atıldı. Tüpler homojenize 

edildi.  

 

 Üzerine 10 ml medium konularak T75’lik flasklara (greiner bio-one) ekim 

yapıldı. Eğer hücre sayısı az ise 5 ml medium konularak T25’lik flasklara 

(greiner bio-one) ekim yapıldı. 

 

 
 

Şekil 3. 1. Kryoviyaller ve Flasklar   

 

3.3. Hücrelerin besiyeri değişimi 

 

 İnkübatörde tutulan içerisinde MKH’lerin bulunduğu T25’lik flasklar, 3-4 

günde bir besiyerinin değişimine ihtiyaç duymaktadır.Deneye başlamadan 

once laminar air flow çalıştırılmıştır ve kabin içinde sterilizasyon işlemleri 

gerçekleştirilmiştir. 

 



 

30 

 İnkübatörden alınan flasklar kabin içerisine alınır, önceden kabin içerine 

yerleştirilmiş atık kabına flaskların içeriği pastör pipeti ile boşaltılır. 

 

 Flaskların içerisine 5 ml kültür mediumu pastör pipeti ile aktarılır. (Her 

kullanımda pastör pipeti steril olanla değiştirilmiştir) Besiyeri değiştirilen 

flasklar dezenfektanla silinip inkübatöre kaldırılmıştır. 

 

3.4.  Hücrelerin Tripsin-EDTA ile flasklardan kaldırılması ve 6’ lık 

kültür kaplarına ekimlerinin yapılması 

 

 Pasaj 1’deki AML hastası ve donörünün T25’lik flasklarda bulunan 

kültürlerinin süpernanat kısımları laminar flow içerisindeki atık kabına 

pastör pipeti ile atılmıştır. 

 

 Flasklar PBS ile tekrar tekrar yıkanmıştır. PBS ile yıkanan flasklardaki 

solusyon atık kabına alınmıştır. 

 

 Flaskların içerisine Biochrom AG Tripsin-EDTA (Şekil 3.2) solüsyonu 5 

ml pastör pipeti ile pipetlenmiştir. Zaman kaybetmeden 370C’de %5’lik 

CO2’li inkübatör içerisine alınmıştır. 

 

 10-15 dk sonra inkübatörden alınan flasklardaki hücrelerin, flask 

zemininden ayrıldığından emin olmak için mikroskopta bakılmıştır. 

Zemine tutunan hücreler hala var ise tekrar inkübatöre konulup birkaç 

dakika daha beklenilmiştir. Daha sonra mikroskopta tüm hücrelerin 

zeminden ayrıldığına emin olunduktan sonra 15ml’lik tüplere flaskın tüm 

içeriği pipetlenmiştir. 

 

 

 
Şekil 3.2. Tripsin-EDTA solüsyonu 
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 Flaskların içerisine 10cc FBS ve 90 cc PBS içeren solüsyondan 5 ml daha 

pipetlenip tüm flask tekrardan yıkanarak tüm içerik tripsin-EDTA ve 

kalkan hücrelerin bulunduğu tüplere aktarılmıştır. Böylelikle hücreler daha 

verimli şekilde toplanmıştır. 

 

 15 ml’lik tüpler 3000rpm’de 15 dk santrifüj edilmiştir. 

 

 Santrifüjden sonra süpernatantlar atılarak tüplerin dibindeki az bir 

solüsyonda çöken hücreler süspanse edilmiştir. İyice homojenize olan 

tüpler FBS ile 2 ml kadar sulandırılarak içerisinde 200µl örnek, üzerinde 

hastanın adını yazdığı 2ml’lik ependorf tüplere alınmıştır. 

 

 Ependorf tüplerdeki örneklerin hemogram sayımları yapılmıştır. 

Hemogram sonuçlarına göre çekirdekli hücre sayıları hesaplanarak 6’lık 

kültür kaplarında (greiner bio-one cell star) herbir kuyucuğa 50000 MKH 

gelecek şekilde ekimleri yapılmıştır. 

 

 Ekimleri yapılan mikro-plateler hücrelerin üremesi için etüve 

kaldırılmıştır. 

 

3.5. Proliferasyon kapasitesi 

 

MKH’lerin proliferasyon kapasitelerine bakabilmek için pasaj 1’deki ve pasaj 

2’deki hemogram sayımları dikkate alınmıştır. Pasaj ilerletme aşamaları deneyimiz 

pasaj 2’de sonlandırıldığı için devam edilmemiştir. 

 

Proliferasyon kapasitesi hesaplanması aşağıda verilen denklemle ifade 

edilmektedir: 

                                                  

𝐏𝐨𝐩𝐮𝐥𝐚𝐭𝐢𝐨𝐧 𝐝𝐨𝐮𝐛𝐥𝐢𝐧𝐠𝐬(𝐏𝐃𝐬) = ( 𝐥𝐨𝐠𝟏𝟎 𝑵)/( 𝐥𝐨𝐠𝟏𝟎 𝟐) 

 

N toplanan hücrelerin/ekilen hücrelere oranını ifade etmektedir (90). 
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3.6. Mezenkimal stromal hücrelerin farklılaşma kapasitelerinin 

araştırılması 

 

Adipojenik farklılaşma aşamaları:  

 

 AML hastası ve sağlıklı bireylerin kemik iliklerinden izole edilen 

mezenkimal stromal hücrelerin farklı hücrelere farklılaşabilme 

yeteneklerini analiz edebilmek için ticari olarak satılan MesenCult 

Adipogenic Diff Medium Human (Stem cell) kullanılmıştır. 

 

 AML hastası ve sağlıklı bireylerin MKH’leri ilk olarak T25’lik flasklara 

(greiner bio-one) ekimi gerçekleştirildi. 3-4 günde bir besiyerleri değiştirildi. 

 

 Hücreler konfluent hale geldiğinde MesenCult Adipogenic Diff Medium 

Human (Stem cell) kitinden 2 ml, kültür mediumumuzdan da 8 ml 

eklenerek 10 ml’lik farklılaşma besiyeri hazırlandı. 

 

Kültür medium içeriği: 

 

 DMEM %50(BiochromAG) 

 FBS %10(BiochromAG) 

 MCDB %40(BiochromAG) 

 Penisilin/Streptomisin %1 

 

 Deney süremizin on beşinci gününde hazırladığımız adipojenik medium 

eklendi. Bir hafta sonra medium tekrar değiştirildi.  

 

 Otuz günün sonunda Olympus CKX41 (Şekil 3.3) marka invert 

mikroskopta hücrelerin farklılaşmasına bakıldı. Hücrelerde farklılaşma net 

olarak görüldüğü için boyama aşamasına geçilmiştir. 

 

Adipojenik boyama aşamaları: 

 

 Adipojenik fiksasyon aşamasında flasklardaki medium boşaltıldı ve PBS 

ile yıkandı.  
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 PBS içeriği boşaltılıp ve 2 ml %10’luk formol (Sigma-Aldrich) eklendi. 

Oda ısısında 1 saat inkübasyon gerçekleştirildi.  

 

 Adipojenik boyama aşamasında %10’luk formol boşaltılıp, 2 ml %60’lık 

isopropanol’de 5 dk bekletildi.  

 

 Süre sonunda %60’lık isopropanol (Sigma-Aldrich) boşaltılıp ve 2 ml Oil 

Red O boyası eklenerek 5 dk inkübasyona bırakıldı.  

 

 İnkübasyon sonucunda Oil Red O (Sigma-Aldrich) boşaltılıp yerine 

Hematoksilen boyası eklenerek 1 dk bekletildi. 

 

 Süre sonunda musluk suyuyla flask zemini yıkanıp ve hücrelerin Olympus 

CKX41 markalı invert mikroskopta görüntülenmesi gerçekleştirilmiştir. 

 

 
 

Şekil 3.3. Olympus CKX41 markalı invert mikroskop 

 

Osteojenik farklılaşma aşamaları: 

 

 AML hastası ve sağlıklı bireylerin kemik iliklerinden izole edilen 

MKH’lerin farklı hücrelere farklılaşabilme yeteneklerini analiz edebilmek 

için ticari olarak satılan Osteogenic Stimulatory kit Human (Stem cell) 

kullanılmıştır.  

 



 

34 

 AML hastası ve sağlıklı bireyin MKH’leri ilk olarak T25’lik flasklara 

(greiner bio-one cellstar) ekimi gerçekleştirilir. 3-4 günde bir besiyerleri 

değiştirildi.  

 Hücreler konfluent hale geldiğinde Osteogenic Stimulator Human (Stem 

cell) kitinden 7,5ml supplement, 5 µl Dexametazon ve 175µl β-

gliserofosfat 50ml’lik tüpe eklendi. Bu solüsyonun üzerine 42,5 ml 

medium eklendi. (Medium içeriği daha önce adipojenik farklılaşma 

bölümünde verilmiştir). 

 

 Hazırlanan solüsyon en fazla 1 ay içerisinde tüketilmelidir. Deney 

süremizin on beşinci gününde hazırladığımız osteojenik farklılaşma 

mediumu eklendi. Bir hafta sonra medium tekrar değiştirildi.  

 

 Otuz günün sonunda Olympus CKX41 marka invert mikroskopta 

hücrelerin farklılaşmasına bakılmıştır. Hücrelerde farklılaşma net olarak 

gözlenmektedir. 

 

Osteojenik boyama aşamaları: 

 

 Osteojenik fiksasyon aşamasında flasklardaki medium boşaltılıp ve PBS 

ile yıkandı. 

 

 PBS içeriği boşaltılıp ve 1 ml %4’lük etanol (Sigma-Aldrich) eklendi. Oda 

ısısında 30dk inkübasyon gerçekleştirildi.  

 

 Süre sonunda etanol (Sigma-Aldrich) boşaltılıp Alizarin Red (Santa Cruz 

Biotech) oda sıcaklığında 20 dk bekletildi. 

 

 İnkübasyon sonucunda Alizarin Red (Santa Cruz Biotech) dökülerek flask 

tekrardan PBS ile yıkanır.  

 

 PBS atılıp musluk suyuyla flask zemini yıkanmıştır ve Olympus CKX41 

markalı invert mikroskopta görüntülenmiştir. 
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3.7.  Periferik kandan ve kemik iliğinden mononükleer hücre (MNC) 

izolasyonu 

 

Periferik kandan Mononükleer hücre izolasyonu (Dansite gradient yöntemi) 

aşamaları; 

 

 Laminar air flow, içerisinde işlem yapmadan önce dezenfektan solüsyonla 

temizlenmelidir. İşleme başlamadan önce steril eldiven kullanılmalıdır. 

Servis ve kliniklerden enjektör içerisinde gelen kemik iliği örnekleri 

laminar air flow içerisine alınır. Enjektörde gelen örnek tüp içerisine yatay 

bir şekilde hemoliz edilmeden boşaltılmalıdır.  

 

 Kemik iliği veya periferik kanlar, örnek miktarı kadar PBS (Phosphate 

Buffer Saline) ile seyreltildi. Fikol boş bir 15 ml’lik falkon tüpe alındı ve 

seyreltilen ürün fikolün üzerinde tabaka oluşturacak şekilde yavaş yavaş 

ve eğik bir şekilde eklendi. Tüp içerisindeki örnek tekrar 1500rpm’de 25 

dk santrifüj edildi. 

 

 MNC’ler çok dikkatli bir şekilde toplanıp steril 15 ml’lik falkon tüpe 

alındı. Üzerine PBS eklenip 5-10 dakika santrifüj edilip hücre sayımı 

yapıldı. Sayım sonucuna göre T25 ve T75 ‘lik flasklara ekim yapıldı veya 

kryoviyallerde donduruldu. 

  

 Flask ve kryoviyallerin üzerine ürüne ait bilgiler isim, tarih ve diğer 

bilgiler yazıldı. 

 

 Sayım sonucu yetersiz olan hücreler, çözünme sonrası hücresel canlılık 

düşüşünden dolayı dondurulmayıp ekim yapılmıştır. Hücre sayısı yeterli 

olan MNC’lere, kryoprotektanlar (freezing solüsyonu) eklenerek 

dondurulmuştur.      
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3.8.  Fitohemaglütinin ile in vitro PBMC proliferasyon assay ve Flow-

sitometride T hücre belirteçlerinin okunması 

 

Çalışmamızda sağlıklı dönörlerden periferik kanlar alınıp fikol kullanarak 

MNC hücre izolasyonları yapılmıştır. İzolasyonu yapılan hücreler hemogramda 

sayımları yapılarak yaklaşık total çekirdekli hücrelerin sayısı bulunmuştur. 6’lık 

kültür kaplarının her bir kuyucuğuna MKH’ler daha önceden kültüre edilip ve 

hemogramda sayımları yapılarak 50000 MKH olacak şekilde eklenmiştir. 1. kuyucuk 

kontrol olarak kalmıştır ve hiçbir işleme tabii tutulmamıştır.  

 

  Periferik kandan dansite gradient yöntemi ile izole edilen MNC’ler 

hemogram sayım sonuçları hesaplanarak 6’lık kültür kabının 4. kuyucuğuna 50000 

MKH üzerine 1:1 oranında yeni hazırlanmış 50000 MNC gelecek şekilde ekimleri 

gerçekleştirilmiştir. Sağlıklı bireyden elde edilen MNC’lere blastik transformasyon 

testi yapılabilmesi için iki T25’lik flasklara, izole edilen MNC’ler eklenmiştir. 

Flasklardan birine 100µl PHA eklenmiştir. Diğer T25’lik flaska PHA eklenmemiştir. 

 

  37 0C’de 72 saat inkübasyona brakılmıştır. İnkübasyon sonucunda 2.well’e 

PHA eklenmiş MNC hemogramda sayılıp 50000 MNC olacak şekilde eklenmiştir. 

5.kuyucuğa PHA eklenmeyen MNC,  hemogramda sayılarak 50000 MNC olacak 

şekilde ekimleri gerçekleştirilmiştir. 3. ve 6. Kuyucuklarda AML hastası bireyin daha 

önceden 196 0C’de saklanan MNC hücreleri ya da AML hastası bireyin -800C’de 

saklanan periferik kan örnekleri çözündürülüp dansite gradient yöntemi ile MNC 

izolasyonları yapılıp eklenmiştir (90). 

 

 

 
Şekil 3.4. Fitohemaglütinin ile MNC aktivasyonu 
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İzolasyon sonunda çözülüp hemogramda sayımı gerçekleştirildikten sonra iki 

T25’lik flaska ekimler yapılıp birinin içerisine 100µl PHA eklenmiştir. Diğer T25’lik 

flaska PHA eklenmemiştir. 37 0C’de 72 saat inkübasyona bırakılmıştır (91). 

İnkübasyon sonunda 3. kuyucuğa PHA eklenmiş MNC,  hemogramda sayılıp 50000 

MNC olacak şekilde eklenmiştir. 6. kuyucuğa PHA eklenmeyen MNC, hemogramda 

sayılarak 50000 MNC olacak şekilde ekimi gerçekleştirilmiştir. Sağlıklı bireylerden 

elde edilen MNC ve AML hastası bireyden elde edilen MNC deneyleri eş zamanlı 

gerçekleştirilmiştir. 

 

 
 

Şekil 3.5. Flow-sitometri cihazı (91) 

 

Flow-sitometri hücrelerin büyüklüğü, vizkozitesi ve granülaritesine bağlı 

olarak tek hücre düzeyinde araştırma imkanı sağlamaktadır. Süspanse hale getirilmiş 

hücrelerin hücre zarlarında bulunan yüzey antijenlerinin belirlenmesi, B ve T 

lenfositlerin alt grup tayinlerinin belirlenmesinde, lösemi ve lenfoma 

tiplendirmesinde,  apoptoz,  fagositoz, otoantikor tayininde, DNA analizinde, 

hücresel canlılığın belirlenmesinde ve kromozom analizi gibi birçok önemli deneysel 

aşamalarda kullanılmaktadır (92). 

 

Çalışma prensibinde hücreler lazer ışınlarından geçirildikten sonra ultrasonik 

vibrasyon uygulanır. Ultrasonik vibrasyon, akış durumundaki hücresel süspansiyonu 

damlacıklara ayırır ve bu damlacıklarda hücreler bulunur. Nötr, + yüklü ve – yüklü 

damlacıklar elektriksel alan içerisinden geçirilir ve taşıdığı yüke göre saptırma 

plakları sayesinde birbirinden ayrılarak izole edilip analiz gerçekleştirilir (92). 
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PHA eklenmiş ve eklenmemiş tüm T25’lik flasklardaki örnekler kuyucuklara 

ilave edilmeden önce Flow-sitometri (Beckman Coulter navios) cihazında (Şekil 3.5) 

CD3, CD4, CD25, CD69 ve HLA-DR T hücre yüzey belirteçlerine bakılmıştır. 

Çalışmamızda MKH-MNC ko-kültüründe T hücrelerin (MNC hücrelerin büyük 

çoğunluğunu T lenfositler oluşturduğu için) MKH’ler üzerindeki immünolojik 

etkilerine bakmak hedeflenmiştir. Bir haftalık bir inkübasyondan sonra tüm 

kuyucuklar Tripsin-EDTA ile kaldırılıp hemogramları sayılıp hücresel canlılıklarına 

Tripan blue boyası ile bakılmıştır. Şekil 3.6 ’da A’da sağlıklı birey no:9’un 6’lık 

kültür kaplarına ekimi yapıldıktan sonraki görüntüleri ve B’de AML hastası no:6’nın 

6’lık kültür kaplarına ekimi yapıldıktan sonraki görüntüleri verilmiştir. 

 

 

 
Şekil 3.6. Fitohemaglütinin ile in vitro PBMC proliferasyon assay 

(A)Sağlıklı birey no:9’un 6’lık well-platelere ekiminin yapıldıktan sonraki 

görüntüleri. (B) AML hastası no: 6’nın 6’lık well-platelere ekiminin yapıldıktan 

sonraki görüntüleri 

 

3.9. Hücre canlılık testi  

 

Hücresel canlılık testlerinde toksik etki sonucu kültürlerde canlı olarak kalan 

hücrelerin tespit edilmesinde kullanılan önemli bir tekniktir. Testlerde hücre zarının 

bütünlüğünün bozulması sebebi ile hücre içine absorbe olan tripan blue, eritrosin vb. 

boyalarla işlem gerçekleştirilir. Hücre zarı zarar görmeyen hücrelerin boyayı absorbe 

etmedikleri bilinmektedir. Deneyde kullanılan tripan blue boyası vital olmayan bir 
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boyadır ve negatif yüke sahiptir. Şekil 3.7’de hücresel canlılık testine ait ışık 

mikroskobu görüntüsü verilmiştir. (93). 

 

Canlı olmayan hücrelerin boyayı absorbe etmesi ışık mikroskobunda 

görüntülenmelerine imkan sağlamaktadır. Deney aşamasında hücrelerin hızlı bir 

şekilde sayımlarının yapılması gerekmektedir (94, 95). 

 

Hücresel viabilite testini kullanarak T hücrelerle etkileşime giren MKH’lerin 

hücresel canlılıkları, yüzdelik sayımları hesaplanarak analiz edildi. 6’lık kültür 

kaplarından tripsin-EDTA ile kaldırma işlemi sonunda elde edilen hücreler 

ependorflara alındı. Üzerlerine hangi kuyucuktan ve hangi bireye ait olan 6’lık kültür 

kabından alındığı yazıldı. Kontrole ait örnekten 50 µl, tripan blue boyasından da 

50µl olacak şekilde 1:1 oranında karıştırıldı.  

 

Thoma lamının üzerine lamel konuldu ve karıştırılan solüsyon thoma lamı ve 

lamel arasına eklendi. Ölü hücreler tripan blue (Sigma Alderich) boyasını hücre 

içeriğine aldığı için mavi renkte göründü. Canlı hücreler boyayı almadığı için beyaz 

renkli görüldü. Olympus CX31 markalı ışık mikroskobunda ölü hücrelerin ve canlı 

hücrelerin sayımı yapıldı. Tüm işlemler her bir kuyucuk için gerçekleştirildi ve 

yüzdece hücre viabiliteleri hesaplandı. Aşağıdaki matematiksel ifade de canlı hücre 

oranı hesaplaması verilmiştir. 

 

Canlı hücre oranı (%) = Boya almamış hücrelerin sayısı/ Toplam hücre sayısı 

x 100 

 

 
Şekil 3.7. Hücresel canlılık testine ait ışık mikroskop görüntüsü 40x büyütme (96) 

 

x40 
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Sitokin analizi yapabilmek için kuyucuklardaki süpernatantlar ependorf 

tüplere alınıp derin dondurucuya (-18 0C) konuldu. Tripsinizasyon sonrası MKH 

hücreleride önce hemogram analizi yapılıp freezing solüsyonları eklenerek kademeli 

olarak donduruldu ve en son aşama olarak -196 0C’de tutulmaktadır. 

 

3.10. İstatistiksel Analizler 

 

Araştırmada yer alan değişkenlerin normal dağılıma uygunluğu Shapiro-

Wilks testi ile değerlendirildi. Değişkenler normal dağılım göstermediğinden ve 

denek sayısı az olduğundan tanımlayıcı istatistiklerinin gösteriminde ortanca 

(minimum-maksimum) değerleri kullanıldı. Ek bilgi olarak ortalama ± standart 

sapma değerleri verildi. 

 

Her bir kuyucukta AML hastaları ile sağlıklı bireylerden elde edilen 

değerlerin karşılaştırılmasında ve PD2 değerlerinin karşılaştırılmasında Mann 

Whitney U testi kullanıldı.  

 

AML hastaları ve sağlıklı bireylerin kuyucuklarından elde edilen değerlerinin 

farklılık gösterip göstermediğinin incelenmesinde Kruskal-Wallis parametrik 

olmayan varyans analizinden yararlanıldı.  

 

AML hastalarının PHA eklenen ve PHA eklenmeyen gruplarında elde edilen 

CD3/CD69, CD3/HLA-DR ve CD4/CD25 değerlerinin farklılık gösterip 

göstermediği Mann Whitney U testi ile incelendi. 

 

İstatistiksel analizler ve hesaplamalar için IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM 

Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, 

NY: IBM Corp.) ve MS-Excel 2007 programları kullanıldı. İstatistiksel anlamlılık 

düzeyi p<0.05 olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR  

 

4.1. Mezenkimal stromal hücrelerin morfolojisi 

 

MKH’lerin hücre kültürü görüntüleri Olympus CKX41 marka invert 

mikroskopla çekilmiştir. Tüm MKH’ler T25’lık flasklarda standart hücre kültür 

yöntemleri uygulanarak 370C’de inkübe edilmiştir ve haftada iki kez besiyerleri 

değiştirilmiştir. Yapılan morfolojik analizde hem AML hastalarına ait hem de sağlıklı 

vericilere ait görüntülerin benzer olduğu görülmüştür. Her iki görüntüde plastik yüzeye 

yapışan, iğ şeklinde uzantılı ve fibroblast benzeri hücreler görülmektedir (Şekil 4.1). 

 

 
 

Şekil 4.1. AML hastası ve sağlıklı bireylerin MKH’lerinin invert mikroskop görüntüleri 

(A)AML hastası birey no:1’den alınan MKH’lerin mikroskobik görüntüsü 40x 

büyütme. (B) Sağlıklı birey no:7’den alınan MKH’lerin mikroskobik görüntüsü 

40x büyütme. (C)AML hastası birey no:6’dan alınan MKH’lerin mikroskobik 

görüntüsü 40x büyütme. (D)Sağlıklı birey no:9’dan alınan MKH’lerin 

mikroskobik görüntüsü 40x büyütme (Olympus CKX41) 

x40 x40 

x40 x40 
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Hücre kültürü aşamalarında MKH’lerin morfolojik açıdan birbirine benzeyen 

hücreler olarak görülmesine rağmen bazı hastaların hücre kültürü aşamalarında MKH 

hücrelerin üremediği gözlemlendi. Şekil 4.2’de AML hasta no:7’ a ait olan hücre 

görüntüsünde deney duplike edilmesine rağmen üreme gözlenmemiştir. 

 

 
 

Şekil 4.2. AML hastasına ait hücre kültürü görüntüleri 

(A) AML hasta no: 7’ye ait olan hücre kültürü görüntüsü. (B) Hücre kültürü 

tekrarlandıktan sonra tekrar invert mikroskopta çekilen görüntüsü. 40x 

büyütme (Olympus CKX41) 

 

 

4.2. Mezenkimal stromal hücrelerin çoğalma kapasitesi 

 

AML hasta ve sağlıklı bireylere ait olan populasyon doubling (PD) 

değerlerine ulaşabilmek için 6’lık kültür kaplarına ekimi yapılan hücreler hemogram 

cihazında ölçülmüştür. Tüm kuyucuklara pasaj 1 olan 50000 MKH hücrenin ekimi 

gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon süresi tamamlanan hücreler Tripsin-EDTA ile 

muamele edilip tüm hücreler kalktıktan sonra yeniden hemogram cihazında sayımları 

gerçekleştirilmiştir. Bulunan değerler pasaj 2 olarak gösterilmiştir (Tablo 4. 1). Pasaj 

1 ve pasaj 2’den elde edilen değerler daha önceden materyal metot kısmında 

anlatılan PD değeri hesaplama formülü kullanılarak hesaplanmıştır. 

 
 

 
 

x40 x40 



 

43 

Tablo 4.1. AML hastaları ve Sağlıklı bireylerin logaritmik PD değerleri 

 
ID Pasaj 1 Pasaj 2 PD1 PD2 

1 50000 MKH 200000 MKH 0 2,00 

2 50000 MKH 200000 MKH 0 2,00 

3 50000 MKH 300000 MKH 0 2,58 

4 50000 MKH 200000 MKH 0 2,00 

5 50000 MKH 400000 MKH 0 3,00 

6 50000 MKH 200000 MKH 0 2,00 

7 50000 MKH 200000 MKH 0 2,00 

8 50000 MKH 100000 MKH 0 1,00 

9 50000 MKH 100000 MKH 0 1,00 

10 50000 MKH 200000 MKH 0 2,00 

11 50000 MKH 600000 MKH 0 3,58 

12 50000 MKH 200000 MKH 0 2,00 

 

PD2 değerlerinin AML hastaları ile sağlıklı bireylerde benzer olduğu tespit 

edilmiştir (z= 1.074; p=0.394). İki grupta elde edilen ortancalar benzerdir (Tablo 4.2). 

Şekil 4.3’de PD1 ve PD2 için iki grupta ortalamalardaki değişim gösterilmiştir.  

 

Tablo 4.2. AML ve sağlıklı birey PD2 sonuçlarının karşılaştırılması 

 

 

AML Sağlıklı Birey 

z p 

Ortanca 

(min; mak) Ort±SS 

Ortanca 

(min; mak) Ort±SS 

PD2 2.0 (2.0; 3.0) 2.3 ± 0.4 2.0 (1.0; 3.6) 1.9 ± 0.9 1.074 0.394 

 

  Pasaj 2’de bulunan MKH’ler Tripsin-EDTA ile 6’lık kültür kaplarından 

kaldırıldıktan sonra Tripan blue boyası ile hücresel canlılığa bakılmıştır. Bu sebeple 

hücrelerin pasajlanması bu aşamada durdurulmuştur. 
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Şekil 4.3. AML hastası ve Sağlıklı bireylerden elde edilen logaritmik PD değerlerine ait 

ortalamalar 

 

4.3. Mezenkimal stromal hücrelerin farklılaşma kapasitesi 

 

4.3.1. Adipojenik farklılaşma 

 

AML hastalar ve sağlıklı bireylerin kemik iliklerinden elde edilen MKH’lerin 

adipojenik hücrelere farklılaşmasını gösterebilmek için MesenCult Adipogenic Diff 

Medium Human (Stem cell) kiti kullanılmıştır. Yapılan deney aşamaları ve 

inkübasyon süresi sonunda Olympus CKX41 marka invert mikroskopla 40x’lik 

büyütmede çekilmiştir (Şekil 4.4) Adipositlere dönüşen MKH’lerin içindeki yağ 

damlacıklarının Oil Red O boyası ile boyanması sonucu mikroskopta boyayı alan 

hücreler kırmızı renkte olduğu görülmektedir. 
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Şekil 4.4. MKH’lerin adipojenik farklılaşması 

                               (A ve B ) Sağlıklı birey no:11’den alınan MKH adiposit hücrelerine farklılaşması 

ve yağ damlacıklarının oil red o ile boyanması 40x büyütme. (C ve D) AML 

hastası birey no:5’ten alınan MKH adiposit hücrelerine farklılaşması ve yağ 

damlacıklarının oil red o ile boyanması 40x büyütme (Olympus CKX41) 

 

 

4.3.2. Osteojenik farklılaşma 

  

MKH’lerin osteojenik farklılaşmasını gösterebilmek için Osteogenic 

Stimulatory kit Human (Stem cell) kiti kullanılmıştır. Çalışılan örnekler AML 

hastaları ve onların sağlıklı bireylerden elde edilen kemik iliği kaynaklı MKH’lerden 

elde edilmiştir. Yapılan deney aşamaları ve inkübasyon süresi sonunda hücrelerde 

bulunan kemik mineralleri Alizarin Red ile boyanmıştır. Hücre görüntüleri Olympus 

CKX41 marka invert mikroskopla 40x’lik büyütmede çekilmiştir (Şekil 4.5).                                             

    

x40 x40 

x40 x40 
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Şekil 4.5. MKH’lerin osteojenik farklılaşması 

(A ve B) Sağlıklı birey no:11’den alınan MKH’lerin osteosit hücrelerine 

farklılaşması sonucu hücrelerde biriken kemik minerallerinin Alizarin red ile 

boyanması 100x büyütme. (C ve D) AML hastası birey no:5’ten alınan MKH’lerin 

osteosit hücrelerine farklılaşması sonucu hücrelerde biriken kemik minerallerinin 

Alizarin red ile boyanması 40x büyütme Olympus CKX4. 

 

4.4. Flow sitometri sonuçları 

 

6’lık kültür kaplarına PHA eklenen ve içerisine PHA eklenmeyen AML 

hastalarının periferik kanlarından izole edilen MNC’ler T25’lik flasklarda 72 saat 37 

0C’de inkübasyona bırakılmıştır. Süre sonunda T hücre aktivasyon belirteçlerine 

(CD3/CD69, CD3/HLA-DR, CD4/CD25) bakılması için flow-sitometri (Beckman 

Coulter navios flow cytometer) cihazında immünolojik analizi gerçekleştirilmiştir. 

AML hastaları, sağlıklı bireyler ve sağlıklı MNC vericisinden elde edilen sonuçlar 

aşağıda verilmiştir (Şekil 4.6 – Şekil 4.11). 

x100 x100 

x40 x40 
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Şekil 4.6.  Sağlıklı birey no:12’den izole edilen MNC’lerin PHA ile uyarılması sonucu elde 

edilen flow sitometri sonuçları 
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Şekil 4.7. Sağlıklı birey no:12’den izole edilen MNC’lere PHA eklenmeden elde edilen flow 

sitometri sonuçları 
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Şekil 4.8. AML hastasının no:5’ten elde edilen MNC’lere PHA ile uyarılmasından elde 

edilen flow sitometri sonuçları 
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Şekil 4.9.  AML hastası no:5’ten izole edilen MNC’lere PHA eklenmeden elde edilen flow 

sitometri sonuçları 
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Şekil 4.10.  Sağlıklı MNC vericisinden elde edilen hücrelerin PHA ile uyarılmasından elde 

edilen flow sitometri sonuçları 
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Şekil 4.11.  Sağlıklı MNC vericisinden elde edilen hücrelerin PHA eklenmeden elde edilen 

flow sitometri sonuçları 
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Flow sitometri cihazında analizleri gerçekleştirilen örnekler T aktivasyon 

belirteçlerinden pozitif/pozitif olanlar alınarak her iki membran yüzey belirtecini 

eksprese eden mononükleer hücrelere bakılmıştır. Tablo 4.3’de görüldüğü üzere 

verilerde kapılama yüzdesi pozitif/pozitif ve PHA’lu ve non-PHA’lu olanlar 

istatistiksel olarak incelenmiştir. 

  

Tablo 4.3. Blastik Transformasyon testinin flow sitometri sonuçlarının yüzdelik değerleri 

 
 ID  CD3/CD69 

+/+ PHA  

eklenen 

  CD3/CD69  

+/+PHA 

eklenmeyen 

  CD3/HLA-DR  

 +/+PHA 

 eklenen 

  CD3/HLA-DR  

+/+ PHA  

eklenmeyen 

  CD4/CD25 

 +/+ PHA  

eklenen 

  CD4/CD25      

 +/+PHA 

 eklenmeyen 

  1  43,7008   0   46,4567    5,7637   4,428   1,1184 

  2  12,2164   0,378   34,0045   2,8349   30,0411   2,7254 

  3  0   1,7544   0   1,7544   3,6364   2,924 

  4  4,5738   2,7411   5,6133   2,6396   9,8753   16,0406 

  5  0,8423   0,3216   0,773   0,1361   0,9692   0,3093 

  6  1,8905   0,7797   1,0945   0,4548   2,2886   2,3392 

  7  34,3333   0,3402   60,1905   3,4508   45,631   2,6245 

  8   25,1533   47,9665   14,7291   20,9596   17,0692   31,991 

  9  22,1749   3,2782   42,6588   3,7326   44,006   1,7527 

 10  43,1957   3,4069   45,67   4,8242   43,2305   3,734 

 

AML hastalarının PHA grubunda CD3/CD69 değerlerine ait ortanca 3.232 (min= 

0.000; mak= 43.701) iken PHA eklenmeyen grubunda CD3/CD69 değerlerine ait ortanca 

0.579 (min= 0.000; mak= 2.741) olarak elde edilmiştir (z= 1.524; p=0.132).  

 

AML hastalarının PHA grubunda CD3/HLA-DR değerlerine ait ortanca 3.354 

(min=0.000; mak= 46.457) iken PHA eklenmeyen grubunda CD3/HLA-DR değerlerine 

ait ortanca 2.197 (min=0.136; mak= 5.764) olarak elde edilmiştir (z=0.480; p=0.669). 

 

AML hastalarının PHA grubunda CD4/CD25 değerlerine ait ortanca 4.032 (min= 

0.969; mak= 30.041) iken PHA eklenmeyen grubunda CD3/CD69 değerlerine ait ortanca 

2.532  (min=0.309; mak=16.041) olarak elde edilmiştir (z=0.961; p=0.394). PHA eklenen 

ve PHA eklenmeyen gruplarında belirtilen değişken değerlerine ait sonuçlar benzerdir 

(p>0.05) (Tablo 4.4; Şekil 4.12). 
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Tablo 4.4.  AML hastalarının PHA eklenen ve PHA eklenmeyen gruplarında belirtilen 

değişken değerlerinin karşılaştırılması 

 

 

PHA eklenen PHA eklenmeyen 

z p 

Ortanca 

(min; mak) Ort±SS 

Ortanca 

(min; mak) Ort±SS 

CD3/CD69 
3.232 

(0.000; 43.701) 
1.537 ± 16.840 

0.579 

(0.000; 2.741) 
0.996 ± 1.048 1.524 0.132 

CD3/HLA-

DR 

3.354  

(0.000; 46.457) 
14.657 ± 20.292 

2.197 

 (0.136; 5.764) 
2.264 ± 2.038 0.480 0.669 

 CD4/CD25 
4.032  

(0.969; 30.041) 
8.540 ± 10.968 

2.532  

(0.309; 16.041) 
4.243 ± 5.867 0.961 0.394 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.12. PHA eklenen ve PHA eklenmeyen durumlarda AML hastalarının belirtilen 

değişken değerlerinin kutu çizgi grafiği 
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4.5. Tripan blue boyası ile hücresel canlılık sonuçları 

 

MKH-MNC ko-kültürlerinin sonucunda MNC hücrelerin MKH’ler üzerinde 

hücresel canlılık olarak nasıl etkilendiklerini saptayabilmek için pasaj 2’de 

sonlandırılan kuyucuklara Tripsin-EDTA konulmuştur. Daha sonra kültür kabının 

plastik yüzeyinden ayrılan hücreler birçok deneysel aşamadan geçirildikten sonra 

Tripan Blue boyası ile boyanarak hücre canlılığına bakılmıştır. Boyayı hücre içine 

alan hücreler mavi renkte, boyayı almayan canlı hücreler ise beyaz renkte Olympus 

CX31 markalı ışık mikroskobunda görüntülenmiştir. Tablo 4.5’te AML hastası ve 

sağlıklı bireylerin hücresel canlılık değerleri yüzdece verilmiştir. 

 

Tablo 4.5. Mezenkimal stromal hücrelerin hücre canlılığı yüzdelik sonuçları 

 

ID Grup 

Kuyucuk 

1 

Kuyucuk 

2 

Kuyucuk 

3 

Kuyucuk 

4 

Kuyucuk 

5 

Kuyucuk 

6 

1 AML hastası 53,3 61,2 56,4 56,5 80,3 78,1 

2 AML hastası 94,3 79,3 92,5 87,5 73,9 86,9 

3 AML hastası 75,0 55,6 66,7 70,8 66,7 60,0 

4 AML hastası 61,4 64,7 65,5 56,9 78,7 79,0 

5 AML hastası 73,9 80,8 81,0 86,1 64,7 81,3 

6 AML hastası 68,0 66,7 80,3 75,4 81,8 73,0 

7 Sağlıklı birey 68,0 90,5 77,7 68,9 75,9 65,6 

8 Sağlıklı birey 73,9 90,0 76,7 83,6 72,9 73,5 

9 Sağlıklı birey 62,5 90,5 76,6 84,4 74,3 86,9 

10 Sağlıklı birey 56,3 86,7 80,0 51,3 70,8 74,4 

11 Sağlıklı birey 76,7 88,1 85,4 78,5 84,3 78,1 

12 Sağlıklı birey 79,0 61,8 80,0 68,4 56,5 63,6 
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Şekil 4.13. AML hastası no:1’e ait kuyucuklardaki hücrelerin invert mikroskop görüntüleri 

                        A)Kontrol grubu, B)50000 MSC üzerine sağlıklı MNC vericisinden PHA eklenen 50000MNC, C) 

50000 MSC üzerine AML hasta PHA eklenen 50000MNC, D) 50000 MSC üzerine izole edildiği gün 

eklenen 50000 MNC, E) 50000 MSC üzerine sağlıklı MNC vericisinden PHA eklenmeyen 

50000MNC, F) 50000 MSC üzerine AML hasta PHA eklenmeyen 50000MNC 

 

 
Şekil 4.14. Sağlıklı birey no:1’e ait kuyucuklardaki hücrelerin invert mikroskop görüntüleri 

                                      A)Kontrol grubu, B) 50000 MSC üzerine sağlıklı MNC vericisinden PHA eklenen 50000MNC, C) 

50000 MSC üzerine AML hasta PHA eklenen 50000MNC, D) 50000 MSC üzerine izole edildiği gün 

eklenen 50000 MNC, E) 50000 MSC üzerine sağlıklı MNC vericisinden PHA eklenmeyen 

50000MNC, F) AML hasta PHA eklenmeyen 50000MNC 

x40 

x40 x40 

x40 

x40 

x40 

x40 x40 x40 

x40 x40 x40 
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Kuyucuk 2’de, sağlıklı bireylerden elde edilen değerler AML hastalarında 

elde edilen değerlerden istatistiksel olarak anlamlı düzeyde daha yüksek bulunmuştur 

(z= 2.246; p=0.026). AML hastaları için ortanca 65.70 (min= 55.60; mak= 80.80) 

iken, AML donör grubu için 89.05 (min= 61.80; mak= 90.50) olarak elde edilmiştir 

(Tablo 4.6.) (Şekil 4.15). 

 

Çalışmamızda diğer kuyucuklarda AML hastaları ile sağlıklı bireylerin hücre 

canlılığı karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı fark olmadığı belirlenmiştir 

(p>0.05). Kuyucuk 3’ de AML hastaları için ortanca 73.50 (min= 56.40; mak= 

92.50), sağlıklı birey için ortanca 78.85 (min= 76.60; mak= 85.40)’ dır (z= 0.321; 

p=0.818). 

 

Tablo 4.6. Her bir kuyuda AML ve Sağlıklı birey sonuçlarının karşılaştırılması 

 

 

AML Sağlıklı birey 

z p 

Ortanca 

(min; mak) Ort±SS 

Ortanca 

(min; mak) Ort±SS 

Kuyucuk 1 
70.95 

(53.30; 94.30) 

70.98 ± 

14.01 

70.95 

 (56.30; 

79.00) 

69.40 ± 8.80 0.161 0.937 

Kuyucuk 2 
65.70 

(55.60; 80.80) 

68.05 ± 

10.04 

89.05  

(61.80; 90.50) 
84.60 ± 11.27 2.246 0.026 

Kuyucuk 3 
73.50 

(56.40; 92.50) 

73.73 ± 

13.16 

78.85  

(76.60; 85.40) 
76.40 ± 3.31 0.321 0.818 

Kuyucuk 4 
73.10 

(56.50; 87.50) 

72.20 ± 

13.57 

73.70 

(51.30; 84.40) 
72.52 ± 12.49 0.320 0.818 

Kuyucuk 5 
76.30 

(64.70; 81.80) 
74.35 ± 7.23 

73.60 

(56.50; 84.30) 
72.45 ± 9.09 0.320 0.818 

Kuyucuk 6 
78.55 

(60.00; 86.90) 
76.38 ± 9.21 

73.95 

(63.60; 86.90) 
73.68 ± 8.51 0.643 0.589 

 2; p 2.184; 0.823 10.714; 0.057   

 

AML hastalarında kuyucuklardan elde edilen hücresel canlılık yüzdelik 

değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı fark olmadığı belirlenmiştir (2 = 2.184; 

p=0.823). Sağlıklı birey için elde edilen hücresel canlılık yüzdelik değerleri tüm 

kuyucuklar için benzerdir (2= 10.714; p=0.057) (Tablo 4.6) (Şekil 4.16). 
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Kuyucuk 1 

 

Kuyucuk 2 

 

Kuyucuk 3 

 

 

Kuyucuk 4 

 

Kuyucuk 5 
 

Kuyucuk 6 

 

Şekil 4.15.  Belirlenen kuyucuklarda AML hastaları ile sağlıklı bireyler için elde edilen 

yüzdece hücresel canlılık değerlerine ait kutu-çizgi grafiği 

Şekil 4.15’de AML hastaları ve sağlıklı bireylere ait hücre canlılığı 

sonuçlarının kolaylıkla yorumlanabilmesi için kutu-çizgi grafikleri verilmiştir. Bu 
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değerler kuyucuklardaki hücrelerin minimum ve maksimum ortanca değerleri 

değerlendirilerek hazırlanmıştır. Şekil 4.16’da ise ayrı ayrı hazırlanan kutu-çizgi 

grafikleri birleştirilip yeniden bir kutu-çizgi grafiği oluşturulmuştur. 

 

 

AML hastası 

 

 

Sağlıklı birey 

 
Şekil 4.16.  AML hastaları ve Sağlıklı bireyler için belirlenen kuyucuklarda yüzdece hücresel 

canlılık için elde edilen değerlere ait kutu-çizgi grafiği 
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5. TARTIŞMA 

 

Çalışmamız Ankara Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Hematoloji-Onkoloji 

Hastanesi Kök Hücre İşleme ve Saklama laboratuarında 7 AML hastası, 7 sağlıklı 

birey ve 1 sağlıklı MNC vericisi olmak üzere 15 birey üzerinden gerçekleştirilmiştir. 

AML hastaları ve sağlıklı bireylerden izole edilen MKH’lerin morfolojik özellikleri, 

MKH’lerin popülasyon ikiye katlanma değerleri (PD değerleri), PHA ile uyarılan ve 

uyarılmayan MNC hücreleri ile ko-kültürleri ve immünolojik etkileşimleri 

incelenmiştir. Ayrıca CD3, CD4, CD25, CD69 ve HLA-DR T hücre aktivasyon 

belirteçleri Flow-sitometri cihazında analiz edilmiştir. MKH-MNC ko-kültür etkileşimi 

sonucunda hücresel canlılık değerleri tripan blue boyası ile ışık mikroskobunda 

sayımları yapılarak belirlenmiştir. Sayım sonuçlarına göre MKH’lerin hücresel 

canlılık, immünsupresyon ve immünmodülasyon özellikleri değerlendirilmiştir. 

 

Çocukluk çağı AML, tüm pediatrik akut lösemilerin %15-20’sini temsil 

etmektedir. Destekleyici bakım ve yoğunlaştırılmış kemoterapi sebebi ile son yıllarda 

sağkalım oranları % 70’in üzerinde artış göstermiştir (97). 

 

Akut miyeloid lösemi (AML) moleküler olarak heterojen bir hastalıktır. 

Pediatrik AML, erişkin tip AML ile karşılaştırıldığında genetik ve epigenetik 

profilinde farklılıklara sahiptir. Somatik ve epigenetik değişiklikler miyeloid 

lökomogeneze katkı sağlamaktadır ve tanıdan relapsa kadar gelişebilmektedir. Yeni 

nesil dizileme teknolojileri AML biyolojisine yeni bakış açıları sağlamaktadır (98). 

 

MKH’ler Kİ’nde ilk kez keşfedilen heterojen ve primitif hücrelerdir. Doku 

homeostazın sürdürülmesinde varsayılan rollere sahiptir. In vivo koşullarda MKH 

belirteçlerinin olmaması ve in vitro gözlemlerle karşılaştırılması,  deney sonuçlarının 

yorumlanmasını sınırlandırmaktadır (99). 

 

MKH’ler multipotent hücrelerdir ve kondroblastlara, adipositlere ve 

osteositleri içeren çoğu hücre tiplerine dönüşebilmektedir. Bu hücreler Kİ, adipoz 

doku, kordon kanı ve plasenta gibi çeşitli fötal ve erişkin tip dokularda 

bulunabilmektedir (100). Yapılan bir çalışmada MKH’lerin multipotent hücreler  
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oldukları ve in vivo ve in vitro koşullarda çok farklı hücre tiplerine 

farklılaşabildikleri gösterilmiştir (58, 101). Adipojenik ve osteojenik farklılaşmanın 

düzenlenmesinde Peroksizom proliferatör-aktiveli reseptör-γ (PPARγ) ve Runt-

ilişkili transkrispyon faktör 2 (Runx2) gibi iki önemli transkripsiyon faktörü görev 

yapmaktadır. Bu iki transkripsiyon faktörü genellikle osteojenezis ve adipojenezisin 

en önemli düzenleyicileridir (101). 

 

Farklılaşma aşamalarında kullanılan MesenCult Adipogenic Diff Medium 

Human (Stem cell) ve Osteogenic Stimulatory kit Human (Stem cell) içeriğindeki 

besiyeri, büyüme faktörleri, hormonlar ve sitokinler MKH’lerin adipojenik ve 

osteojenik hücrelere farklılaşmasını indüklemektedir. Bu sebeple adipositlerin 

içerisinde bulunan lipid damlacıkları oil red o ile boyanarak ve osteositlerin 

içerisinde bulunan kalsiyum vb. minerallerinin alizarin red ile boyanması invert 

mikroskopta görüntülenmelerine imkan sağlamıştır. 

 

Çalışmamızda AML tanısı almış çocuklarda Kİ mikroçevresinde 

hematopoeze destek veren MKH’ler biyolojik ve immünolojik olarak karakterize 

edilmiştir. Yapılan analizlerde AML hastaları ve sağlıklı bireylere ait MKH’lerin 

uygulanan standart hücre kültürü uygulamalarından sonra invert mikroskop 

görüntülerinde her iki grubun morfolojik olarak birbirine benzediği görülmüştür ve 

yapılan literatür sonuçları ile uyumlu olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.1). Yapılan bir 

çalışmada da ALL‘li hastalar ve sağlıklı bireylerin kemik iliği kaynaklı MKH’leri 

arasında morfolojik olarak farklılık olmadığı rapor edilmiştir (90).  

 

Li ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada BM ve AT kaynaklı adheren 

hücreler çeşitli koloniler oluşturmaktadır ve çeşitli şekillerde (diskoidal düz, üçgen 

benzeri ve uzun) heterojen morfoloji göstermektedir. Üç pasaj sonrasında, her iki hücre 

tipinde nispeten homojenlik görüldüğü ve bol sitoplazmalı ve büyük çekirdekleri ile 

fibroblast-benzeri morfolojiye sahip oldukları gösterilmiştir. BM ve AT doku kaynaklı 

MKH’ler birbirine paralel büyüme ya da vorteks-benzeri model gösterdikleri ve 

yapılan son pasajda hücrelerde morfolojik farklılıklar saptanmadığı rapor edilmiştir 

(102). 

2013 yılında Conforti ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada ALL 

hastaları ve sağlıklı vericilerinin pasaj 1’den pasaj 5’e kadar olan PD değerlerini 

Student’s T test ile değerlendirilmiştir. ALL hastalarının PD değerleri (ALL-
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MSC=8.89, SD±0.87, p<0.001) sağlıklı bireylerin PD değerlerinden (HD-

MSC=12.12, SD±1.09) anlamlı bir şekilde düşük proliferasyon kapasitesine sahip 

olduğu gözlemlenmiştir (90). 

 

Kümülatif PD (CPD) araştırmalarında, BM kaynaklı MKH’lere göre AT 

kaynaklı MKH’lerin her pasajda daha yüksek sayılara ulaştığı analiz edilmiştir 

(p<0.05). BM-MKH’lere oranla AT-MKH’lerin yüksek proliferatif kapasitesi olduğu 

gösterilmiştir. Pasaj 5’te AT-MKH ve BM-MKH’lerin CPD değerleri sırasıyla 

13.7 ± 0.5 ve 17.2 ± 0.3’dir (P < 0.01) (102). 

 

Bir makalede ALL tanılı 7 çocuktan elde edilen BM-MKH’lerin proliferasyon 

kapasitesi hatalı bulunmuştur (103). Yaşlı bireylerden HD-MKH’ler, genç sağlıklı 

MKH’lerle karşılaştırıldığında daha düşük proliferasyon ve sağkalım gösterdiği 

bildirilmektedir (104). 

 

MKH’lerin hemogram cihazında pasaj 1 ve pasaj 2’deki ekilen ve toplanan 

hücrelerin sayısı ölçülmüştür. İstatistiksel analiz sonuçları literatür sonuçları ile 

karşılaştırıldığında bu hücrelerin PD değerleri farklı bulunmuştur. Bunun nedeninin 

hücrelerin pasaj 2’de sonlandırılmış olması yani pasaj ilerletme aşamalarının 

yapılamaması ve AML hastalarından izole edilen MKH’lerin sağlıklı bireylerden 

elde edilen MKH’lere göre konfluent olma durumunun daha geç zamanda meydana 

gelmesinin bu olasılığı güçlendirdiği düşünülmektedir. 

 

Son yıllarda, MKH’lerin biyolojik özelliklerinin klinikte AML tedavisi için 

potansiyel olarak uygulanması dünya çapında araştırmacıların ilgisini çekmiştir. Bu 

özelliklerin arasında en çok ilgi çekeni bu hücrelerin immün düzenleyici potansiyele 

sahip olmasıdır. MKH'ler immün sistem hücreleri üzerinde hareket edebilme 

yeteneğine sahiptir ve T hücrelerin çoğalmasını ve işlevlerini inhibe etme 

kapasitesine sahiptir (100). 

 

PHA, farklı hücre membran glikoproteinlerine çapraz bağlanabilme yeteneği 

gösteren ve lenfositlerin poliklonal aktivasyonuna öncülük eden bir lektindir (79). 

PHA tarafından TCR, CD3 ve CD2 çapraz bağlanması T hücrelerin aktivasyonunda 

ilk sinyali taklit etmesine ragmen,  PKC aktivasyonunu devam ettirmektedir. Ayrıca 

sitoplazmik kalsiyum seviyesini arttırdığı bilinmektedir ancak bu sonuç T hücre 
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aktivasyonunu teşvik etmeye yeterli değildir, proliferasyonları için, buna bağlı olarak 

da T hücreler tarafından IL-2 ifadesi için de gerekli olan antijen sunan hücreler 

aracılığıyla yardımcı sinyallerin verilmesi gereklidir (105, 106, 107, 108). 

 

Erken aktivasyon belirteci CD69, aktivasyondan 4 saat sonra NK, B ve T 

hücre yüzeylerinde eksprese edilmektedir. IL-2 ve TNF-α transkripsiyonu üzerinden 

bu olayı gerçekleştirir. T hücre plazma zarı üzerinde IL-2’e yüksek afinite sağlayarak 

hücre aktivasyonundan 12-24 saat sonra, IL-2 reseptörünün α alt ünitesinin 

ekspresyonu arttırdığı gözlenmiştir. Sonuç olarak 40 ile 60 saat sonra T hücre 

yüzeyinde HLA-DR ekspresyonu başlamaktadır (109, 110, 111, 112). 

 

Yapılan bir çalışmada da,  in vitro olarak poliklonal-indüklenmiş allojenik 

PBMC’lerin proliferasyonunun inhibe edilmesinin ALL-MKH ve sağlıklı verici 

MKH’lerinde eşit etki gösterdiği gözlenmiştir. Ayrıca, sitokin ve büyüme faktör 

analizleri anti-inflamatuar sitokinlerde artışa ve pro-inflamatuar sitokinlerde 

azalmaya ve büyüme faktörlerinde hem sağlıklı vericide hem de ALL-MKH’inde in 

vitro koşullarda azalmaya sebep olduğu gösterilmiştir. ALL hastalarından izole 

edilen MKH’ler, sağlıklı vericilerin MKH’leri ile benzer anti-inflmatuar etki 

gösterirler (90). 

 

Çalışmamızın immünolojik aşamasını oluşturan AML hastası ve sağlıklı 

MNC vericisinin periferik kanlarından izole edilen MNC’lerin PHA ile uyarılması ve 

flow-sitometri cihazında CD3, CD4, CD25, CD69 ve HLA-DR gibi T hücre 

aktivasyon belirteçlerine bakılması önem arz etmektedir. Şekil 5.1’de PHA eklenen 

ve PHA eklenmeyen T25’lik flaskların inkübasyon sonrası T aktivasyon ortanca 

değerlerine ait sütun grafiği verilmiştir. PHA ile indüklenen MNC’lerin MKH’lerle 

ko-kültüre edilmesi immünsupresyon özelliğe sahip MKH’lerin hücresel canlılık 

değerlerini yüzdece hesaplayıp yorumlanmasına yardımcı olmaktadır.  

 

Bu özgün çalışmada in vitro koşullarda herbir kuyucukta ko-kültüre edilmiş 

MKH’lerin immünolojik olarak baskılanması ya da indüklenmesine hangi 

kuyucuktaki etkileşimin neden olduğu hücrelerin canlılık sonuçlarına göre 

yorumlanabilmektedir. Şekil 5.2’de ise PHA eklenen ve PHA eklenmeyen T25’lik 

flasklardaki T aktivasyon belirteçleri kapılama +/+ yüzdelik değerleri sütun grafiği 

verilmiştir. 
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Şekil 5.1. PHA eklenen ve PHA eklenmeyen T25’lik flaskların inkübasyon sonrası T 

aktivasyon ortanca değerlerine ait sütun grafiği 

 

Farklı çalışmaların sonuçlarına göre MSC’ler karışık lenfosit kültürleriyle ko-

kültüre edildiklerinde, T hücre proliferasyonunu baskılarlar. Kök hücrelerin yüksek 

konsantrasyonlarda hücre kültürüne ilave edildiği zamandan beri, MKH’lerin 

inhibitör etkileri doz-bağımlıdır ve inhibisyonları daha belirgindir. Benzer şekilde, 

MKH’lerin bu eşşiz yeteneği majör histokompatilite kompleksinden bağımsız olarak 

T hücre allocevaplarını inhibe etmesidir ve benzer sonuçlar otolog ya da allojenik 

MKH’ler kullanıldığında da elde edilmiştir. MKH’ler ko-stimülatör moleküllerle 

transfekte edildiklerinde ya da potent pro-inflamatuar sitokin IFN-γ eklenmiş kültür 

besiyeri kullanıldığında allojenik MKH’ler T hücre proliferasyonunu indüklemeye 

uygun olmazlar. Aksine T hücreler allojenik periferal kan mononükleer hücreler 

(PBMC) ile interlökin-1α, interlökin-1β ve TNF gibi antijen sunan hücre sitokinleri, 

allojenik MKH’lere cevap veren T hücre proliferasyonuna kuvvetli şekilde cevap 

verirler (9). 
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Şekil 5.2. PHA eklenen ve PHA eklenmeyen T25’lik flasklardaki T aktivasyon belirteçleri 

kapılama +/+ yüzdelik değerleri sütun grafiği 

 

MKH’lerin T hücre proliferasyonunu, aktivasyonunu ve IL-2 ekspresyonunu 

inhibe etme yeteneği literatürde tanımlanmıştır. Ayrıca bir başka özelliği diğer 

sitokinlerin ekspresyonunu düzenlemek ve CTL sitolitik fonksiyonunu azaltmaktır. 

Bu özellikler, en azından kısmen, MKH’ler tarafından üretilen çözünebilir faktörler  

TGF-β, PGE2, IDO, lösemi inhibe edici faktör (LIF), HLA-G5,galectin, jagged-1, 

adenozin ve semaforin-3A ve/ ya da MKH’lerin yüzey proteinleri HLA-G1, PD-

L1,CD200 ve B7-H4 ve T hücrelerdeki reseptörler ile arasındaki etkileşim ve  

bildirilmiştir (101). Ribeiro ve diğer bilim adamlarının önceki çalışmalarında, PHA 

uyarılı MNC, antijen-sunan hücrelerini aktive eden IFN-γ ve IL-2 ekspresyonunu 

indükler ve IL-1, -6,-12 ve TNF-α ekpresyonlarının artmasına katkıda 

bulunmaktadır. Benzer şekilde, farklı dokulardan gelen tüm MKH'ler CD4 + ve CD8 

+ T hücrelerinin aktivasyonu bastırma yeteneği göstermektedir (101). 

 

Bochev yayınladığı makalede kemik iliği kaynaklı ve adipoz doku kaynaklı 

MKH’lerin PHA-uyarılan MNC’lerle ko-kültüre edildiklerinde, B hücresi lenfoblast 

özelliklerinin edinimi ve ilerlemesini aktif olmadıkları dönemden aktif erken 

dönemlerine kadar inhibisyon yaptıkları gösterilmiştir. Özellikle adipoz dokudan 

izole edilen örneklerin kemik iliği kaynaklı olanlara göre B hücrelerden salgılanan 

immunoglobulin (Ig) üretimini yüksek düzeyde inhibe ettikleri gösterilmiştir (113). 

Bazı çalışmalarda, B hücre proliferasyonu, aktivasyonu, plazma hücrelerine 

farklılaşması ve/ya da Ig üretimi üzerine MKH’lerin inhibisyonu, insan BM-MSC ve 
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p38 MAPK ve ERK1/2 fosforilasyonu ile ilişkili olan hücre döngüsünün G0/G1 

fazında B lenfosit uyarımını bloke ettiği gösterilmiştir (101,114). 

 

 

Şekil 5.3 AML hastaları ve sağlıklı bireylere ait hücresel canlılık değerlerine ait yüzdelik 

sütun grafiği. 

 

Hücresel canlılığın ölçümü tüm hücre kültürü aşamalarında önemli bir role 

sahiptir. Bazen toksisite deneyi gibi birçok çalışmanın ana amacını oluşturmaktadır 

(115). Çalışmamızda tripan blue boyası kullanılarak MKH’lerin PHA ile uyarılan ve 

uyarılmayan MNC’ler ile etkileşimi incelendikten sonra MKH’lerin hücresel canlılık 

yüzdelerine bakıldı. Sonuç olarak sağlıklı bireylere ait kuyucuklarda yüzdelik verilen 

canlılık değerleri istatistiksel olarak p=0.057 bulunmuştur. Bu değer istatistiksel 

anlamlılık düzeyi p>0.050’ye yakın bir değerdedir. 

 

 Sağlıklı bireye ait 2.kuyucukta hücresel canlılık, AML hastasına ait 2. 

kuyucuktaki ortanca değerinden yüksek bulunmuştur ve istatistiksel anlamlılık 

değerinden düşük bulunmuştur (p=0.026) (Tablo 4.6). AML hastalarına ait kuyucuklar 

kendi aralarında (2 = 2.184; p=0.823) ve sağlıklı bireylere ait kuyucuklar kendi 

aralarında karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlılık bulunmamıştır (2= 10.714; 

p=0.057) (Tablo 4.6) (Şekil 4.16). Hücresel canlılık deneyimiz diğer çalışmalarla 

karşılaştırıldığında kendi özgün değerini korumaktadır. İleriki dönemlerde 

çalışmamızda uyguladığımız deneyler daha da geliştirilerek ve genetik açıdan 

zenginleştirilerek hastalık patogenezine katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Tez çalışmamızda sonuç olarak aşağıdaki bulgular elde edilmiştir. 

 

 AML hasta ve sağlıklı bireylerin kemik iliklerinden izole edilen MSC’lerin 

morfolojik olarak birbirine benzediği, fibroblast benzeri ve plastik yüzeye 

yapışan hücreler olduğu gözlemlendi. 

 

 AML hasta ve sağlıklı bireylerin MKH’lerinin pasaj 1 ve pasaj 2 deki PD 

değerlerinin matematiksel ifadesinde iki grubunun logaritmik olarak PD2 

değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı (p>0.05). 

 

 AML hasta ve sağlıklı bireylerin MKH’lerinin adiposit ve osteositlere 

farklılaşma gösterdikleri gözlemlendi. Adipositlerin içerisindeki lipid 

damlacıklarının oil red o boyası ile boyanması ve osteositlerin içerisindeki 

minerallerin alizarin red ile boyanması sonucu MKH’lerin farklılaşabilme 

kapasiteleri invert mikroskopta görüntülendi. 

 

 İstatiksel olarak AML hastası ve sağlıklı bireyden elde edilen MNC 

hücrelerinin PHA eklenen ve PHA eklenmeyen kültürlerinin flow-

sitometrik analiz sonuçlarında CD3/CD69, CD3/HLA-DR ve CD4/CD25 

T hücre aktivasyon belirteçleri pozitif/pozitif kapılama yüzdeleri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı (p>0.05). 

 

 AML hasta ve sağlıklı bireylere ait 6’lık kültür kaplarındaki kuyucuklara 

PHA ile uyarılan ve uyarılmayan MNC eklenmiş MKH’lerin hücresel 

canlılığına tripan blue ile boyanarak bakıldı.   

 

 Sağlıklı MNC hücre vericisinin MKH ile etkileşimi sonucunda sağlıklı 

bireye ait 2. Kuyucuk, AML hastasına ait 2.kuyucuğa göre istatistiksel 

olarak anlamlı derecede farklı bulunmuştur (p=0.026). AML hastaları ve 

sağlıklı bireylerin kuyucukları kendi aralarında karşılaştırıldığında 

hücresel canlılık açısından anlamlı bir fark bulunmamıştır. 
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Bu çalışmamızda kemik iliği mikroçevresini oluşturan hücrelerin bir grubunu 

oluşturan MKH’lerin MNC’lerle ko-kültüründen sonra bu hücrelerin arasında 

etkileşim olması beklenmektedir.  Bu etkileşimin tek yönlü olamayacağı açıktır. İleri 

ki çalışmalarda MNC ile ko-kültüre edilecek olan MKH’lerin hücre yüzey protein 

profillerindeki değişikliklere bakılması planlanmaktadır.  

 

Günümüzde hücresel tedavi alanında hekimlerimizce uygulanan tedaviler 

MKH’lerin bilinmeyen yönlerini ve hastalıkların patogenez mekanizmalarını 

kolaylıkla anlamamıza yardımcı olup kişiye özel hücresel tedavilerinde gelişmesine 

ışık tutacaktır. 
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