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OZET

Cocukluk Cag1 Akut Miyeloid Losemilerinde Kemik Iliginden Koken Alan
Mezenkimal Stromal Hiicrelerin Biyolojik ve immiinolojik Ozellikleri

Akut miyeloid l6semi (AML), ¢ocukluk c¢aginda sik goriilen 16semi
tiplerindendir ve kemik iliginde anormal blastlarin birikimi ile Kkarakterize
edilmektedir. Calismamizda AML hastalarinin kemik iliginden alinan MKH’ler ile
saglikli bireylerin kemik iliginden almman MKH’lerin biyolojik ve immdinolojik
karsilastirilmasi yapildi. Calismamiz 7 AML hastas1 ve 7 saglikli verici ve 1 saglikh
mononikleer hucre vericisi (MNC) olmak Uzere toplam 15 birey Uzerinden
yuritilmiistir. MKH’lerin morfolojik, poplilasyonun ikiye katlanmasi1 (PD),
adipojenik ve osteojenik farklilasmasi ve hiicresel canliligi incelenmistir. AML
hastalar1 ve saglikli MNC vericisinin periferik kanlarindan izole edilen MNC’lerin T
hicre aktivasyon belirteclerinden (CD3, CD4, C25, CD69 ve HLA-DR) kapilama
pozitif/pozitif olanlarin yiizdelerine flow sitometri cihazi ile bakilmistir. En son deney
asamasinda MNC ile etkilesime giren MKH’nin hiicresel canliliklar1 yiizdece
degerlendirilmistir. PD degerlerinin AML hastalar1 ile saglikli bireylerde benzer
oldugu tespit edilmistir (z= 1.074; p=0.394). PHA eklenen ve PHA eklenmeyen
kuyucuklarda, CD degisken degerlerine ait sonuglar benzerdir (p>0.05). AML
hastalarina ait kuyucuklarda hiicresel canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark olmadig: belirlenmistir (x> = 2.184; p=0.823). Saglikl1 bireyler icin elde
edilen hiicresel canlilik degerleri tim kuyucuklar icin benzerdir (y? = 10.714;
p=0.057). Kuyucuk 2’de saglikli bireyden elde edilen degerler, AML hastalarindan
elde edilen hiicresel canlilik degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (z= 2.246; p=0.026).

Anahtar Kelimeler: Adipojenik, akut miyeloid I6semi, fitohemaglitinin, hiicresel

canlilik, mezenkimal stromal hiicre, osteojenik



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 (y2
= 2,184; p = 0.823). The cell viability values obtained for healthy individuals were
similar for all wells (x2 = 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



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi
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FLT3 :Reseptor-tip tirozin kinaz 3

FasL :Fas ligand

FGF-4 :Fibroblast biyume faktori-4
GM-CSF :Granllosit-Makrofaj koloni uyarici faktor
HKH :‘Hematopoetik kok hiicre

HLA-DR :Insan lokosit antijeni-DR

HGF :Hepatosit biylme faktori

HLA-G :Insan I6kosit antijen G

HO-1 :Hem oksijenaz-1

IDO :Indolamin 2,3 dioksijenaz

IL ‘Interlokin

IgM :immunoglobulin M

lgG1 :Immunoglobulin G1

ICAM-1 :Interselluler adezyon molekiili-1(ICAM-1)
ISCT :Uluslararas1 Kok Huicre Terapisi
IFN-y :Interferon-gama

Inv :Inversiyon

JCML :Cocukluk kronik miyelojen l6semi
KI ‘Kemik iligi

M-CSF :Makrofaj-koloni uyarici faktor
MKH :Mezenkimal kok/stromal hiicre
MHC :Buyuk doku uygunluk kompleksi
MDS :Miyelodisplastik sendrom

MNC :Mononukleer hicre

Nes+ :Nestin+ hucreler

NK hiicre :Dogal oldiiriicii hiicre

NO :Nitrik oksit ve

PD :Popiilasyonun ikiye katlanmasi
PHA :Fitohemagliitinin

Phl pozitif :Philadelphia kromozom pozitif
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PBMC :Periferik kan mononukleer hiicre

PGE-2 :Prostaglandin E2

PPARY :Peroksizom proliferator-aktiveli reseptor-y
PBS :Fosfat tamponu

ROS ‘Reaktif oksijen tirleri

STRO-1 :Mezenkimal kok hiicre belirteci-1
SCF :K06k hticre faktori

SDF-1 :Stromal-kaynakli faktor-1

SMoA :Diiz kas a-aktin

t :Translasyon

THPO :Trombopoetin

TCR :T hiicre reseptori

TNF-a :TUmor nekrozis faktor-alfa

Treg :T dizenleyici hiicre

VCAM-1 :Vaskdiler hiicre-adezyon molekuli-1
WHO :Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Akut miyeloid I6semi (AML), olgunlasmamis hematopoetik kok hicrelerde bir
dizi genetik degisiklik sebebi ile normal biiylime, olgunlasma ve farklilasmanin
bozulmasi ve periferik kanda anormal miyeloblastlarin birikimi ile karakterize edilir

(1). Bu hiicreler kemik iliginde birikerek normal kan hiicrelerinin yapimini engeller

).

Her yil tanist konulan AML, yeni tami losemilerin yaklasik % 20’sini
olusturmaktadir (3). AML’ nin gelisimi genel olarak ¢esitli risk etmenlerine baglidir.
Bu etmenler, yas, hematolojik ve genetik hastaliklar ve bunlarin yaninda viriisler,

radyasyon, kimyasallar ve 6zellikle kemoterapidir (4).

Mezenkimal stromal hiicrelerin (MKH) malignan hematolojik hastaliklari
icine alan c¢ogu hastalik gruplarinda potansiyel kullanimlarinin kesfedilmesi ilgi
uyandirmistir (5). Embriyonik ve non-embriyonik kok hiicrelerin, birgok hastalik
tipleri i¢in potansiyel terapotik yaklasimlar oldugu diistiniilmektedir. Yetiskin kok
hicresi (MKH) kendine 6zgl biyolojik 6zellikleri nedeniyle rejeneratif tip alaninda
biylk ilgi ¢ekmistir (6). Ayrica MKH’lerin adipoz doku, periferik kan, umbilikal
kord ve plasentadan izole edilebildikleri gosterilmistir. MKH’ler in vitro ¢ogalma
kapasitesine sahiptir ve bu 6zellikleri hiicresel tedavide yeterli sayiya ulagsmalarin

saglamaktadir (7).

MKH’ler kemik iliginde, non-hematopoetik stromal hiicre gruplarini 6rnegin
endotelyal hiicreler, kondrositler, adipositler ve osteoblastlar1 olusturma
yetenegindedirler (5). International Stem Cell Therapy (ISCT) MKH’leri tanimlamak
icin kaynaklarindan bagimsiz olarak ii¢ minimal 6zelligi Onermistir: 1. Standart
kiiltir kosullarinda plastige yapisma, 2. CD105, CD 90 ve CD73 gibi spesifik
olmayan belirteglerin ekpresyonu, CD19 ya da CD79a, CD11b, CD14, CD45, CD34,
siif-11 major histokompatibilite kompleksi molekullerini (MHC-II, asil olarak HLA-
DR vb.) ekprese etmemesi. 3. in vitroda spesifik uyar1 altinda osteoblastlara,

adipositlere ve kondroblastlara differansiye olabilmeleri gerekir (8).



Farkli kaynaklardan elde edilen MKH popilasyonlarin1 karakterize etmek
icin kullanilabilecek ¢esitli ek immunofenotipik belirtegleri (CD29, CD44, CD146,
CD166, CD271 gibi) vardir. MKH’lerin diger fenotipik karakteristigi interferon-y
(IFN-y) uyarisindan sonra kostimiilatorlerin (CD80, CD86, CD40 ve CD40L gibi)
ekpresyon eksikligi gostermesidir (8). MKH’lerin eksprese ettikleri en yaygin bilinen
yuzey belirtecleri STRO-1, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146,
SSEA-1 ve SSEA-4 ayn1 zamanda bu hiicreler CD31, CD34, CD45, CD80, CD86 ve
HLA-DR negatiftir (9).

Deney asamalarimizda MKH’lerin morfolojik yapisina, populasyon ikiye
katlanma (PD) degerlerine, adipojenik ve osteojenik farklilasmasina ve mononikleer
hicrelerle ko-kiltire edilmesinden sonra hiicresel canliliklarina bakilmistir. Ayrica
fitohemaglutinin (PHA) ile uyarilan ve uyarilmayan mononukleer hticrelerin (MNC)
flow-sitometri cihazinda CD3, CD4, CD25, CD69 ve HLA-DR T aktivasyon
belirtegleri analiz edilmisti,. MKH-MNC Ko-kiiltiirlerinin hiicresel etkilesiminden
sonra MKH’lerin  hiicresel canlilik  ylizdelik degerleri ve MKH’lerin

immunsupresyon ve imminmodiulatuar etkileri incelenmistir.

Cocukluk cagi akut Iosemilerinde kemik iliginden koken alan mezenkimal
stromal hiicrelerin biyolojik ve immiinolojik 6zelliklerini ortaya koyarak hastalik
patogenezindeki olasit rollerini aydmlatmak ve kemik iligi mikrogevresi ile

mezenkimal kok hiicrelerin iliskisini anlamak amacglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akut Losemiler

Losemi en fazla gorulen pediatrik malignasidir ve halen cocukluk ¢agi
kanserlerinde en sik rastlanilan 6lim sebebidir (10). Akut l6semiler, hematopoetik
progenitor hiicrelerin neoplastik transformasyonlart sonucu gelisen ve l6semik
hiicrelerin farklilasma ve olgunlagsma kusuru gostermeleri ile karakterize edilen
Klonal bir hastalik grubudur. Bu slrecte normal kan hiicrelerinin (eritrosit, lenfosit,
monosit vb.) yapilamamasi ve buna ek olarak l6semik hiicrelerin asir1 ¢ogalma
yetenegi gostererek kemik iligini, periferik kam1 ve diger dokular infiltre ederek

kemik iliginin malign bir hastalik grubunu olugturmaktadir (11, 12).

Akut 16semi tamimi i¢in French-Amerikan-British (FAB) kriterlerine gore
kemik iliginde bulunan blast yiizdesi, tiim niikleer hiicrelerin %30’unun iizerinde
olmalidir. Diinya Saglik Orgiitii’ne (WHO) gore bu oranin %20 olmas: yeterli bir
durumdur (12, 13, 14, 15). Akut I6semiler, tiim ¢ocukluk ¢aginda goriilen 16semilerin

%97’sini olugturmaktadir.

1. Akut lenfoblastik 16semi (ALL) (%75)

2. Akut myeloid lésemi (AML) (%20) ya da Akut non-lenfositik ldsemi
(ANLL) olarak da adlandirilmaktadir.

3. Akut farklilasmamis 16semi (AUL) (<%0.5)

4. Akut bifenotipik 16semi (AMLL)
a) Akut lenfoblastik 16semi >2 miyeloid-iliskili antijenleri (MY+

ALL)(ALL olgularinin %6°s1) eksprese ederler.

b) Akut miyeloid 16semi >2 lenfoid-iliskili antijenler (LY+ AML)(AML

olgularinin %17’s1 ) eksprese ederler.

Kronik losemiler, ¢ocukluk ¢agi 16semilerin %3’linii olugturmaktadir ve iki

tipi bulunmaktadir:

1. Philadelphia kromozom pozitif (Ph1 pozitif)
2. Juvenil kronik miyelojen I6semi (JCML) (16).
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2.1.1. Akut miyeloid I6semi

Losemi, tamilarin yaklasik %30’unu olusturan en yaygin pediatrik
kanserlerdendir. Akut lI6semilerin iki ana alt tipi bulunur. Bunlar Akut lenfoblastik
I6semi (ALL) ve Akut miyeloid 16semi (AML) dir. Cocukluk ¢agi 16semi tanilarinin
yaklasik olarak %18’ini daha az siklikla gérilen AML olusturur. Iki alt grubun
etiyolojisinde, risk faktorleri ve insidans, epidemiyolojik ¢alismalar ve her iki hiicre
soyunun oldukca farkli oldugu goriilmektedir. Progenitor hiicrelerin sayisinin
arttirtlmasi ve olgun kan hiicreleri sayisinin azaltilmasi, AML farklilasmasinda bir

bloga yol agan hematopoetik progenitor hiicrelerin transformasyonu ile gelisir (17).

ALL ve AML, sirastyla kemik iliginde biriken miyeloid progenitorlerin ya da
olgunlagsmamis B ve T hiicrelerin klonal yayilmasiyla karakterize edilirler. Cocukluk
doneminde, % 80 olarak kesin tedavi ulasan ALL, AML’ye gore daha olumlu bir
prognoza sahiptir. Cocuklukta gorilen AML, losemi vakalarinin %15-20
olusturmakta ancak akut l6semili tim c¢ocuk hasta 6limlerinin % 30-40’dan

sorumludur (18).

15 yasin altinda tani alan ¢ocuklar i¢in bes yillik sagkalim oran1 Amerika’da
2002-2008 yillar1 arasinda % 64.3 oldugu tahmin edilmektedir. AML alt tipleri % 22
ile % 90 arasinda degisen bes yillik sagkalim beklentilerinden ¢ok farkli prognoza
sahiptir. Yiiksek sagkalim oranlar1 goriilen APL’1i gocuklar (all-trans-retinoik asit ve
arsenik trioksite duyarliligi sebebiyle) ve diger 6zel mutasyonlara sahip ¢ocuklarda
yiiksek sagkalim oranlar1 gériilmektedir. FLT3-1TD, monozomi 7,del5q mutasyonlari

ve zayif hastalik cevaplarinda diisiik sagkalim oranlar goriilmektedir (17).

French-American-British (FAB) siniflandirmasinda AML i¢in dominant
hilcre tipine gore miyeloid, myeloid-monositik, monositik, eritroid ve megakaryositik
olmak iizere bes alt grup vardir. Miyeloid hiicre tipinde olgun hicre ylizdesine ve
myeloblastin evresine gore dort alt grup vardir. Morfolojik, immunofenotipik ve
sitokimyasal Olcutlere gore sekiz AML alt grubu tanimlanmistir (18, 20, 21). FAB
siniflandirmasia gére AML’nin alt tiplerinden M6 ve M7 disinda tan1 igin istenen,
kemik iliginde (KI) > %30 blasta rastlanilmasidir. FAB simiflandirmasina gore, AML
hastalar1 morfolojik, blast olgunlagsma derecesi ve kimyasal 6zelliklerine gore 11 alt
gruba ayrilmigtir. 11 farkli grup Tablo 2.1’de gosterilmisti. WHO, FAB

smiflandirmasini sitogenetik ile kombine ederek olustumustur. Ornegin, sitogenetik
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alt gruplar t (8;21), inv (16) ve t (15;17) olumlu sonugla tutarli iliskilendirilmistir.
Aksine, 11923 kromozom translokasyonu, siklikla pediatrik AML hastalarinda zayif
prognozla iliskilidir (18).

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

Alt Tip Tammlama

MO Minimal farklilasma gosteren akut miyeloblastik 16semi
M1 Olgunlagma gostermeyen akut miyeloblastik 16semi

M2 Graniilositik olgunlagsma gosteren akut miyeloblastik 16semi
M3 Akut promiyelositer 16semi

M3V Akut variyant promiyelositer 16semi(mikrogranuler)
M4 Akut miyelomonositer 16semi

M4Eo Akut eozinofilik miyelomonositer 16semi

Mba Akut monoblastik 16semi

M5b Akut monositer l6semi

M6 Akut eritrolgsemi

M7 Akut megakaryoblastik I6semi

WHO akut 16semiler i¢in bir¢ok parametreyi iceren siniflandirma yapmaistir.
Bu siniflandirmada morfolojik, sitogenetik, molekiiler genetik, immunfenotipleme ve
biyolojik 0Ozellikler dikkate alinmistir (21). Tablo 2.2’de  AML’nin  WHO

siniflandirmasi yer almaktadir.

AML gelisimindeki en yaygin genetik faktor trizomi 21°dir. Down sendromlu
cocuklar (DS), pediatrik AML’de yiiksek risk tasirlar ve Akut megakaryositik 16semi
olarak bilinen AML alt tipini 500 kat daha fazla risk olarak tasirlar. Pediatrik AML
hastalarinin ¢ok az bir kismi diger genetik sendromlarla iligkilidir. Bunlar; Fanconi
anemisi, Bloom sendromu, Ataksi telenjiektazi, Shwachman-Diamond sendromu,
Noonan sendromu, Agir konjenital nétropeni, Ailesel monozomi 7, Ailesel trombosit

bozuklugu ve Diskeratozis konjenitadir (17).



Tablo 2.2. AML’lerin Diinya Saglik Orgiitii (WHO) simiflandirmasi (22, 23, 24)

Tekrarlayan sitogenetik translokasyonlu AML’ler
e T(8;21) AMLI(CBFa)ETO iliskili AML. Iyi prognozlu
e APL [t(15;17)iliskili AML ve varyantlar;; PML/RARa]. Iyi prognozlu
e Kemik Iliginde anormal eozinofillerle karakterize AML [inv(16)(p13;q22) veya
1(16;16)(p13;q11); CBFB/MYH11X]. lyi prognozlu
e 11923 (MLL) anomalileriyle iligkili AML. Kotu prognozlu
Coklu dizi displazisi gosteren AML
o  Genellikle kétl prognozludur.
e Oncesinde MDS olan AML
e Oncesinde MDS olmayan AML
Ilaca bagh AML ve myelodisplastik sendromlar
o  Genellikle kétl prognozludur.
e Alkilleyici ajanlarla iligkili
o Epipodofillo toksin iligkili (bazilar1 lenfoid olabilir)
Diger tipler
e Bagska tiirlii kategorize edilemeyen AML
e Minimal farklilagsma gosteren AML
e Olgunlasma gostermeyen AML
e Olgunlagma gosteren AML
e  Akut miyelomonositik I6semi
e  Akut monositik l6semi
e  Akut eritroid l16semi
e  Akut megakaryositik 16semi
e  Akut bazofilik 16semi

o Miyelofibrozla giden akut panmiyeloz

Prognostik faktorlere bakilirsa yeni tan1t AML’de, hasta yas1 ve kromozom
durumu, tedavi kararlarinin temelini olusturan iki 6nemli faktordiir. Son zamanlarda,
cesitli molekiiler temelli prognostik faktorler, FLT3 tirozin kinaz gen uzunlugu (ya
da ITD) mutasyonunun (konstititif aktivasyonuna yol acan juxtamembrane
bolgesinde 3-30 aminoasit tekrari) ters etkisi ve kromozom 11’in uzun kolundaki
MLL geninin dublikasyonu tanimlanmistir (1). Sekil 2.1°de pediatrik AML

hastalarinda tekrarlanan genetik lezyonlarin sikliklar1 verilmistir.



RUNX1-CBFA2T3 - -7

(1%) (1%)
KAT6A-CREBBP NPM1 mut/FLT3ITD
(1%) (3%)
DEK-NUP214 NPM1 mut/FLT3 wt
(1%) (4%)

RBM15-MKL1
(1%)

NPM1 Wt/FLT3 ITD
(8%)

MLL
(20%) WT1 mut/FLT3ITD

(3%)

—— WT1 mut/FLT3 wt
(7%)

CBFB-MYH11

(10%) CEBPA

(5%)

RUNX1-RUNX1T1 FLT3-ALM

(15%) Other (1%)
(15%) IDH1/IDH2
(4%)

Sekil 2.1. Cocukluk AML’sinde tekrarlayan genetik lezyonlarin frekanslari (25)

(ALM, aktivasyon loop mutasyonu; ITD, internal tandem duplikasyonu; mut,
mutasyon; wt, yabanil tip)

2.2. Hematopoetik hiicrelerin gelisimi

Eriskin donemde kemik iliginde bulunan hematopoetik kok hiicrelerden (HKH)
dolagim sisteminde goriilen tiim kan hiicreleri gelismektedir. HKH’ler pluripotent
ozellige sahip oldugundan otiirii bircok hiicre tipine farklilagabilmektedir ve kendi
kendini yenileyebilme Ozelligine sahiptir. Hiicreler farklilasmaya basladiklarinda

kendilerini yenileyebilme 6zelliklerinde azalma gorulmektedir (26, 27).

Ilk olarak lenfoid-miyeloid seriler birbirinden ayrilmaya baslar ve ortak
lenfoid progenitor hiicre ve ortak miyeloid progenitdr olusur. Bu hucreler kilture
edildiklerinde olusturacaklar1 6zellesmis hiicreye koloni olusturan birim denir. CFU-
E eritrositleri, CFU-GM graniilosit ve monositleri olusturur. Miyelositik hiicre serisi
miyeloblastdan gelisir ve bazofil, eozinofil, notrofil, eritrosit ve trombositler gelisir.
Sekil 2.2.de hematopoetik kok hiicreden gelisen progenitdr hiicreler, ara formda
bulunan hiicreler ve dolagim sistemine katilan olgun kan hiicreleri gdsterilmistir. Kok

hlcre faktord, granulosit-makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF), interlokin-3 (IL-
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3), trombopoetin ve eritropoetin gibi bazi biiyliime faktorleri hematopoetik sistemin
dizenlenmesinde 6nemli role sahiptir. Bu faktorlerin kontrollii salinimlari, kok
hicrelerin  kendisini  yenilemesini, progenitér hicrelerin  farklilasmasin1  ve

dolagimdaki hiicrelere doniisiimlerini saglamaktadir (26, 27).
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Sekil 2.2. Hematopoez basamaklarindaki hiicrelerin goriiniimii (28)



2.3. Kemik iligi mikrocevresi

2.3.1. Endosteal nis

Yapilan ¢alismalarda, farklilasmamis hematopoetik hiicrelerin endosteal
kemik ylizeyine yakin yerde lokalize olduklar1 tersine farklilagsmis olan hiicrelerin ise
kemik iligi merkezi eksenine dogru hareket ettikleri gosterilmistir. Endosteum,
kemik ve kemik iligi arasindaki arayiiz olmakla birlikte ve doku hasarina cevap
olarak hematopoezi yeniden olusturan ve mobilize edebilen HKH’lerin rezervuarini
olusturur. Kemik, sert ve kati bir doku olmasina ragmen, endosteal nis 6yle degildir;
kisisel ve sistemik dizenlenme altinda plastisite sunmaktadir (29). Sekil 2.3°de

kemik iligi mikrogevresi gorilmektedir

Osteosit

ik

Osteoklast Endotelial hiicre

Sekil 2.3. Kemik Iligi Mikrogevresi (30)

Endosteal nis bolgesinin tanimlanmasindan sonra, endotelial alanda bulunan

hlcreler nisin hiicresel igerigini olusturmaktadir. Bununla birlikte, heterojen hiicre



populasyonlart1  kemikte- uzanan olgunlasmis hucrelerden, osteoblastlar ve
preosteoblastlart da igeren hicreler ise endosteal bolgede bulunmaktadir (29, 31).

Endosteal nisin 6nemli hiicresel bilesenleri asagida verilmistir.

1) Osteoblastik hucreler
2) Endotelyal hiicreler
3) Osteoklastlar

2.3.1.1. Osteoblastik htcreler

Osteoblastlar, kemik dokudaki kemik mineralizasyonunda 6nemli rol oynarlar
ve matriks Gretiminden sorumludur. Bununla birlikte, osteoblastlar ya matriks
tarafindan ¢evrelenir ve osteositlere doniisiir ya da geri doniisebilen bir islemle
kemikte-uzanan hcreleri olustururlar (29, 32). Kemigi olusturan osteoblastik
hicreler ylksek verimleri nedeniyle hematopoetik dokularin hematopoezi i¢in
onemli rol oynamaktadirlar. Sekil 2.4’te trabekiler kemik kavitesindeki
hemotopoetik nislerin lokalizasyonu verilmistir. Primer insan osteoblastlarinin in
vitro kosullarda hematopoeze katilma olasiliklarini arttiran  primitif CD34+
hematopoetik progenitorlerin proliferasyonunu stimule ettikleri gosterilmistir (29,
33). Endosteal niste bulunan HKH’lerin bakimi ve diizenlenmesine katkida bulunan
osteoblastik  hiicreler ¢ok sayida hiicresel sinyalizasyon molekillerini

sentezlemektedir.

S o o G e s e e . . G B s

Trabekiiler kemik E - Nestint Perivaskiiler g ;
o MSC  Nestint MSC
U Endosteal

'_/ osteoblast CAR hucresi s

. @ Sintzoid [§
K = B~~~ Osteoklast
" o

Sekil 2.4. Trabekiiler kemik kavitesindeki hemotopoetik nislerin lokalizasyonu (30)

HSC

Kemokinler ve onlarin reseptorleri HKH’lerin davraniglarini  kontrol
etmektedir. En iyi bilinen kemokin stromal-derived faktor-1 (SDF-1)’diir, kemokin
C-X-C motif ligand 12 (CXCL12) olarak da bilinmektedirler. SDF-1 reseptor, C-X-C

10



kemokin reseptor tip 4 (CXCR4)’tiir ve HKH’lerde ve progenitOrlerde eksprese
edilmektedirler (34).

Alfa-kemokinler, organ hemostazisinde, embriyonik  gelisimin
duzenlenmesinde ve primitif hematopoetik progenitorler olarak islev goriirler. SDF-1

de alfa-kemokinlere aittir (35).

SDF-1, hematopoetik ve endotelyal hiicreleri igeren gesitli dokularda genis
bir sekilde eksprese edilen CXCR4 reseptoriinii dengelemektedir. Kalbin ventikuler
septum olusumunu, kemik iligi miyelopoezini ve B-hiicre lenfopoezini de
duzenleyen SDF-1/CXCR4 sinyalleri, embriyonik gelisim boyunca 6nemli bir role
sahiptir (36).

Paratiroitten hormonunun salinmasi ile osteoblast aktivasyonunu belirgin
sekilde arttiran HKH’ler, Notch reseptorlerinin ligandini sentezlerler. HKH’deki Notch
reseptorlerinin  aktivasyonu, in vitro kosularda kendi kendini yenileyebilme
yeteneginde artisa sebep olmasina ragmen farklilasmasini inhibe ettigi gosterilmistir
(37).

Osteopontin, osteoblastlar tarafindan sentezlenen bir matriks glikoproteinidir.
Osteopontin, osteoblastik niste HKH’lerin adezyonunu destekler ve HKH’lerin
proliferasyonunu negatif sekilde regiile eder, sessiz fazda kalmalarina katki
saglamaktadir (38).

Trombopoetin (THPO) ve angiopoetin (Ang-1), MPL ve Tie2 hicre
reseptorlerine baglanir ve HKH’lerde ecksprese edilirler. Bu sitokinler fare
modellerinde, THPO ve Ang-1’nin kemik iligindeki HKH’lere zarar verebilecegi ve

sayilarini azaltabilecegi diistiniilmektedir (34).

Hem osteoblastlarda hem de HKH’lerde N-kaderin eksprese edilir ve kemik
iligi goriintiileme caligmalarinda SNO hicrelerin (spindle-shape-lining osteoblastlar)
N-kaderin interaksiyonlari boyunca HKH’lerle iliski kurduklar tespit edilmistir (39).

Erken faz HKH karakterizasyon c¢alismalari, osteoblastlar tarafindan
sentezlenen bir biiyiime faktoriiniin kesfine yonlendirmistir. Bu biiylime faktorii kok
hlcre faktoru olarak adlandirilir ve in vitro kendi kendini yenileyebilmeyi, in vivo
HKH aktivitesini duzenlemektedir. HKH’ler, bir transmembran reseptori tirozin
kinaz, kok hicre faktor reseptori eksprese eder ve SCF’ye baglanabilir. Ayrica HKH

duzenlenmesi igin 6nemli intraselltler sinyalleri aktive etmektedir (40).
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Wnt sinyal yolaklarinin g¢esitli bilesenlerin, HKH’lerin kendi kendini
yenilemesinde Onemli rol oynadiklart gosterilmistir. Wnt sinyalleri, kemik

olusumunda ve endosteal yiizeylerin genislemesinde énemlidir (41).

2.3.1.2. Endotelyal hiicreler

Endoteliyal hicreler, HKH mikrocevresinde 6nemli rol oynamaktadir. In vivo
ve doku gorunttlerinde HKH’ler endotelyal hiicrelerin yaninda lokalize olmuslardir.
Ayrica, endotelyal hicreler, ex vivo da insan primitif hematopoetik hicrelerin

sayisini artiran ¢ozinebilen faktorler salgilarlar (42).

2.3.1.3. Osteoklastlar

Osteoklastlar, osteoblastlar1 yonlendiren bir islemle ¢ok sayida graniilosit-
makrofaj progenitor hiicrelerin fiizyonuyla olusur. Osteoklastlar kondrositler ya da
osteoblastlar tarafindan olusturulan mineralize kemik matriksini yeniden absorbe
ederler ve endosteal niste lokalize olurlar. Osteoklastlarin endosteal nis bilesenlerin
bozunmasina sebep olduklar1 ve hematopoetik  progenitér  hicrelerin

mobilizasyonunu uyardiklari rapor edilmistir (43).

Osteoklastlarca  sentezlenen enzimler, endosteal nisten HKH’lerin
salinmasindan sorumludur. Bu enzimler, HKH’ler ve onlarin nisleri arasindaki

iligkileri arttiran faktorleri inaktive ederler (32).

2.3.2. Vaskiiler nis

Hematopoez ve vaskiilarizasyon, gelisim boyunca ayni anda meydana gelir.
Gergekte, embriyonik dénemde HKH’ler ve endotelyal hicreler ayri progenitor
hicrelerden Hemangioblast denilen hicrelerden koken alir ve hematopoezin

ontojeniyle yakin iligkilidir (44).

Vaskuler nigte, HKH’lerin engraftmani, mobilizasyonu ve yerlesmeleri igin
gerekli olan onemli faktorleri trettikleri gosterilmistir. Endotelial hicreler

megakaryositlerle yakin iliskili olmakla beraber vaskiiler hiicre-adezyon molekili-1
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(VCAM-1), onlarin progenitorleri olan VLA-4 kemotaktik faktorlere cevap olarak,
stromal hicre-kokenli faktor-1 (SDF-1) ve fibroblast biyume faktori-4 (FGF-4)
eksprese ederler, boylelikle megakaryosit olgunlagsmasi ve platelet olusumu igin bir

nis olustururlar (45).

Mezenkimal hiicre 6zellikleri islevine sahip olan nis hiicreleri:
1. CXC kemokin ligand 12 (CXCL12)-CAR hicreleri

2. Nestin+ mezenkimal kok hiicreler (46).

2.3.2.1. CAR Huicreleri

Son yillarda bu hiicrelerin SDF-1 (CXCLI12)’i yiiksek diizeylerde
salgiladiklar1 gosterilmistir ve CXCL12-bol retikiuler (CAR) hicreler olarak
adlandirilmigtir.  Fenotip olarak bu hicreler VCAM-1, CD44, platelet-kokenli
blyume faktor reseptori (PDGFRa ve PDGFRP) eksprese ederler ve ayrica

adipojenik ve osteojenik farklilasma kapasitesine sahip olduklar1 bilinmektedir (46).

Histokimyasal analizlerde, tiim kemik iligi siniizoidal endotelial hiicreleri,
CAR hicrelerinin bir kismi tarafindan kusatilmistir. Bununla birlikte, CAR hiicreleri,
pan-endotelial marker platelet/endotelial hiicre adezyon molekilu-1 (PECAM-
1)/CD31 ya da diiz kasta diiz kas a-aktin(SMaA) eksprese etmezler. CAR hiicreleri,

endotelyal hucreler ve diiz kas hiicrelerinden farklidir (47).

Fare modellerinde, difteri toksini kullanilarak yapilan CAR hiicreleri
deplesyonu, total HKH sayisi gibi lenfoid ve eritroid progenitorlerin dongiilerinde
azalmaya neden olmaktadir. HKH’lerin ¢ogalmasindan ziyade sessiz fazlarinin
diizenlenmesi CAR hiicreleri tarafindan yapilmaktadir. CAR hiicrelerinin ablasyonu,
osteoblastlar ya da endotelial hiicreler gibi diger nis hiicre bolimlerini etkilemezler
(34).

2.3.2.2. NES+ Hucreler

Nestin, orijinal olarak noral progenitorin belirteci olan bir ara filament
proteindir. Ekspresyonu daha sonra projenitdr hiicrelerin ve endotelyal hiicrelerin

birgogunda tespit edilmistir (47). NES+ MKH’ler, adipositlere, osteoblastlara ve
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kondroblastlara farklilasabilirler ve onlarin HKH regulasyonu G-CSF
[CXCL12, SCF, angiopoietin, IL-7 ve vaskuler hiicre adhezyon molekili-1 (VCAM-
1)] eksprese ederek HKH’lerin yeteneklerinin azaltilmasinin diizenlenmesi ile
modifiye edilir (48). Nestin+ hicrelerin osteoblastlar1 da igeren ¢esitli mezenkimal

hiicre hatlarina ¢ok yonlii farklilasabilmesi gosterilmistir (33).

Nestin+ hiicreler, HKH’lerin regiilasyonunu igeren genleri de yiksek diizeyde
eksprese ederler: Cxcl12, c-kit ligand, angiopoietin-1, interlokin-7, vaskiler adezyon
molekdl-1 ve osteopontin (46).

2.4. Endosteal ve Vaskiiler nis arasindaki iliski

Endosteal nis, kemik boslugunun i¢ yiizeyinde Ilokalize olmustur,
osteoblastlarca zengindir ve sessiz fazda uzun-donem HKH’ler igin rezevuar olarak
gorev yapmaktadir. Bunun yanisira, vaskiiler nis kan damarlarin1 déseyen endoteliyal
hiicrelerden olusur, kisa-donem HKH’lerin farklilasma ve ¢ogalmasi igin ortam
saglamaktadir (Sekil 2.5). Her iki niste, hematopoetik homeostazin korunmasinda ya

da hasardan sonra yenilenmesinde beraber davrandiklari bilinmektedir (38).
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Sekil 2.5. Kemik iligi homeostazi sirasinda durgun fazda endosteal ve aktif perivaskiiler

HKH nisleri gésteren bir model (30)
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HKH’lerin iki tiir nisi anatomik ve fizyolojik olarak tanimlanmistir. Elde
edilen verilere gore endosteal ve vaskiiler nislerin her ikisinin de lokasyon ve islev
olarak cakistign bilinmektedir. Uc boyutlu gorintilerde, trabekiler kemiklerin
yuzeylerinde vaskiiler yapilar bol miktarda bulunmaktadir ve bu damarlar endosteal
yuzeylerde, trabekdler bélgenin iginde birbirleriyle eslesmektedir (48).

Her iki nis arasindaki en 6nemli fark oksijen diizeyleridir. Hipoksik kosullar
endosteal nisten yiiksek olan vaskiiler niste, HKH’ler vaskiiler nise hareket ederler ve
hematopoezi yenilemek yerine hiicre dongustine devam ederler. HKH’ler, tekrar GO

fazda tutulmasi 6ngoriilmiis olan endosteal nise geri donerler (49).

2.5. Nislerin disinda bulunan hematopoetik kok hiicreler

Yetigkin insanlarda HKH'lerin biiyiik bir ¢ogunlugu kemik iliginde bulunur,
ancak HKH’ler dikkate deger hareketlilik gosterirler. Ozel sinyallere yanit olarak,
sirastyla mobilizasyon ve homing olan streglerde endosteal nise HKH’ler yeniden
girebilir ve ¢ikabilirler (50).

SDF-1/CXCR4 ekseninin modilasyonunu iceren G-CSF ile uyarilmis
mobilizasyon daha sonra gosterilmistir. Bu sayede SDF-1 diizeylerinin azaltilmasi ve
onun reseptoriic olan CXCR4 arttirilmasi kok hiicre mobilizasyonu ile iligkili
bulunmustur. Bununla birlikte, 6nerilen kanitlara ragmen, G-CSF’in mobilizasyon
etkisiyle kapasitesini degistirerek, periferal kan ve kemik iligi arasinda SDF-
1(CXCL12) gradientini modifiye ettikleri bilinmektedir. HKH'lerin salinim1 ve bunu
kontrol eden mekanizmalarin neler oldugu kullanildigi tam olarak agikliga
kavusmamigtir (51). Sekil 2.6’da Monosit/makrofaj deplesyonu ya da G-CSF ile
uyarimdan sonra durgun fazda endosteal ve aktif perivaskiler HKH nislerini

gOsteren model verilmistir.
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Sekil 2.6. Monosit/makrofaj deplesyonu ya da G-CSF ile uyarimdan sonra durgun fazda

endosteal ve aktif perivaskiiler HKH nislerini gdsteren model (30)

2.6. Kok hiicre

Kok hiicrelerin biyolojik islevlerine gore tanimlandiklart bilinmektedir.
Heniiz farklilasmamis hiicreler olarak kendi kendilerini yenileyebilme yetenekleri
sayesinde kok hiicre havuzunun devamini saglamaktadirlar. In vivo kosullarda birden
farkli islevsel hiicrelere farklilasabilirler (52, 53, 54). Kok hiicre transplantasyonu
gerceklestirilen hastada 6mir boyu kalma yetenegine sahiptirler (52, 54).

Embriyogenezde ve post natal evrede kok hicrelerin kritik éneme sahip
olduklar1 bilinmektedir. Cevresel uyarilara cevap olarak farklilasmamis bir hiicrenin
fenotipini degistirmesine plastisite ve buna ek olarak da kok ya da progenitdr
hiicrenin bir veya daha fazla olgunlasmis hiicreye farklilagabilme yetenegine potensi
denilmektedir. Kok hcreler totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve
unipotent olmak tizere bes grup altinda tanimlanmaktadir. Fotal dokular harig,
viicudun herhangi bir hiicresine doniigebilen kdk hiicrelere pluripotent; vicudun
birkag¢ tipteki hiicresine doniisebilen kok hiicrelere multipotent; sadece bir hicre

tipine doniisebilen hiicrelere unipotent hicreler denmektedir (52,55).
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2.6.1. Mezenkimal stromal hiicre/Mezenkimal kok hicre

Mezenkimal stromal hiicreler (MKH), plastik ylizeylere yapisan, uygun
sartlarda ¢ok farkli hiicre tipine doniisebilen, morfolojik olarak fibroblast hiicrelere
benzeyen ve kendi kendini yenileyebilme 6zelliklerine sahip hiicrelerdir. MKH’lerin
dokularda lokalize olan olgun hicreleri Uretebildikleri de bir ¢ok c¢alismada da

gosterilmistir (9).

MKH’nin, kemik iliginden kolayca izolasyonlarinin yapilabilmesi ve kultlr
kaplarindaki plastik yiizeye yapismalariyla karakterize edildikleri bilinmektedir.
MKH’ler, fotal ve eriskin evrelerde ilk olarak kemik iliginden, umblikal kordon kan1
ve kordon stromasindan izole edilmistir. Ayrica amniyon sivisindan, dis pulpasindan,

adipoz dokulardan, sinoviyal sividan ve plasentadan da izole edilmistir (52, 56).
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Sekil 2.7. Mezenkimal kok hicrelerin genel 6zellikleri (57)

MKH’ler ayn1 zamanda da multipotent MKH olarak da bilinmektedir ve in
vivo, in vitro sartlar altinda viicudun ¢ok fakli doku ve hiicre tiplerine
farklilasabilirler. Bu yapilar; kemik, tendon, kikirdak, kas, ligament, yag, bag, dermis
ve Ki stromasidir (52, 58). Sekil 2.7°de mezenkimal k&k hiicrelerin genel 6zellikleri

gorulmektedir.

Doku miihendisliginde, hiicresel tedavilerde, bazi hastaliklarin 6nlenmesinde,
yiikksek ¢ogalma hizindan ve yapilan akademik ve arastirma tabanli c¢aligmalarda
MKH kullanimlari ile ilgili etik ve yasal problemlerin eksiklikleri nedeniyle en ¢ok

merak uyandiran tercih edilen hiicre grubu olmustur (9).

Son yillarda MKH’ler 6zellikle hematopoezi desteklemesi ve multipotent

karakter tasimasi nedeniyle dikkati {iizerine ¢eken hiicre grubu olmustur.
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Immiinsupresif 6zellik tasidiklar1 bilimektedir (59). Sekil 2.8’deki MKH’ler AML

hastas1 no:1’den kiiltiire edilip gorlintiilenmistir.

Sekil 2.7. Mezenkimal stromal hiicreler

(A)AML hasta birey no:1’e ait MSC’ler (B)Saglikl1 verici no:1’den alinan
MSC’ler.*Saglik Bakanligi Ankara Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Hematoloji-
Onkoloji Hastanesi Kok hiicre isleme ve saklama laboratuarinda Olympus CKX41

marka invert mikroskopta 40x’lik goriintiisii alinmustir.

MKH’ler kemik iligi mikrogevresinin onemli bir bilesenidir ve ayrica
HKH’lerin prolifere olmasmi ve farklilasmasini diizenleyen ve destekleyen bir
yapiya sahiptir. MKH’lerin iki 6nemli 6zelligi; birincisi transplantasyon durumunda
verici hiicre kaynagi olmasi, ikincisi ise in vitro sartlarda da hem otolog hem de
allojenik MKH’lerin lenfosit proliferasyonunu azaltmalari ve in vivo sartlarda da
sistemik tabanli immiinsupresyona sebep olmalaridir. Buna ek olarak MKH’ler
monositlerin dendritik hiicrelere (DC) ve potent durumdaki antijen-sunucu hiicrelere
differansiyasyonlarini baskilayabilir. Sonu¢ olarak MKH’lerin immiinolojik olarak
da ¢ok yonlii tepkileri ortaya ¢ikmaktadir (5).

MKH’ler sitokin ve kemokin gibi immiin modulatuar salgilayarak doku
tamirine, inflamasyonlu ve hasarlanmis dokulara da etki ederler. Akut doku

hasarlarinda o6zellikle akciger, kalp, karaciger ve bobreklerde MKH’lerin yararh

olduklar1 belirlenmistir (52, 60).
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En yaygin bilinen MKH’lerce eksprese edilen hiicre yiizey belirtegleri STRO-
1, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, SSEA-1 ve SSEA-4 pozitif
iken CD31, CD34, CD45, CD80, CD86 ve HLA-DR icin negatiflerdir (9).

MKH’leri tanimlamak i¢in Uluslararasi Hiicresel Tedavi Birligi (ISCT)’nin
belirledigi kriterler Tablo 2.3' de verilmistir.

Tablo 2.3. Mezenkimal stromal hiicreyi tamimlayan kriterler (61)

1 Standart kiiltlir ortaminda plastige yapigsmalari

2 Fenotip
Pozitif (>%95+) Negatif(<%2+)
CD105 CD45
CD73 CD34
CD90 CD14 veya CD11b
CD79a veya CD19
HLA-DR

3 In vitro Kkiiltir ortaminda osteoblast, kondroblast ve adipositlere

farklilagabilme yetenegi

2.6.1.1. Mezenkimal stromal hicrelerin immUnmodulatuar ozellikleri

Literatirde MKH’lerin klinik {izerinde Onemli etkileri mevcuttur. Bu
hicrelerin hem dogal hem de kazanilmis immun sistemlerde gorev alan lenfositlerle
aralarindaki etkilesimleri sonucunda immiinsupresif ve anti-inflamatuar etkilerinin
giiclii oldugu goriilmektedir. MKH’ler; T-hiicre proliferasyonunu, B hiicre
islevlerini, NK hiicre proliferasyonunu ve sitokin Uretimini baskilar ve dendritik

hiicrelerin (DC) aktivasyonunu, olgunlasmasini ve farklilagsmasini 6nlemektedir (62).

MKH’lerin potansiyel olarak hicre-hiicre interaksiyonunda parakrin etkiler
sayesinde immin cevaplari diizenledikleri bilinmektedir. Parakrin etkiyle 1L-6, IL-
10, indolamin 2,3 dioksijenaz (IDO), transforming blyltme faktori (TGF- p),
prostaglandin E2 (PGE-2), hepatosit buyime faktéri (HGF), nitrik oksit (NO) ve
hem oksijenaz-1 (HO-1) gibi ¢6ziinebilen immiin modiilatuarlarin salinmasina sebep
olmaktadir (63) (Sekil 2.9). IL-1, IL-2, IL-12, TNF-a ve INF-y gibi inflamatuar
molekdillere cevap olarak, MKH’ler bagisiklik hiicrelerinin pek ¢ok tipleri arasinda
karmasik bir geri besleme mekanizmasi ile ¢alisir. Bu mekanizma bir dizi biiyiime

faktorleri ve anti-inflamatuar proteinler salgilar (64).
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Sekil 2.8. Mezenkimal kok hucrelerin doku tamiri dzellikleri (57)

MKH’ler inflamasyon durumunda T hiicreler, dogal katil hiicreler (NK
hicreleri), B hucreler, monositler, makrofajlar ve dendritik hiicreler de dahil olmak

tizere, pek ¢ok bagigiklik hiicrelerinin gogalmasini ve islevini dnlemektedir (64).

MKH’ler, MHC smif T orta derece veya diisiik seviyede ve MHC sinif Il
antijen ekspresyonlari, ko-situmalator molekdller B7-1 (CD80) , B7-2 (CD86),
CD40 ya da CD40L ve FasL yoklugu ile karakterize edilen immiintolerans fenotipi
uyarir (63).

Bunlardan baska, hiicre-hiicre etkilesimi ve ¢Ozunebilen faktorlerin Gretimi
sayesinde MKH’ler, iretilen diizenleyici T hiicreler (Treg) tarafindan
immUnsupresif ¢evreyi uyarirlar. MKH’lerin in vitro, in vivo ve gesitli modellerde
Treg’leri indukleme yetenekleri gosterilmistir. Ayrica, in vivo Treg’lerin gelisimini
destekleyebilmesi saglayan IL-10 salgilayan plazmositoid dendritik hiicreleri de
uyarirlar. Bu gézlemler MKH'lerin dogrudan aktif bagisiklik hiicrelerini baskilayarak
ve dolayli Treg’leri toplayarak bagisiklik diizenlenmesinde anahtar diizenleyiciler

olarak bulundugu onerilmektedir (62).
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2.6.1.2. Mezenkimal stromal hicrelerin immunsupresyon 6zellikleri

MKH’lerin hedef immiin efektor hiicreler lizerinde genis bir ¢alisma alani
vardir ve inflamatuar cevaplari sirasinda dogal ve kazanilmis bagisiklik hiicrelerinin
temel islevlerini inhibe ederler (65). TNF-a, IL-10. ya da IL-1 B gibi proinflamatuar
sitokinlerden birisiyle olan IFN-y kombinasyonu, vaskiiler hicre adezyon molekulu-
1 (VCAM-1), interselliler adezyon molekuli-1 (ICAM-1), CXCR3 ligand1 ve
CCRS ligandlan gibi kemokin adezyon molekil ekspresyonu MKH’lerin yiiksek

seviyelerde immunosupresif faktorlerin salgilanmasini stimiile eder (57).

MKH’lerin immiin islevlerini diizenleyen kesin mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir. Bununla birlikte, hiicre-hiicre etkilesimi igin gerekenler agik
olmasa da bu islevleri igeren birka¢ ¢Oziinebilen faktor tanimlanmistir. MKH’ler
tarafindan salgilanan ve en ¢ok calisilan ¢oziinebilen molekiller ve sitokinler;
indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO), prostoglandin E2 (PGE2), transforming blyime
faktor-beta (TGF-p), hepatosit buyume faktori (HGF) ve interlokin-10 (IL-10).
Ayrica, son birkag yil i¢inde, insan 16kosit antijen G (HLA-G) gibi diger molekiiller
MKH’lerin immiinmodulatuar 6zellikleri ile iliskili bulunmustur (65). Sekil 2.10’da

MKH’lere ait immiinsupresyon ozellikleri gosterimistir.
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Sekil 2.9. MKH’lerin immiinsupresyon 6zellikleri (57)
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MHC smuf I ekpresyonu zayif olmasina ragmen, NK hiicreler aracili hiicre
6limlerinden MSC’ leri korumaktadir. Ayrica MHC sinif II ekspresyon eksikligi bu
hiicrelerin CD4 hiicreler tarafindan immiin tanima sisteminden kagmasima imkan
saglamaktadir. Ilging bir sekilde, hem MHC smif I ve MHC sinif II molekiilleri INF-
y varliginda upregiile olabilirler, hatta bu kosullarda MKH’ler immiinolojik cevabi
uyarmazlar. Ayrica kostimulator molekil CD40, inflamasyon kosullarinda MKH’ler
tizerinde artis gosterebilmektedir (66). Sekil 2.11°’de MKH’lerin dogal bagisiklik

sistemi tizerine Sekil 2.12°de kazanilmis bagisiklik {izerine etkileri gosterilmistir.

CDA40 ekspresyon artisina ragmen, T hiicreler tam olarak aktive olmaz. Ciinkii
diger molekiiller de bu aktivasyon icin gereklidir. Ko-stimllator sistem, inhibitér
molekdller tarafindan sikica regiile edilirler (67). Ornegin, inflamatuar kosullar
altinda, inhibitoér molekiil CD274 (ayrica PD-L1 olarak bilinir) artigina sebep olur ve
ekpresyonu MKH tarafindan CD40 ekspresyonunu dengelemek igin Dbir

mekanizmada kullanilabilir (66).
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Sekil 2.10. Dogal bagisiklik sisteminde MKH’lerin immiinsupresyonu (68)
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Sekil 2.11. Kazanilmis bagigiklik sisteminde MKH’lerin immiinsupresyonu (68)

Seminal ¢aligmada, Nicola ve arkadaslar1 MKH’lerin hem karigik lenfosit
kilttrlerinde hem de poliklonal aktivatorlerin [IL-2 ya da PHA] varliginda T-lenfosit
proliferasyonunu inhibe edebilirler. Ayrica, MKH’ler tarafindan hem CD4 hem de
CD8 T hiicreler esit sekilde inhibe edilirler ve bu etki doza bagimlidir (69).

Baslangicta, MKH’ler MHC-bagimsiz bir mekanizma yoluyla T hiicre
cogalma proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (70). Ayrica, MKH’ler T-hiicre
apoptozisini uyarmamaktadir ve hiicre donglstiinin GO fazinda T-hUcrelerin

durmasina MKH -T hicre temasina yol agmaktadir (66).

Baz1 ¢alismalarda, lenfositler tizerinde MKH’lerin yanlizca anti-proliferatif
etkisi olusur, sessiz kosulda olmasina ragmen, MKH, T-hiicrenin hayatta kalmasini
destekler. Gergekte, MKH’lerin T-hucre aktivasyonunu stimule etmedigi iyi
bilinmektedir. Bazi calismalar sunu gosteriyor ki; digerleri bu belirteglerin
ifadesinde higbir degisiklik bulmazken, MKH’ler aktivasyon belirteglerinin
ekspresyonunda bir azalmaya sebep olur. Birlikte ele alindiginda, MKH’lerin immiin
cevaptan kagma yetenegi ve T-hucre proliferasyonunu module etmek icin htcresel

tedavilerde kullanilmalar1 bu hiicreleri ¢gekici adaylar haline getirmektedir (66).
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2.7. Mezenkimal stromal hiicrelerle etkilesen immiinitede gorevli

hicreler
2.7.1. T Hicreler

T hicre proliferasyonunun MKH-aracili inhibisyonu olduk¢a detayli
tanimlanmistir. In vitro MKH’ler ne olursa olsun lenfositlerde uyarilan sinyal yolu
(6rn. alloantijen-mitojen- ya da anti-CD3/anti CD28-aracili uyar1) ile T hicre
proliferasyonunu inhibe edebilir. Aynm1 ya da farkli donorlerden elde edilen T
hlcreler ve MKH’lerin ko-kiiltiirlerinde benzer verimlilige sahip oldugu gosterildigi

gibi bu immin modulasyonda antijen karsilastirilmasini gerektirmez (69, 70).

Mezenkimal kok hiicreler tarafindan hangi mekanizmalarla T hicrelerin
immunsupresyonunu uyardiklar1 karisiktir ve salgilanan gesitli efektor molekiller

bu islevle baglantilidir. IDO, PGE2, TGF- g ve HGF bu sirecte énemli rol
oynamaktadir (65).

MKH’lerde, IDO yapisal olarak ifade edilmez, ama esas olarak, IFN-y
inflamatuar sitokinler ile uyarilmasi sonucunda, transkripsiyonu énemli 6lcude artar
(72). MKH’lerde IDO bir kez eksprese edildiginde, bu enzim triptofanin yikilmasini
katalizler ve T hucreler tizerine MKH’lerin immiinmodiilatuar &zelliklerini indlkler
(73). PGE2 siklooksijenaz 1 ve 2 (COX-1,COX-2) tarafindan yag asitlerinden
sentezlenir ve T hicreler (izerine imminsupresyon Ozellikleri detayli olarak
calistimistir. PGE2, IL-2 ve IFN- y sekresyonunu azaltir ve T hiicre ¢ogalmasi
engellenmesine yol agan siklik adenozin monofosfat (cAMP) diizeylerini arttirir. MKH

tarafindan tiretilen PGE2 ve proinflamatuar faktorlerin salgilanmasini artirir (74).

MKH’lerde COX-2 ‘nin kimyasal inhibisyonu ve T hiicre ko-kiltiirlerinde
PGE2 seviyelerini azaltir ve MKH odakli immiinsupresyonda kismi bozulma ile
sonuglanir (75). TGF-f’nin immunsupresyondaki rolii tam olarak bilinmemektedir.
TGF-B’nin farkli izoformlar1 immiin diizenlenme ile baglantili olmasina ragmen, ko-
kiltirlere notralize antikorlar ya da yalnizca karigik lenfosit reaksiyonu (MLR)
eklenerek gosterildiginde, diger yayinlar bu fonksiyonu ekarte etmislerdir (76).
MKH’lerde eksprese edilen HGF, MKH-aracili immiinsupresyonda 6nemli rol

oynamasina ragmen hala tam olarak bilinmemektedir. HLA-GS, eriskin MKH’ler
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tarafindan eksprese edilir ve salgilanirlar ve CD4 + CD25 + Foxp3 + regilator T
hlcreleri ve IL-10 de dahil olmak tizere bir mekanizma ile, aktive edilmis T hucreleri

uzerinde MKH’lerin immiinosupresif etkiler ile baglantili oldugu bilinmektedir (65).

2.7.2. B Hicreler

MKH’ler B hucrelerin proliferasyonunda inhibitor etki yaratirlar ve bu
hlcrelerin plazmositlere terminal farklilasmasini baskilayabilirler (78, 79). Ayrica, B
hicreler MKH’lerle ko-kulture edildiklerinde B hiicrelerin kemokin reseptor ve
ligandlarinin (CXCR4, CXCR5, CXCL12 ve CXCR4) sentezinin azaltilmasi
sayesinde MKH’ler B hiicrelerin kemotaktik 6zelliklerini inhibe edebilirler (77).

B hiicre islevi lizerinde MKH’lerin immiinsupresif etkisi in vivo olarak
degerlendirilmistir. MKH’lerden kiiltiir mediumuna salinan humoral faktor (ler) T-
hicre-bagimli ve T hiicre-bagimsiz antijenler ile asilanmis farelerde antijen-spesifik
IgM ve 1gG1 sekresyonunu bastirma yetenegine sahiptir (78). Bu ¢alismalar 6nceki
caligmalar teyit ettigi gibi MKH’lerin karisik lenfosit kilturlerine ya da MKH’lerin
ko-kiilturlerine eklenen ve periferal kandan saflastirilan B hicreler, IgM, 1gG ve IgA

iretimini baskilar (9).

2.7.3. Dendritik htcreler

MKH’lerin, DC’lerin farklilagmasi, olgunlagsmasi ve islevlerini etkileyebilme
yetenegine sahip oldugu gozlenmistir (79, 80, 81). Dendritik hlcreler en etkili antijen
sunan hcreler olarak kabul edilir, kisisel ve yabanci antijenlere (82) kars1 hiicresel
ve humoral cevaplar1 yonetmede 6nemli rola sahiptir. MKH’ler ve siipernatantlari,
dendritik hucrelerin endositozisi ile iligkilidir, IL-12 salgilama kapasitelerini etkiler

ve alloreaktif T hiicreleri aktive ederler (79).

Gozlemlenen benzer sonuglarda MKH’ler periferal kandaki monositlerin
dendritik hiicrelere farklilagsmasimi 6nlemistir. Dendritik hlcre sekresyon profili, IL-10
gibi anti-inflamatuar molekdllerin Uretimini uyararak ve IL-12 ve TNF gibi pro-

inflamatuar sitokilerin salinmasini inhibe ederek MKH’ler tarafindan degistirilebilir

9).
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2.7.4. NK Hiucreleri

MKH’ler, NK hiicrelerinin proliferasyonunu, sitokin sekresyonunu ve
sitotoksisitesini inhibe edebilir. MKH’ler tarafindan PGE2 ve TGF-£ sekresyonu,

sitokin iiretiminde azalma ve antiproliferatif etki ile baglantilidir (65).

NK hiicreleri, dogal bagisikligin en 6nemli efektor hiicreleri olarak kabul
edilir ve ayrica MKH’lerin immiinmodiilatuar potansiyeli tarafindan etkilenirler.
MKH’ler NK htcreleri ile ko-kiltire edildiklerinde (interlokin-2 tarafindan

uyarilan), bu hiicrelerden IFN-y sekresyonunda azalma goralir (83).

2.7.5. Monositler

Monositlerin immin regulasyonunda MKH’lerin rolii olarak hem farkli
olgunlagsma basamaklarini hem de APC olarak islevlerini etkiledigi diistiniilmektedir.
Ik olarak, MKH’ler efektér DC dogru farklilasma ve olgunlasmay1 bozmaktadir.
Ayrica CDla, CD40, CD80, CD86 ekspresyonunda azalma, makrofaj farklilagmasi
boyunca monositlerdeki MHC sinif IT indiiksiyonunu ve olgunlasmayi takiben CD86

yuzey belirtecini bozar (86, 87).

Ikinci olarak olgun DC’lerde bazi verilere gére MKH’ler monositlerin
fagositik islevlerine miidahale eder ve T hiicreleri aktiflestirirler (89). Ayrica,
MKH’ler tarafindan salgilanan IL-6, PGE2 ve makrofaj-koloni uyaric1 faktor (M-
CSF) (86, 88) gibi sitokinler, dendritik hiicrelerin sitokin profilini degistirebilir.
Dendritik hiicrelerin uyarilmasi sonucu anti-inflamatuar sitokin IL-10 salgilanir ve
IL-12 ve TNF- a sekresyonunu azaltir, anti-inflamatuar ¢evreyi olusturur ve ayrica

diger immiin hiicrelerin islevini etkiler (89).

2.7.6. Notrofiller

MKH’lerin noétrofiller iizerindeki iki ana etkisi inflamatuar aktivitede artis ve
bu hiicrelerin émiir uzunlugunda artistir. Onceki calismalar hem dinlenme halinde hem
de IL-6 salgilayan MKH’ler tarafindan aktive edilmis notrofillerdeki kendiliginden
apoptoz hizindaki diisiisti gostermistir. NOtrofillerdeki apoptoz, reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) uretimi ile pozitif baglantilidir. Bundan dolayi, MKH'ler gibi ROS
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iiretimini engelledigi gosterilmistir. Inflamatuar aktivitesinde azalmaya yol agar ve

notrofillerin hiuicresel solunumdaki baslangicint 6nemli 6lglide azaltir (65).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Calisma ve 6rneklerin elde edilmesi

Saglik Bakanligi Ankara Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Hematoloji-Onkoloji
Hastanesi Kok Hiicre Isleme ve Saklama laboratuvari’nda 2011-2014 yillar1 arasinda
Hematoloji Klinigine bagvuran ve AML tanis1 konulmus 7 birey, saglikli 7 birey ve 1
sagliklih MNC bireyi c¢alisma gruplarini olusturmustur (Tablo 3.1). 2-17 yas
araliginda bulunan hasta bireyler ile 3-51 yas araligindaki saglikli vericilerin kemik
iligi 6rnekleri, standart dondurma protokolleri uygulanarak saklanmistir. Ayrica
kemik iligi 6rneklerini ¢aligabilmek icin hasta onam formlar1 alinmistir. Calismanin
yiriitiilebilmesi i¢in etik kurul onay1 2014-062 nolu protokol kodu ile Ankara Cocuk

Saglig1 Hastaliklar1 Hematoloji-Onkoloji hastanesinden alinmustir.

Tablo 3.1. AML hastalarinin tan1 anindaki ve saglikli bireylerin yas, ortanca ve cinsiyet

profilleri

Total AML hastalarinin sayisi 7

Ortanca yas (yas arahg) 13 (2-17)

Cinsiyet

Erkek 3

N

Bayan

AML imminfenotip

AML

AML M2

AML MDS

Total saghikl donor sayisi

5
0
AML M4 1
1
7
1

Ortanca yas (yas arahgi)

Cinsiyet

Erkek

Bayan

Saghkhh MNC donor sayisi

Erkek

6
2
1
Ortanca yas (yas araligr) 31
0
1

Bayan

28




3.2. Dondurulmus kriyoviyallerden kemik iligi kaynakhh mezenkimal

stromal hiicrelerin ¢ozinmesi ve flasklara ekilmesi

e -196 °C “de s1v1 azot tankinda saklanan AML hastas1 ve saglhikli bireye ait
kemik iligi mezenkimal stromal hiicrelerin bulundugu kryoviyallerin (Bkz.

Sekil 3.1) i¢ine %10 FBS igceren PBS’den 1 ml yavas yavas eklendi.

e 15 ml’lik tiipe 2 ml %10 FBS igceren PBS konuldu. Pastor pipeti yardimi
ile kryoviyallerden 6rnekler ¢ekilerek 15 ml’lik falkon tlplerin icerisine
aktarildi.

e Ornek kalmamas: igin tiiplerdeki soliisyonla kryoviyalin icerisi tekrar

yikandi.

e 3000 rpm’de 15dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tuplerde az bir

miktar kalincaya kadar siipernatant kisimlari atildi. Tiipler homojenize

edildi.

e Uzerine 10 ml medium konularak T75°lik flasklara (greiner bio-one) ekim
yapildi. Eger hiicre sayist az ise 5 ml medium konularak T25’lik flasklara

(greiner bio-one) ekim yapildi.

Sekil 3. 1. Kryoviyaller ve Flasklar

3.3. Hiicrelerin besiyeri degisimi

Inkiibatorde tutulan icerisinde MKH’lerin bulundugu T25’lik flasklar, 3-4
ginde bir besiyerinin degisimine ihtiyag duymaktadir.Deneye baslamadan
once laminar air flow c¢alistirilmistir ve kabin iginde sterilizasyon islemleri

gerceklestirilmistir.
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e Inkiibatorden alinan flasklar kabin icerisine alinir, nceden kabin icerine

yerlestirilmis atik kabina flasklarin igerigi pastor pipeti ile bosaltilir.

e Flasklarin igerisine 5 ml kiiltiir mediumu pastor pipeti ile aktarilir. (Her
kullanimda pastor pipeti steril olanla degistirilmistir) Besiyeri degistirilen

flasklar dezenfektanla silinip inkiibatore kaldirilmistir.

3.4. Hucrelerin Tripsin-EDTA ile flasklardan kaldirilmas1 ve 6’ hk

kiiltiir kaplarina ekimlerinin yapilmasi

e Pasaj 1’deki AML hastasi ve donériiniin T25°lik flasklarda bulunan
kilturlerinin siipernanat kisimlar1 laminar flow igerisindeki atik kabina

pastor pipeti ile atilmistir.

o Flasklar PBS ile tekrar tekrar yikanmistir. PBS ile yikanan flasklardaki

solusyon atik kabina alinmustir.

e Flasklarin igerisine Biochrom AG Tripsin-EDTA (Sekil 3.2) sollisyonu 5
ml pastdr pipeti ile pipetlenmistir. Zaman kaybetmeden 37°C’de %5°lik

CO2’li inklbator igerisine alinmustir.

e 10-15 dk sonra inkiibatorden alinan flasklardaki hicrelerin, flask
zemininden ayrildigindan emin olmak i¢in mikroskopta bakilmstir.
Zemine tutunan hicreler hala var ise tekrar inkibatore konulup birkag
dakika daha beklenilmistir. Daha sonra mikroskopta tiim hiicrelerin
zeminden ayrildigina emin olunduktan sonra 15ml’lik tiiplere flaskin tiim

icerigi pipetlenmistir.

sin / EDTA
"oi064 5
Py e s

P02/ 2016 e

Sekil 3.2. Tripsin-EDTA solusyonu
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e Flasklarin igerisine 10cc FBS ve 90 cc PBS igeren soliisyondan 5 ml daha
pipetlenip tiim flask tekrardan yikanarak tiim igerik tripsin-EDTA ve
kalkan hiicrelerin bulundugu tiiplere aktarilmistir. Boylelikle hiicreler daha

verimli sekilde toplanmaistir.
e 15 ml’lik tiipler 3000rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.

e Santrifiijden sonra siipernatantlar atilarak tiiplerin dibindeki az bir
soliisyonda ¢oken hiicreler siispanse edilmistir. Iyice homojenize olan
tiipler FBS ile 2 ml kadar sulandirilarak igerisinde 200ul 6rnek, zerinde

hastanin adin1 yazdig1 2ml’lik ependorf tliplere alinmustir.

e Ependorf tiiplerdeki oOrneklerin hemogram sayimlar1 yapilmistir.
Hemogram sonuglarina gore cekirdekli hiicre sayilar1 hesaplanarak 6’lik
kiiltiir kaplarinda (greiner bio-one cell star) herbir kuyucuga 50000 MKH
gelecek sekilde ekimleri yapilmistir.

e Ekimleri yapilan mikro-plateler hicrelerin  Uremesi igin  etive

kaldirilmastir.

3.5. Proliferasyon kapasitesi

MKH’lerin proliferasyon kapasitelerine bakabilmek i¢in pasaj 1°deki ve pasaj
2’deki hemogram sayimlar dikkate alinmistir. Pasaj ilerletme asamalar1 deneyimiz

pasaj 2’de sonlandirildigi igin devam edilmemistir.

Proliferasyon kapasitesi hesaplanmasi asagida verilen denklemle ifade
edilmektedir:

Population doublings(PDs) = (log4o N)/(log1o 2)

N toplanan hiicrelerin/ekilen hiicrelere oranini ifade etmektedir (90).
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3.6. Mezenkimal stromal hiicrelerin farkhlasma Kkapasitelerinin

arastirillmasi

Adipojenik farkhilasma asamalari:

AML hastast ve saglikli bireylerin kemik iliklerinden izole edilen
mezenkimal  stromal hiicrelerin  farkli  hiicrelere  farklilasabilme
yeteneklerini analiz edebilmek igin ticari olarak satilan MesenCult

Adipogenic Diff Medium Human (Stem cell) kullanilmistir.

AML hastast ve saglikli bireylerin MKH’leri ilk olarak T25’lik flasklara
(greiner bio-one) ekimi gergeklestirildi. 3-4 giinde bir besiyerleri degistirildi.

Hiicreler konfluent hale geldiginde MesenCult Adipogenic Diff Medium
Human (Stem cell) kitinden 2 ml, kultir mediumumuzdan da 8 mi

eklenerek 10 ml’lik farklilasma besiyeri hazirlandi.

Kiiltiir medium icerigi:

v
v
v
v

DMEM %50(BiochromAG)
FBS %10(BiochromAG)
MCDB %40(BiochromAG)
Penisilin/Streptomisin %1

Deney siiremizin on besinci glninde hazirladigimiz adipojenik medium

eklendi. Bir hafta sonra medium tekrar degistirildi.

Otuz gunun sonunda Olympus CKX41 (Sekil 3.3) marka invert
mikroskopta hiicrelerin farklilasmasina bakildi. Hiicrelerde farklilasma net

olarak goriildiigii icin boyama agamasina gecilmistir.

Adipojenik boyama asamalar:

Adipojenik fiksasyon asamasinda flasklardaki medium bosaltildi ve PBS
ile yikandi.
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e PBS icerigi bosaltilip ve 2 ml %10’luk formol (Sigma-Aldrich) eklendi.
Oda 1s1sinda 1 saat inkiibasyon gergeklestirildi.

¢ Adipojenik boyama asamasinda %10’luk formol bosaltilip, 2 ml %60°11ik
isopropanol’de 5 dk bekletildi.

e Siire sonunda %60°’lik isopropanol (Sigma-Aldrich) bosaltilip ve 2 ml Qil
Red O boyasi eklenerek 5 dk inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonucunda Oil Red O (Sigma-Aldrich) bosaltilip yerine
Hematoksilen boyasi eklenerek 1 dk bekletildi.

e Sire sonunda musluk suyuyla flask zemini yikanip ve hucrelerin Olympus

CKX41 markali invert mikroskopta goriintiilenmesi gergeklestirilmistir.

Sekil 3.3. Olympus CKX41 markali invert mikroskop

Osteojenik farklilasma asamalar:

e AML hastast ve saglikli bireylerin kemik iliklerinden izole edilen
MKH’lerin farkli hiicrelere farklilasabilme yeteneklerini analiz edebilmek
icin ticari olarak satilan Osteogenic Stimulatory kit Human (Stem cell)

kullanilmistir.
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e AML hastas1 ve saglikli bireyin MKH’leri ilk olarak T25’lik flasklara
(greiner bio-one cellstar) ekimi gerceklestirilir. 3-4 glnde bir besiyerleri
degistirildi.

e Hiicreler konfluent hale geldiginde Osteogenic Stimulator Human (Stem
cell) kitinden 7,5ml supplement, 5 pl Dexametazon ve 175ul B-
gliserofosfat 50ml’lik tiipe eklendi. Bu solisyonun U(zerine 42,5 ml
medium eklendi. (Medium igerigi daha Once adipojenik farklilagsma

boliimiinde verilmistir).

e Hazirlanan sollisyon en fazla 1 ay igerisinde tiiketilmelidir. Deney
sliremizin on besinci guninde hazirladigimiz osteojenik farklilagsma

mediumu eklendi. Bir hafta sonra medium tekrar degistirildi.

e Otuz gunin sonunda Olympus CKX41 marka invert mikroskopta
hlcrelerin farklilasmasina bakilmigtir. Hlcrelerde farklilasma net olarak

g6zlenmektedir.

Osteojenik boyama asamalari:

e Osteojenik fiksasyon asamasinda flasklardaki medium bosaltilip ve PBS

ile yikandi.

e PBS igerigi bosaltilip ve 1 ml %4’liik etanol (Sigma-Aldrich) eklendi. Oda
1sisinda 30dk inkiibasyon ger¢eklestirildi.

e Sire sonunda etanol (Sigma-Aldrich) bosaltilip Alizarin Red (Santa Cruz
Biotech) oda sicakliginda 20 dk bekletildi.

e Inkiibasyon sonucunda Alizarin Red (Santa Cruz Biotech) dokiilerek flask

tekrardan PBS ile yikanir.

e PBS atilip musluk suyuyla flask zemini yikanmistir ve Olympus CKX41

markal1 invert mikroskopta goriintiilenmistir.
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3.7. Periferik kandan ve kemik iliginden mononiikleer hiicre (MNC)

izolasyonu

Periferik kandan Mononikleer hiicre izolasyonu (Dansite gradient yontemi)

asamalart;

e Laminar air flow, icerisinde islem yapmadan 6nce dezenfektan soliisyonla
temizlenmelidir. Isleme baslamadan once steril eldiven kullanilmalidir.
Servis ve kliniklerden enjektor igerisinde gelen kemik iligi 6rnekleri
laminar air flow igerisine alinir. Enjektorde gelen 6rnek tiip igerisine yatay

bir sekilde hemoliz edilmeden bosaltilmalidir.

e Kemik iligi veya periferik kanlar, 6rnek miktar1 kadar PBS (Phosphate
Buffer Saline) ile seyreltildi. Fikol bos bir 15 ml’lik falkon tiipe alind1 ve
seyreltilen Grin fikolln Gzerinde tabaka olusturacak sekilde yavas yavas
ve egik bir sekilde eklendi. Tiip icerisindeki 6rnek tekrar 1500rpm’de 25
dk santriftij edildi.

e MNC’ler ¢ok dikkatli bir sekilde toplanip steril 15 ml’lik falkon tiipe
alindi. Uzerine PBS eklenip 5-10 dakika santrifiij edilip hiicre sayimi
yapildi. Sayim sonucuna gore T25 ve T75 ‘lik flasklara ekim yapildi veya

kryoviyallerde donduruldu.

e Flask ve kryoviyallerin Uzerine Urlne ait bilgiler isim, tarih ve diger

bilgiler yazildu.

e Sayim sonucu yetersiz olan hiicreler, ¢ézlinme sonrasi hiicresel canlilik
diisiistinden dolayr dondurulmayip ekim yapilmistir. Hiicre sayis1 yeterli
olan MNC’lere, kryoprotektanlar (freezing sollsyonu) eklenerek

dondurulmustur.
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3.8. Fitohemaglitinin ile in vitro PBMC proliferasyon assay ve Flow-

sitometride T hiicre belirteclerinin okunmasi

Calismamizda saglikli donorlerden periferik kanlar alinip fikol kullanarak
MNC hiicre izolasyonlar1 yapilmustir. izolasyonu yapilan hiicreler hemogramda
sayimlart yapilarak yaklasik total ¢ekirdekli hiicrelerin sayisi bulunmustur. 6’lik
kiiltir kaplarinin her bir kuyucuguna MKH’ler daha onceden kiiltire edilip ve
hemogramda sayimlar1 yapilarak 50000 MKH olacak sekilde eklenmistir. 1. kuyucuk

kontrol olarak kalmistir ve hic¢bir isleme tabii tutulmamustir.

Periferik kandan dansite gradient yontemi ile izole edilen MNC’ler
hemogram sayim sonuglar1 hesaplanarak 6’lik kiiltiir kabinin 4. kuyucuguna 50000
MKH (zerine 1:1 oraninda yeni hazirlanmig 50000 MNC gelecek sekilde ekimleri
gerceklestirilmistir. Saglikli bireyden elde edilen MNC’lere blastik transformasyon
testi yapilabilmesi i¢in iki T25’lik flasklara, izole edilen MNC’ler eklenmistir.
Flasklardan birine 100l PHA eklenmistir. Diger T25’lik flaska PHA eklenmemistir.

37 °C’de 72 saat inkiibasyona brakilmistir. Inkiibasyon sonucunda 2.well’e
PHA eklenmis MNC hemogramda sayilip 50000 MNC olacak sekilde eklenmistir.
5.kuyucuga PHA eklenmeyen MNC, hemogramda sayilarak 50000 MNC olacak
sekilde ekimleri gergeklestirilmistir. 3. ve 6. Kuyucuklarda AML hastasi bireyin daha
onceden 196 °C’de saklanan MNC hiicreleri ya da AML hastas1 bireyin -80°C’de
saklanan periferik kan ornekleri ¢ozindirilip dansite gradient yontemi ile MNC

izolasyonlar1 yapilip eklenmistir (90).

PHA eklenen
Flow-sitometride
aktivasyon
4 belirteglerine
L "‘:”// bakilmas:

AML hastalarindan -
ve Saghkh MINC
vericisinden izole

edilen MNC’ler

37 C'de 72 saat inkiibasyon

PHA
eklenmeyen

Flow-
sitometride

C aktivasyon
belirteglerine
bakilmas:

Sekil 3.4. Fitohemagltinin ile MNC aktivasyonu
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Izolasyon sonunda ¢dziiliip hemogramda saymmi gergeklestirildikten sonra iki
T25°1ik flaska ekimler yapilip birinin igerisine 100ul PHA eklenmistir. Diger T25’1ik
flaska PHA eklenmemistir. 37 °C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir (91).
Inkiibasyon sonunda 3. kuyucuga PHA eklenmis MNC, hemogramda sayilip 50000
MNC olacak sekilde eklenmistir. 6. kuyucuga PHA eklenmeyen MNC, hemogramda
sayilarak 50000 MNC olacak sekilde ekimi gergeklestirilmistir. Saglikli bireylerden
elde edilen MNC ve AML hastas1 bireyden elde edilen MNC deneyleri es zamanlh
gergeklestirilmistir.

Sekil 3.5. Flow-sitometri cihazi (91)

Flow-sitometri hicrelerin biiylkliigl, vizkozitesi ve granilaritesine baglh
olarak tek hiicre diizeyinde arastirma imkani saglamaktadir. Stispanse hale getirilmis
hiicrelerin hiicre zarlarinda bulunan yilizey antijenlerinin belirlenmesi, B ve T
lenfositlerin alt grup tayinlerinin  belirlenmesinde, l6semi ve lenfoma
tiplendirmesinde, apoptoz, fagositoz, otoantikor tayininde, DNA analizinde,
hiicresel canliligin belirlenmesinde ve kromozom analizi gibi bircok 6nemli deneysel

asamalarda kullanilmaktadir (92).

Calisma prensibinde hiicreler lazer 1sinlarindan gecirildikten sonra ultrasonik
vibrasyon uygulanir. Ultrasonik vibrasyon, akis durumundaki hiicresel siispansiyonu
damlaciklara ayirir ve bu damlaciklarda hiicreler bulunur. Nétr, + yiikli ve — yukli
damlaciklar elektriksel alan igerisinden gecirilir ve tasidigi yiike gore saptirma

plaklar1 sayesinde birbirinden ayrilarak izole edilip analiz gergeklestirilir (92).
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PHA eklenmis ve eklenmemis tiim T25’lik flasklardaki drnekler kuyucuklara
ilave edilmeden 6nce Flow-sitometri (Beckman Coulter navios) cihazinda (Sekil 3.5)
CD3, CD4, CD25, CD69 ve HLA-DR T hiicre ylizey belirteclerine bakilmistir.
Calismamizda MKH-MNC ko-kiltiuriinde T hicrelerin (MNC hicrelerin biyik
cogunlugunu T lenfositler olusturdugu i¢in) MKH’ler tizerindeki immunolojik
etkilerine bakmak hedeflenmistir. Bir haftalik bir inkiibasyondan sonra tiim
kuyucuklar Tripsin-EDTA ile kaldirilip hemogramlart sayilip hiicresel canliliklarina
Tripan blue boyasi ile bakilmistir. Sekil 3.6 ’da A’da saglikli birey no:9’un 6’lik
kiiltiir kaplarina ekimi yapildiktan sonraki goriintiileri ve B’de AML hastas1 no:6’nin

6’lik kiiltiir kaplaria ekimi yapildiktan sonraki goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.6. Fitohemagltinin ile in vitro PBMC proliferasyon assay

(A)Saglikli birey no:9’un 6’lik well-platelere ekiminin yapildiktan sonraki
gorinttleri. (B) AML hastasi no: 6’nin 6’lik well-platelere ekiminin yapildiktan

sonraki goruntileri

3.9. Hiicre canhlik testi

Hiicresel canlilik testlerinde toksik etki sonucu kiiltiirlerde canli olarak kalan
hiicrelerin tespit edilmesinde kullanilan 6nemli bir tekniktir. Testlerde hiicre zarinin
biitiinligiiniin bozulmasi sebebi ile hiicre i¢ine absorbe olan tripan blue, eritrosin vb.
boyalarla islem gerceklestirilir. Hlcre zar1 zarar gormeyen hiicrelerin boyay absorbe

etmedikleri bilinmektedir. Deneyde kullanilan tripan blue boyasi vital olmayan bir
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boyadir ve negatif yiike sahiptir. Sekil 3.7°de hiicresel canlilik testine ait 1s1k

mikroskobu goriintiisii verilmistir. (93).

Canli olmayan hiicrelerin boyayr absorbe etmesi 151k mikroskobunda
goriintiilenmelerine imkan saglamaktadir. Deney asamasinda hiicrelerin hizli bir

sekilde sayimlarinin yapilmasi gerekmektedir (94, 95).

Hiicresel viabilite testini kullanarak T hiicrelerle etkilesime giren MKH’lerin
hicresel canliliklari, yiizdelik sayimlar1 hesaplanarak analiz edildi. 6’lik kiiltiir
kaplarindan tripsin-EDTA ile kaldirma islemi sonunda elde edilen hicreler
ependorflara alindi. Uzerlerine hangi kuyucuktan ve hangi bireye ait olan 6’11k kiiltiir
kabindan alindigi yazildi. Kontrole ait drnekten 50 pl, tripan blue boyasindan da

50ul olacak sekilde 1:1 oraninda karistirildi.

Thoma laminin tlizerine lamel konuldu ve karistirilan soliisyon thoma lam1 ve
lamel arasma eklendi. OIU hiicreler tripan blue (Sigma Alderich) boyasini hiicre
igerigine aldig1 i¢in mavi renkte goriindii. Canli hiicreler boyayr almadig i¢in beyaz
renkli goruldi. Olympus CX31 markali 151k mikroskobunda 6lii hiicrelerin ve canli
hiicrelerin sayimi yapildi. Tim islemler her bir kuyucuk icin gergeklestirildi ve
yiizdece hiicre viabiliteleri hesaplandi. Asagidaki matematiksel ifade de canli hiicre

orani hesaplamasi verilmistir.

Canl1 hiicre oran1 (%) = Boya almamus hiicrelerin sayisi/ Toplam hiicre sayisi

x 100

Sekil 3.7. Hiicresel canlilik testine ait 151k mikroskop goriintiisii 40x bityiitme (96)
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Sitokin analizi yapabilmek ic¢in kuyucuklardaki supernatantlar ependorf
tuplere almip derin dondurucuya (-18 °C) konuldu. Tripsinizasyon sonrast MKH
hiicreleride 6nce hemogram analizi yapilip freezing soliisyonlar1 eklenerek kademeli

olarak donduruldu ve en son asama olarak -196 °C’de tutulmaktadur.

3.10. istatistiksel Analizler

Arastirmada yer alan degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
Wilks testi ile degerlendirildi. Degiskenler normal dagilim gdstermediginden ve
denek sayist az oldugundan tanmimlayici istatistiklerinin gosteriminde ortanca
(minimum-maksimum) degerleri kullanildi. Ek bilgi olarak ortalama + standart

sapma degerleri verildi.

Her bir kuyucukta AML hastalart ile saglikli bireylerden elde edilen
degerlerin karsilastirilmasinda ve PD2 degerlerinin karsilagtirllmasinda Mann

Whitney U testi kullanildi.

AML hastalar1 ve saglikli bireylerin kuyucuklaridan elde edilen degerlerinin
farklilik gosterip gostermediginin incelenmesinde Kruskal-Wallis  parametrik

olmayan varyans analizinden yararlanildi.

AML hastalarinin PHA eklenen ve PHA eklenmeyen gruplarinda elde edilen
CD3/CD69, CD3/HLA-DR ve CD4/CD25 degerlerinin farklilik gosterip

gostermedigi Mann Whitney U testi ile incelendi.

Istatistiksel analizler ve hesaplamalar icin 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 programlari kullanild:. Istatistiksel anlamlilik
duizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mezenkimal stromal hiicrelerin morfolojisi

MKH’lerin hucre Kkaltira gorintileri Olympus CKX41 marka invert
mikroskopla ¢ekilmistir. Tim MKH’ler T25’lik flasklarda standart hticre kalttr
yontemleri uygulanarak 37°C’de inkiibe edilmistir ve haftada iki kez besiyerleri
degistirilmistir. Yapilan morfolojik analizde hem AML hastalarina ait hem de saglikli
vericilere ait goriintiilerin benzer oldugu goriilmistiir. Her iki goriintiide plastik yiizeye
yapisan, ig seklinde uzantili ve fibroblast benzeri hiicreler gorilmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. AML hastas1 ve saglikli bireylerin MKH’lerinin invert mikroskop goriintiileri
(A)AML hastasi birey no:1’den alinan MKH’lerin mikroskobik gorintust 40x
blyitme. (B) Saglikli birey no:7’den alinan MKH’lerin mikroskobik gorintisu
40x blyutme. (C)AML hastas1 birey no:6’dan alinan MKH’lerin mikroskobik
goriintlisic.  40x  biiyiitme. (D)Saglikli birey no:9’dan alinan MKH’lerin
mikroskobik gorintisi 40x biyitme (Olympus CKX41)
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Hiicre kiiltiiri asamalarinda MKH’lerin morfolojik agidan birbirine benzeyen
hiicreler olarak goriilmesine ragmen bazi hastalarin hiicre kiiltiirii asamalarinda MKH
hiicrelerin tiremedigi gozlemlendi. Sekil 4.2°de AML hasta no:7’ a ait olan hiicre

goriintlisiinde deney duplike edilmesine ragmen iireme gozlenmemistir.

Sekil 4.2. AML hastasina ait hiicre kiiltiirii goriintiileri

(A) AML hasta no: 7’ye ait olan hicre kiltiri gorintist. (B) Hucre kilturd
tekrarlandiktan sonra tekrar invert mikroskopta cekilen goriintiisii. 40x

blyitme (Olympus CKX41)

4.2. Mezenkimal stromal hiicrelerin ¢cogalma kapasitesi

AML hasta ve saglikli bireylere ait olan populasyon doubling (PD)
degerlerine ulagabilmek igin 6’lik kiiltiir kaplarina ekimi yapilan hiicreler hemogram
cihazinda olgiilmistiir. Tiim kuyucuklara pasaj 1 olan 50000 MKH hiicrenin ekimi
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlanan hiicreler Tripsin-EDTA ile
muamele edilip tim hiicreler kalktiktan sonra yeniden hemogram cihazinda sayimlart
gergeklestirilmistir. Bulunan degerler pasaj 2 olarak gosterilmistir (Tablo 4. 1). Pasaj
1 ve pasaj 2’den elde edilen degerler daha Onceden materyal metot kisminda

anlatilan PD degeri hesaplama formiilii kullanilarak hesaplanmustir.
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Tablo 4.1. AML hastalar1 ve Saglikli bireylerin logaritmik PD degerleri

ID |Pasajl 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 degerlerinin AML hastalar1 ile saglikli bireylerde benzer oldugu tespit
edilmistir (z= 1.074; p=0.394). ki grupta elde edilen ortancalar benzerdir (Tablo 4.2).
Sekil 4.3’de PD1 ve PD2 i¢in iki grupta ortalamalardaki degisim gosterilmistir.

Tablo 4.2. AML ve saglikli birey PD2 sonuglarinin karsilastirilmasi

AML Saghkh Birey

Ortanca Ortanca

(min; mak) Ort£SS (min; mak) Ort£SS z p
PD2 2.0 (2.0; 3.0) 23+04 2.0 (1.0; 3.6) 1.9+£0.9 1.074 0.394

Pasaj 2’de bulunan MKH’ler Tripsin-EDTA ile 6’lik kiiltiir kaplarindan
kaldirildiktan sonra Tripan blue boyasi ile hiicresel canliliga bakilmistir. Bu sebeple

hiicrelerin pasajlanmasi bu asamada durdurulmustur.
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Sekil 4.3. AML hastas1 ve Saglikli bireylerden elde edilen logaritmik PD degerlerine ait
ortalamalar

4.3. Mezenkimal stromal hiicrelerin farklilasma kapasitesi

4.3.1. Adipojenik farklilasma

AML hastalar ve saglikli bireylerin kemik iliklerinden elde edilen MKH’lerin
adipojenik hiicrelere farklilasmasini gosterebilmek i¢in MesenCult Adipogenic Diff
Medium Human (Stem cell) kiti kullanilmistir. Yapilan deney agamalari ve
inkibasyon siresi sonunda Olympus CKX41 marka invert mikroskopla 40x’lik
biiylitmede ¢ekilmistir (Sekil 4.4) Adipositlere doniisen MKH’lerin igindeki yag
damlaciklarinin Oil Red O boyasi ile boyanmasi sonucu mikroskopta boyayr alan

hicreler kirmizi renkte oldugu gorilmektedir.
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Sekil 4.4. MKH’lerin adipojenik farklilagmasi

(A ve B ) Saglikli birey no:11’den alinan MKH adiposit hiicrelerine farklilagmasi
ve yag damlaciklarimin oil red o ile boyanmasi 40x buyitme. (C ve D) AML
hastas1 birey no:5’ten alinan MKH adiposit hiicrelerine farklilasmasi1 ve yag

damlaciklarmimn oil red o ile boyanmasi 40x buyltme (Olympus CKX41)

4.3.2. Osteojenik farkhlagsma

MKH’lerin osteojenik farklilagmasin1  gosterebilmek igin Osteogenic
Stimulatory kit Human (Stem cell) kiti kullanilmigtir. Calisilan ornekler AML
hastalar1 ve onlarin saglikli bireylerden elde edilen kemik iligi kaynaklt MKH’lerden
elde edilmistir. Yapilan deney asamalar1 ve inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerde
bulunan kemik mineralleri Alizarin Red ile boyanmistir. Hiicre goriintiileri Olympus

CKX41 marka invert mikroskopla 40x’lik blyutmede ¢ekilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. MKH’lerin osteojenik farklilagmasi

(A ve B) Saglikli birey no:11°den alinan MKH’lerin osteosit hiicrelerine
farklilagsmasi sonucu hiicrelerde biriken kemik minerallerinin Alizarin red ile
boyanmasi 100x biyutme. (C ve D) AML hastas1 birey no:5’ten alinan MKH’lerin
osteosit hiicrelerine farklilagsmasi sonucu hiicrelerde biriken kemik minerallerinin

Alizarin red ile boyanmasi 40x bliyutme Olympus CKX4.

4.4. Flow sitometri sonuclari

6’lik kiltiir kaplarina PHA eklenen ve igerisine PHA eklenmeyen AML
hastalariin periferik kanlarindan izole edilen MNC’ler T25’lik flasklarda 72 saat 37
°C’de inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda T hiicre aktivasyon belirteglerine
(CD3/CD69, CD3/HLA-DR, CD4/CD25) bakilmasi i¢in flow-sitometri (Beckman
Coulter navios flow cytometer) cihazinda immdinolojik analizi gergeklestirilmistir.
AML hastalar1, saglikli bireyler ve saglikli MNC vericisinden elde edilen sonuglar
asagida verilmistir (Sekil 4.6 — Sekil 4.11).
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Al 7,274 72.7400 100.0000
Y- 1,662 16,6200 22.8485

Y-+ U7 21700 2.9832
Y+ 2,292 22,9200 31,5095
Y+ 3,103 31.0300 42.6588

Sekil 4.6. Saglikli birey no:12’den izole edilen MNC’lerin PHA ile uyarilmasi sonucu elde

€03 PC7
Gate Number %Total %Gated

Al 7,274 72,7400 100.0000
- 1,741 17.4100 23.9346

1+ 142 1.4200 1.9522
I+ 3,778 37.7800 51.9384
L+ 1,613 16,1300 22.1749

edilen flow sitometri sonuglari
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Al 7,274 72.7400 100.0000
X~ 1,871 187100 25.7217

X+ 2,148 21.4800 29.5298
Xs- 54 0.5400 0.7424
X+ 3,201 32.0100 44.0060



Data Set 2:
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AA-+ 122 12200 19799 AB-+ 662 6.6200 10.7433 Q-+ 100 1.0000 1.6228
AA+- 3,081 30.8100 50.0000 AB+ 3,047 30.4700 49.4482  Q+ 1,328 13.2800 21.5514
AA++ 202 2.0200 3.2782 AB++ 230 23000 3.7326 Qs+ 108 1.0800 1.7527

Sekil 4.7. Saglikli birey no:12’den izole edilen MNC’lere PHA eklenmeden elde edilen flow

sitometri sonuglart

48



Data Set 1:
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X+ 204 20400 23538 W+ 20 02000 0.2308 Y-+ 24 02400 0.2769
X#- 82 0.8200 0.9461 W+ 59 05900 0.6807 Y+ 76 0.7600 0.8769
X+ 67 0.6700 07730 W+ 84 0.8400 09692 Y+ 73 07300 0.8423

Sekil 4.8. AML hastasinin no:5’ten elde edilen MNC’lere PHA ile uyarilmasindan elde

edilen flow sitometri sonuglart
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Data Set 2:
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Ad+- 264 2.6400 32657 Q- 24 22400 27709 AB+ 247 24700 3.054
Ab++ 11 01100 0.1361  Q# 25 0250 03093 AB++ 26 02600 0.3216

Sekil 4.9. AML hastasi no:5’ten izole edilen MNC’lere PHA eklenmeden elde edilen flow

sitometri sonuglart
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Data Set 1:
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Sekil 4.10. Saglikli MNC vericisinden elde edilen hiicrelerin PHA ile uyarilmasindan elde

edilen flow sitometri sonuglari
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DataSet 2:
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Sekil 4.11. Saglikli MNC vericisinden elde edilen hiicrelerin PHA eklenmeden elde edilen
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flow sitometri sonuglari
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Flow sitometri cihazinda analizleri gerceklestirilen 6rnekler T aktivasyon
belirteclerinden pozitif/pozitif olanlar alinarak her iki membran yiizey belirtecini
eksprese eden mononikleer hiicrelere bakilmistir. Tablo 4.3’de gortldigi tlzere
verilerde kapilama ylizdesi pozitif/pozitif ve PHA’lu ve non-PHA’lu olanlar

istatistiksel olarak incelenmistir.

Tablo 4.3. Blastik Transformasyon testinin flow sitometri sonuglarinin yiizdelik degerleri

ID |CD3/CD69 [D3/CD69 CD3/HLA-DR|CD3/HLA-DR |CD4/CD25 |CD4/CD25
+/+ PHA +/+PHA +/+PHA H+ PHA +/+ PHA +/[+PHA
sklenen sklenmeyen eklenen sklenmeyen sklenen 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 14,5738 2,7411 5,6133 2,6396 9,8753 16,0406

5 10,8423 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 hastalarinin PHA grubunda CD3/CD69 degerlerine ait ortanca 3.232 (min=
0.000; mak= 43.701) iken PHA eklenmeyen grubunda CD3/CD69 degerlerine ait ortanca
0.579 (min= 0.000; mak= 2.741) olarak elde edilmistir (z= 1.524; p=0.132).

AML hastalarinin PHA grubunda CD3/HLA-DR degerlerine ait ortanca 3.354
(min=0.000; mak= 46.457) iken PHA eklenmeyen grubunda CD3/HLA-DR degerlerine
ait ortanca 2.197 (min=0.136; mak= 5.764) olarak elde edilmistir (z=0.480; p=0.669).

AML hastalarinin PHA grubunda CD4/CD25 degerlerine ait ortanca 4.032 (min=
0.969; mak= 30.041) iken PHA eklenmeyen grubunda CD3/CD69 degerlerine ait ortanca
2.532 (min=0.309; mak=16.041) olarak elde edilmistir (z=0.961; p=0.394). PHA eklenen

ve PHA eklenmeyen gruplarinda belirtilen degisken degerlerine ait sonuglar benzerdir
(p>0.05) (Tablo 4.4; Sekil 4.12).
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Tablo 4.4, AML hastalarmin PHA eklenen ve PHA eklenmeyen gruplarinda belirtilen

degisken degerlerinin karsilastiriimasi

PHA eklenen PHA eklenmeyen
Ortanca Ortanca
(min; mak) Ort+SS (min; mak) Ort+SS z p
3.232 0.579
CD3/CD69 1.537 £ 16.840 0.996 + 1.048 1.524 0.132
(0.000; 43.701) (0.000; 2.741)
CD3/HLA- 3.354 2.197
14.657 + 20.292 2.264 £2.038 0.480 0.669
DR (0.000; 46.457) (0.136; 5.764)
4.032 2.532
CD4/CD25 8.540 £ 10.968 4,243 £5.867 0.961 0.394
(0.969; 30.041) (0.309; 16.041)
%% kapilama %9 kapilama
1000 100,06
80,0 20,0
2 &
J o 600
E 80,0 i|
8 a0 e E 40.07
o (5]
200 il
- =
J0- === T T
L T PHA elkdenen  PHA sldenmsven
PHA zllenen PHA zllenmeaven

%49 kapilama

100,09

80,0

40,0+

CD4iCD25

20,0+

0] = i

PHA sldenen PHA elklenmeven

Sekil 4.12. PHA eklenen ve PHA eklenmeyen durumlarda AML hastalarinin belirtilen

degisken degerlerinin kutu ¢izgi grafigi
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4.5. Tripan blue boyasi ile hiicresel canlilik sonuglari

MKH-MNC ko-kiilttirlerinin sonucunda MNC huicrelerin MKH’ler uzerinde
hiicresel canlilik olarak nasil etkilendiklerini saptayabilmek icin pasaj 2’de
sonlandirilan kuyucuklara Tripsin-EDTA konulmustur. Daha sonra kiiltiir kabinin
plastik yiizeyinden ayrilan hiicreler bircok deneysel asamadan gecirildikten sonra
Tripan Blue boyasi ile boyanarak hiicre canliligina bakilmistir. Boyayi hiicre igine
alan hiicreler mavi renkte, boyay1 almayan canli hiicreler ise beyaz renkte Olympus
CX31 markali 151k mikroskobunda goriintiilenmistir. Tablo 4.5’te AML hastas1 ve

saglikli bireylerin hiicresel canlilik degerleri ylizdece verilmistir.

Tablo 4.5. Mezenkimal stromal hiicrelerin hiicre canlilig1 yiizdelik sonuglari

Kuyucuk | Kuyucuk | Kuyucuk | Kuyucuk | Kuyucuk | Kuyucuk
ID | Grup 1 2 3 4 5 6
1 AML hastasi 53,3 61,2 56,4 56,5 80,3 78,1
2 AML hastas1 94,3 79,3 92,5 87,5 73,9 86,9
3 AML hastasi 75,0 55,6 66,7 70,8 66,7 60,0
4 AML hastasi 61,4 64,7 65,5 56,9 78,7 79,0
5 AML hastas1 73,9 80,8 81,0 86,1 64,7 81,3
6 AML hastasi 68,0 66,7 80,3 75,4 81,8 73,0
7 Saglikli birey 68,0 90,5 77,7 68,9 75,9 65,6
8 Saglikli birey 73,9 90,0 76,7 83,6 72,9 73,5
9 Saglikli birey 62,5 90,5 76,6 84,4 74,3 86,9
10 | Saglikli birey 56,3 86,7 80,0 51,3 70,8 74,4
11 | Saglikli birey 76,7 88,1 85,4 78,5 84,3 78,1
12 | Saglikli birey 79,0 61,8 80,0 68,4 56,5 63,6
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- -
Kuyucuk 1 Kuyucuk 2

Kuyucuk 3

Kuyucuk 4 Kuyucuk 5

Kuyucuk 6

Sekil 4.13. AML hastasi no:1’e ait kuyucuklardaki hiicrelerin invert mikroskop gortntuleri

A)Kontrol grubu, B)50000 MSC uzerine saglikli MNC vericisinden PHA eklenen 50000MNC, C)
50000 MSC uizerine AML hasta PHA eklenen 50000MNC, D) 50000 MSC iizerine izole edildigi giin
eklenen 50000 MNC, E) 50000 MSC zerine saglikli MNC vericisinden PHA eklenmeyen
50000MNC, F) 50000 MSC uizerine AML hasta PHA eklenmeyen 50000MNC

x40

Kuyucuk 1 Kuyucuk 2 Kuyucuk 3

Kuyucuk 4 Kuyucuk 5 Kuyucuk 6

Sekil 4.14. Saglikli birey no:1’e ait kuyucuklardaki htcrelerin invert mikroskop gortintuleri

A)Kontrol grubu, B) 50000 MSC iizerine saglikli MNC vericisinden PHA eklenen 50000MNC, C)
50000 MSC uizerine AML hasta PHA eklenen 50000MNC, D) 50000 MSC Uzerine izole edildigi giin
eklenen 50000 MNC, E) 50000 MSC tizerine saglikli MNC vericisinden PHA eklenmeyen
50000MNC, F) AML hasta PHA eklenmeyen 50000MNC
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Kuyucuk 2°de, saglikli bireylerden elde edilen degerler AML hastalarinda
elde edilen degerlerden istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiliksek bulunmustur
(z= 2.246; p=0.026). AML hastalar1 i¢in ortanca 65.70 (min= 55.60; mak= 80.80)
iken, AML donér grubu icin 89.05 (min= 61.80; mak= 90.50) olarak elde edilmistir
(Tablo 4.6.) (Sekil 4.15).

Calismamizda diger kuyucuklarda AML hastalari ile saglikli bireylerin hiicre
canliligi karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi belirlenmistir
(p>0.05). Kuyucuk 3’ de AML hastalart i¢in ortanca 73.50 (min= 56.40; mak=
92.50), saglikli birey i¢in ortanca 78.85 (min= 76.60; mak= 85.40)’ dir (z= 0.321;
p=0.818).

Tablo 4.6. Her bir kuyuda AML ve Saglikl1 birey sonuglarinin karsilastirilmasi

AML Saghkh birey
Ortanca Ortanca
(min; mak) Ort£SS (min; mak) ort£SS z p
70.95
70.95 70.98 +
Kuyucuk 1 (56.30; 69.40+8.80 | 0.161 0.937
(53.30; 94.30) | 14.01
79.00)
65.70 68.05 +  89.05
Kuyucuk 2 84.60 £ 11.27 | 2.246 0.026
(55.60; 80.80) | 10.04 (61.80; 90.50)
73.50 73.73 +  78.85
Kuyucuk 3 76.40+3.31 | 0.321 0.818
(56.40; 92.50) | 13.16 (76.60; 85.40)
73.10 72.20 + 1 73.70
Kuyucuk 4 72.52+12.49 | 0.320 0.818
(56.50; 87.50) | 13.57 (51.30; 84.40)
76.30 73.60
Kuyucuk 5 74.35+7.23 72.45+9.09 | 0.320 0.818
(64.70; 81.80) (56.50; 84.30)
78.55 73.95
Kuyucuk 6 76.38£9.21 73.68+8.51 | 0.643 0.589
(60.00; 86.90) (63.60; 86.90)
¥ p 2.184;0.823 10.714; 0.057

AML hastalarinda kuyucuklardan elde edilen hiicresel canlilik yuzdelik
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 belirlenmistir (y2 = 2.184;
p=0.823). Saglikli birey icin elde edilen hiicresel canlilik yiizdelik degerleri tlim
kuyucuklar icin benzerdir (yx?= 10.714; p=0.057) (Tablo 4.6) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. Belirlenen kuyucuklarda AML hastalar1 ile saglikli bireyler icin elde edilen

yiizdece hiicresel canlilik degerlerine ait kutu-¢izgi grafigi

Sekil 4.15°de AML hastalari ve saglikli bireylere ait hiucre canliligt

sonuglarimin kolaylikla yorumlanabilmesi icin kutu-¢izgi grafikleri verilmistir. Bu
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degerler kuyucuklardaki hiicrelerin minimum ve maksimum ortanca degerleri
degerlendirilerek hazirlanmistir. Sekil 4.16’da ise ayri ayri hazirlanan kutu-gizgi
grafikleri birlestirilip yeniden bir kutu-¢izgi grafigi olusturulmustur.

049 Hiicresel canhilik
100,00

80,00 - i
f0,00 0

40,00

20,00

0=

T 1 T 1 T |
Euyuenk | Koyuenk 2 EKuynenk 3 Kuyueuk 4 Koyueuk 5 Kuyuenk 6

AML hastasi

%% Hiicresel canhhik
100,00

30,00 =
60,00 o

40,00

20,00

T | T | T |
Kuyueok 1 Fuyueuk 2 Kuyneuk 3 Kuvueuk 4 Koyvueuk 5 Kuyucuk 6

Saghkl birey

Sekil 4.16. AML hastalar1 ve Saglikli bireyler i¢in belirlenen kuyucuklarda ytizdece hiicresel

canlilik i¢in elde edilen degerlere ait kutu-¢gizgi grafigi
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5. TARTISMA

Calismamiz Ankara Cocuk Saghgi ve Hastaliklart Hematoloji-Onkoloji
Hastanesi Kok Hiicre isleme ve Saklama laboratuarmda 7 AML hastasi, 7 saglikli
birey ve 1 saglikli MNC vericisi olmak tizere 15 birey lizerinden gerceklestirilmistir.
AML hastalar1 ve saglikli bireylerden izole edilen MKH’lerin morfolojik 6zellikleri,
MKH’lerin popiilasyon ikiye katlanma degerleri (PD degerleri), PHA ile uyarilan ve
uyartlmayan MNC hcreleri ile ko-kiltlrleri ve immiinolojik etkilesimleri
incelenmistir. Ayrica CD3, CD4, CD25, CD69 ve HLA-DR T hiicre aktivasyon
belirtecleri Flow-sitometri cihazinda analiz edilmistir. MKH-MNC ko-kiiltiir etkilesimi
sonucunda hiicresel canlilik degerleri tripan blue boyasi ile 151k mikroskobunda
sayimlar1 yapilarak belirlenmistir. Sayim sonuglarma gére MKH’lerin hiicresel

canlilik, immiinsupresyon ve immiinmodiilasyon 6zellikleri degerlendirilmistir.

Cocukluk c¢agi AML, tim pediatrik akut losemilerin %15-20’sini temsil
etmektedir. Destekleyici bakim ve yogunlastirilmis kemoterapi sebebi ile son yillarda

sagkalim oranlar1 % 70’in lizerinde artis gostermistir (97).

Akut miyeloid lI6semi (AML) molekuler olarak heterojen bir hastaliktir.
Pediatrik AML, eriskin tip AML ile karsilastirildiginda genetik ve epigenetik
profilinde farkliliklara sahiptir. Somatik ve epigenetik degisiklikler miyeloid
lokomogeneze katki saglamaktadir ve tanidan relapsa kadar gelisebilmektedir. Yeni

nesil dizileme teknolojileri AML biyolojisine yeni bakis agilart saglamaktadir (98).

MKH’ler Ki’nde ilk kez kesfedilen heterojen ve primitif hiicrelerdir. Doku
homeostazin siirdiiriilmesinde varsayilan rollere sahiptir. In vivo kosullarda MKH
belirteglerinin olmamasi ve in vitro gézlemlerle karsilastirilmasi, deney sonuglarinin

yorumlanmasini sinirlandirmaktadir (99).

MKH’ler multipotent hiicrelerdir ve kondroblastlara, adipositlere ve
osteositleri iceren cogu hiicre tiplerine doniisebilmektedir. Bu hiicreler Ki, adipoz
doku, kordon kami ve plasenta gibi cesitli fotal ve eriskin tip dokularda
bulunabilmektedir (100). Yapilan bir ¢galismada MKH’lerin multipotent hiicreler
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olduklart ve in vivo ve in vitro kosullarda c¢ok farkli hiicre tiplerine
farklilagabildikleri gosterilmistir (58, 101). Adipojenik ve osteojenik farklilasmanin
duzenlenmesinde Peroksizom proliferatér-aktiveli reseptér-y (PPARy) ve Runt-
iligkili transkrispyon faktor 2 (Runx2) gibi iki 6nemli transkripsiyon faktori gorev
yapmaktadir. Bu iki transkripsiyon faktoru genellikle osteojenezis ve adipojenezisin
en 6nemli duzenleyicileridir (101).

Farklilagma asamalarinda kullanilan MesenCult Adipogenic Diff Medium
Human (Stem cell) ve Osteogenic Stimulatory kit Human (Stem cell) igerigindeki
besiyeri, biiylime faktorleri, hormonlar ve sitokinler MKH’lerin adipojenik ve
osteojenik hiicrelere farklilasmasimi indiiklemektedir. Bu sebeple adipositlerin
igerisinde bulunan lipid damlaciklart oil red o ile boyanarak ve osteositlerin
icerisinde bulunan kalsiyum vb. minerallerinin alizarin red ile boyanmasi invert

mikroskopta gorintiulenmelerine imkan saglamstir.

Calismamizda AML tamist  almis  ¢ocuklarda Ki  mikrogevresinde
hematopoeze destek veren MKH’ler biyolojik ve immiinolojik olarak karakterize
edilmistir. Yapilan analizlerde AML hastalar1 ve saglikli bireylere ait MKH’lerin
uygulanan standart hiicre kiiltiirii uygulamalarindan sonra invert mikroskop
goriintiilerinde her iki grubun morfolojik olarak birbirine benzedigi goriilmiistiir ve
yapilan literatiir sonuglar1 ile uyumlu oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1). Yapilan bir
calismada da ALL‘li hastalar ve saglikli bireylerin kemik iligi kaynakli MKH’leri

arasinda morfolojik olarak farklilik olmadigi rapor edilmistir (90).

Li ve arkadaglarinin yapmig oldugu bir ¢alismada BM ve AT kaynakli adheren
hiicreler cesitli koloniler olusturmaktadir ve cesitli sekillerde (diskoidal diiz, liggen
benzeri ve uzun) heterojen morfoloji gostermektedir. Ug pasaj sonrasinda, her iki hiicre
tipinde nispeten homojenlik goriildiigii ve bol sitoplazmali ve biiyiik c¢ekirdekleri ile
fibroblast-benzeri morfolojiye sahip olduklar1 gosterilmistir. BM ve AT doku kaynakli
MKH’ler birbirine paralel biiyime ya da vorteks-benzeri model gosterdikleri ve
yapilan son pasajda hiicrelerde morfolojik farkliliklar saptanmadigi rapor edilmistir
(102).

2013 yilinda Conforti ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada ALL
hastalar1 ve saglikli vericilerinin pasaj 1’den pasaj 5’e kadar olan PD degerlerini

Student’s T test ile degerlendirilmistir. ALL hastalarinin PD degerleri (ALL-
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MSC=8.89, SD#0.87, p<0.001) saglikli bireylerin PD degerlerinden (HD-
MSC=12.12, SD+1.09) anlamli bir sekilde diisiik proliferasyon kapasitesine sahip
oldugu gbzlemlenmistir (90).

Kimdlatif PD (CPD) arastirmalarinda, BM kaynakli MKH’lere gore AT
kaynaklt MKH’lerin her pasajda daha yiiksek sayilara ulagtifi analiz edilmistir
(p<0.05). BM-MKH’lere oranla AT-MKH’lerin yiiksek proliferatif kapasitesi oldugu
gosterilmistir. Pasaj 5’te AT-MKH ve BM-MKH’lerin CPD degerleri sirastyla
13.7+£0.5 ve 17.2+0.3°dir (P <0.01) (102).

Bir makalede ALL tanili 7 ¢ocuktan elde edilen BM-MKH’lerin proliferasyon
kapasitesi hatali bulunmustur (103). Yash bireylerden HD-MKH’ler, gen¢ saglikli
MKH’lerle karsilastirildiginda daha diisiik proliferasyon ve sagkalim gosterdigi
bildirilmektedir (104).

MKH’lerin hemogram cihazinda pasaj 1 ve pasaj 2’deki ekilen ve toplanan
hiicrelerin sayis1 Olgiilmiistiir. Istatistiksel analiz sonuglar1 literatiir sonuclari ile
karsilastirildiginda bu hiicrelerin PD degerleri farkli bulunmustur. Bunun nedeninin
hicrelerin pasaj 2’de sonlandirtlmis olmasi yani pasaj ilerletme asamalarinin
yapilamamasi1 ve AML hastalarindan izole edilen MKH’lerin saglikli bireylerden
elde edilen MKH’lere gore konfluent olma durumunun daha ge¢ zamanda meydana

gelmesinin bu olasilig: giiclendirdigi diistiniilmektedir.

Son yillarda, MKH’lerin biyolojik 6zelliklerinin klinikte AML tedavisi igin
potansiyel olarak uygulanmasi diinya ¢apinda arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Bu
Ozelliklerin arasinda en cok ilgi ¢ekeni bu hicrelerin immin dizenleyici potansiyele
sahip olmasidir. MKH'ler immiin sistem hiicreleri {izerinde hareket edebilme
yetenegine sahiptir ve T hiicrelerin ¢ogalmasint ve islevlerini inhibe etme

kapasitesine sahiptir (100).

PHA, farkli hiicre membran glikoproteinlerine ¢apraz baglanabilme yetenegi
gosteren ve lenfositlerin poliklonal aktivasyonuna oncllik eden bir lektindir (79).
PHA tarafindan TCR, CD3 ve CD2 ¢apraz baglanmas1 T hiicrelerin aktivasyonunda
ilk sinyali taklit etmesine ragmen, PKC aktivasyonunu devam ettirmektedir. Ayrica

sitoplazmik kalsiyum seviyesini arttirdigi bilinmektedir ancak bu sonu¢ T hiicre
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aktivasyonunu tesvik etmeye yeterli degildir, proliferasyonlari i¢in, buna bagli olarak
da T hiicreler tarafindan IL-2 ifadesi icin de gerekli olan antijen sunan hucreler

araciligiyla yardimer sinyallerin verilmesi gereklidir (105, 106, 107, 108).

Erken aktivasyon belirteci CD69, aktivasyondan 4 saat sonra NK, B ve T
hlcre yuzeylerinde eksprese edilmektedir. IL-2 ve TNF-a transkripsiyonu tlizerinden
bu olay1 gerceklestirir. T hiicre plazma zar1 tizerinde I1L-2’e yiiksek afinite saglayarak
hicre aktivasyonundan 12-24 saat sonra, IL-2 reseptoriiniin o alt iinitesinin
ekspresyonu arttirdigi gozlenmistir. Sonug olarak 40 ile 60 saat sonra T hiicre

yuzeyinde HLA-DR ekspresyonu baslamaktadir (109, 110, 111, 112).

Yapilan bir calismada da, in vitro olarak poliklonal-indiiklenmis allojenik
PBMC’lerin proliferasyonunun inhibe edilmesinin ALL-MKH ve saglikli verici
MKH’lerinde esit etki gosterdigi gdzlenmistir. Ayrica, sitokin ve biiyiime faktor
analizleri anti-inflamatuar sitokinlerde artisa ve pro-inflamatuar sitokinlerde
azalmaya ve buyume faktorlerinde hem saglikli vericide hem de ALL-MKH’inde in
vitro kosullarda azalmaya sebep oldugu gosterilmistir. ALL hastalarindan izole
edilen MKH’ler, saglikli vericilerin MKH’leri ile benzer anti-inflmatuar etki

gosterirler (90).

Calismamizin immiinolojik asamasini olusturan AML hastast ve saglikli
MNC vericisinin periferik kanlarindan izole edilen MNC’lerin PHA ile uyarilmasi ve
flow-sitometri cihazinda CD3, CD4, CD25, CD69 ve HLA-DR gibi T hiicre
aktivasyon belirteclerine bakilmasi 6nem arz etmektedir. Sekil 5.1’de PHA eklenen
ve PHA eklenmeyen T25’lik flasklarin inkiibasyon sonrasi T aktivasyon ortanca
degerlerine ait siitun grafigi verilmistir. PHA ile indiiklenen MNC’lerin MKH’lerle
ko-kiiltire edilmesi immiinsupresyon ozellige sahip MKH’lerin hiicresel canlilik

degerlerini yiizdece hesaplayip yorumlanmasina yardimer olmaktadir.

Bu 6zgin ¢alismada in vitro kosullarda herbir kuyucukta ko-kiiltiire edilmis
MKH’lerin immiinolojik olarak baskilanmasi ya da indiiklenmesine hangi
kuyucuktaki etkilesimin neden oldugu hicrelerin canlilik sonuglarina goére
yorumlanabilmektedir. Sekil 5.2°de ise PHA eklenen ve PHA eklenmeyen T25’lik
flasklardaki T aktivasyon belirtecleri kapilama +/+ yilizdelik degerleri siitun grafigi

verilmistir.
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Sekil 5.1. PHA eklenen ve PHA eklenmeyen T25°lik flasklarin inkiibasyon sonrasi T

aktivasyon ortanca degerlerine ait siitun grafigi

Farkli ¢calismalarin sonuglarina gére MSC’ler karisik lenfosit kiiltiirleriyle ko-
kiiltiire edildiklerinde, T hiicre proliferasyonunu baskilarlar. Kok hiicrelerin yiiksek
konsantrasyonlarda hicre kudlturune ilave edildigi zamandan beri, MKH’lerin
inhibitor etkileri doz-bagimlidir ve inhibisyonlar1 daha belirgindir. Benzer sekilde,
MKH’lerin bu essiz yetenegi major histokompatilite kompleksinden bagimsiz olarak
T hiicre allocevaplarini inhibe etmesidir ve benzer sonuglar otolog ya da allojenik
MKH’ler kullanildiginda da elde edilmistir. MKH’ler ko-stimilator molekullerle
transfekte edildiklerinde ya da potent pro-inflamatuar sitokin IFN-y eklenmis kiiltiir
besiyeri kullanildiginda allojenik MKH’ler T hicre proliferasyonunu indiklemeye
uygun olmazlar. Aksine T hcreler allojenik periferal kan mononikleer hucreler
(PBMC) ile interlokin-1a, interlokin-1 ve TNF gibi antijen sunan hiicre sitokinleri,
allojenik MKH’lere cevap veren T hiicre proliferasyonuna kuvvetli sekilde cevap

verirler (9).
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70 7 B CD3/CD69 +/+ PHA eklenen
60 A
B CD3/CD69 +/+PHA
50 A eklenmeyen
40 - B CD3/HLA-DR +/+PHA
eklenen
30 A B CD3/HLA-DR +/+PHA
eklenmeyen
20 A
B CD4/CD25 +/+ PHA eklenen
10 11—
H CD4/CD25 +/+PHA
U eklenmeyen
1 2 3 4 5 6

Sekil 5.2. PHA eklenen ve PHA eklenmeyen T25°lik flasklardaki T aktivasyon belirtecleri

kapilama +/+ yiizdelik degerleri siitun grafigi

MKH’lerin T hiicre proliferasyonunu, aktivasyonunu ve IL-2 ekspresyonunu
inhibe etme yetenegi literatiirde tanimlanmustir. Ayrica bir baska ozelligi diger
sitokinlerin ekspresyonunu dizenlemek ve CTL sitolitik fonksiyonunu azaltmaktir.
Bu Ozellikler, en azindan kismen, MKH’ler tarafindan iiretilen ¢6ziinebilir faktorler
TGF-B, PGE2, IDO, loésemi inhibe edici faktor (LIF), HLA-G5,galectin, jagged-1,
adenozin ve semaforin-3A ve/ ya da MKH’lerin ylizey proteinleri HLA-G1, PD-
L1,CD200 ve B7-H4 ve T hiicrelerdeki reseptorler ile arasindaki etkilesim ve
bildirilmistir (101). Ribeiro ve diger bilim adamlarin onceki ¢aligmalarinda, PHA
uyarili MNC, antijen-sunan hucrelerini aktive eden IFN-y ve IL-2 ekspresyonunu
indikler ve IL-1, -6,-12 ve TNF-o ekpresyonlarinin artmasina katkida
bulunmaktadir. Benzer sekilde, farkli dokulardan gelen tim MKH'ler CD4 + ve CD8

+ T hiicrelerinin aktivasyonu bastirma yetenegi gostermektedir (101).

Bochev yayimladigi makalede kemik iligi kaynakli ve adipoz doku kaynakli
MKH’lerin PHA-uyarilan MNC’lerle ko-kiltiire edildiklerinde, B hiicresi lenfoblast
Ozelliklerinin edinimi ve ilerlemesini aktif olmadiklar1 donemden aktif erken
donemlerine kadar inhibisyon yaptiklar1 gosterilmistir. Ozellikle adipoz dokudan
izole edilen Orneklerin kemik iligi kaynakli olanlara goére B hiicrelerden salgilanan
immunoglobulin (Ig) tretimini ylksek diizeyde inhibe ettikleri gosterilmistir (113).
Baz1 c¢alismalarda, B hiicre proliferasyonu, aktivasyonu, plazma hicrelerine

farklilagsmasi ve/ya da Ig Uretimi (izerine MKH’lerin inhibisyonu, insan BM-MSC ve
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p38 MAPK ve ERK1/2 fosforilasyonu ile iliskili olan hiicre donglsunin GO0/G1
fazinda B lenfosit uyarimini bloke ettigi gosterilmistir (101,114).

100

W Kuyucuk 1
M Kuyucuk 2
M Kuyucuk 3
B Kuyucuk 4
 Kuyucuk 5
M Kuyucuk 6

AML AML AML AML AML  AML Saghikh Saghkh Saghkl Saghkli Saghkh Saghkh
hastasi hastasi hastasi hastasi hastasi hastasi birey birey birey birey birey birey

Sekil 5.3 AML hastalar1 ve saglikli bireylere ait hiicresel canlilik degerlerine ait ylizdelik
siitun grafigi.

Hucresel canliligin 6l¢iimii tiim hiicre kiiltiirii asamalarinda 6nemli bir role
sahiptir. Bazen toksisite deneyi gibi bir¢ok ¢aligmanin ana amacini olusturmaktadir
(115). Calismamizda tripan blue boyasi kullanilarak MKH’lerin PHA ile uyarilan ve
uyarilmayan MNC’ler ile etkilesimi incelendikten sonra MKH’lerin hiicresel canlilik
yiizdelerine bakildi. Sonug olarak saglikli bireylere ait kuyucuklarda yiizdelik verilen
canlilik degerleri istatistiksel olarak p=0.057 bulunmustur. Bu deger istatistiksel

anlamlilik diizeyi p>0.050’ye yakin bir degerdedir.

Saglikli bireye ait 2.kuyucukta hiicresel canlilik, AML hastasina ait 2.
kuyucuktaki ortanca degerinden yiiksek bulunmustur ve istatistiksel anlamlilik
degerinden diisiik bulunmustur (p=0.026) (Tablo 4.6). AML hastalarina ait kuyucuklar
kendi aralarinda (y? = 2.184; p=0.823) ve saglikli bireylere ait kuyucuklar kendi
aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamhlik bulunmamistir (yx?= 10.714;
p=0.057) (Tablo 4.6) (Sekil 4.16). Hiicresel canlilik deneyimiz diger calismalarla
karsilastinldiginda  kendi  6zgiin  de@erini  korumaktadir. leriki ddnemlerde
calismamizda uyguladigimiz deneyler daha da gelistirilerek ve genetik acidan

zenginlestirilerek hastalik patogenezine katki saglayacag diigtintilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismamizda sonug olarak asagidaki bulgular elde edilmistir.

e AML hasta ve saglikli bireylerin kemik iliklerinden izole edilen MSC’lerin
morfolojik olarak birbirine benzedigi, fibroblast benzeri ve plastik ylzeye

yapisan hiicreler oldugu gozlemlendi.

e AML hasta ve saglikli bireylerin MKH’lerinin pasaj 1 ve pasaj 2 deki PD
degerlerinin matematiksel ifadesinde iki grubunun logaritmik olarak PD2

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

e AML hasta ve saglikli bireylerin MKH’lerinin adiposit ve osteositlere
farklilasma gosterdikleri gozlemlendi. Adipositlerin igerisindeki lipid
damlaciklarinin oil red o boyasi ile boyanmasi ve osteositlerin i¢erisindeki
minerallerin alizarin red ile boyanmasi1 sonucu MKH’lerin farklilasabilme

kapasiteleri invert mikroskopta gorunttlendi.

e Istatiksel olarak AML hastast ve saghikli bireyden elde edilen MNC
hicrelerinin PHA eklenen ve PHA eklenmeyen Kkultlrlerinin  flow-
sitometrik analiz sonuglarinda CD3/CD69, CD3/HLA-DR ve CD4/CD25
T hiicre aktivasyon belirtegleri pozitif/pozitif kapilama yiizdeleri arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi (p>0.05).

e AML hasta ve saglikli bireylere ait 6’lik kiiltiir kaplarindaki kuyucuklara
PHA ile uyarilan ve uyarilmayan MNC eklenmis MKH’lerin hucresel

canliligina tripan blue ile boyanarak bakildi.

e Saglikli MNC hiicre vericisinin MKH ile etkilesimi sonucunda saglikli
bireye ait 2. Kuyucuk, AML hastasina ait 2.kuyucuga gore istatistiksel
olarak anlamli derecede farkli bulunmustur (p=0.026). AML hastalar1 ve
saglikli bireylerin kuyucuklar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda

hiicresel canlilik agisindan anlamli bir fark bulunmamastir.

67



Bu ¢alismamizda kemik iligi mikrogevresini olusturan hiicrelerin bir grubunu
olusturan MKH’lerin MNC’lerle ko-kulturiinden sonra bu hicrelerin arasinda
etkilesim olmasi beklenmektedir. Bu etkilesimin tek yonlii olamayacagi agiktir. ileri
ki ¢aligmalarda MNC ile ko-kultiire edilecek olan MKH’lerin hiicre yiizey protein

profillerindeki degisikliklere bakilmasi planlanmaktadir.

Giliniimiizde hiicresel tedavi alaninda hekimlerimizce uygulanan tedaviler
MKH’lerin bilinmeyen yonlerini ve hastaliklarin patogenez mekanizmalarini
kolaylikla anlamamiza yardimci olup kisiye 6zel hlicresel tedavilerinde gelismesine

151k tutacaktir.
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8. EKLER

EK-1. HASTA ONAM FORMU

o KEMIK ILIGI NAKLVILIK TOPLANMASI ONAM FORMU

Yukmuwhrdqnmdqoa@m ..........................................................................
meveut hastalidr nedeniyle PERIFERIK KAN KOK HOCRE /KEMIK ILIGI NAKLI p&h
olduguDr tarafindan anlatilds,

............................................. hastalifinin su an gegerli tedavi yOntemleri ile tedavi
edilehilme gansinmn olmadsgim veya gok digok oldufunu; ancak periferik kan kok hicre /Kkemik
iligi nakli ile saghkl yagam gansimin olabilecegini konusunda bilgi verildi. Bu amagla, kok hocre
kaynads olarak benden/ yakinimdan aferez yontemi ile perifrelk kan kok hocrelerininkemik iligi
toplanacads belirtildi. Toplama iglemi ve riskleri hakkimnda bilgi verildi.

Doktorumla konugtuktan ve yukandaki bilgilerin anlatiimasindan sonra yaprlacak iglem ile ilgili
soru sormak ve doktorumla sorulanimi tartigmak igin gerekli zamanim oldu ve sorulanma yeterli
yant aldum. Iglem ile ilgili daha sonra akhma takilacak herhangi bir konuda doktorum ile
konugabilme imkinina sahip olduuma dair bilgi verildi.

Bu bilgiler s altnda highir bask: altinda kalmadan bilincim agik olarak benden (veya
yakiumdan) periferik kan kok hocrekemik iligi toplanmasina izin veriyorum. Bu iglemlerin
bagantyla tamamlanmas: igin gerektigi kadar iglemin tekrarlanip yeterli miktarda kan/ilik alinmasina
aynca bu konudaki aragtirmalar igin de alinan kandan $-10 ml' nig/ ilikten 1-3 ml kullamimasina
da izin veriyorum. Kok hilcre transplantasyonu iglemini ilgilendiren hasta veya vericiye ait
bilgilerin kayit tutulmak 0zere EBMT (Avrupa Kemik lligi Transplantasyon komitesi) veya benzeri
kuruluglara ginderilmesine izin veriyorum. Formda bulunan tdm bogluklar imzamdan Once

HASTANIN (ALICININ)

Adi Soyads Dosya no:

Tamsn s

VERICININ =
Adi Soyads  : Akrabalik derccesi:

HASTANIN ANNESI/YAKINI HASTANIN BABASUYAKINI

Ady, soyady: | Ady, soyad:

lmea: Imaa:

Tarih: Tarih:

Yukanda adi yanh basta yakinna yapilacak iglemin gerekleri, uygulanmas ve riskleri ile ilgili aqiklamaler
yapulmugtir ve hasta yaki tlem sorulara yeteeli yanat aldian imzas: il onaylamgtir,

TANIK BILGILENDIREN DOKTOR
lmza: Imza:
Tarih: Tarih:

== FORM NO: 213 A 3 I [ T 112010
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EK-2. ETIK KURUL FORMU

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

Cagy Akt Mryeiond Losemderinde Kermix isnden Koken

o opemana e
A A Lo o ey e 1l (b B 4 e 00
s e

AT Alsn Mezenkimal Stomal Micrelrn Biyolofk ve  Immanciopk
Ozetikien
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL, KODU 2014-062
Versiyon
Belge Ady Tarihi N Dik
ANASTIRMA PROTOROLD 12102004 Ll
9 WO GO S T
" Wl lagine ) D
Agrhlama
;; %:-_mum-m-na‘a‘-uz

Aok agemte | Gh) nds B L T N TNy P Sy a—
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULL

ETIK KURULUN CALISMA ESASH Wl Armptaralar Hadhmde Y omemetit, byt Kiind Uygudemalen Kdevers
BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADE: | Prod. Dr. Fatws DEMIREL
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Etik Kurul Bagkanimn

q'&-uwsom: Prof. Dr. Fatma DEMIREL

Nt 1 dmrwl baphans. b imm per almades bev sarfuye ims aomalsbss.
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