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ÖZET 

Granülosit koloni uyarıcı faktör (GCSF) hematopoezi ve immün sistemi 

düzenleyici temel hematopoetik büyüme faktörüdür. Radyoterapi ve kemoterapi 

sonrası gelişen myelosupresyon sonrasında normal hematopoetik hücrelerin 

çoğalması ve farklılaşmasını artırması ve nötrofillerin fonksiyonlarını aktive etmesi 

nedeni ile klinikte yaygın olarak kullanılmaktadır. Ayrıca kemik iliği kök 

hücrelerinin periferik kana geçmesini sağlaması nedeniyle periferik kök hücre 

naklinde donörlere uygulanmaktadır. Seyrek olarak da periferik kandan kök hücre 

toplamaya uygun olmayan ve verici kemik iliğinden hasta için gereken sayıda kök 

hücre toplanamayacağı öngörülen donörlere de kemik iliği toplanmadan önce G-CSF 

verilmektedir. Granülosit koloni uyarıcı faktörün T hücre reaktivitesi ve antijen 

sunan hücrelerin fonksiyonunu modifiye ederek immün sistemi etkilediği 

bildirilmiştir. Devam eden çalışmalarda ise G-CSF’nin inflamatuvar cevabı uyarıcı 

ancak adaptif immün sistemi baskılayıcı özellikleri gösterilmiştir.  Kök hücre nakli 

amacıyla donörlere verilen G-CSF’nin hastanın immün sistemini nasıl etkilediği 

konusunda literatürde yeterli bilgi bulunmamaktadır. Donöre uygulanan G-CSF’nin 

hastada transplant sonrası T lenfositlerin inflamatuvar fenotipten immünsupresif 

özelliğe geçmelerinde (Th1- Th2 shift) rol oynayarak alloimmün cevabı etkilediği 

ileri sürülmektedir. 

Mezenkimal kök hücreler (MKH) 30 yıl kadar önce in-vitro kemik iliği kültür 

ortamında plağa yapışan ve hematopoetik kök hücrelerden farklı iğsi bir hücre 

topluluğunun fark edilmesi ile tanımlanmıştır. Mezoderm kaynaklı çoğu dokudan 

izole edilmiş ve mezoderm kaynaklı dokulara farklılaşabildikleri gösterilmiştir. 

Günümüze kadar bu hücrelerin özellikleri, fonksiyonları konusunda araştırmalar 

yapılmıştır. Bu hücrelerin; hücresel etkileşimlerle hücrelere destek olduğu, 

salgıladığı faktörlerle kök ve öncül hücrelerin büyümesi ve farklılaşmasında, 

anjiogenezde ve immün modulasyonda rol aldığı düşünülmektedir. Literatürde 

immün modulatuvar etkilerin ortaya çıkmasında hücre-hücre ilişkilerinin ve 

MKH’lerden salınan transforme edici büyüme faktörü β1 (TGF- β1), hepatosit 

büyüme faktörü (HGF), prostaglandin E2 (PGE2), indoleamin dioksijenaz (IDO) ve 

insan lökosit antijeni G-5 (HLA-G5) gibi faktörlerin önemli katkısı olduğu 

bildirilmiştir. Son yıllarda bu hücreler rejeneratif tedavide giderek artan ilgi 
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uyandırmış, bilhassa immünmodulatuvar özellikleri nedeniyle steroide cevapsız akut 

graft-versus-host hastalığı (aGVHH) başta olmak üzere çeşitli patolojik durumlarda 

deneme tedavisi veya deneysel araştırma kapsamında klinik uygulama alanına 

girmiştir.  

G-CSF’nin immün sistem üzerindeki etkilerinde MKH’lerin katkısı ve 

MKH’lerden salınan immün modulatuvar sitokinlerin etkisi olup olmadığı 

incelenmemiştir. Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış kemik iliğinden izole 

edilen MKH’lerin salgıladıkları immün modulatuvar sitokinlerde değişiklikler 

olacağı düşünülerek bu çalışma planlanmıştır.  

Bu amaçla, G-CSF ile uyarılmış ve uyarılmamış sağlıklı kemik iliği nakli 

vericilerinden toplanan kemik iliği örneklerinden izole edilerek in-vitro hücre kültür 

ortamında çoğaltılan MKH’lerin incelenmesi planlanmıştır. Granülosit koloni uyarıcı 

faktör ile uyarılmış 8 sağlıklı kemik iliği donörlerinden elde edilen MKH’ler in-vitro 

kültür ortamında çoğaltıldıktan sonra morfolojik, fenotipik, farklılaşma özellikleri 

incelenmiş ve 2. pasaja getirilen hücrelerin (P2) kültür süpernatantlarında immün 

modulatuvar sitokinler olan TGF- β1, HGF ve PGE2 düzeyleri ölçülerek G-CSF ile 

uyarılmamış sağlıklı kemik iliği vericilerinden aynı şekilde elde edilen kemik iliği 

MKH’leri ile karşılaştırılmıştır. Çalışmada ayrıca kemik iliği mikroçevresini 

yansıtacağı düşünülen kemik iliği plazmasında da aynı solubl faktör düzeyleri 

ölçülmüş ve karşılaştırmalar yapılmıştır. 

Çalışmada G-CSF ile uyarılmış veya uyarılmamış sağlıklı donörlerin 

tamamından MKH kültürleri geliştirilebilmiştir. Đncelemeler sonunda morfolojik, 

antijenik ve farklılaşma özellikleri açısından G-CSF ile uyarılmış MKH’lerin sağlıklı 

kontrollerden elde edilenler ile benzerlik gösterdiği görülmüştür.  Granülosit koloni 

uyarıcı faktör ile uyarılmış 8 sağlıklı donörün MKH süpernatantında TGF- β1, HGF 

ve PGE2 düzeylerinin incelenmesi sonucu ise PGE2 düzeyinde kontrol grubuna göre 

istatiksel anlamlı bir düşüklük saptanmıştır. Donörlerin kemik iliği plazmasında aynı 

sitokinler ölçülmüş ve G-CSF alanlarda HGF düzeyleri istatiksel anlamlı bir 

yükseklik bulunmuştur. Granülosit koloni uyarıcı faktörün kemik iliği üzerine etkisi 

hayvan deneylerinde incelenmiş, bilindiği kadarıyla bu konuda insanlarda yapılan bir 

çalışma bildirilmemiştir. Bu bulgular, G-CSF’nin kemik iliği kaynaklı immün 
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modulatuvar sitokinlerde değişikliğe neden olarak kemik iliği mikroçevresini 

değiştirdiği ve MKH’nin salgıladığı sitokinleri etkilediğini göstermektedir. Özetle, 

G-CSF faktör ile uyarılmış kemik iliği MKH’lerinin morfolojik, fiziksel, antijenik 

özellikleri ve farklılaşma kapasitesi yönünden G-CSF ile uyarılmamış sağlıklı 

kontrollerden geliştirilen hücrelerle benzer olduğu, ancak MKH’lerin en önemli 

özellikleri olan sekretuvar kapasite yönünden farklılık gösterdiği, MKH’lerden TGF- 

β1, HGF ve PGE2 salınımının olduğu ve bunun hastadan hastaya farklı olduğu 

gösterilmiştir. Bu bulgular, GCSF’nin inflamasyon ve immün modulasyon üzerine 

olan etkilerinde kemik iliği MKH’lerinin ve kemik iliği mikroçevresindeki 

değişikliklerin katkısı olduğunu göstermiştir. 

Anahtar kelimeler: Mezenkimal kök hücre, mezenkimal stromal hücre, 

granülosit koloni uyarıcı faktör, prostaglandin E2 (PGE2), Hepatosit büyüme faktörü 

(HGF), transforme büyüme faktörü-β1 (TGF- β1), kemik iliği, mikroçevre 
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ABSTRACT 

 Granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) is the basic hematopoietic 

growth factor that modulates hematopoiesis and immune system. It is widely used in 

clinical practice for radiotherapy and chemotherapy induced myelosuppression to 

increase the proliferation and differentiation of hematopoietic cells and activate the 

neutrophils functions. In addition, G-CSF is administered to donors to mobilize stem 

cells from the bone marrow into peripheral blood prior to collection from of 

peripheral blood stem cells. G-CSF is rarely administered to donors prior to bone 

marrow harvest. However if the established number of stem cells needed for the 

recipient will necessitate large volume marrow collection from the donor and if the 

donor is not eligible for peripheral blood collection G-CSF may be used to increase 

the stem/progenitor cell content of the prodıct.  G-CSF has been shown to affect the 

immune system by modifying T-cell reactivity and antigen presenting cell function. 

Following studies have shown that G-CSF stimulates the inflammatory response 

while suppressing the adaptive immune system. However, there is paucity of 

information in the literature regarding the effects of G-CSF primed stem cells on 

recipient immune system. Data suggest G-CSF induced TH-1 to TH-2 shift may play 

a role in modification of the alloimmune reactions in the recipient. 

Mesenchymal stem cells (MSC) were first characterized more than 30 years ago, and 

were described as fibroblast-like cells with the property of adhering to plastic when 

bone marrow cultured in-vitro.  It has been shown that MSCs may be isolated from 

most of the mesoderm derived tissues and have the differentiation capacity of mainly 

connective tissue and different mesoderm tissues. Up to date, several studies have 

been performed on biological properties and function of these cells. MSCs are 

believed to play a role in supporting other types of cells/stem cells by establishment 

of cellular interactions, by providing secretory factors for growth, differentiation, and 

other biological functions and by contributing to in angiogenesis and immune 

modulation. MSCs have been shown to effect the functions of immune cells mainly 

by secretion of immune modulatory factors such as transforming growth factor beta 1 

(TGF-β1), hepatocyte growth factor (HGF) and prostaglandin E2 (PGE2), 

indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO), human leucocyte antigen G-5 (HLA G-5) and 
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through cell-cell interactions. In the recent years, these cells have aroused increasing 

attention in the field of regenerative medicine, and for treatment of autoimmune and 

inflammatory conditions including steroid resistant graft-versus-host disease 

(GVHD) in which clinical trials are ongoing.  

To our knowledge, the effect of G-CSF on the immunomodulatory functions 

of MSCs and on secretion of immune modulatory cytokines has not been studied. In 

the present study it is hypothesized that G-CSF–primed bone marrow derived MSCs 

may modulate secretion of immune modulatory cytokines in the bone marrow 

microenvironment. 

For this purpose, examination of G-CSF-primed and unprimed bone marrow 

derived MSCs is planned. In the present study G-CSF-primed bone marrow derived 

MSC’s from 8 healthy donors were expanded in in-vitro cultures, and their 

proliferative characteristics, morphology, phenotype and differentiation capacity 

were examined. In addition, supernatants of the second passage of MSCs were 

evaluated for TGF-β1, HGF and PGE2 levels and compared with the controls. 

Furthermore, in order to reflect their status in the microenvironment of the bone 

marrow, the levels of those soluble factors were also determined in the bone marrow 

plasma of the G-CSF primed and unprimed donors.  

Mesenchymal stem cell expansion was successful in all samples obtained 

from controls and G-CSF stimulated donors. Morphological, surface antigenic 

properties and differentiation capacity of MSC’s were similar in patient and control 

samples. The analyses of TGF-β1, HGF and PGE2 levels in the G-CSF-primed and 

unprimed bone marrow derived MSCs supernatants revealed that PGE2 levels were 

signicantly lower in the G-CSF-primed samples. These cytokines were also measured 

in the bone marrow plasmas and a statistically significant increase was detected in 

the level of HGF in G-CSF-primed bone marrow plasmas. These findings suggest 

that G-CSF induces changes in the bone marrow microenvironment through 

modification of secretion of immune modulatory cytokines and affects the secretion 

of cytokines from MSCs. The current study is novel to show the effects of G-CSF on 

bone marrow microenvironment of healthy human donors. The preliminary data 

suggest that G-CSF-primed and unprimed bone marrow derived MSCs have similar 
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morphologic/phenotypic properties and differentiation capacity but differ in their 

secretory capacity, the most important feature of MSCs. In addition significant 

changes in cytokine levels of bone marrow plasma of G-CSF primed donors were 

also demonstrated. These findings suggest that bone marrow MSCs and changes in 

the marrow microenvironment may contribute to the effects of G-CSF on 

inflammation and immune modulation.  

Keywords: Mesenchymal stem cell, Mesenchymal stromal cell, granulocyte colony-

stimulating factor, prostaglandin E2 (PGE2), hepatocyte growth factor (HGF), 

transforming growth factor β1 (TGF-β1), bone marrow, microenvironment 
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1. GĐRĐŞ ve AMAÇ 

Kök hücreler kendilerini yenileme ve olgun hücrelere farklılaşabilme 

yetenekleri olan hücrelerdir. Embriyonun gelişimi sürecinde ve doku onarımında, 

organogenezin ve histogenezin yerine getirilmesinde görev alan blastosistin iç hücre 

kütlesi içindeki embriyoblastlara embriyon kök hücresi denilir. Dokuların 

gelişmesiyle birlikte doku içinde veya dokudan uzak başka kaynaklarda (örneğin 

kemik iliğinde) yerleşmiş olan ve kendini yenileme ve olgun hücreye farklılaşabilme 

özelliğini saklı tutan hücrelere ise dokuya özgü kök hücresi veya erişkin kök hücresi 

adı verilir. Kök hücreler türlerine göre; totipotent, pluripotent, multipotent ve 

unipotent kök hücre olarak ayrılmaktadır (2).  

Mezenkimal kök hücreler (MKH) kemik, kıkırdak, tendon, ligament, kemik 

iliği stroması, adiposit, kas, dermis ve bağ dokusuna farklılaşabilen multipotent 

progenitör hücrelerdir (3). Yetişkin ve fetal dokularda; kemik iliği (KĐ), yağ dokusu, 

umblikal kord kanı, amniyotik sıvı ve fetal akciğerde bulunmaktadır. Đlk kez 

Friedenstein ve arkadaşları 30 yıl önce plastik yüzeye yapışma özelliği olan 

fibroblast benzeri bazı hücreleri tanımladılar. Plastik yüzeye yapışma özelliği 

farklılaşmadan defalarca çoğaltılabilmeyi sağlamaktadır. Mezenkimal kök hücrelerin 

adiposit, osteosit, kontrosit, tenosit, iskelet kası, nöron ve visseral mezoderm 

hücrelerine farklılaşabilme özelliği vardır (4-7).  

Đnsan MKH’leri için spesifik belirleyiciler tanımlanmamıştır. Uluslararası 

hücresel tedavi birliği insan mezenkimal kök hücrelerinin tanımı için minimum 

kriterler belirlemiş ve stroma kökenli olan bu hücrelere mezenkimal stromal hücre 

denilmesini önermiştir (8). Bu hücreleri tanımlayıcı kriterler:  

a) Standart hücre kültür ortamında plastiğe yapışma,  

b)  Farklılaşma küme (Cluster of Differentiation, CD) belirteçleri; CD105, 

CD73, CD90 ekspresyonunun pozitif olması ve hematopoetik kök hücre 

yüzey belirteçleri olan CD34, CD45, CD11a, CD19 veya CD79, CD14 

veya CD11b ve HLA DR ekspresyonlarının negatif olması,  

c) Spesifik uyarıcı altında in-vitro olarak osteosit, adiposit, kontrosite 

farklılaşmasıdır. 

      Rejeneratif potansiyellerinden dolayı MKH kardiyak enfarktüs, kemik 

hastalıkları ve metabolik hastalıklar gibi durumlarda doku rejenerasyonu ve tamiri 
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amacıyla kullanımı araştırılmaktadır. Mezenkimal kök hücreler, birinci basamak 

insan lökosit antijenlerini (HLA-I) çok düşük oranda ifade etmektedir ve ikinci 

basamak lökosit antijenlerini (HLA-II) ise hücre yüzeyinde ifade etmezler. Bu 

sayede immün-tanımadan kaçabilmektedirler (9, 10).  

Đnflamatuvar bir sitokin olan interferon gama (IFN-γ), MKH’lerde doz 

bağımlı olarak triptofan katabolize edici enzim olan indoleamin 2,3-dioksijenaz 

(IDO) expresyonunu artırır. Bunun sonucunda; T ve B lenfositler, doğal öldürücü 

hücreler gibi çeşitli immun hücrelerin çoğalmaları ve effektör fonsiyonları inhibe 

olmaktadır (11). Mezenkimal kök hücreler, prostaglandin E2 (PGE2), transforme 

büyüme faktörü-β1 (TGF-β1), interlökin-10 (IL-10), hepatosit büyüme faktörü 

(HGF) sekresyonu aracılığı ile allojenik olarak uyarılmış T lenfositleri baskılayıcı ve 

immün supresif özelliğe sahip olan CD4+CD25+ Foxp3+ T lenfositlerin çoğalmasını 

uyarıcı yeteneğe sahiptir (10).  

 Granülosit koloni uyarıcı faktör (G-CSF) ilk bulunduğunda nötrofiller için bir 

büyüme faktörü olarak tanımlanmıştır (12). Đnflamatuar uyarılar kemik iliği stroma 

hücrelerinden, endotelial hücrelerden, makrofajlardan ve fibroblastlardan G-CSF 

üretimini indüklemektedir. Granülosit koloni uyarıcı faktör reseptörleri erken 

miyeloid progenitörler, matür granülosit, monosit/makrofaj (12), endotelial hücreler 

ve diğer non-hematopoetik dokular (13) ve insan T ve B hücrelerinin üzerinde 

bulunmaktadır (14-16). Granülosit koloni uyarıcı faktör, granülosit progenitörlerin 

proliferasyonunu ve matür nötrofillerin effektör fonksiyonlarının aktivitesini arttırır 

(12). Aynı zamanda hematopoetik kök hücrenin proliferasyonunu, farklılaşmasını ve 

mobilizasyonunu indükler. Klinikte temel kullanım alanları; miyelosüpresyon sonrası 

nötrofilleri yükseltmek ve hematopoetik kök hücre transplantasyon (HKHT) hazırlığı 

için kemik iliğinden hematopoetik kök hücrelerin mobilizasyonunu sağlamaktır (17).  

Normal kişilerde G-CSF verildikten sonra periferik kan sitokin profilinin 

önemli oranda değiştiği çalışmalarda gösterilmiştir. Granülosit koloni uyarıcı faktör 

tedavisi sonrasında lökositlerin antiinflamatuar duruma yöneldiği iki mekanizma ile 

gösterilmiştir: Anti-inflamatuar etkili interlökin-1 reseptör antagonisti, çözünen 

tümör nekroz faktör (TNF) reseptör salınımlarında artış ve pro-inflamatuar mediatör 

salınımda (TNF, IFN-γ ve GM-CSF) azalmadır (18).      



3 

 

Granülosit koloni stimüle edici faktör ile uyarılarak periferik kök hücre nakli 

yapılan hastalar ile G-CSF verilmeden kemik iliğinden toplanarak yapılan HKHT 

sonuçları kıyaslandığında periferik HKHT’de daha fazla T hücre verilmesi nedeni ile 

aGVHH’de artış beklenmesine rağmen, GVHH’nin artmadığı bilinmektedir. Bununla 

birlikte bu hastalarda kronik GVHH daha sık görülmektedir. Bunun mekanizması 

tam olarak bilinmese de; G-CSF uyarısı ile tip1 T yardımcı hücre (Th1) � tip 2 T 

yardımcı hücre (Th2)’ye olan geçiş nedeni ile T lenfositlerden kaynaklanan 

inflamatuvar cevabın azalarak aGVHH riskinde artışı engelleyeceği ileri 

sürülmektedir.  Akut GVHH’de Th1 hücreleri sorumlu iken kronik GVHH’de ise Th2 

hücreleri sorumludur (17). Bu nedenle donöre G-CSF uygulanarak yapılan periferik 

kan kök hücre naklinin (PKKHN) aGVHH riskini artırmadığı, buna karşın 

kGVHH’de artışa yol açtığı kabul edilmektedir. Yine de G-CSF’nin bu 

immunmodülatör/immunsupresif etkileri yeterince incelenmiş değildir ve kemik iliği 

üzerine önemli etkileri (mobilizasyon, farklılaşma) olan bu faktörün kemik iliği 

mikroçevresinin ana elemanlarından olan MKH’ler üzerine etkisi bilinmemektedir. 

Bu çalışma ile G-CSF uyarısı ile insan kökenli kemik iliği kaynaklı 

MKH’lerin salgıladıkları immun modülatör sitokinlerdeki değişiklikleri saptayarak; 

G-CSF’nin immün sistem üzerine, iyi tanımlanmamış etkilerinin ortaya çıkarılmasını 

ve HKHN’de oldukça sık kullanılan bu ajanın klinik kullanımı için uygun koşulların 

tanımlanmasına katkıda bulunulması amaçlanmıştır. Bunun için, G-CSF verilen ve 

verilmeyen sağlıklı kemik iliği donörlerinden üretilen mezenkimal kök hücrelerin 

morfolojisi, çoğalma, immün fenotipik özellikleri, farklılaşma potansiyellerinde ve 

sekretuvar özelliklerinde farklılık olup olmadığı, sekretuvar sitokinlerden immun 

düzenleyici olduğu düşünülen prostaglandin E2, hepatosit büyüme faktörü, 

transforme büyüme faktörü beta 1 düzeyleri arasında fark olup olmadığını araştırdık.  
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2. GENEL BĐLGĐLER 

2.1. KÖK HÜCRE 

Uzun süre bölünebilen, kendini yenileyen ve aynı zamanda ihtiyaca göre 

farklılaşarak diğer doku hücrelerine dönüşebilen hücrelere ‘‘kök hücreler’’ denir. 

Farklılaşmamış kök hücrelerin, başlangıçtaki hücrenin karakteristik özelliklerini 

taşıyan en az bir benzer hücre oluşturabilme yeteneği (selfrenewal); tek bir hücreden 

birden fazla hücre serisine farklılaşabilme yeteneği (multi-lineage differentiation) ve 

bir dokunun işlevsel olarak yeniden yapılandırılması özellikleri vardır (19).  

Bir dokudan elde edilen kök hücrelerin, uygun ortam şartlarında, uygun 

uyarılarla farklı doku hücrelerine dönüşebilme yetenekleri plastisite 

(transdiferansiyasyon) olarak tanımlanmıştır (20). Kök hücreler, totipotent, 

pluripotent ve multipotent olmak üzere üç grup altında tanımlanmaktadır (2).  

2.1.1. Totipotent kök hücre 

 Totus: Tam, bölünmemiş, Potentia: Güç. Fertilizasyon ile spermiyum ve 

ovumun birleşmesi ile oluşan zigot, vücuttaki tüm hücrelere dönüşebilecek 

potansiyele sahip ilk embriyonik hücredir. Zigot ve embriyonun 5. gününe kadar olan 

tüm blastomerlere her şeyi yapabilen anlamında “totipotent hücreler” denir. Tam ve 

işlev gören bir canlıyı oluşturabilecek tüm hücre tiplerine farklılaşabilir.  

2.1.2. Pluripotent kök hücre  

Fertilizasyondan sonra, pre-implantasyon döneminde 5. günde oluşan 

blastosist evresindeki embriyoda bulunan hücrelerdir. Blastosist; trofoblastik 

hücreler, blastosöl ve iç hücre kitlesi olmak üzere üç yapıdan oluşmuştur. 

Embriyonik kök hücrelere kaynaklık eden iç hücre kitlesinden elde edilen hücreler 

pluripotent kök hücreler olup, gerekli ortam sağlandığında yaklaşık 200 hücre türüne 

dönüşebilecek potansiyele sahiptir; ancak işlev gören bir organizmayı oluşturamazlar 

(21). 

2.1.3. Multipotent kök hücre 

Özelleşmiş hücre tiplerine farklılaşabilirler ve erişkin kök hücrelerine 

dönüşürler. Erişkin kök hücreleri, bulundukları dokunun hücre tipini üretirler. Kök 

hücre tipleri Şekil 2.1’de gösterilmiştir (1). 
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2.2. HEMATOPOEZĐS  

Olgun hematopoetik sistem aşamalı olarak farklılaşma yeteneğine sahip 

multipotent ve unipotent kök hücreleri içerir (22). Bu farklılaşma süreci, normal 

fizyolojik koşullar altında geri dönüşümsüzdür. Yüksek düzeyde proliferasyon 

yapabilme yeteneğine sahip bu hücreler, farklı fonksiyonel özelliklerde olgun kan 

hücrelerinin yapımını sağlarlar (22, 23). Böylece hematopoetik sistemin sessiz fazda 

sürdürülmesi için gereken miktarda farklılaşmış hücre yapımı sağlanır. Hematopoetik 

kök hücreler (HKH) bir veya birden çok seriye farklılaşmaya sınırlanmış progenitör 

hücrelerden oluşan hiyerarşik düzenin ana kaynağını oluştururlar. Hiyerarşinin en 

tepesinde olan HKH’ler üzerindeki proliferasyon baskısı en düşük düzeydedir (23). 

Homeostaz sırasında kemik iliğinde az sayıda yer alan HKH’ler farklılaşmış kan 

hücrelerinin belirli miktarda idamesi ve hematopoetik kök hücre havuzunun 

yenilenmesi için nadir olarak bölünürler (22, 24). 

Hiyerarşik düzende HKH’den sonra yeralan multipotent progenitör (MPP) 

hücreler bütün serilere farklılaşma potansiyelini sürdürürler ancak kendilerini 

yenileme kapasiteleri sınırlıdır. Hematopoetik kök hücrelerden daha fazla miktarda 

bulunan MPP hücreler gelişim potansiyeli kısıtlı oligopotent progenitörlere kaynak 

oluştururlar. Bu hücreler ortak lenfoid progenitör (Common Lymphoid Progenitors, 

CLP) ve ortak miyeloid progenitörler (Common Myeloid Progenitors, CMP) ile 

hematopoetik hiyerarşi içerisindeki dallanma noktasını temsil ederler. Sonuçta 

oligopotent hücreler, bütün olgun kan hücrelerini oluşturacak seri-sınırlı öncül 

hücrelerin oluşumunu sağlarlar. Ortak lenfoid progenitörler B, T, dendritik ve doğal 

öldürücü hücreleri içeren olgun lenfoid efektör hücreleri oluştururlarken 

miyeloeritroid hücre oluşturma potansiyelinden yoksundurlar. Ortak myeloid 

progenitörler ise miyeloid ve eritroid seri ile dendritik hücreleri yapma yeteneğine 

sahiptirler (22, 24). Gelişimin daha ileri evrelerinde CMP hücreler CD34 ve Fcγ 

reseptör ekspresyonlarına göre megakaryosit eritrosit öncülleri 

(Megakaryocytic/Erythroid Precursor, MEP) ve granülosit monosit öncülleri 

(Granulocytic/Monocytic Precursor, GMP) olmak üzere iki farklı hücre grubuna 

bölünürler. Farklılaşma yeteneği sınırlı GMP’ler esas olarak olgun nötrofil, monosit 

ve makrofaj oluşumunu sağlarken daha az oranda eozinofil, bazofil ve mast 

hücrelerini meydana getirirler (24). Megakaryosit eritrosit öncülleri ise eritrositlerin 



7 

 

ve daha sonra trombositleri meydana getirecek megakaryositlerin oluşumundan 

sorumludur (24). Böylece hematopoetik sistemin hiyerarşik düzeni içerisinde bütün 

serilerde kan hücrelerinin oluşumu ve idamesi gerçekleşmiş olur (Şekil 2.2). 

 

 

Şekil 2.2: Hematopoetik hiyerarşi modeli. LT-HKH: Uzun süreli (long term) hematopoetik 

kök hücre, ST-HKH: Kısa süreli (short term) hematopoetik kök hücre, MPP: Multipotent progenitör, 

CMP: Ortak (common) miyeloid progenitörler, CLP: Ortak (common) lenfoid progenitör, MEP: 

Megakaryosit eritrosit öncülleri, GMP: Granülosit monosit öncülleri, TNK: T ve doğal öldürücü (NK) 

hücre öncülleri, BHP: B hücre öncülleri, MkP: Megakaryosit, EP: Eritrosit öncülleri, MP: Monosit 

öncülleri, GP: Granülosit öncülleri, THP: T hücre öncülleri, NKP: Doğal öldürücü hücre öncülleri.      

(Kaynak (24)’dan yararlanılmıştır). 
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2.3.HEMATOPOETĐK KÖK HÜCRE NĐŞLERĐ 

Kök hücrelerin kendini yenileme ve farklılaşma özelliklerinin temini ve 

sürdürülmesi özelleşmiş bir mikroçevre gerektirmektedir. Destekleyici hücreler, bu 

hücrelerden sağlanan sinyaller, salınan solubl faktörler, ekstrasellüler matriks 

molekülleri, ayrıca parakrin nöroendokrin etkilerin de katkısıyla oluşan özel 

mikroçevre ‘kök hücre nişi’ olarak tanımlanmaktadır (25, 26). ‘’Niş’’ kök hücrenin 

kendi kimliğini sürdürmesine olanak veren ve mikroçevresini oluşturan özelleşmiş 

bir bölge ve etrafındaki hücre grubunun tamamı olarak tanımlanmaktadır. 

Hematopoetik kök hücreler kemik iliğindeki özelleşmiş mikroçevrelerde özgül 

mezenkimal kökenli stromal hücreler (osteoblast, fibroblast, endotelyal hücre, 

adiposit, vb.) ile HKH ve progenitörleri ile yakın etkileşim içerisinde bulunurlar. 

Hematopoetik kök hücrelerin kendilerini yenilemesi, hücre siklusunun G₀ evresinde 

sessiz olarak kalmaları, adezyonları, proliferasyonları, olgunlaşmaları, farklılaşmaya 

yönelmeleri, KĐ’den ayrılıp dolaşıma girmeleri (mobilizasyon) dolaşımdan KĐ’e geri 

dönmeleri (homing) ve yerleşimleri (engraftment) gibi birçok karmaşık sürecin 

düzeni de hematopoetik kök hücre nişlerinde sağlanmaktadır (26, 27). 

Kemik iliğinde HKH’lerin farklı fonksiyonlarını düzenleyen iki ayrı türde niş; 

endosteal niş (osteoblastik niş) ve vasküler niş (endotelyal niş) bulunur. Bu iki niş 

birbirinden fiziksel olarak tamamen ayrı olmayıp birbirleriyle bağlantılıdırlar. 

HKH’ler farklı koşullar altında iki nişten birini kullanırlar (26). 

Endosteal nişteki özgül mikroçevre, hücreler ve salgıladıkları faktörler 

HKH’lerin sessiz (G₀) fazda, endosteal nişe tutunmuş halde farklılaşmadan 

yaşamlarını sürdürmelerini ve yerleşimlerini sağlarlar. Mezenkimal kök hücrelerden 

gelişen ve kemik formasyonunda rol alan osteoblastlar endosteal nişin temel 

bileşenini oluşturur (26). Osteoblastlar hücre bağımlı, matriks bağımlı ve çözünmüş 

(solubl) sitokinler sentezleyerek HKH fonksiyonlarını module ederler. Bunların en 

önemlileri G-CSF, GM-CSF, M-CSF, IL-1, IL-6, vasküler endotelyal büyüme 

faktörü (VEGF), CXCL12, IL-3, FLT ligand ve kök hücre faktörü (Stem cell factor, 

SCF)’dür. Aynı zamanda bu hücreler adezyon molekülleri de eksprese ederler (Şekil 

2.3). CD34, CD44, ICAM-1 (intracellular cell adhesion molecule-1) , VLA-4 (very 

late antigen), VLA-5, PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule), LFA-
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1 (Lymphocyte function-associated antigen 1) ve LFA-3 bu grubun önemli 

örnekleridir (28). 

 

 

Şekil 2.3: Endosteal nişte osteoblastlar ile HKH’ler arasında homeostazı sağlayan iletişimler 

(kaynak (27)’den yararlanılmıştır). 

Kemik iliğinde fonksiyonel özellikleri ile önemli bir diğer hücre grubu da 

osteoklastlardır. Osteoklastlar hasar, stres, inflamasyon durumlarında çevrelerinde 

proteolitik aktiviteyi arttırlar. Matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) ve katepsin 

salgılayarak endostel nişteki CXCL12’yi yıkıma uğratırlar ve olgunlaşmamış 

hematopoetik progenitör hücrelerin (HPH) dolaşıma girmelerine neden olurlar. 

Normal koşullarda endosteal nişteki CXCL12, HKH üzerindeki reseptörü CXCR4 ile 

etkileşerek HKH havuzunun devamlılığında, HKH trafiğinde ve kök hücrelerin 

mobilizasyonunda rol oynar (27). 

Kemik iliğinde bulunan sinüs duvarı trilaminar yapıda olup endotel hücreleri, 

bazal membran ve adventisyal retiküler hücrelerden oluşmaktadır. Kemik iliğindeki 

bu damar sistemi HKH ve progenitör hücrelerin yaşamlarını, çoğalmalarını, değişik 

serilere farklılaşmalarını, olgunlaşmalarını sağlayan özgül bir ‘’Niş’’tir (28). 

Vasküler niş hematopoetik kök ve progenitör hücrelere hormon, besin, oksijen ve 
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büyüme faktörlerince zengin bir ortam sağlayarak HKH fonksiyonlarını düzenler. 

Buradaki HKH’lerin kandaki faktörlere sürekli maruz kalması, onların dolaşımdan 

gelen sinyalleri (stres, inflamasyon, sitotoksik ajanlar, vb.) anında algılamalarını ve 

yanıt vermelerini sağlar (27). Ayrıca, vasküler niş HKH’lerin mobilizasyonunu ve 

dolaşımdan kemik iliğine dönerek yerleşmelerini (homing) ve bu süreçte 

transendotelyal geçişlerine yardımcı olur (26). Hematopoetik progenitör hücrelerin 

vasküler nişe toplanması temel düzeyde fibroblast büyüme faktörü (fibroblast growth 

factor-4, FGF-4)’ne ve CXCL12’ye bağımlıdır. Aynı zamanda vasküler nişte yüksek, 

osteoblastik nişte düşük olan FGF gradienti HKH veya progenitörlerin vasküler alana 

toplanmasında etkilidir (27). CXCL12 ise hematopoetik hücrelerin transendotelyal 

göçünde etkin bir kemotaktik faktördür (26). Kemik iliği endotel hücreleri de 

CXCL12, VCAM-1 ve selektinler eksprese ederek HKH’lerin mobilizasyonunda, 

dolaşımdan kemik iliğine dönmelerinde ve yerleşimlerinde rol alırlar (Şekil 2.4) (28). 

 

Şekil 2.4: Kemikte yer alan Endostel Niş ile Vasküler Niş arası etkileşimler (kaynak (26)’dan 

yararlanılmıştır). 

G-CSF Kullanılarak Hematopoetik Kök Hücre Mobilizasyonu 

Kök hücrelerin mobilizasyonu sırasında kemik iliğinde kemokinler, 

sitokinler, proteazlar ve adezyon molekülleri arasında iletişimlerin gerçekleştiği 

biyolojik olarak oldukça karmaşık bir mikroçevre ortamı oluşur. 

Granülosit koloni uyarıcı faktör aracılı mobilizasyon modeli ilk basamak 

olarak G-CSF etkisiyle olgun hematopoetik hücrelerin baskın olarak nötrofiller 



11 

 

sonrasında monositlerin aktivasyonunu; ikinci basamakta ise aktive olmuş 

hücrelerden HKH/HPH’lerin mobilizasyonunu sağlayacak ikincil sinyallerin 

oluşumunu kapsamaktadır. Kemik iliğinde oluşturulan ikincil sinyallerden 

mobilizasyonda en etkin olanları; proteazların salınımı ve kemik iliğindeki 

CXCL12’nin düzenlemesidir. Granülosit koloni uyarıcı faktör ile çoğalan ve aktive 

olan nötrofillerden kemik iliği stromasına yüksek miktarda aktif formda salınan 

proteazlar arasında; nötrofil elastaz (NE), kathepsin G (CG) ve MMP-9 sayılabilir. 

Salınan protezlar HKH/HPH’leri kemik iliği nişlerinde tutmakta görevli adezyon ve 

kemoatraktan moleküllerinden; VCAM-1, CXCL12, CXCR4 ve c-kit ligandı keserler 

(Şekil 2.5) (29). 

 

Şekil 2.5: G-CSF kullanılarak hematopoetik kök hücre mobilizasyonu (Kaynak (29)’dan 

yararlanılmıştır). 

 

2.4.HEMATOPOETĐK KÖK HÜCRE NAKLĐ 

 Kan bileşenlerinin hücre yapısında olanlarının hepsini üretme ve farklılaşma 

özelliğine sahip hücreler “hematopoetik kök hücre” (HKH) olarak tanımlanır. 

Bunların sayısı sabittir, ancak gerektiğinde, hem kendi sayılarını çoğaltabilirler, hem 

de yeni ve olgun kan hücreleri üretirler (30). Hematopoetik kök hücreler esas olarak 
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kemik iliğinde ve az miktarda kanda bulunurlar. Göbek kordon kanı da kök hücre 

içermektedir. Bu kaynaklardan herhangi biri kök hücre naklinde kullanılabilir (31). 

Hematopoetik kök hücre transplantasyonu hastalıklı veya hasarlı olan kemik 

iliğini yeniden kurmak amacıyla hematopoetik kök hücrelerin genellikle damar 

yoluyla verilmesi işlemidir. Hematopoetik kök hücre naklinde amaç bir kanseri veya 

hastalığı hazırlama rejimi kullanarak yok etmek ve sonrasında boşalan kemik iliği 

kavitesine hastanın damar yolundan verilen kök hücrelerin yerleşmesinin 

sağlanmasıdır. Bu hücreler daha sonra büyüyüp bölünerek, eritrosit, lökosit ve 

trombositleri oluşturmak üzere olgunlaşırlar (32). Bazen de hematopoetik bozukluk 

olmayan kalıtsal hastalıklarda enzim salınımı sağlayarak klinik iyileşme sağlarlar.   

Hematopoetik kök hücre transplantasyonu hematolojik maligniteler, kemik 

iliği yetmezlikleri, immün yetmezlikler, konjenital hematolojik hastalıklar ve bazı 

solid tümörlerde kabul edilen etkin bir tedavi olduğu gibi bazı nörolojik ve kalıtsal 

metabolik hastalıklarda da hastalığı düzeltebilmekte ya da iyileşme 

sağlayabilmektedir (31). 

2.4.1. Hematopoetik Kök Hücre Transplantasyon Tipleri 

Kemik iliği donör tiplerine göre HKHT genel olarak üç tiptir: Singenetik, 

allojenik ve otolog (Tablo 2.1). 

Tablo 2.1: Hematopoetik Kök Hücre Transplantasyon Tipleri 

Verici Tipi              Donör 

Allojenik  Akraba donör (genellikle kardeş) 

Akraba dışı gönüllü donör 

Umblikal kordon kanı 

Singenetik  Tek yumurta ikizi 

Otolog  Kendisi  

 

Singenetik: Tek yumurta ikiz kardeşinden yapılan nakildir. 

Otolog: Yüksek doz myeloablatif hazırlama rejimi genellikle kemosensitif 

hematopoetik malign hücreleri veya solid tümör hücrelerini yok etmek için kullanılır, 

ardından aplaziye giren hastaya hastanın daha önce dondurulup saklanmış kök 

hücreleri kurtarıcı tedavi olarak kendisine verilir. Đmmun supresyona gerek yoktur. 
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Allojenik: Kök hücreler başka bir insana aittir. Bu tür transplantasyonlar 

çoğu malign hastalıklarda, defektif kemik iliği hastalıklarında, kalıtsal metabolik 

hastalık veya immun sistem bozukluklarında uygulanır. Đdeal allojenik donör insan 

lökosit antijenleri (HLA) uyumlu bireylerdir. Đnsan lökosit antijenlerinin uyum 

derecesi graft rejeksiyon ve GVHH riskinde önemlidir. 

2.4.2. Hematopoetik Kök Hücre Transplantasyon Kaynakları ve 

toplanması 

HKH kaynağı olarak kemik iliği, GCSF ile mobilize periferik kan veya 

kordon kanı kullanılabilir 

2.4.2.1.Kordon kanı 

Kordon kanı transplantasyonunda kaynak olarak umblikal kordon kanından 

toplanan kök hücreler kullanılır. Kordon kanı transplantasyonu, toplanmasının kolay 

olması, donör için riskinin olmaması, bankalardan temininin mümkün olması, 

GVHH ve HLA uyumsuzluğunda toleransın diğer kök hücre kaynaklarına göre fazla 

olması nedeni ile giderek kullanımının yaygınlaştığı görülmektedir. 

Kordon kanı toplandıktan sonra işlemlerden geçirilir ve sıvı nitrojende 

yıllarca saklanabilir. Hasta için HLA uygun verici adayı bulunmaması durumunda 

dünyada bulunan çok sayıda Kordon Kanı bankaları taranarak hasta için uygun verici 

bulunmaya çalışılır. Bulunduğu takdirde, kordon kanları depolanıp saklanmış olduğu 

için temini kolaydır ve transplant süreci hızlı işler. Nadir durumlarda, hastanın annesi 

hamile ise, kordon kanı toplanılarak tolere edilebilir doku uyumu saptanırsa aile 

içerisinden de temin edilebilir. 

2.4.2.2.Kemik iliğinden kök hücre toplanması 

Hematopoetik kök hücre nakli amacıyla donörlerden kemik iliği toplanmadan 

önce donöre herhangi bir ilaç uygulanmamaktadır. Kemik iliği kök hücre yönünden 

zengin bir doku olduğu için çoğu zaman toplanan miktar hacmi içerisinde 

engraftman için yeterli sayıda kök hücre bulunmaktadır. Hastada donör kökenli 

hematopoez başlaması için gerekli kök hücre miktarı hastanın vücut ağırlığına göre 

hesaplanır. Donörden toplanacak kemik iliği miktarı ise sınırlıdır; genellikle 

maksimum 16-10 ml/kg hacim aşılmamaya çalışılır.  Buna karşın hastanın ağırlığının 

yüksek, donörün ağırlığının düşük olması durumunda veya hasta ve transplant 

koşullarına bağlı olarak fazla hücre gerekmesi durumunda başarılı engraftman elde 
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etmek için G-CSF gibi bir mobilizan ajan vermeden kemik iliğinden engraftman için 

gerekli hücre sayısını karşılamak mümkün olmamaktadır.  Genellikle transplant için 

gereken kemik iliği çekirdekli hücre sayısı hastanın kilogramı başına >3-5x108 

olarak hesaplanmaktadır. Kan grubu uygunsuzluğu veya ürüne başka işlem yapılması 

gerekiyorsa bu işlemler esnasında hücre kaybı olacağından engraftman elde 

edebilmek için vericiden daha fazla sayıda hücre toplanması gerekmektedir. 

Donörlerden toplanan volümün 16- 20 ml/kg’ı aşması durumunda transfüzyon 

ihtiyacı doğacağı ve/veya donör için risk oluşturacağı bilinmektedir.  Bu durumda, 

donörlere G-CSF uygulandıktan sonra kemik iliği toplanma işlemine gidilebilir. 

Granülosit koloni uyarıcı faktör uygulanması sonrası aferez yöntemi ile periferik kan 

kök hücre (PKKH) toplanması bilhassa erişkinlerde en yaygın kullanılan kök hücre 

toplama yöntemidir. Çocuk donörlerde ve bazı erişkinlerde periferik venöz erişim 

zorluğu nedeniyle aferez yöntemi ile kök hücre toplanmasında teknik zorluk 

yaşanabilir. Bu durumlarda, geçici santral venöz kateter uygulaması ile uygun damar 

yolu erişimi sağlanabilirse de santral venöz kateter takılması işlemi invaziv bir işlem 

olduğundan aferez yöntemi ile toplama yerine G-CSF sonrası kemik iliği toplanması 

bir seçenek oluşturur. Ayrıca, aferez işlemi esnasında kan volümü yeterli olmayan 

küçük çocuklarda işlem için yabancı kan komponentlerine maruz kalma riski 

doğmaktadır. Bu nedenlerle birçok merkezde çocuk donörlerde kemik iliği 

toplanması tercih edilmektedir. Kemik iliği transplantasyon ünitemizde de yukarıda 

bahsi geçen şartlarda ve hastaya verilmesi hesaplanan çekirdekli hücre sayısının 

2x108 /kg (hasta ağırlığı)’ın altında kalacağı öngörülen durumlardavericilere G-CSF 

uygulandıktan sonra kemik iliği toplanmaktadır. Granülosit koloni uyarıcı faktör 

kemik iliği nişlerinden kök hücre, progenitör ve farklılaşmakta olan hücrelerin 

mobilizasyonunu sağlamaktadır.  

Ağrı hissedilmemesi için kemik iliği toplama işlemi yeterli anestezi altında ve 

ameliyathane koşullarında yapılır. Oldukça düşük riskli bir girişimdir. Buna rağmen 

vericiler işlem öncesinde ayrıntılı muayene ve tetkiklerden geçirilir. Her iki posterior 

iliak krestten çoklu aspirasyon ile kemik iliği toplanır. Çoğu aspirasyonlar aynı iğne 

deliğinden, farklı kemik iliği alanlarından yapılır (31). Aspirasyonlarda volüm 5 cc 

olacak şekilde yapılır. Daha yüksek volümlerde periferik kan ile çekirdekli kemik 

iliği hücreleri dilue olmaktadır. Amaç, yeterli engraftman için alıcının kilogramı 



15 

 

başına >3 x108 çekirdekli kemik iliği hücresi elde etmektir. Alınan total volüm 15-20 

ml/kg’ı (vericinin ağırlığı) geçmemelidir. Vericinin vücudu bu eksilen miktarı birkaç 

hafta içinde tamamlar. Toplanan kemik ilikleri antikoagülan konulmuş steril torbaya 

konur. Daha sonra kemik spikülleri, pıhtılaşmış materyaller ve yağı uzaklaştıran 

ancak hücrelerin takılmadan geçtiği 850, 500, 200 µm’lik filtrelerden geçirilir. 

Kemik iliği kan transfüzyon torbasına konarak hastaya verilmeye hazır hale gelir. 

2.4.2.3. Kök hücrelerin periferik kandan toplanması 

Hematopoetik kök hücreler kemik iliğinden periferik kan dolaşımına çok az miktarda 

geçmektedir. Aferez işlemi ile HKH’den zenginleştirilmiş periferik mononükleer 

hücreler toplanabilmektedir. Kanda dolaşan kök hücrelerin sayısını arttırmak 

amacıyla vericilere işlemden önce 4-5 gün, genellikle 10µg/kg/gün dozunda 

subkutan G-CSF uygulanmaktadır. Bu işlem allojenik nakilde vericiye, otolog 

nakillerde ise hastanın kendisine uygulanır. Antekübital venlerden birinden veya 

geçici bir kateter ile santral venden alınan kan kesintisiz olarak cihaza ulaşmakta ve 

cihaz tarafından kök hücreden zengin mononüleer hücreler ayrıldıktan sonra kanın 

geriye kalanı vericiye geri verilmektedir. Herhangi bir anestezi gerektirmeyen bu 

işlem birkaç saatte tamamlanır. Aferez işlemi, hedeflenen mononükleer hücre veya 

CD34(+) hücre sayısına ulaşana kadar tekrarlanır. Bu işlemde amaç >3x106/hasta kg 

CD34(+) hücre sayısına ulaşmaktır. Elde edilen kök hücreler alıcıya hemen verilir 

veya otolog nakillerde sonradan nakledilmek üzere dondurularak saklanır (33, 34).  

2.5. GRANÜLOSĐT KOLONĐ UYARICI FAKTÖR 

 Granülosit koloni uyarıcı faktör (G-CSF) hematopoezi ve doğal immün 

sistemi düzenleyici temel hematopoetik büyüme faktörüdür. Sitokin sınıf I 

süperailesi üyesi olan G-CSF, kromozom 17q 11-22 üzerinde lokalize tek gen 

şeklinde kodlanır ve dört antiparalel α-heliks yapısı ile karakterizedir (Şekil 2.6).  

 

Şekil 2.6: Đnsan G-CSF molekülünün kristal yapısı.  
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Granülosit koloni uyarıcı faktör proteini Thr-133 pozisyonundan 0-bağımlı 

glikolizasyona uğramış haldedir. Bu hidrofilik 0-bağımlı şeker zinciri nötral pH’da 

proteinin stabilitesini sağlayarak degradasyona uğramasını engeller, ancak biyolojik 

aktivitesi için gerekli değildir (29, 35, 36). Esas olarak monosit/makrofaj 

hücrelerince üretilir (12). Hematopoetik sistem üzerindeki G-CSF’nin temel etkileri; 

normal hematopoetik kök hücrelerin çoğalması ve farklılaşmasını indüklemesi, 

radyoterapi ya da kemoterapiye bağlı myelosupresyon sonrasında nötrofillerin 

yeniden yapılanmasını artırması, matür nötrofillerin effektör fonksiyonlarının 

aktivasyonu ve kemik iliği kök hücrelerinin periferik kana geçmelerini sağlamasıdır 

(35, 36). 

 Sağlıklı kişilerde, fizyolojik koşullar altında G-CSF serum düzeyi 

ölçülemeyecek kadar azdır (12, 37). Enfeksiyon durumunda ise G-CSF serum düzeyi 

yüksek düzeylere ulaşır ve iyileşmeye paralel olarak azalır. Đnflamatuar uyaranlar 

[IL-1, IL-6, lipopolisakkarit (LPS), tümör nekroz faktör-α (TNF-α) ve özellikle IL-

17], kemik iliği stroma hücrelerinden, endotelial hücrelerden, makrofajlardan ve 

fibroblastlardan G-CSF üretimini arttırır (37, 38).  

Granülosit koloni uyarıcı faktör reseptörü (G-CSFR, CD114) sitokin reseptör 

süperfamilyasına ait tek zincir polipeptid yapısında tip I membran proteinidir. 

Kromozom 1p35-p34.3 üzerinde tek gen olarak kodlanır ve erken myeloid öncülleri, 

matür granülositler, monosit/makrofaj, trombositler, endotelial hücreler ve diğer 

hematopoetik olmayan dokular (insan plasentası, trofoblastik hücreler, nöronlar, 

hepatositler), insan T ve B hücreleri üzerinde de eksprese edilmektedir (12, 14-16, 

39-41).  

 1986 yılında insan G-CSF cDNA’sının klonlanması, rekombinant G-CSF 

proteininin üretimini sağlamıştır ve G-CSF’nin biyolojik özellikleri tanımlanmıştır 

(79). 

 Granülosit koloni uyarıcı faktör rekombinant teknoloji ile üretilmektedir ve 

iki formu bulunmaktadır. Lenograstim Çin hamster over hücrelerinden elde 

edilmektedir ve doğal moleküldeki aynı bölgeden glikozillenmiştir. Filgrastim ise 

Escherichia coli’de üretilmektedir ve glikolize değildir. Đn vitro çalışmalar, 

glikolizasyonun in vitro ısı, pH ve serumdaki proteazlarca yıkılmasında stabilitesini 
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koruduğundan dolayı lenograstimin filgrastime göre biyolojik potansiyelinin daha 

yüksek olduğunu belirtmektedirler (36).  

2.5.1. Rekombinant insan G-CSF’nin hematolojik etkileri 

2.5.1.1. Nötrofil kinetiği ve fonksiyonu 

Rekombinant insan G-CSF, myeloid prekürsörlerin çoğalmasını uyarır ve 

kemik iliğinden nötrofil salınımını arttırır. Sekretuvar vezikülleri mobilize eder ve 

spesifik ve azurofilik granüllerin içeriğinin salınımı arttırır. Nötrofillerin respiratuar 

yıkım metabolizmasının, yüzeyinde CD11b/CD18 antijen sunumunun ve hücresel 

elastaz aktivitesinin dahil olduğu fagositer fonksiyonlarını arttırır (12, 42). 

2.5.1.2. Monositler  

  Periferik kan kök hücre vericilerinde 5 günlük rekombinant insan G-CSF 

verildikten sonra periferik kan monosit sayıları yaklaşık üç kat artmaktadır. Bu da 

monosit aktivasyonu ve monositteki effektör moleküllerin düzenlenmesiyle 

ilişkilidir. Sağlıklı bireylerde rekombinant insan G-CSF ile mobilize olmuş 

monositler, mobilize edilmemişlere göre lipopolisakkarit gibi proinflamatuvar 

faktörlere yanıtta daha fazla IL-10 üretmişlerdir (43). 

2.5.1.3. Eozinofiller 

 Rekombinant insan G-CSF sağlıklı bireylere verildikten sonra dolaşımdaki 

eozinofillerde artış, eozinofil granül proteinlerinin mobilizasyonunda ve eozinofil 

adezyonunda artış olmaktadır (44). 

2.5.1.4.Trombositler ve koagülasyon 

 Rekombinant insan G-CSF’nin sağlıklı bireylerde trombosit fonksiyonları 

üzerine olan etkisi ile ilgili veriler sınırlıdır. Shimoda ve arkadaşları trombosit 

üzerinde G-CSF reseptörlerini tanımlamışlardır (45).  

Koagülasyon sistemi üzerine olan etkileri daha detaylı araştırılmış ve 

plazmadaki endotel aktivasyon belirteçlerinde (trombomodulin ve von Willebrand 

faktör antijenleri), kan koagülasyon aktivasyonunda (fibrinojen-trombin, trombin- 

antitrombin III (TAT) kompleksi, D-dimer) artış olduğu gösterilmiştir. Bu 

değişiklikler tedavi kesildikten 1 hafta sonra normale gelmektedir (46). Başka bir 

çalışmada faktör VIII ve fibrinojen düzeyi artarken protein C ve protein S 

aktivitelerinin azaldığı saptanmıştır (47). Bu bulgular, rekombinant insan G-CSF’nin 
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bazı donörlerde geçici protrombotik ya da hiperkoagülopatik durumda artış 

olabileceğini göstermektedir. 

2.5.2. Rekombinant insan G-CSF’nin immünolojik etkileri 

 Granülosit koloni uyarıcı faktör, T hücre reaktivitesi ve antijen sunan 

hücrelerin fonksiyonunu modifiye ederek immün sistemi etkilemektedir. T hücre 

üzerinde G-CSFR ekspresyonu tartışmalıdır. Đnsan CD4+ ve CD8+ T hücrelerinde 

mRNA düzeyleri ile G-CSFR ekspresyonu gösterilmiştir. Đlginç olarak, farmakolojik 

dozlarda G-CSF, T hücre immün modülatör genlerini  ( GATA-3 ve Stat5 ) aktive ve 

direk olarak T hücrelerince üretilen proinflamatuvar sitokinleri inhibe edebilmektedir 

(14, 15). Naif T hücreleri antijen sunan hücreler tarafından T hücre reseptörlerinin 

antijenik uyarılmalarına bağlı olarak yardımcı T hücresi 1 ve yardımcı T hücresi 2 

olmak üzere iki farklı tipe farklılaşmaktadır. Bu hücreler adaptif immünitede önemli 

rol oynar. Yardımcı T hücresi 1 IFNγ üretir ve intrasellüler patojenlere karşı olan 

immünitenin bir parçasıdır. Yardımcı T hücresi 2 IL-4, IL-5 ve IL-13 üretir ve 

ekstrasellüler patojenlere karşı humoral immünitenin elemanıdır. GATA-3 

aktivasyonu IL-4 arttırarak, Stat5 aktivasyonu IL-4’den bağımsız olarak Th2 

farklılaşmasını artırmaktadır. Ayrıca bazal GATA-3 ekspresyonu Th1 farklılaşmasını 

inhibe etmektedir (48). Granülosit koloni uyarıcı faktör, yardımcı T hücrelerin tip 2 

yönüne (Th2) polarizasyonuna neden olmakta ve T hücre toleransını indüklemektedir 

(17, 49). Hücresel immun yanıtta etkin rol alan dendritik hücreler (dendritic cell, 

DC), naif T hücreleri Tip 1 veya Tip 2 yönüne farklılaştırmalarına göre DC1 veya 

DC2 olarak tanımlanırlar. Yapılan deneylerde G-CSF’ye maruz kalma sonucunda 

periferik kandaki DC2 miktarı artarken, DC1 miktarının değişmediği gösterilmiştir 

(2, 35, 50, 51). Franze ve arkadaşları Th2’de önemli transkripsiyon faktörü olan 

GATA-3 ekspresyonunun G-CSF verildikten sonra arttığını göstermişlerdir (15). 

Klinik çalışmalar G-CSF ile uyarılmış donörlerde CD4+ T hücrelerince anti-

inflamatuvar sitokin olan IL-10 salınımının daha fazla, inflamatuvar sitokilerden IL-

4, IL-2 ve IFN-γ salımının daha az olduğunu göstermiştir (49). Granülosit koloni 

uyarıcı faktörün hematolojik etkileri şekil 2.7’de özetlenmiştir. 
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Şekil 2.7: Granülosit koloni uyarıcı faktörün temel biyolojik aktivitesi. Endojen G-CSF primer olarak 

nötrofil ve nötrofil öncülleri üzerinde etki eder. Bununla birlikte nötrofil üretimi, kemik iliğinden 

nötrofillerin ve kök hücrelerin kana geçmelerini indükler. Dışarıdan G-CSF verilmesi monositleri, 

dentritik hücreleri ve endotelial hücreleri de etkiler. Ayrıca verilen G-CSF direkt ya da G-CSF’nin 

monosit ve dentritik hücreler üzerindeki etkileriyle dolaylı olarak T hücrelerini de etki eder (kaynak 

(37)’den yararlanılmıştır). Kısaltmalar: G-CSF, granülosit koloni uyarıcı faktör; TH2, tip 2 yardımcı T 

hücre; TREG, düzenleyici T hücre (37).  

2.5.3. Rekombinant insan G-CSF’nin sağlıklı donörlerdeki yan etkileri 

Granülosit koloni uyarıcı faktörün genellikle hafif ile orta düzeyde kemik ve eklem 

ağrısı, baş ağrısı, ateş, rinit, döküntü, halsizlik, trombositopeni ve enjeksiyon 

bölgesinde reaksiyonlar gibi yan etkileri bulunmaktadır. Granülosit koloni uyarıcı 

faktörün kısa ya da uzun süreli kullanım sonucu nadir olmasına rağmen inme, 

myokardiyal enfarktüs ve splenik rüptür gibi yaşamı tehdit edici komplikasyonları 

görülebilir. Literatürde sağlıklı donörlere allojenik periferik kök hücre nakli amacıyla 

verilen G-CSF sonrasında 6-10.günlerde spontan splenik rüptür olan vakalar 

bildirilmiştir (52).  
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2.6.MEZENKĐMAL KÖK HÜCRE 

Mezenkimal kök hücreler (MKH) kemik, kıkırdak, tendon, ligament, kemik 

iliği stroması, adiposit, kas, dermis ve bağ dokusuna farklılaşabilen multipotent 

progenitör hücrelerdir (3). Mezenkimal kök hücreler yetişkin ve fetal dokularda 

kemik iliği (KĐ), yağ dokusu, umblikal kord kanı, amniyotik sıvı ve fetal akciğerde 

bulunmaktadır (4-7). Mezenkimal kök hücrelerin adiposit, osteosit, kontrosit, tenosit, 

iskelet kası, nöron ve visseral mezoderm hücrelerine farklılaşabilme özelliği vardır 

(Şekil 2.8) (4-7). 

 

Şekil 2.8: Mezenkimal kök hücrelerinin farklılaşması. 

 

Đlk kez 30 yıl önce, Friedenstein ve arkadaşları tarafından fötal buzağı serumu 

içeren kemik iliğinin hücre kültüründe, kemik hücrelerine ve adipositlere farklılaşan 

ve fibroblastlara benzeyen yapışkan hücre kolonilerinin gelişmesi sonucu 

tanımlanmıştır. Bu özellik farklılaşma kapasitesini kaybetmeden defalarca 

çoğaltılabilmeyi sağlamaktadır. Mezenkimal kök hücrelerin adiposit, osteosit, 

kontrosit, tenosit, iskelet kası, nöron ve visseral mezoderm hücrelerine 

farklılaşabilme özelliği vardır (3-6).     
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Mezenkimal kök hücreler başta konnektif doku hücreleri olmak üzere çesitli 

dokulara farklılaşma potansiyeli taşımaları (53), solubl faktörler salgılayarak, aynı 

zamanda ekstraselüler matriks ile ve hücreler arası adeziv bağlantılar sağlayarak 

diğer hücrelere destek sağlamaları (54), immünomodulatuvar, çoğunlukla 

immünsupresif etki göstermeleri (9, 11, 55, 56), in vitro ortamda kolay çoğaltılabilir 

olmaları, gen transferi kolaylığı olması (57) ve defekt bölgelerine mobilizasyon 

göstermeleri (58) nedeniyle klinik kullanım için ilgi çekmektedir. 

Đnsan MKH’leri için spesifik belirleyiciler tanımlanmamıştır. Uluslararası 

hücresel tedavi birliği insan mezenkimal kök hücrelerinin tanımı için minimum 

kriterler belirlemiştir (8). Bu kriterler:  

a) Standart kültür ortamında plastiğe yapışma,  

b)  CD105, CD73, CD90 ekspresyonu pozitif olması ve hematopoetik 

kök hücre yüzey belirteçleri olan CD34, CD45, CD11a, CD19 veya 

CD79, CD14 veya CD11b ve HLA DR ekspresyonlarının negatif 

olması,  

c) Spesifik uyarıcı altında in-vitro olarak osteosit, adiposit, kontrosite 

farklılaşmasıdır. 

Mezenkimal kök hücrelerin temel özellikleri şekil 2.9’da özetlenmiştir. 

 

Şekil 2.9: Mezenkimal kök hücrelerin temel özellikleri (kaynak (59)’den 

yararlanılmıştır).  

Temel olarak bağ dokusu içeren tüm dokularda MKH bulunmakla birlikte, 

MKH kaynağı olarak en iyi tanımlanmış doku kemik iliğidir. Kemik iliğinde bir 

milyon hücre başına 6-10 MKH olduğu hesaplanmaktadır ve yaşla birlikte sayısı 

azalmaktadır (60). Sayıca az olması nedeniyle laboratuvar ortamında araştırma 

yapmak için veya tedavi amaçlı kullanım için in vitro olarak çoğaltılmaları 

gerekmektedir. 
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Günümüzde MKH’nin en önemli morfolojik özelliği şekil 2.10’da görüldüğü 

gibi fibroblastlara benzer şekilde iğsi, uzantılı yapısı ve hücre kültürü ortamında 

flasklara yapışma özelliğidir. 

 

Şekil 2.10: Mezenkimal kök hücrelerin flasktaki iğsi görünümleri (Ankara Çocuk 

Sağlığı ve Hastalıkları Hematoloji Onkoloji E.A.H, Kök Hücre Laboratuvarından alınmıştır). 

 

Đmmün fenotiplendirme ile diğer hücrelerden özellikle hematopoetik kök 

hücreden ayırt edilebilmektedir. Mezenkimal kök hücreyi tanımlamak için kullanılan 

pozitif belirteçler CD105 (endoglin, Mab SH2), CD73 (ekto 5’nükleotidaz, Mab SH3 

ve SH4) ve CD90 (Thy-1)’dir. Hematopoetik belirteçler olan CD45 (pan-lökosit 

belirteci), CD34 (hematopoetik kök hücre belirteci), CD14 ve CD11b (monosit ve 

makrofaj belirteci), CD79a ve CD19 (B hücre belirteci) açısından negatif olması 

gerekmektedir. HLA-DR molekülü de MKH uyarılmadıkça MKH yüzeyinde 

eksprese edilmemektedir (8). 

Kemik iliği MKH`leri hematopoetik hücreler için gerekli birçok büyüme 

faktörünü salgılar (makrofaj koloni stimule eden faktör, stem cell faktör gibi), ayrıca 

diğer kök hücreler ile ortak olan bazı gen ekspresyonları yanında konnektif dokuya 

özgün moleküller ve adezyon moleküllerini eksprese ederler.  

Mezenkimal kök hücrelerin terapotik etkileri altı kategoriye ayrılabilir:  

1) Đmmünomodülasyon,  

2) Anti-apoptozis,  

3) Anjiogenezis,  

4) Lokal kök ve progenitör hücrelerin büyüme ve farklılaşmasına destek, 

5) Skar oluşumunu engelleme, 

6) Kemoatraksiyon. 

Kültüre edilmiş MKH’lerin parakrin etkileri şekil 2.11’de özetlenmiştir.  
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Şekil 2.11: Kültüre edilmiş MKH’lerin parakrin etkileri. Mezenkimal kök hücrelerin 
terapotik etkilerinde temel mekanizmanın, geniş yelpazede bioaktif moleküllerin salınımı olduğuna 

inanılmaktadır. Terapotik etkileri altı kategoriye ayrılabilir: Đmmünomodülasyon, anti-apoptozis, 

anjiogenezis, lokal kök ve progenitör hücrelerin büyüme ve farklılaşmasına destek, skar oluşumunu 
engelleme ve kemoatraksiyon.  

1) Đmmünmodülatör etkileri: CD8+ ve CD4+ T lenfositleri ve doğal öldürücü hücrelerin 

çoğalmasının inhibisyonu, plazma hücrelerince immünglobulin üretiminin baskılanması, dentritik 
hücrelerin maturasyonunun inhibisyonu ve regülatör T hücrelerinin çoğalmasının uyarılmasıdır.  

Prostaglandin E2 (PGE2), insan lökosit antijen G5 (HLA-G5), hepatosit büyüme faktörü (HGF), 

uyarılabilir nitrik oksit sentaz (iNOS), indoleamin-2,3-dioksijenaz (IDO), transforme edici büyüme 
faktörü beta (TGF-β), lösemi inhibitör faktör (LĐF) ve interlökin 10 (IL-10) salınımı 

immünmodulasyonu aracılık eder.  

2) Anti-apoptozis: Mezenkimal kök hücreler apoptozisi sınırlar ve bioaktif moleküller olan 
vasküler endotelial büyüme faktörü (VEGF), HGF, insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1), 

stanniokalsin-1, TGF-β ve granülosit makrofaj koloni uyarıcı faktör (GM- CSF) ile gerçekleştirir.  

3) Anjiogenezis: Mezenkimal kök hücreler ekstrasellüler matriks molekülleri, VEGF, IGF-1, 

fosfatidilinositol-glikan biyosentezis sınıf F protein (PIGF), monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1), 
fibroblast büyüme faktörü (FGF) ve interlökin 6 (IL-6) salgılayarak lokal anjiogenezisi uyarmaktadır. 

Doku içindeki progenitör ve kök hücre mitozunu kök hücre faktörü (SCF), makrofaj koloni uyarıcı 

faktör (M-CSF), stromal hücre kaynaklı faktör (SDF-1), LĐF ve anjiopoetin-1 salınımı ile uyarır. 
Bundan başka, iskemide HGF, FGF (ve olasılıkla adrenomedullin) üretimi skar oluşumunu inhibe 

etmektedir (53). (Kaynak 53’den yararlanılmıştır). 

 

2.6.1. Mezenkimal kök hücrelerin immünomodulatuvar etkileri 

Mezenkimal kök hücreler major histocompatibilite kompleksi (MHC) sınıf Ι 

moleküllerini düşük oranda eksprese ederler, MHC sınıf ΙΙ antijenlerini ise eksprese 

etmezler. Yapılan çalışmalarda sınıf ΙΙ antijenlerinin intrasellüler olarak bulunduğu, 

ancak IFN-γ ile uyarıldığı zaman hücre yüzeyinde eksprese edildiği gösterilmiştir. 

Ko-stimulator molekül (B7-1, B7-2, CD40 ve CD40L) ekspresyonları yoktur, T 

lenfosit aktivasyonu ve alloreaktif reaksiyonları önlerler. Sınıf ΙΙ negatif MKH’ler 

allojenik lenfositlerde proliferatif bir cevap oluşumuna yol açmazlar. Bu da 

MKH’lerin immün sistemden kaçmalarını sağlamaktadır (61). Mezenkimal kök 

hücreler, dentritik ve T hücre alt grupları DC1/Th1 ve DC2/Th2 tarafından üretilen 

sitokinleri düzenler, antijen sunan hücrenin olgunlaşmasını ve aktivasyonunu 

engeller ve CD4+CD25+ düzenleyici T hücre sayısını arttırır (62). Mezenkimal kök 

hücrelerin immün sistem üzerindeki etkileri şekil 2.12’de özetlenmiştir.  



25 

 

 

Şekil 2.12: Mezenkimal kök hücre (MKH) lenfopoezisi ve immün cevabı düzenler. Kemik 

iliği MKH’si büyüme faktörleri, sitokinler, adezyon molekülleri yoluyla hem T hem de B lenfositlerin 

gelişimsel proçeslerine katılırlar. Vasküler hücre adezyon molekülü (VCAM)-1, intersellüler adezyon 

molekülü (ICAM)-1 ve lenfosit fonksiyon ilişkili antijen tip 3 (LFA-3) gibi bazı kritik yüzey 

molekülleri hem MKH hem de timik stroma hücrelerinde eksprese edilir. Bu da kemik iliği 

kompartmanı ve timusun iki farklı mikroçevre arasındaki benzerliği göstermektedir. Bundan başka, 

MKH hem doğal hem de adaptif immünite üzerine immün regülatör etkilerini indirek olarak çözünen 

faktörlerle ya da direk fiziksel kontakt ile yapar. Genel etkisi, Th1’den Th2’ye şift yaparak, NK 

hücrelerinden IFN-γ ve B hücrelerinden antikor üretimini azaltarak immün cevabı 

antiinflamatuvar/tolerant fenotipe doğru kaydırmaktır.  PGE2, prostaglandin E2; SCF, kök hücre 

faktörü (stem cell factor); SDF-1, kök hücre kaynaklı faktör 1 (stem cell-derived factor 1); TCR, T 

hücre reseptörü (T cell receptor); TGF-β1, transforme edici büyüme faktörü β1 (transforming growth 

factor β)1; VEGF, vasküler endotelial büyüme faktörü (vascular endothelial growth factor); VLA-4, 

çok geç antijen (very late antigen) 4 (kaynak (63)’den yararlanılmıştır). 
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2.6.1.1. T hücre proliferasyonu ve fonksiyonu üzerine etkisi 

Đnsanlarda, babunlarda ve farelerde yapılan çok sayıda çalışmada, MKH’lerin 

alloantijen, mitojen, anti-CD3 ve anti-CD28 ile uyarılan T hücre proliferasyonunu 

baskıladığı in-vitro olarak gösterilmiştir (64-66). Bu supresif etki için MHC 

kısıtlaması yoktur ve allojenik MKH’ler de aynı etkilere neden olmaktadır. Bu etki, 

hücrelerin hücre siklusunun G0/G1fazında birikmesiyle açıklanan hücre 

bölünmesinin inhibe edilmesine bağlanabilir (67). Moleküler düzeyde 

değerlendirildiğinde, siklin D2 ekspresyonu azalırken p27 ekspresyonu artar. Bu da 

MKH’lerle T hücre proliferasyonunun, T hücre aktivasyonu ve IFN-γ üretimine 

kıyasla neden daha çok etkilendiğini açıklamaktadır (67). T hücre proliferasyonunun 

MKH’lerce inhibisyonu hem hücre-hücre teması hem de IFN-γ, interlökin 1β gibi 

çözünen faktörlerin salınımı aracılığıyla olduğu görülmektedir (68, 69). Bazı 

çalışmalar immün supresif etkide çözünen faktörlerin daha önemli olduğunu öne 

sürmektedir (64, 70). Mezenkimal kök hücre kaynaklı olan TGF-β1, HGF, IDO ve 

PGE2’nin T hücre cevabı üzerinde immünmodülatör etkisi olduğuna inanılmaktadır 

(11, 64, 71, 72). Transforme edici büyüme faktörü ve HGF karşı nötralizan 

antikorlar, MKH’nin indüklediği T hücre proliferasyonunun baskısını ortadan 

kaldırmaktadır (64). Mezenkimal kök hücrelerin IFN-γ ile uyarılmasıyla IDO protein 

ekspresyonu artmakta ve kinürenin sentezi ile sonuçlanan esansiyel triptofanın 

yıkımını katalizleyen IDO aktivitesini arttırır. Ortamdaki esansiyel aminoasit 

triptofanın azalmasıyla lenfosit proliferasyonu baskılanır (11). T hücrelerinin 

MKH’lerle ko-kültürü PGE2 düzeylerinde artışla sonuçlanmakta ve PGE2 üretim 

inhibitörleri ile tedavi edildiğinde MKH aracılı immün modülasyon azalmaktadır 

(72), bununla birlikte PGE2’nin immün supresif etkisinin altındaki mekanizma net 

anlaşılamamıştır. Mezenkimal kök hücrelerce nitrik oksit (NO) üretimi T hücre 

proliferasyonunun inhibisyonunda başka bir mekanizmadır (73). Nitrik oksit, T hücre 

aktivasyonu ve proliferasyonu için kritik bir transkripsiyon faktörü olan 

transkripsiyon 5’in sinyal çoğaltıcı ve aktivatörünün [signal transducer and activator 

of transcription-5 (STAT-5)] fosforilasyonunu baskılayarak T hücre 

proliferasyonunu inhibe eder (74). Mezenkimal kök hücrelerce, T ve NK hücre 

fonksiyonlarının baskılanması, allojenik T hücre cevabının Th2 sitokin profiline 

kayması ve CD4+CD25+ forkhead box P3 (FoxP3+) düzenleyici T hücre indüksiyonu 
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için insan lökosit antigen-G5 (HLA-G5) salınımının gerekli olduğu bildirilmektedir 

(75). Mezenkimal kök hücreler tarafından T hücre inhibisyonu apopitozisin 

indüklemesine bağlı değildir ancak hücre bölünmesi ve çözünen faktörlerin 

üretiminin baskılanmasıyla olmaktadır (64).  Bununla birlikte son yıllarda yapılan bir 

çalışmada, MKH’lerin aktive T hücrelerde [CD3 (+) ve bromodeoksiüridin (BrdU) 

(+)] apopitozisi indükleyebildiği fakat aktif olmayan T hücrelerde [CD3+ ve BrdU(-

)] indüklemediği bildirilmiştir. Bu da indüklenmiş NO üretimiyle in vivo gecikmiş 

tip hipersensitivite cevabında belirgin azalmaya neden olmaktadır (76). 

Mezenkimal kök hücrelerin immün supresif etkisinin altındaki mekanizmanın 

türlere göre farklılık gösterdiğine inanılmaktadır. Ren ve arkadaşları immün olayları 

baskılamada insan MKH’ler ve fare MKH’lerin farklı moleküller salgıladıklarını 

göstermişlerdir (77). Đnsan ve maymun kaynaklı MKH’lerin immün supresyonu IDO 

aracılığıyla olurken fare kaynaklı MKH’ler aynı kültür şartlarında immün etkilerini 

NO yoluyla gerçekleştirmişlerdir. Farelerde olduğu gibi, insan MKH’lerin immün 

supresyonu intrensek değil, fakat kemokin bağımlıdır ve inflamatuvar sitokinler ile 

uyarılabilir (77).  

Supresif etkinin derecesi MKH’lerin konsantrasyonuna bağlıdır. Yüksek 

MKH/lenfosit oranı MKH’lerin inhibitör etkileriyle ilişkiliyken düşük MKH/lenfosit 

oranı sıklıkla proliferasyonun arttırılmasıyla ilişkilidir (78).  

2.6.1.2. B hücre proliferasyonu ve fonksiyonu üzerine etkisi  

Mezenkimal kök hücrelerin, anti-immün globulin (Ig) antikorları, anti- 

CD40L antikorları ve sitokinler (IL-2 ve IL-4) ile aktive edilmiş B hücre çoğalmasını 

inhibe ettiği gösterilmiştir (56). Antikor üretimi ve CXCL12 ve CXCL13 karşı 

kemotaktik cevap olarak CXCR4, CXCR5, CXCR7 kemokin reseptörlerinin salımı 

olan B hücre fonksiyonları MKH’ler tarafından bozulmaktadır; bununla birlikte B 

hücre ko-stimülatör molekül ekspresyonu ve sitokin üretiminde MKH 

etkilememektedir (56). Mezenkimal kök hücreler sadece IFN-γ varlığında B hücre 

proliferasyonunu inhibe etmektedir, olasılıkla IFN-γ, MKH’de IDO üretimini 

arttırarak effektör hücrelerin triptofan kullanımını baskılamaktadır (69).  

2.6.1.3. Doğal öldürücü hücreler üzerine etkisi 

Çok sayıda çalışma MKH’lerin doğal öldürücü (NK) hücre proliferasyonunu 

ve IL-2 ve IL-15 uyarılan IFN-γ üretimini baskıladığını, fakat aktive NK hücrelerin 
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proliferasyonunu ile kısmi olarak inhibe ettiğini göstermişlerdir (68, 72, 79). 

Krampera ve arkadaşları MKH varlığında IL-2 ile 4-5 gün kültüre edilmiş NK 

hücrelerinin K562 hedef hücrelere karşı sitolitik potansiyellerinde azalma olduğunu 

ve bunun da NK hücrelerinin IFN-γ üretiminde supresif etkisine bağlanabileceğini 

belirtmişlerdir (69).  Ayrıca, bir çalışma MKH’nin, HLA-sınıf I-negatif hücrelere 

göre HLA sınıf I-pozitif hücrelere karşı NK hücre sitotoksisitesini daha etkin 

baskıladığını göstermiştir (68). Düşük HLA sınıf I ifade allojenik yanı sıra singeneik 

MKH’lerinin aktive NK hücreleri tarafından parçalanmasına daha duyarlı yapar. 

Mezenkimal kök hücrelerin IFN-γ ile inkübasyonu sonucunda HLA sınıf I 

ekspresyonu arttığı için NK hücre aracılı parçalanma duyarlılığı azalmaktadır (80). 

Mezenkimal kök hücrelerin immün supresif etkilerinin altındaki mekanizmalar hala 

açık değildir ve çok çeşitli teoriler sunulmuştur. Transforme edici büyüme faktörü- 

β1 ve PGE2 gibi çözünen faktörlerin MKH aracılı NK hücre proliferasyonun 

baskılanmasında önemli rol oynadıklarına inanılmaktadır (68).  

Prigione ve arkadaşları periferik kanda sabit NK T (iNK T, Vα24+Vβ11+) ve 

γδT (Vδ2+) hücrelerinin proliferasyonu üzerine MKH’lerin inhibitör etkisi IDO ve 

TGF-β1’den ziyade salınan PGE2 aracılı olduğunu ve bununla birlikte sitokin 

üretimi ve sitotoksik aktivitesinin kısmi etkilendiğini göstermişlerdir (81).  Vδ2+ 

hücreler naif CD4+ T hücre cevabı için profesyonel antijen sunan hücre olarak da 

görev yapar ve MKH aktive Vδ2+T hücrenin CD4+T hücreye antijen hazırlama ve 

sunmasına inhibe etmemektedir (81). 

2.6.1.4. Mezenkimal kök hücreler ile dentritik hücreler arasındaki 

etkileşim 

Mezenkimal kök hücreler, maturasyon sinyallerine cevabı inhibe ederek, ko-

stimülator moleküllerin ekspresyonunu azaltarak ve uyarılmış naif T hücre 

proliferasyonunu ve IL-12 salınım yeteneğini engelleyerek monosit ya da CD34+ 

hematopoetik kök hücrelerin dentritik hücrelere farklılaşmasını bozmaktadır (66, 82, 

83). Bu inhibitör etki çözünen faktörlere ve doza bağlı olabilir. Spaggiari ve 

arkadaşları MKH’lerin monosit kaynaklı dentritik hücrelerin özellikle PGE2 aracılığı 

ile matürasyon ve fonksiyonunu inhibe ettiğini göstermişlerdir (84). Ramasamy ve 

arkadaşları dentritik hücrelerde hücre siklusu MKH’lerle etkileşime girdiklerinde 

G0/G1 fazında durakladığını bildirmişlerdir (85). Bir çalışmada, insan yağ 
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dokusundan izole edilen MKH’lerin insan dentritik hücrelerinin farklılaşmasında 

kemik iliği kaynaklı MKH’lerden daha potent immün modülatör olduğunu 

bildirmişlerdir (86).  

 

2.7. Đndoleamin 2,3-dioksijenaz  

Đndoleamin 2,3-dioksijenaz, triptofan metabolizmasının oksidasyon yolağında 

hız kısıtlayıcı bir enzim ve intrasellüler olarak konstitütif indüklenebilir formda 

plasenta, akciğer, ince ve kalın barsak, kolon, dalak, mide ve beyinde eksprese 

edilmektedir. Đndoleamin 2,3-dioksijenaz, dendritik hücrelerde, monosit ve 

makrofajlarda, eozinofillerde, fibroblastlarda, epitelyal hücrelerde, vasküler düz 

kaslarda, endotelyal hücrelerde, mezenkimal kök hücrelerde ve bazı tümör 

hücrelerinde IFN-γ ile indüklenmektedir (11, 90-92). 

Triptofan açlığı T hücre inaktivasyonu için asıl sebeptir. Aynı zamanda 

kinürenin ve oksijen radikalleri gibi IDO ürünleri de T hücresinin çoğalması ve 

yaşamını düzenler (91, 96).   

Mezenkimal kök hücreler doza bağlı olarak IFN-γ uyarısı ile IDO salınımını 

arttırmaktadır (11). Đnsan mezenkimal kök hücrelerinin T hücre üzerine olan immün 

baskılayıcı özelliğinde en önemli çözünen faktör IDO aktivitesi olduğu gösterilmiştir 

(77). Triptofan eksikliği ve kinürenin fazlalığı, T hücre proliferasyonunu 

baskılayarak ve apoptozise duyarlılaştırarak immun modülatör etkiye sahiptir (96). 

Curti ve arkadaşları AML dentritik hücrelerinin enzimatik olarak ve fonksiyonel olan 

IDO1 gen eksprese ettiğini ve IDO aracılığı ile Treg popülasyonunun arttırabildiğini 

göstermişlerdir. Bu Treg’lerin hem lösemi spesifik T hücre immun cevabı inhibe 

ettiği ve normal dentritik hücrelerin antijen sunma kapasitesini azalttığını 

göstermişlerdir (92).  

Zhao ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada allojenik hematopoetik kök hücre 

nakli sonrası gelişen akut graft versus host hastalığının derecesi ile plazma IDO 

düzeylerinde değişiklik saptamışlardır. Evre III-IV olan hastalarda plazma IDO 

düzeyi evre I-II olanlara göre daha düşük bulunmuş ve immün supresif tedaviye 

cevap verenlerde plazma IDO düzeyinde azalma olduğunu göstermişlerdir (97). 
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2.8. HEPATOSĐT BÜYÜME FAKTÖRÜ 

Đlk kez 1984 yılında, ratlarda hepatosit proliferasyonunu ve DNA sentezini 

uyaran bir faktör belirlenmiş ve bu faktöre “hepatosit büyüme faktörü” (HGF) ve 

“hepatotropin” isimleri verilmiştir (98). Bu ilk çalışmanın ardından, kısa süre içinde, 

HGF’nin amino asit sekansı ve cDNA’sı da tanımlanmıştır (99).  

Hepatosit büyüme faktörü, disülfür bağıyla bağlı iki alt üniteden (α, 69 kDa 

ve β, 34 kDa) oluşan dimerik bir moleküldür. Hepatosit büyüme faktörü, fibroblast 

ve makrofaj gibi stroma hücreleri tarafından, 728 amino asitten oluşan ve pro-HGF 

adı verilen öncül bir molekül şeklinde sentez edilir; daha sonra Arg494-Val495 

bölgesinin ekstrasellüler proteolitik yıkımı sonucu olgun HGF oluşur. Pro-HGF’nin 

HGF’ye dönüşerek aktif hale gelmesinden, başlıca hepatosit büyüme faktörü 

aktivatörü (HGFA) sorumludur. Faktör XIIa, ürokinaz ve doku plazminojen 

aktivatörü de HGF’ye aktive edebilir. Olgun HGF’nin α zincirindeki Cys487 amino 

asit rezidüsü ile β zincirindeki Cys604 rezidüsü arasında bir disülfür köprüsü bulunur 

(100-102). 

Hepatosit büyüme faktörünün reseptörü c-met proto-onkogeni 1991 yılında 

tanımlandı. Met reseptörü ekstrasellüler Sema, PSI ve IPT domainleri, transmembran 

domain ve intrasellüler jusktamembran ve tirozin kinaz domainlerini içeren yapısal 

domainlerden oluşmuştur. Hepatosit büyüme faktörün c-Met’e bağlanması, tirozin 

kinazın C-terminal olarak toplanmış tirozin rezidülerinin fosforilasyonunu uyarır. Bu 

durum, mitojenik, motojenik ve morfojenik aktiviteleri içeren bir dizi hücresel 

aktiviteyi ortaya çıkaracak olan hücre içi olayları başlatır (şekil 2.13) (100).  
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Şekil 2.13: Hepatosit büyüme faktörünün yapısı ve biyolojik fonksiyonları.  

A) Hepatosit büyüme faktörünün üretimi ve aktivasyonu.  

B) Hepatosit büyüme faktörünün c-Met/HGF-reseptörü yoluyla gerçekleştirdiği 

biyolojik etkileri ( kaynak (100)’den yararlanılmıştır). 

 

2.8.1. Hepatosit büyüme faktörünün Fonksiyonları 

2.8.1.1.Organ Rejenerasyonu 

Hepatosit büyüme faktörü, rat karaciğer hücreleri üzerinde mitojen bir ajan 

olarak tanımlanmıştır. Hepatik injuri esnasında, hem kan hem de karaciğer HGF 

seviyeleri önemli ölçüde artar (100, 103). Hepatosit büyüme faktörü, mitojenik 

etkilerinin yanı sıra, hepatositlerde anti-apopitotik ve anti-inflamatuvar etkilere de 

sahiptir (104). Yapılan çalışmalarda, hepatektominin ardından kalan karaciğer 

dokusundan ziyade, akciğer, böbrek ve dalak gibi bütünlüğü bozulmamış uzak 

organlarda HGF mRNA seviyelerinin arttığı bulunmuştur (103). Bu durum, 

hepatektominin ardından portal ven yoluyla karaciğer loblarına HGF desteğinin 

sağlandığını göstermektedir (şekil 2.14). 
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Şekil 2.14: Hepatosit büyüme faktörü ve karaciğer tamiri  

 

Her ne kadar HGF, karaciğer hücreleri üzerinde mitojen bir ajan olarak 

tanımlanmış ve buna göre isimlendirilmişse de, diğer birçok organ ve dokuda da 

intrinsik bir tamir faktörü olarak rol oynamaktadır (105). Yapılan çalışmalar, 

HGF’nin, gastrointestinal sistemde özellikle ülser iyileşmesi, deride kıl gelişimi ve 

yara iyileşmesi, kıkırdak ve kas dokusunda hasar sonrası iyileşme sürecinde ve 

hematopoezde görev aldığını göstermektedir (106-110). 

2.8.1.2. Organ Gelişimi 

1991 yılında, Montesano ve arkadaşları HGF’nin embriyolojik süreçte 

organların gelişimi için önemli olabileceğini öne sürmüştür (111). Gerçekten de 

ilerleyen yıllarda yapılan çalışmalar, organogenezde HGF’nin yaşamsal bir role sahip 

olduğunu göstermiştir (112). Hepatosit büyüme faktörünün başta plasenta olmak 

üzere, sinir dokusu, böbrek, karaciğer, akciğer, GĐS, kas dokusu, dişler, kemik ve 

kıkırdak dokusu, meme bezleri, hematopoetik doku ve tükürük bezlerinin 

gelişiminde fonksiyon gördüğü anlaşılmıştır (100). 

2.8.1.3. Antiapopitotik Etkileri 

Yapılan çalışmalarla, HGF’nin Bcl-xL ekspresyonunu indüklediği ve Fas 

aracılı apopitotik hücre ölümünü baskıladığı gösterilmiştir (113). Yamamoto ve 

arkadaşları endotelyal hücrelerde hipoksinin indüklediği apopitotik hücre ölümünün, 
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HGF tarafından önemli ölçüde engellendiğini ve HGF’nin apopitozun bir inhibitörü 

olan Bcl-2’yi doza bağımlı bir şekilde artırdığını tespit etmişlerdir (114). 

Paradoksal olarak, HGF/Met sistemi proapopitotik özellikler de gösterir. 

Hepatosit büyüme faktörü reseptörünün kaspazlar tarafından yıkıma uğraması 

sonucu ayrılan parçası (p40 Met), apopitozu uyarma yeteneğine sahiptir. Ayrıca, 

HGF reseptörünün direkt olarak Fas reseptörüne bağlanarak Fas ligand bağlanmasını 

önlemesi nedeniyle, HGF’nin reseptörüne bağlanması Met/Fas ilişkisini bozar ve 

hücreyi Fas bağımlı apopitoza duyarlı hale getirir (115, 116). 

2.8.1.4. Antifibrotik Etkileri 

Yapılan çalışmalarla HGF’nin hepatik fibrozlu ratlarda kollajenaz aktivitesini 

artırdığı ve fibrozun ilerlemesini engellediği, akciğer yaralanmasında fibrotik 

değişiklikleri baskılandığı tespit edilmiştir. Benzer şekilde, HGF’nin antifibrotik 

etkisi, kronik böbrek yetmezliğinde, sistemik sklerozda ve kardiyomiyopatide de 

belirlenmiştir (100). 

2.8.1.5. Antiinflamatuar Etkileri 

Kuroiwa ve arkadaşları akut GVHH’de HGF’nin IFN-γ, TNF-α ve IL-12’yi 

baskıladığını tespit etmişlerdir (117). Benzer şekilde, kardiyak transplantasyonda 

HGF’nin IFN-γ ekspresyonunu azalttığı bulunmuştur (118). Okunishi ve arkadaşları 

ise, HGF’nin hem in vivo hem de in vitro olarak, antijen-sunma gibi dentritik hücre 

fonksiyonlarını baskıladığını bulmuşlardır (119). Son yıllarda yapılan çalışmalar, 

HGF’nin hem oksijenaz-1 indüksiyonunu, IL-10 üretimini arttırarak ve IL-6 

üretimini azaltarak antiinflamatuar etki gösterdiğini ortaya koymuştur (120, 121). 

2.8.1.6. Anjiogenik Etkileri 

Hepatosit büyüme faktörünün doza bağımlı bir şekilde endotelyal hücrelerde 

DNA ve protein sentezini uyardığı bulunmuştur (122). Đskemik durumlarda HGF’nin 

anjiogenezi indüklediği tespit edilmiştir. Hepatosit büyüme faktörü, kemik iliğinden 

endotelyal progenitör hücrelerin mobilizasyonunu indüklediği ve endotelyal 

hücrelerin proliferasyonunu artırdığı gösterilmiştir (123). Son zamanlarda, özellikle 

kanser tedavisinde, anjiogenezi inhibe etmek için, HGF/c-Met sinyal yolu bir hedef 

olarak ön plana çıkmıştır (124).  
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2.9. TRANSFORME EDĐCĐ BÜYÜME FAKTÖRÜ BETA (TGF-Β) 

Transforme edici büyüme faktörü beta ailesinin üyeleri büyüme ve 

farklılaşma esnasındaki aktif hücrelerden polipeptid olarak salınırlar. Çok hücreli 

organizmada 60’dan fazla TGF-β aile üyeleri tanımlanmıştır. Bu 60 aile üyesinden 

üçü TGF-β’lar, beşi aktivinler ve sekizi kemik morfojenik protein olarak farklı genler 

tarafından kodlanmaktadır (125).  

 Üç yüz doksan amino asitten oluşan büyük  bir prekürsör protein 

molekülüdür (43). Yapısında bir disülfit köprüsü bulunan 25 kDa’luk bir 

homodimerdir. Transforme edici büyüme faktörü-β hücrede inaktif pro-peptid 

şeklinde sentezlenir ve latent TGF-β -bağlayan proteinler (LTBb) ile kompleks 

oluşturarak latent (inaktif) TGF-β formunda salgılanır. Pro-peptidin N-terminalinde 

"latency associated protein" (LAP) olarak adlandırılan bir dizi bulunur. Latent TGF-

β’nın yapısından LTBP ve LAP proteinlerinin serin proteazlar aracılığı ile 

uzaklaştırılması (veya LAP’ın konformasyonel değişimi) sonucu aktif TGF-β oluşur 

(126). Bir kaskad şeklinde ilerleyen TGF-β sinyalizasyon yolunun aktivasyonu 

ligandın reseptörlerine bağlanması ile başlatılır. Hücre membranında TGF-β tip I 

(TbRI) ve TGF-β tip II (TbRII) olmak üzere iki tip reseptör bulunur. Endoglin ve 

betaglican olarak da adlandırılan TGF-β tip III reseptörleri (TbRIII) TGF-β’nın ilk 

iki tip reseptörlerine bağlanmasını kolaylaştırır. TGF-β tip II reseptörün membran 

dışı bölgesine, sonra da tip I reseptörüne bağlanır. Oluşan ligand/reseptör kompleksi 

ikişer TbRI ve TbRII içeren bir heterotetramerdir. TbRI ve TbRII reseptörleri 

serin/treonin kinaz özelliğine sahiptir. Transforme edici büyüme faktörü-β’nın tip II 

reseptörüne bağlanması, bu reseptörün kinaz aktivitesinin ortaya çıkmasını ve tip I 

reseptörün yapısında bulunan GS (glisin, serin) bölgesinin fosforilasyonunu 

sağlamaktadır. Bu şekilde aktiflenmiş TbRI sitozolde bulunan Smad proteinlerini 

fosforiller (125). Smad proteinlerinin yapısında bir bağlaç bölgesi tarafından 

birleştirilen iki globüler bölge bulunmaktadır. Bağlaç bölgesinde ubiquitin ligazın 

bağlandığı ve fosforilasyon yerleri bulunmaktadır. Bu bölge, diğer sinyalizasyon 

yolların TGF-β yolu ile kesiştiği noktadır. Böylece TGFb-Smad yolu hücredeki diğer 

sinyalizasyon yolları ile karşılıklı etkileşime girer. Bu şekilde hücreyi hangi yönde 

etkileyeceği belirlenir (şekil 2.15) (125, 127). 
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Şekil 2.15: TGF-β sinyal yolağı. TGF-β süperaile ligandları ilk olarak tip II (RII) veya tip I 

(RI) homodimerlerine ya da RII-RI heterotetramere bağlanır.  Ligand bağlama, RII’nin  kinaz 

aktivitesinin ortaya çıkmasını ve RI’in yapısında bulunan GS (glisin, serin) bölgesinin 

fosforilasyonunu sağlayarak reseptör kompleksini stabilize eder. Reseptör aktivasyonundan sonra, RI 

üzerindeki L45 ile Smads üzerindeki L3 arasında etkileşimden sonra SXS motifi fosforillenir. 

Fosforile Smad’lar (P-Smads) daha sonra memelilerde ortak Smad4 ile üçlü bir kompleks oluşturur. 

Smad kompleksi sonra DNA ve transkripsiyon faktörleri ile etkileştiği nükleus içine geçer (125). 

 

Transforme edici büyüme faktörü, hücre çoğalması, farklılaşması, apopitozis, 

adezyon, çeşitli hücre tiplerinin migrasyonu ve ekstrasellüler matriks proteinlerinin 

üretimini düzenler (şekil 2.16). Đmmatür hematopoetik hücreler, aktive T ve B 

hücreleri, makrofajlar, nötrofiller ve dentritik hücreler gibi çoğu hücre tipleri TGF- β 

üretir ve/ veya etkilerine duyarlıdır (128, 129).  



36 

 

 

Şekil 2.16: TGF-β multifonksiyonel düzenleyicidir.  

 

2.9.1. Transforme edici büyüme faktörünün immün hücreler üzerine 

etkisi 

Transforme edici büyüme faktörü lenfositlerin tüm alt grupları, makrofaj ve 

dentritik hücrelerin çoğalması, farklılaşması ve fonksiyonlarını düzenler. Transforme 

edici büyüme faktörü-β’nın etkisi hücre tipine ve farklışlaşma durumuyla birlikte 

ortamda bulunan sitokinlerin kombinasyonuna bağlıdır (129). Transforme edici 

büyüme faktörü-β1 knockout farelerden elde edilen bilgilerle TGF-β’nın immün 

hücre homeostazisinin idame ettirilmesinde çok önemli bir rol oynadığı anlaşılmıştır. 

Transforme edici büyüme faktörü-β1 olmayan fareler doğumdan sonra 

beslendiklerinde çoğu organda multifokal, lenfosit infiltrasyonlu inflamatuvar 

hastalıklar ve otoimmün bulgular sonucunda kısa sürede ölmektedir (130-132). Bu 

fareler ayrıntılı incelendiğinde, inflamasyon başladığında vasküler endotele lökosit 

adezyonunun arttığı ve major histokompatibilite kompleks moleküllerinin arttığı 

görülmüştür (133).  Bu fare fenotipinde, TGF-β1’in lenfosit üzerindeki 

antiproliferatif etkisinin kaybolduğuna atfedilmiştir. Bu çalışmalarla endojen TGF-

β1’in otoimmüniteyi baskıladığı açıkça görülmektedir.  Transforme edici büyüme 

faktörü-β2 ya da TGF-β3 eksik fareler ciddi gelişim defektleri ve immün hücreler 

oluşmadan ölmüşlerdir ve bu izoformların immün hücrelerin düzenlenmesinde 

önemli olup olmadığı hakkında yeterli bilgi bulunmamaktadır (129). 

Đn vitro çalışmalar TGF-β’nın B ve T hücrelerinin tüm evrelerinde 

etkilediğini göstermektedir. Tipik olarak, TGF-β, B ve T hücre proliferasyonunu 
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inhibe ederek ve apopitozisi uyararak immün supresif bir molekül gibi rol 

oynamaktadır (128). Son zamanlarda, TGF-β1’in aktive T hücrelerin ölümünü 

destekleyerek inflamasyonu baskıladığı ve apoptotik T hücrelerden ortaya çıkan 

TGF-β ile immün supresif bir çevre oluşturduğu saptanmıştır (134, 135).   

Transforme edici büyüme faktörü yardımcı T hücre alt grup farklılaşmasında 

önemli rol oynar. Transforme edici büyüme faktörü-β’nın CD4+hücreleri Th1 

hücrelere farklılaşmaya teşvik edici eğilimi vardır. Transforme edici büyüme 

faktörü-β, Th2 sitokinlerle karşılaştırıldığında profili Th1’e doğru kaydırır ve IL-2 ve 

IFN-γ üretimini arttırır. Bununla birlikte, TGF-β, naif T hücrelerinde Th1/Th2 

cevabını inhibe eder fakat hafıza T hücrelerinde ise sadece Th1 cevabını inhibe 

etmektedir (129). 

 Transforme edici büyüme faktörünün antikor sınıf değişiminde rol oynadığı 

gösterilmiştir. Antijen tanıyan bölgesini kodlayan immünglobulin (Ig) ağır zincir gen 

bölgesiyle farklı Ig sınıfının sabit kısmıyla yeniden birleştirir. Transforme edici 

büyüme faktörü-β’nın germline Ig α genlerinde transkripsiyonu indükleyebilme 

yeteneğinden dolayı sınıf değişimini Ig izotip IgA’ya yönlendirir (128). Ayrıca, 

TGF-β, B hücrelerinin normal olgunlaşmasını ve farklılaşmış fonksiyonlarını da 

kontrol eder. Bunlar pre-B hücreleri ve olgun B hücreler üzerinde IgM, IgD, CD23 

ve transferrin reseptörünün inhibisyonu ve MHC sınıf II ekspresyonunun 

indüksiyonu gibi yüzey moleküllerinin ekspresyonunu düzenler (128). 

2.10.  PROSTAGLANDĐN E2 

Prostaglandinler, siklooksijenaz (COX; esas aktif siklooksijenaz COX1 ve 

uyarılabilir COX2) tarafından araşidonik asitten (AA) ve az bir kısmı izoprostan 

yolağında prostaglandin sentaz tarafından üretilen küçük moleküllerdir (136, 137). 

Myeloid ve stroma hücrelerinde siklooksijenazın temel ürünü olan PGE2’nin lokal 

düzeyleri, COX2 kaynaklı sentez ile PGE2’nin 15-hidroksiprostaglandin 

dehidrogenaz (15-PGDH) ilişkili yıkımı arasındaki lokal balans tarafından düzenlenir 

(136). Prostaglandin E2 için reseptörler (EP1-EP4), nosisepsiyon ve diğer nörolojik 

sinyallerin görüldüğü, hematopoezis, kan akımının düzenlenmesi, renal filtrasyon ve 

kan basıncı, mukozal bütünlüğün düzenlenmesi, vasküler geçirgenlik ve düz kas 

fonksiyonlarını kapsayan PGE2’nin fonksiyonlarının görüldüğü çoğu hücre tipinde 
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bulunur (138). Prostaglandin E2’nin sentezi ve yıkımının düzenlenmesi şekil 2.17’de 

özetlenmiştir.  

 

Şekil 2.17: Prostaglandin E2’nin sentezi, yıkımının düzenlenmesi ve PGE2’ye cevap. 

Prostaglandin E2 sentezi, glukokortikoid steroidlere duyarlı fosfolipaz A2 ile hücre membranından 

araşidonik asidin salımı ile başlatılır. Araşidonik asit, AA’den PGH2’ye dönüştüren, nonsteroid 

antiinflamatuvar ilaçlarla baskılanabilen siklooksijenaz 1 (COX1) ve COX2 için substrat haline gelir. 

PGE2’nin temel baskılayıcı ve düzenleyici fonksiyonları cAMP/PKA/CREB sinyal yolakları ile dört 

bilinen reseptör aracılığıyla olur.   

Prostaglandin E2 vücuttaki tüm hücre tiplerinde üretilebilir. Đnflamasyona 

cevaptaki PGE2’yi epitel, fibroblast ve infiltre eden inflamatuvar hücreler 

üretmektedir. Prostaglandin E2 sentez süreci, hücre membranından AA mobilize 

eden fosfolipaz A2, AA’i PGH2’ye dönüştüren siklooksijenaz (COX1 ve COX2) ve 

PGE2’nin son hali için gerekli olan PGE sentazı içerir (139). Prostaglandin E2, 

albümin ile yıkımı artmasına rağmen in vitro göreceli olarak stabildir. Buna karşıt 

olarak PGE2, in vivo çok hızlı bir dönüşüme sahiptir ve dokudan ve dolaşımdan çok 

hızlı uzaklaştırılır. Dokuya özgün PGE2 yıkım oranı 15-PGDH tarafından kontrol 
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edilir. Kanserin çoğu formlarında ve ultraviyole ile ışınlanmış deride olduğu gibi 15-

PGDH aktivitesinin baskılanması, PGE2’den zengin ve immün supresif bir ortam 

oluşturur (138). Bu bulgular PGE2 sentezine ek olarak PGE2 yıkım oranı immün 

patolojilerde ve immün modülasyonda potansiyel bir hedef oluşturmaktadır. 

Prostaglandin E2’nin heterojen etkileri EP1, EP2, EP3 ve EP4 olarak 

tanımlanmış dört farklı reseptörün varlığını göstermektedir. EP3 ve EP4 yüksek 

afiniteli reseptörleri ifade eder, bununla birlikte EP1 ve EP2 etkili sinyalizasyon için 

PGE2’nin yüksek konsantrasyonlarını gerektirir (140). PGE2’nin antiinflamatuvar ve 

supresif aktivitesinin baskın yönlerini aracılık ettiği EP2 ve EP4 yoluyla 

sinyalizasyon adenilat siklaz ile tetiklenen cAMP/PKA/CREB yolağı aracılık eder 

(Şekil 2.17) (138). Onların sözde benzer fonksiyonlarına rağmen, EP2 ve EP4 

tarafından sinyalizasyon, PGE2’nin farklı konsantrasyonlarında ve farklı sürelerde 

tetiklenir. EP4 sinyalizasyonu PGE2 ile etkileştikten sonra kısa sürede duyarsızlaşır, 

oysa EP2 ligand uyarılmış duyarsızlaşmaya karşı dirençlidir ve inflamasyon anından 

sonra da uzun zaman periyodunca PGE2 fonksiyonlarını devam ettirir (141). EP2 

cAMP bağımlı sinyalizasyon yolunu kullanırken, EP4 PI3K bağımlı ERK1/2 

yolağını da aktiflemektedir. Düşük afiniteli EP1 ve yüksek afiniteli EP3 Gs-bağlı 

değildir ve cAMP aktive edici fonksiyonu yoktur. EP3’ün çoğu varyantları Gi-bağlı 

PGE2 reseptörü olup adenilat siklazı inhibe eder. EP1 ile sinyalizasyon kalsiyum 

salımını içerir (140).  

2.10.1. PGE2 ve doğal immün hücrelerin aktivitesi 

Prostaglandin E2, nötrofillerin, makrofajların ve mast hücrelerinin dokuya 

geçmesini uyarabilmesine rağmen farklı doğal effektör hücrelerin fonksiyonlarını 

farklı etkiler (138). 

Doğal öldürücü hücreler (NK): Prostaglandin E2, IL-12, IL-15 ve genellikle 

IL-2’ye cevabını baskılayarak NK hücrelerinin sitolitik effektör fonksiyonlarını 

baskılar. Ayrıca NK hücresinin IFN-γ üretimini de baskılar ve dentritik hücre aracılı 

Th1 ve sitotoksik T lenfosit cevabının başlatılmasındaki NK hücresinin yardımcı 

fonksiyonunu ortadan kaldırır (142). 

Granülositler: Prostaglandin E2’nin granülosit fonksiyonlarını inhibe 

etmektedir (138). 
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Makrofajlar: Prostaglandin E2, EP2-bağımlı ve PTEN-bağımlı etkisiyle 

alveolar makrofajların fagositoz ve onların öldürme fonksiyonlarını sınırlandırır 

(143).  

Mast hücreleri: Prostaglandin E2, hem mast hücrelerinin indüksiyonuna  hem 

de onların yerel atraksiyon ve granüllerinin bırakmasına EP1 ve EP3’ü içeren 

mekanizmayla destekler (144). 

2.10.2. PGE2 ve antijene özgül immün cevapların indüksiyonu 

Prostaglandin E2, immün yanıtların indüksiyonu ile ilgili birkaç önemli olayı 

etkiler. Naif T hücrelerinin işlenmesi sırasında dentritik hücre fonksiyonlarının çok 

boyutlu düzenlemesine ek olarak, T hücre IL-2 üretimini ve IL-2’ye cevap verme 

yeteneğini direkt olarak inhibe eder (Şekil 2.18) (138).  

 

 

Şekil 2.18: PGE2 tarafından immün cevabın düzenlenmesi. PGE2 yerel akut inflamasyonu 

destekler (kaynak (138)’den yararlanılmıştır).  
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Dentritik hücreler: Prostaglandin E2 dentritik hücre farklılaşmasını erken 

dönemde engellemektedir. Buna karşın olgun dentritik hücrelerin aktivasyonunda 

daha karmaşık etkileri vardır. Prostaglandin E2, tam olgun dentritik hücrenin lenf 

noduna göç etme kapasitesini artırmakta ve naif T hücresinin işlenmesini 

desteklediği gösterilmiştir (145). Prostaglandin E2, dentritik hücreden IL-10, 

trombospondin-1 ve IDO gibi çeşitli baskılayıcı faktörlerin üretimini arttırmaktadır 

(138). 

T hücreler: Naif T hücrelerinin aktivasyonu ve çoğalması üzerine PGE2’nin 

baskılayıcı etkisi, IL-2 üretimi ve T hücrelerinin IL-2’ye cevabında aracılık eden IL-

2 reseptörü ve JAK3’ün ekspresyonu üzerine olan direkt inhitör etkisini içermektedir 

(146). Prostaglandin E2, yüksek dozlarda nonspesifik olarak T hücre aktivasyon ve 

proliferasyonunu baskılamaktadır. Prostaglandin E2’nin daha düşük 

konsantrasyonlarında CD4+ hücre paternini immünitenin inflamatuvar/sitotoksik 

formunu destekleyen saldırgan Th1 hücrelerini immünitenin orta düzeyde doku 

yıkıcı formunu aracılık eden Th2 ve Th17 hücrelerine doğru kaymasında düzenleyici 

etkisinin olduğu gösterilmiştir (138).  

Prostaglandin E2 kaynaklı EP2 ve EP4 bağlı sinyaller, çoğu enfeksiyon ve 

otoimmünite modellerinde IL-17 üreten T hücrelerinin gelişimini desteklediği 

gösterilmiştir. Prostaglandin E2’nin Th17’yi artırıcı aktivitesi, Th17 inhibitörü olan 

IL-12p70 üretimini baskılarken TH17’yi destekleyen IL-23 artırma yeteneği ile 

ilişkilidir (147).   

Fare modellerin de, viral antijenler ve alloantijenlere karşı sitotoksik T 

lenfosit (STL) aktivitesinin PGE2 ve cAMP yükselmesine çok hassas olduğu 

gösterilmiştir. Đlginç olarak, STL’ler, kendi baskılayıcı fonksiyonlarının kazanımı ile 

sonuçlanan PGE2 üretebilmektedirler (148).  

B hücreler: PGE2’nin erken dönem B hücre aktivasyonunu etkilediği ve 

aktive B lenfositlerinde Ig sınıf değişikliğini düzenlediği bilinmektedir. Muhtemelen 

bu ilgi çekici etkisini de Ig E üretimini destekler niteliktedir (144).          
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1.  Çalışma grubunun seçilmesi 

Bu çalışmaya, Ankara Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Hematoloji Onkoloji 

Eğitim ve Araştırma Hastanesi Etik Kurulu’nun 15.02.2012 tarih ve 001 numaralı 

kararı ile etik kurul onayı alındıktan sonra başlandı. Ankara Çocuk Sağlığı ve 

Hastalıkları Hematoloji Onkoloji Eğitim ve Araştırma Hastanesi Kök Hücre 

Transplantasyon Ünitesindeki hastaların sağlıklı, gönüllü 8 adet G-CSF uygulanmış 

ve kontrol grubu olarak 8 adet G-CSF uygulanmamış kemik iliği donörleri bu 

çalışma kapsamına alındı. 

3.1.1. Numunelerin toplanması  

Donörden en fazla toplanabilecek kemik iliği volümü ile hesaplanan 

çekirdekli hücre sayısı alıcının ağırlığı başına 2x108’in altında kalacağı öngörülen ve 

periferik kök hücre toplamaya uygun olmayan vericilere G-CSF (lenograstim, 

Granocyte®) 10µg/kg/doz 3 gün, günde bir kez subkutan uygulandı. Üç gün G-CSF 

verilip, dördüncü gün ameliyathane koşullarında, genel anestezi altında, her iki 

posterior iliak krestten çoklu aspirasyon ile donörün ağırlığına göre (en fazla 16 cc/ 

kg) yaklaşık 500-1000 ml kemik iliği toplandı (şekil 3.1). 

 

Şekil 3.1: Ameliyathanede kemik iliği toplanması 

 

Krista iliaka 

posteriordan kemik 
iliğinin toplanması 

Enjektörlerin 

heparin ile 
yıkanması 
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Tahmini çekirdekli hücre:  Toplama öncesi hesaplanan tahmini çekirdekli 

hücre sayısının yeterli olması beklenen donörlere herhangi bir ilaç verilmeksizin 

nakil günü aynı koşullarda kemik iliği toplandı. Alınan kemik ilikleri pıhtılaşmaması 

için 1/7 oranında asit sitrat dektroz (ACD) ile hazırlanmış kemik iliği toplama 

torbasına aktarıldı. Kemik iliği toplama işlemi sonlandırılmasına yakın kemik iliği 

örneğinden hücre sayımı yapılarak toplanması gereken kemik iliği hacmi hesaplandı.  

Belirlenen volümde kemik iliği toplandıktan sonra kemik iliği 850, 500 ve 200 

µm’lik filtrelerden geçirilerek kemik iliği transfer torbasına aktarıldı. Kök hücre 

ürünü taşıma kabı içerisinde kemik iliği işleme laboratuvarına getirildi. Laminar 

akım kabini içinde üründen çekirdekli hücre, CD34+ hücre sayımı ve standart 

kültürler için örnekler alındı. Bu esnada toplanan kemik iliğinden 2-3 ml kadarı 

çalışma için ayrıldı (şekil 3.2). 

  

 

Şekil 3.2: Ürünün taşınması ve laminar akım kabininde örneklerin alınması. 

 

3.1.2. Mononükleer hücrelerin ayrılması 

Đki ml kemik iliği 1:1 oranında PBS (Biochrom, Almanya) ile karıştırılarak 4 

ml fikol (Biocoll, Biochrom, Almanya) üzerine yayılmıştır. Kemik iliği içerisindeki 

mononükleer hücreler (MNH) frensiz olarak 2200 rpm’de 20 dakika santrifüj 

(Eppendorf, Almanya) edilerek ayrılmıştır (resim 3.2). Santrifüj sonunda oluşan 

MNH tabakası toplanarak yeni bir tüpe aktarılmıştır. Đçerisinde az sayıda olan 

MKH’leri de içeren tüm pellet homojenize edilerek 10 ml PBS ile sulandırılıp 2000 

rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek yıkanmıştır. Altta kalan pelletin üzerine 5 ml PBS 

eklenerek sayım işlemi gerçekleştirilmiştir. Hücre sayısı otomatik hücre sayım 

cihazında sayılıp, elde edilen ml’deki hücre sayısı total sayıyı hesaplamak için 5 (5ml 
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olduğu için) ile çarpılır. Elde edilen hücreler bir kez daha santrifüj edilip pellet haline 

gelen hücreler üzerine Dulbeco’s Modified Eagle Medium low Glucose (DMEM-

LG), %20 fetal bovine serum ve %10 Dimetil sülfoksit (DMSO) (OriGen, Đşveç) 

içeren dondurma (freezing)  solüsyonu eklenerek kriyoviallerde +4º’de 1 saat, -

20º’de 4 saat, – 80º’de 24 saat ve daha sonra -196º sıvı azot tanklarına alınmıştır 

(şekil 3.3). 

 Şekil 3.3: Mononükleer hücrelerin ayrışması ve dondurulması. a)Mononükleer hücre 

ayrışması için fikol eklenmesi, b) fikol eklenmiş örneğin santrifüj sonrası plazma, mononükleer hücre 

ve eritrositler olarak ayrışması, c) ayrılmış mononükleer hücreler, d) hücrelerin dondurulduğu – 196 

ºC sıvı azot tankları. 

Örneklerin çözülmesi: Kriyovialler azot tankından alındıktan sonra +37 º C su 

banyosunda çözünmüştür. Çözünen ürün yeni bir tüpe alınarak freezing solüsyonunu 

ortamdan uzaklaştırmak için 5ml PBS eklenip 2000 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. 

Hücre pelleti üzerine kültür solüsyonu eklenerek doku kültür kabına (75 cm2’lik 

flask- T75) en az 20x106 hücre olacak şekilde 10 ml büyüme besiyeri [DMEM-LG 

(Biochr flaszom, Almanya), %10 fetal bovine serum (Biochrom, Almanya), %1 

antibiyotik (Penisilin-Streptomisin, Biochrom, Almanya)] ile birlikte aktarılmış ve 

37oC, %5 CO2’li inkübatörde (Galaxy 170R, Eppendorf Company, Almanya) kültüre 

edilmiştir (şekil 3.4).   

a) b) 

c) d) 
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      Şekil 3.4: Mononükleer 

hücrelerin T75 doku kültür 

kabına ekilmesi ve 37oC  %5 

CO2’li inkübatörde kültüre 

edilmesi.  

 

3.1.3. Mezenkimal kök hücre izolasyonu ve hücre kültüründe 

çoğaltılması 

Mononükleer hücrelerden MKH kültürüne geçiş: 75 cm2’lik flasklara (T75) 

ekilen mononükleer hücreler 24 saat sonunda gözlenmiştir. Kültür flaskı tabanına 

yapışan adeziv hücreler gözlendikten sonra her 3 günde bir kültür besi yeri 

değiştirilmiştir. Buradaki amaç adezif olmayan hematopoetik hücrelerin ortamdan 

uzaklaştırılmasıdır. Yaklaşık iki hafta içerisinde adeziv karakterdeki hücrelerin 

çoğalarak kültür kabını %70 oranında doldurması sağlanmıştır. Bu aşamada hücre 

kültür besiyeri (süpernatant/conditioned medium) ortamdan alınarak 0,22 µm’lik 

filtreden geçirilip her örnekten iki ml’lik iki kriyovial dondurulmuş ve 80ºC derin 

dondurucuda saklanmıştır. Hücre kültür ortamından besiyerinin uzaklaştırılmasından 

sonra ortama PBS eklenerek hücreler yıkanır. Ortamdan PBS uzaklaştırılarak 4 ml 

%0,05 tripsin/EDTA (Biochrom, Almanya) konularak inkübatöre konularak 10 dk 

beklenir. Bu aşamada hücrelerin yüzeyden ayrılıp ayrılmadıkları “inverted” 

mikroskopta kontrol edildikten sonra kalkmış olan tüm hücreler kültür flasklarından 

alınır, tripsini ortamdan uzaklaştırmak amacıyla PBS ile yıkanır. Yıkanan hücreler 

sayım için örnek alınarak otomatik sayım cihazında (Beckman Coulter HmX-AL)  

sayılır. 

MKH kültüründe pasajlamalar: Hücre sayımının sonucuna göre bir T75 kültür 

flaskına 3x105 hücre olacak şekilde (4000 hücre/ cm2) 10 ml hücre kültür besiyeri 

eklenerek ekilir ve 37oC, %5 CO2’li inkübatöre yerleştirilir. Kalan hücreler üzerine 

DMEM-LG, %20 fetal bovine serum ve %10 DMSO (OriGen, Đşveç) içeren 

dondurma (freezing)  solüsyonu eklenerek kriyoviallerde +4º’de 1 saat, -20º’de 4 

saat, – 80º’de 24 saat ve daha sonra -196º sıvı azot tanklarına alınmıştır. Aynı işlem 

pasaj 2 geçilirken tekrarlanmıştır. Pasaj 1 sonunda elde edilen hücrelerin bir kısmı 

MKH karakterizasyon çalışmasına, bir kısmı da DNA izolasyonu ve ELĐSA testleri 

için 6 kuyucuklu kültür flasklarına ekildi.    
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3.1.4. Đzole edilen MKH’lerin karakterizasyonu  

Tüm karakterizasyon çalışmaları pasaj 2 MKH’ler ile yapılmıştır. 

Morfolojik analiz 

MKH’lerin karakterizasyonunda ilk adım hücrelerin plastik yüzeye 

yapışabilmeleri ve iğsi-poligonal morfoloji göstermeleridir. Bu özelliklerinin 

saptanması inverted mikroskop kullanılarak yapılmıştır (şekil 3.5 ). 

 

  

 

Şekil 3.5: Mezenkimal kök hücrelerin inverted mikroskopta iğsi-poligonal yapılarının 

incelenmesi. 

Farklılaşma testleri  

Hücrelerin MKH olduğunun kanıtlanması için, en azından, adipojenik ve 

osteojenik farklılaşma kapasitesi olduğunun in-vitro ortamda gösterilmesi 

gerekmektedir. Bu nedenle MKH’ler adipojenik veya osteojenik yönde farklılaşmayı 

uyaran besiyeri ortamında tutularak 3 hafta sonra farklılaşma gösterip 

göstermedikleri yönünden değerlendirilmiştir. 

Adipojenik Farklılaşma 

Đkinci pasajda olan hücreler 6 kuyucuklu kültür kaplarına 3x105/kuyu olacak 

şekilde ekilerek çoğaltılmaya başlanmıştır. Haftada 2 kez besiyeri değiştirilerek 

hücrelerin %100 yoğunluğa ulaşması sağlanmıştır. Ardından tüm kuyucuklar 1 ml 

PBS ile yıkanmış ve adipojenik farklılaşması istenen hücreleri içeren kuyucuklara 2 

ml adipojenik farklılaşma besiyeri (MesenCult® Adipogenic stimulatory 

supplements (Human), Stemcell, Kanada) eklenmiştir. Kontrol kuyucuklarına ise 

standart büyüme besiyeri eklenmiştir. Üç günde bir kültür ortamı tazelenmiştir. 
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Üç hafta sonunda tüm kuyucuklardan besiyerleri toplanmış ve PBS ile 

yıkama yapılmıştır. Yıkamanın ardından yağ hücresine farklılaşması beklenen 

hücreler 2 ml %10 formol (Sigma, ABD) ile 1 saat fikse edilmiştir. Fiksasyonun 

ardından formol uzaklaştırılıp, steril distile su ile yıkanmıştır. Ardından her bir 

kuyucuğa 2ml %60 izopropronalol konularak 5 dakika bekletilmiştir. 

Đzopropronalolun uzaklaştırılmasından sonra her bir kuyucuğa 2ml Oil Red O boyası 

(Sigma, ABD) eklenerek 5 dakika oda ısısında beklenmiş ve ardından distile su ile 2 

kere yıkama yapılmıştır. Her bir kuyucuğa 2 ml hematoksilen boyası eklenerek 1 

dakika oda ısısında tutulmuş, çekirdek boyanması sağlanmıştır. Hematoksilen 

ortamdan uzaklaştırlıdıktan sonra her bir kuyucuğa ortamın kurumaması amacı ile 2 

ml distile su eklenmiştir. Dijital görüntüleme sistemi (Olympus, Japonya) ile 

fotoğrafları çekilmiştir. Oil red boyası ile kırmızı renkte boyanma ve hücre içerisinde 

yağ damlacıkları görülmesi adiposit farklılaşmasının kanıtı olarak kabul edilmiştir. 

Osteojenik Farklılaşma 

Tripsinize edilmiş olan pasaj 2 MKH’ler 6 kuyucuklu kültür kaplarına toplam 

3x105 hücre olacak şekilde ekilerek çoğaltılmış ve haftada 2 kez besiyeri 

değiştirilerek hücrelerin %80 yoğunluğa ulaşması sağlanmıştır. Ardından tüm 

kuyucuklar 1’er ml PBS ile yıkanmış ve kemik hücresine farklılaşması istenen 

hücreleri içeren kuyucuklara 2 ml osteojenik farklılaşma besiyeri (MesenCult® 

Osteogenic Stimulatory Kit, Stemcell, Kanada) eklenmiştir. Kontrol kuyucuklarına 

ise standart büyüme besiyeri eklenmiştir. 3 hafta sonunda tüm kuyucuklardan 

besiyerleri toplanmış ve 2 ml PBS ile yıkama yapılmıştır. 

Farklılaşma analizi için 1 ml %4 paraformaldehit ile 30 dakika oda ısısında 

fikse edilen hücreler distile su ile yıkanarak paraformaldehit ortamdan 

uzaklaştırılmıştır. Her bir kuyucuğa 1 ml Alizarin Red boyası (Sigma, ABD) 

eklenerek 20 dakika oda ısısında bekletilmişlerdir. Ardından boya uzaklaştırılıp 

kuyucuklar 1 ml distile su ile yıkanmış ve dijital görüntüleme sistemi ile 

kuyucukların fotoğrafları çekilmiştir. Alizarin red boyası ile koyu renkte kalsiyum 

depozitleri görülmesi osteojenik farklılaşmanın kanıtı olarak kabul edilmiştir. 
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Akım Sitometri ile Hücre Yüzey Molekül Analizi 

Hücrelerin Hazırlanması 

Hücrelerin yüzey moleküllerinin analizi için pasaj 2 MKH’ler kullanılmıştır. 

T75 doku kültür kabında üretilen hücreler PBS ile yıkanmış ve ardından 2 ml tripsin-

EDTA eklenerek 37oC’de 10 dakika bekletilmiş ve böylece hücrelerin yüzeyden ve 

birbirlerinden ayrılmaları sağlanmıştır. Đnkübasyon bitiminde tripsinin etkisini 

durdurmak amacıyla kültür kabına serum içeren büyüme besiyeri eklenmiş ve 

hücreler tüpte toplanmıştır. Otomatik analizatör ile hücre sayımı yapılan hücreler 

FACS tüplerine, tüp başına 2x105 hücre olacak şekilde 2 ml PBS kullanılarak 

bölüştürülmüştür. 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj yapılan tüplerdeki pellet 

homojenize edilmiştir. 

Hücrelerin Đşaretlenmesi 

Homojenize edilen hücre pelleti üzerine 100 µl ‘PBS-BSA-Na Azide’ ile 

birlikte her birinden 5 µl olacak şekilde tablo 3.1’de yer alan ve farklı floresanlarla 

işaretlenmiş antikorlardan eklenmiştir. 

Tüpler +4oC’de ve karanlıkta 30 dakika inkübe edilmiş; inkübasyon bitiminde 

2 kez ‘PBS-BSA-Na Azide’ ile yıkama yapılan tüplere 200µl ‘PBS-BSA-Na Azide’ 

eklenerek FACS Aria (Beckon Dickinson Biosciences, ABD) cihazı ile okutulmaya 

geçilmiştir. 

Đşaretlenmiş Hücrelerin Yüzey Molekül Analizi 

Analiz toplam 10000 olgu (event) okutularak Floresan aktive edilmiş hücre 

ayrıştırma (Fluorescene-activated cell sorting) (FACS) Aria cihazı ile yapılmıştır. 

Analiz için BD FACSDiva Software v6.1.2 yazılımı (Beckon Dickinson Biosciences, 

ABD) kullanılmıştır. Hücrelerin işaretlenmesinde kullanılan florokromlardan 

Fluorescein isothiocyanate (FITC) ve Fikoeritrin (Phycoerythrin, PE) 488 nm (mavi) 

dalga boyunda ölçülmüş; sırasıyla yeşil ve turuncu renk vermişlerdir. 

Antikor  Özellik  Floresan  Marka, Ülke  Beklenen  

HLA ABC  

(MHC sınıf I)  

Tüm çekirdekli hücreler için 

belirteç  
PE  BD, ABD  

Pozitif  

CD90  

(Thy-1)  

Mezenkimal kök hücre, nöron, 

fibroblast belirteci  
PE  BD, ABD  

Pozitif 

CD73  

(Ekto5'nükleotidaz)  

Mezenkimal kök hücre, nöron, 

fibroblast, T ve B lenfosit belirteci  
PE  BD, ABD  

Pozitif 
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CD44  
Mezenkimal kök hücre, endotel, 

fibroblast, tümör hücre belirteci  
PE  

e-bioscience, 

ABD  

Pozitif 

CD49e  

(Đntegrin alfa-5)  

Mezenkimal kök hücre,  

T ve B lenfosit belirteci  
PE  BD, ABD  

Pozitif 

CD34  Hematopoetik kök hücre belirteci  FITC  BD, ABD  Negatif  

CD4  T lenfosit belirteci  FITC  BD, ABD  Negatif  

CD3  T lenfosit belirteci  FITC  BD, ABD  Negatif  

 

Tablo 3.1: Đnsan kemik iliğinden izole edilen mezenkimal hücrelerin yüzey molekül 

özelliklerinin belirlenmesi için kullanılan antikorlar 

 
3.2. Đmmün modulatör sitokinlerin ELĐSA ölçümü 

Mezenkimal kök hücreler pasaj 2 ye getirildikten sonra süpernatantları 

filtreden geçirilerek eppendorf tüplerine alındı. Süpernatanlar –80°C’de dondurulmuş 

şekilde, çalışma gününe kadar saklandı. ELĐSA testleri Fatih Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Multidisipliner Laboratuvarında BioTek (USA) cihazı kullanılarak yapıldı. 

Mezenkimal kök hücre süpernatanındaölçülen ELĐSA test sonuçlarının standart 

olması için 10x 104 MKH başına düşen değerler olarak alınmıştır. 

3.2.1. Hepatosit Büyüme Faktörünün ELĐSA Ölçümü 

Hepatosit Büyüme Faktörü düzeyleri, MKH kültür süpernatanları ve kemik 

iliği plazmaları çözüldükten sonra 8 saat içinde ölçüldü. Mezenkimal kök hücre 

süpernatanı ve kemik iliği plazmaları HGF düzeyleri, Human HGF R&D Systems 

ELISA kiti (Minneapolis, USA) ve BioTek (USA) cihazı kullanılarak üreticinin 

talimatlarına göre ölçüldü. Kullanım öncesi tüm kitler, MKH süpernatanı ve kemik 

iliği plazmaları örnekleri oda ısısına getirildi. Assay Diluent RD1W 150 µl ve 50 µl 

standart, süpernatan ve kemik iliği plazmaları kuyucuklara eklendikten sonra 2 saat 

oda ısısında inkube edildi. Solüsyon aspire edildikten sonra 400 µl Wash Buffer ile 4 

kez yıkama yapılıp 200 µl "HGF Congutate" ile oda ısısında 1,75 saat oda ısısında 

inkubasyon yapıldı. Solüsyon aspire edildikten sonra 400 µl Wash Buffer 4 kez 

yıkama yapılıp 200 µl "substrate solution" ile oda ısısında ve karanlıkta 30 dakika 

inkubasyon yapıldı. 50 µl "stop solution" eklendikten sonra 30 dakika içinde 

ölçümler 450 nm optik dansite kullanılarak yapıldı. HGF düzeyleri standart solüsyon 

kullanılarak çizilen bir kalibrasyon eğrisinden hesaplandı. Sonuçlar pg/ml olarak 

değerlendirildi. HGF konsantrasyonları her supernatan ve kemik iliği plazma örneği 
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için en az iki kere ölçüldü ve daha sonra yapılan analizlerde, ölçülen değerlerin 

aritmetik ortalaması kullanıldı. 

3.2.2. Transforme Edici Büyüme Faktörü Beta 1 Ölçümü 

Transforme Edici Büyüme Faktörü Beta 1 düzeyleri süpernatanlar ve kemik 

iliği plazmaları çözüldükten sonra 8 saat içinde ölçüldü. Mezenkimal kök hücre 

süpernatanı ve kemik iliği plazmaları TGF-β1 düzeyleri, Human TGF-β1 R&D 

Systems ELISA kiti (Minneapolis, USA) ve BioTek (USA) cihazı kullanılarak 

üreticinin talimatlarına göre ölçüldü. Kullanım öncesi tüm kitler ve MKH 

süpernatanı ve kemik iliği plazmaları örnekleri örnekleri oda ısısına getirildi. Latent 

TGF-β1 aktive etmek için kitte yazan talimatlara göre 100 µl MKH süpernatanta 20 

µl 1 N HCl eklenip oda ısısında 10 dakika inkübe edildi. Aktive edilmiş örnek 20 µl 

1,2 N NaOH/0,5 M HEPES ile nötralize edildi ve hızlıca ölçüme geçildi. Hücre 

kültür mediumunda bulunan bovine serumdaki latent TGF-β1 düzeyini hesaplamak 

için aynı işlemler yapılarak düzey hesaplandı ve çıkan sonuçlardan bu düzey 

çıkartıldı. Standart eğri hesaplandıktan sonra 1,4 dilüsyon faktörü ile 

konsantrasyonlar hesaplandı. 40 µl kemik iliği plazmasına 20 µl 1 N HCl eklenip oda 

ısısında 10 dakika inkübe edildi. Aktive edilmiş örnek 20 µl 1,2 N NaOH/0,5 M 

HEPES ile nötralize edildi. Aktive edilmiş örnekten 10 µl alınıp 190 µl Calibratör 

Diluent ile dilüe edildi ve hızlıca ölçüme geçildi. Standart eğri hesaplandıktan sonra 

40 dilüsyon faktörü ile konsantrasyonlar hesaplandı.  50 µl Assay Diluent RD1-21 ve 

50 µl aktive edilmiş süpernatanlar, 50 µl Assay Diluent RD 1-73 ve 50 µl aktive 

edilmiş kemik iliği plazmaları kuyucuklara eklendikten sonra 2 saat oda ısısında 

inkube edildi. Solüsyon aspire edildikten sonra 400 µl Wash Buffer ile 4 kez yıkama 

yapılıp 100 µl " TGF-β1 Congutate" ile oda ısısında 2 saat oda ısısında inkubasyon 

yapıldı. Solüsyon aspire edildikten sonra 400 µl Wash Buffer 4 kez yıkama yapılıp 

100 µl "substrate solution" ile oda ısısında ve karanlıkta 30 dakika inkubasyon 

yapıldı. 100 µl "stop solution" eklendikten sonra 30 dakika içinde ölçümler 450 nm 

optik dansite kullanılarak yapıldı. TGF-β1 düzeyleri standart solüsyon kullanılarak 

çizilen bir kalibrasyon eğrisinden hesaplandı. Sonuçlar pg/ml olarak değerlendirildi. 

TGF-β1 konsantrasyonları her supernatan ve kemik iliği plazma örneği için en az iki 

kere ölçüldü ve daha sonra yapılan analizlerde, ölçülen değerlerin aritmetik 

ortalaması kullanıldı. 
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3.2.3. Prostaglandin E2 ölçümü 

Prostaglandin E2 düzeyleri MKH süpernatanları ve kemik iliği plazmaları 

çözüldükten sonra 8 saat içinde ölçüldü. Mezenkimal kök hücre süpernatanı ve 

kemik iliği plazmaları PGE2 düzeyleri, Human PGE2 R&D Systems ELISA kiti 

(Minneapolis, USA) ve BioTek (USA) cihazı kullanılarak üreticinin talimatlarına 

göre ölçüldü. Kullanım öncesi tüm kitler, MKH süpernatanı ve kemik iliği plazmaları 

örnekleri oda ısısına getirildi. Örneklerden 150 µl alınarak 300 µl Calibrator Diluent 

RD5-56 ile 3 kat dilüe edildi. Standart eğri hesaplandıktan sonra 3 dilüsyon faktörü 

ile konsantrasyonlar hesaplandı. Calibrator Diluent RD5-56’ dan 200 µl non-spesifik 

bağlayıcı kuyucuğa, 150 µl de sıfır standarda ve kalan kuyucuklara 150 µl standart, 

MKH süpernatanı ve kemik iliği plazmaları eklendi. Non-spesifik bağlayıcı kuyucuk 

dışındaki wellere 50 µl Primer Antikor solüsyonu eklendikten sonra 500 rpm 

‘horizontal orbital microplate shaker’ üzerinde 1 saat oda ısısında inkube edildi. Tüm 

kuyucuklara 50 µl "PGE2 Congutate" ile oda ısısında 2 saat oda ısısında sallayıcı 

üzerinde inkubasyon yapıldı. Solüsyon aspire edildikten sonra 400 µl Wash Buffer 4 

kez yıkama yapılıp 200 µl "substrate solution" ile oda ısısında ve karanlıkta 30 

dakika inkubasyon yapıldı. 100 µl "stop solution" eklendikten sonra 30 dakika içinde 

ölçümler 450 nm optik dansite kullanılarak yapıldı. PGE2 düzeyleri standart 

solüsyon kullanılarak çizilen bir kalibrasyon eğrisinden hesaplandı. Sonuçlar pg/ml 

olarak değerlendirildi. HGF konsantrasyonları her supernatan ve kemik iliği plazma 

örneği için en az iki kere ölçüldü ve daha sonra yapılan analizlerde, ölçülen 

değerlerin aritmetik ortalaması kullanıldı. 

 

  

Şekil 3.6: ELĐSA 

testlerinin okunduğu 

BioTek ELx808 cihazı 

ve testlerinin 

yapılması 
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3.3.  Đstatiksel Analiz 

Đstatistiksel analizler, SPSS 16,0 istatistik programı (SPSS Inc, Chicago, 

USA) ile yapıldı. Sürekli numerik değişkenlerin dağılımının normal olup olmadığı 

Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendi. Normal dağılıma uymayan analitin iki 

grupta karşılaştırılmasında Mann Whitney U testi kullanıldı. Đstatistiksel analizler 

için p<0.05 değerleri anlamlı olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1.  Çalışma gruplarının özellikleri 

Bu çalışmaya kemik iliği nakli amacıyla G-CSF verilerek kemik iliği 

toplanan 8 donör, kontrol grubu olarak kemik iliği nakli amacıyla G-CSF verilmeden 

kemik iliği toplanan 8 donör dahil edildi. Donörlerin tanımlayıcı özellikleri tablo 

4.1’de özetlenmiştir. 

 

 Yaş Cinsiyet 

 Ortanca Min-mak Erkek Kız 

G-CSF(+)  9,0 3,5-17 5 3 

G-CSF(-)  9,5 4,5-17 4 4 

 

Tablo 4.1: Donörlerin tanımlayıcı özellikleri.   

 

4.2.  Đnsan Kemik Đliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin 

Đzolasyonu, Üretilmesi ve Karakterizasyonuna Đlişkin Bulgular  

4.2.1. Đnsan Kemik Đliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin 

Đzolasyonu Ve Çoğaltılması 

Mezenkimal kök hücreler birçok dokunun yanısıra kemik iliğinde 

hematopoetik kök hücrelerle birlikte bulunmaktadır. Kemik iliğinde yer alan 100.000 

çekirdekli hücreye karşın yaklaşık 1 MKH olduğu bildirilmektedir (149). Bu nedenle 

bölüm 3.1.3’de detaylı anlatıldığı gibi in-vitro hücre kültür ortamında çoğaltılarak 

kültür ortamına salgıladıkları sitokinler çalışılabilmektedir. Çalışmamızda da kültür 

ortamına bırakılan hücreler tek tek kültür kabına yapışmışlardır. Yapışan ve koloni 

formunda çoğalan fibroblast morfolojisindeki hücrelerin stromal kaynaklı 

mezenkimal kök hücrelerden zengin olduğu; buna karşın yapışma göstermeyen 

hücrelerin ağırlıklı olarak hematopoetik hücreler olduğu bilindiğinden dolayı 

yapışmayan, besiyerinde yüzen hematopoetik hücreler üç günde bir besiyeri 

tazelenerek elimine edilmiştir. 

Doku kültür kabına yapışan hücrelerin 14 gün sonunda %80 oranında kültür 

kabının yüzeyini kapladığı gözlenmiştir. Tripsin enzimi uygulayarak yüzeyden ve 

birbirlerinden ayrılmaları sağlanan hücreler toplanmış ve bir kısmı daha sonraki 
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çalışmalar için dondurularak -196 derecede sıvı azot içerisinde saklanmıştır. Kalan 

hücreler ise tekrar kültür edilmiştir. Hücrelerin pasajlanma işlemi 2 kez uygulanarak 

MKH’lerin sayıca çoğalması ve daha homojen hücre popülasyonu elde edilmesi 

sağlanmıştır. 

4.2.2. Đnsan Kemik Đliğinden Đzole Edilen Mezenkimal Kök Hücrelerin 

Karakterizasyonu 

Đzole edilen ve çoğaltılan hücrelerin MKH olduğunu kanıtlamak amacıyla 

karakterize edilmeleri gerekmektedir. Bu amaçla Uluslararası Hücresel Tedavi 

Derneğinin (ISCT/The International Society for Cellular Therapy) MKH‘lerin 

karakterizasyonu için belirlediği kriterler kullanılmıştır (8). Bu tanımlamaya göre 

hücrelerin adeziv (yapışan) yapıda olması, stromaya özgü yüzey belirteçlerine sahip 

olması, hematopoetik hücrelere özgü belirteçleri taşımaması ve adipojenik ve 

osteojenik olmak üzere en az iki hücre serisine multipotent farklılaşma özelliği 

göstermeleri ile MKH olarak adlandırılabilirler. 

Kemik iliğinden izole edilen mononükleer hücrelerinin kültürü sonucunda 

doku kültür kabının tabanına hücreler yapışmış ve çoğaltılarak pasajlama yapılmıştır. 

Böylece bu hücrelerin MKH olması için ilk koşul olan plastik yüzeylere yapışabilme 

özellikleri sağlanmıştır. 

Mezenkimal kök hücreler mezodermal germ tabakasına ait hücrelere 

farklılaşma özelliğine sahip hücrelerdir. Çalışmamızda, hücrelerin MKH 

karakterizasyonunda sıklıkla kullanılan adipojenik ve osteojenik farklılaşma 

kapasiteleri analiz edilmiştir. Bu amaçla 6 kuyucuklu kültür kaplarına ekilen ve 

çoğaltılan 2. pasajdaki hücrelerin adipojenik ve osteojenik farklılaşmaları morfolojik 

olarak analiz edilmiştir. 

Adipojenik farklılaşma besiyerinde G-CSF ile uyarılan ve uyarılmayan kemik 

iliği kaynaklı MKH’leri morfolojik olarak benzer şekilde yağ hücresine farklılaştığı 

görülmüştür. Farklılaşma besiyeri yerine büyüme besiyeri ile devam edilen ve aynı 

yöntem ile boyanan kontrol hücrelerinin mikroskobik incelemesinde ise yağ hücresi 

saptanmamıştır (Şekil 4.1 ). 
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 Şekil 4.1: Adipojenik farklışma deneyine ait mikroskop görüntüleri. Granülosit 

koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış kemik iliğinden üretilen MKH’lerin yağ hücre 

morfolojisine sahip hücreler (4x) (a, c) ve Oil Red O boyası ile boyanmış yağ 

vezikülleri (4x) (b, d) . 

 Kemik hücrelerine farklılaşması istenen hücreler 6 kuyucuklu kültür 

kaplarına ekildikten ve kültür kabının yüzeyini tamamen kaplamaları sağladıktan 

sonra osteojenik farklılaşma besiyeri eklenmiştir. Yirmibir gün sonunda morfolojik 

analiz elde etmek amacıyla kemik hücresine farklılaşması beklenen hücreleri içeren 

kuyucuklar ve büyüme besiyeri ile devam ettirilen kontrol hücreleri içeren 

kuyucuklar Alizarin Red boyası ile boyanmıştır. Boyamadan önce ve sonra inverted 

mikroskop görüntüleme sistemi ile fotoğrafları çekilerek farklılaşması beklenen 

hücreler ile kontrol hücreleri arasındaki fark gözlenmiştir. Mikroskop ile yapılan 

morfolojik gözlem sonucunda kemik hücresine farklılaşan hücreler (Şekil 4.2. a, c) 

ve kalsiyum birikintilerinin Alizarin Red boyası ile boyandığı gözlenmiştir (Şekil 

4.2. b, d).  

a) b) 

c) d) 
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Şekil 4.2: Osteojenik farklılaşma deneyine ait mikroskop görüntüleri. Kemik hücre 

farklılaşması kalsiyum birikimi ile gösterilmiştir (4x) (a, c), Alizarin Red boyası ile 

boyanmış kalsiyum birikintileri (4x) (b,d). 

 Uluslararası hücresel tedavi derneğinin (ISCT) belirlediği kriterlere göre 

MKH’ler yüzey molekülü olarak CD105, CD90, CD73 gibi stromaya özgü 

molekülleri eksprese ederken; hematopoetik kök hücre yüzey molekülleri olan 

CD45, CD34, CD14 eksprese etmemelidir. Bu amaçla yaptığımız çalışmada bu 

yüzey moleküllerini içeren bir panel hazırlanmıştır (tablo 3.1). Akım sitometri 

çalışmasının sonucunda kemik iliğinden izole edilip hücre kültürün çoğaltılan 

hücrelerin CD44, CD90, CD73, CD49e, HLA ABC yüzey moleküllerini %90’nın 

üzerinde eksprese ettiği; CD34, CD3 ve CD4 gibi hematopoetik yüzey moleküllerini 

% 5’in altında eksprese etmediği saptanmıştır (şekil 4.3). Böylece analiz edilen 

hücrelerin yüzey molekül özelliklerinin MKH özelliğinde olduğu belirlenmiştir. 

 

 

a) b) 

c) d) 
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Şekil 4.3: Akım sitometri ile hücre yüzey moleküllerinin işaretlenmesi. 

 

 Sonuç olarak MKH karakterizasyonu çalışması kapsamında yapılan 

morfolojik analiz, farklılaşma ve yüzey molekül özellik analizlerinden elde edilen 

veriler ile Uluslararası Hücresel Tedavi Derneğinin (ISCT) belirlediği MKH 

karakterizasyon kriterlerinin sağlandığı; insan kemik iliğinden elde edilen hücrelerin 

MKH olduğu belirlenmiştir. 

4.3. Hepatosit büyüme faktörü konsantrasyonları 

Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış kemik iliğinden izole edilen 8 

olgunun MKH süpernatanlarında 100.000 hücreden salınan HGF konsantrasyonu 

121,60 ± 68 pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak ölçüldü. Kontrol grubu olan G-

CSF ile uyarılmamış kemik iliğinden izole edilen 8 olgunun MKH süpernatanlarında 

100.000 hücreden salınan HGF konsantrasyonu 125,91 ± 135 pg/mL (ortalama, 

standart sapma) olarak ölçüldü. Đki grup arasındaki farklılık istatiksel olarak anlamlı 

değildi (p>0,05). 
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Şekil 4.4: Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış ve uyarılmamış kemik 

iliğinden izole edilen MKH süpernatanlarında HGF konsantrasyonları. 

Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış kemik iliğinden izole edilen 8 

olgunun kemik iliği plazmalarından ölçülen HGF konsantrasyonu 6699,92 ± 4125,69 

pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak ölçüldü. Kontrol grubu olan G-CSF ile 

uyarılmamış kemik iliğinden izole edilen 8 olgunun kemik iliği plazmalarından 

ölçülen HGF konsantrasyonu 2340,56 ± 843,97 pg/mL (ortalama, standart sapma) 

olarak ölçüldü. Đki grup arasındaki farklılık istatiksel olarak anlamlıydı (p<0,05). 
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Şekil 4.5: Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış ve uyarılmamış kemik 

iliği plazmasındaki HGF konsantrasyonları. 

4.4.Transforme edici büyüme faktörü beta konsantrasyonları 

Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış kemik iliğinden izole edilen 8 

olgunun MKH süpernatanlarında 100.000 hücreden salınan TGF-β1 konsantrasyonu  

53,98 ± 47,48 pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak ölçüldü. Kontrol grubu olan 

G-CSF ile uyarılmamış kemik iliğinden izole edilen 8 olgunun MKH 

süpernatanlarında 100.000 hücreden salınan TGF-β1 konsantrasyonu 86,30 ± 49,39 

pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak ölçüldü. Đki grup arasındaki farklılık 

istatiksel olarak anlamlı değildi (p> 0,05). 
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Şekil 4.6: Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış ve uyarılmamış kemik 

iliğinden izole edilen MKH süpernatanlarında TGF-β1 konsantrasyonları. 

Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış kemik iliğinden izole edilen 8 

olgunun kemik iliği plazmalarından ölçülen TGF-β1 konsantrasyonu 14757 ± 

24415,12 pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak ölçüldü. Kontrol grubu olan G-

CSF ile uyarılmamış kemik iliğinden izole edilen 8 olgunun kemik iliği 

plazmalarından ölçülen TGF-β1 konsantrasyonu 4956,93 ± 2158,45 pg/mL 

(ortalama, standart sapma) olarak ölçüldü. Đki grup arasındaki farklılık istatiksel 

olarak anlamlı değildi (p> 0,05). 
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Şekil 4.7: Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış ve uyarılmamış kemik 

iliği plazmasındaki TGF-β1 konsantrasyonları. 

4.5.Prostaglandin E2 konsantrasyonları 

Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış kemik iliğinden izole edilen 8 

olgunun MKH süpernatanlarında 100.000 hücreden salınan PGE2 konsantrasyonu 

143,19 ± 31,69 pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak ölçüldü. Kontrol grubu olan 

G-CSF ile uyarılmamış kemik iliğinden izole edilen 8 olgunun MKH 

süpernatanlarında 100.000 hücreden salınan PGE2 konsantrasyonu 314,66 ± 97,18 

pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak ölçüldü. Đki grup arasındaki farklılık 

istatiksel olarak anlamlıydı (p<0,05). 
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Şekil 4.8: Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış ve uyarılmamış kemik 

iliğinden izole edilen MKH süpernatanlarında PGE2 konsantrasyonları. 

Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış kemik iliğinden izole edilen 8 

olgunun kemik iliği plazmalarından ölçülen PGE2 konsantrasyonu 3350,06 ± 

1654,91 pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak ölçüldü. Kontrol grubu olan G-

CSF ile uyarılmamış kemik iliğinden izole edilen 8 olgunun kemik iliği 

plazmalarından ölçülen PGE2 konsantrasyonu 2254,68 ± 794,15 pg/mL (ortalama, 

standart sapma) olarak ölçüldü. Đki grup arasındaki farklılık istatiksel olarak anlamlı 

değildi (p> 0,05). 
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Şekil 4.9: Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış ve uyarılmamış kemik 

iliği plazmasındaki PGE2 konsantrasyonları. 
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5. TARTIŞMA  

Granülosit koloni uyarıcı faktör (G-CSF) hematopoezi ve doğal immün 

sistemi düzenleyici temel hematopoetik büyüme faktörüdür. Hematopoetik sistem 

üzerindeki G-CSF’nin temel etkileri; normal hematopoetik kök hücrelerin çoğalması 

ve farklılaşmasını indüklemesi, radyoterapi ya da kemoterapiye bağlı 

myelosupresyon sonrasında nötrofillerin yeniden yapılanmasını artırması, matür 

nötrofillerin effektör fonksiyonlarının aktivasyonu ve kemik iliği kök hücrelerinin 

periferik kana geçmelerini sağlamasıdır (35, 36). Bu etkileri nedeni ile klinikte ışın 

tedavisi ve kemoterapi sonrası hastalara ve periferik kök hücre naklinden önce 

donörlere uygulanmaktadır. Periferik kök hücre toplamaya uygun olmayan ve kemik 

iliğinden hasta için yetecek kadar CD34+ hücre toplanamayacağı öngörülen 

vericilere de toplanan kemik iliği ürünü içerisindeki kök/projenitör hücre miktarını 

artırmak için kemik iliği toplanmadan önce G-CSF verilmektedir. Bu uygulama ile 

kök hücrelerin vericinin kemik iliği nişlerinden çıkması, bir kısmının vasküler niş 

bölgesinde projenitör hücrelere dönüşmesi sağlanmaktadır. Böylelikle toplanan 

kemik iliği ürününde kök hücre ve projenitör hücre konsantrasyonları artmaktadır. 

Bununla birlikte G-CSF’nin immün sistem üzerinde de çeşitli etkileri olduğu 

düşünüldüğünde G-CSF verildikten sonra toplanan kemik iliği ile nakil yapılmış 

hastalarda standart uygulamaya göre (GCSF verilmeden toplanan kemik iliği) immün 

cevapta değişiklikler olması beklenebilir (2, 17, 35, 49). Periferik kan kök hücre 

nakli amacıyla donörlere verilen G-CSF’nin Th-1-Th-2 shift yapma etkisiyle hastada 

akut ve kronik GVHH oluşum insidansını etkilediği düşünülmektedir (aGVHH 

riskini artırmayıp kGVHH riskinde artışa yol açarak). Granülosit koloni uyarıcı 

faktör uygulanarak yapılan KĐT’de ise G-CSF etkisiyle verici kemik iliğinde olan 

değişikliklerin hastanın immün sistemi üzerine olası etkileri araştırılmamıştır.  

Çalışmamızda hasta sayısının kısıtlı olması, hasta tanılarının ve kullanılan 

hazırlık rejimlerinin heterojen olması nedeniyle 2 grup arasında transplant sonrası 

immünolojik etkiler (GVHH insidansı, immün rekonstitüsyon vb) yönünden bir 

kıyaslama yapılamamıştır. Buna karşın literatürde ilk kez, G-CSF uygulanan sağlıklı 

kişilerin kemik iliği mikroçevresinde oluşan immünmodulatuvar değişikliklere ait ön 

veriler elde edilmiştir. 
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Bu amaçla, kemik iliği mikroçevresinin bir yansıması olarak kemik iliği 

plazmalarında; ayrıca mikroçevrenin önemli elemanlarından ve stromal hücreler olan 

MKH supernatanlarında immünmodulasyonda rolü olduğu bilinen sitokin/solubl 

faktör düzeylerine bakılmış; ayrıca G-CSF uygulamasının MKH’lerin biyolojik 

özelliklerine etkisi incelenmiştir. Mezenkimal kök hücre süpernatanlarında yapılan 

analizler hücre kültür ortamında pasajlanarak çoğaltılmış hücrelerin sekretuvar 

fonksiyonunu göstermekte olup hücre-hücre, hücre-matriks, hücre-solubl faktör 

ilişkilerini içermediğinden tam olarak in-vivo durumu yansıtmamaktadır. Buna 

karşın kemik iliği plazma örneklerindeki ölçümler, laboratuar ortamında modifiye 

edilmeden direkt olarak yapıldığı için G-CSF uygulanan vericinin kemik iliği 

mikroçevresinde oluşan tüm hücre-matriks-faktör interaksiyonlarının sonucunu 

yansıtmaktadır. Bu etkileşimler sonucu kemik iliği mikroçevresinde bulunan her bir 

hücre tipinden solubl faktörler salınabilmektedir. Bu konuda MKH’ler en başta gelen 

hücreler arasında sayılabilir. Bu çalışmada hücre kültür ortamında MKH 

supernatanlarında saptanan bazı faktörlerin de in-vivo ortamda oluşan dinamik 

etkileşimler sonucu salınımlarında değişiklikler olabileceği akılda tutulmalıdır.   

Mezenkimal kök hücreler (MKH) kemik, kıkırdak, tendon, ligament, kemik 

iliği stroması, adiposit, kas, dermis ve bağ dokusuna farklılaşabilen multipotent 

progenitör hücrelerdir (3). Temel olarak bağ dokusu içeren tüm dokularda MKH 

bulunmakla birlikte, MKH kaynağı olarak en iyi tanımlanmış doku kemik iliğidir. 

Kemik iliği kaynaklı MKH`leri hematopoetik hücreler için gerekli birçok büyüme 

faktörü ve immün sistemde etkili olan sitokinleri salgılar, ayrıca diğer kök hücreler 

ile ortak olan bazı gen ekspresyonları yanında konnektif dokuya özgün moleküller ve 

adezyon moleküllerini eksprese ederler (62). Literatürde immün modulatuvar 

etkilerini hücresel etkileşim ve esas olarak salgıladıkları TGF- β1, HGF, PGE2, IDO 

ve HLA-G5 gibi faktörler ile gösterdiği bildirilmiştir (11, 64, 71, 72). Bu 

immünmodulatuvar/immünsupresif özellikleri nedeniyle MKH’ler klinik kullanım 

açısından başta steroide cevapsız aGVHH olmak üzere inflamatuvar ve otoimmün 

hastalıklarda ilgi uyandırmaktadır.  

Đmmün sistemi etkileyen G-CSF’nin MKH üzerine etkisi ve salgıladıkları 

immün modülatuar sitokinlerdeki değişimi bilinmemektedir. Granülosit koloni 

uyarıcı faktör etkileri esas olarak kemik iliği ve hematopoetik sistem üzerinedir. Bu 
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nedenle GCSF ile uyarılmış kemik iliğinden izole edilen MKH’lerde özellikle de 

salgıladıkları immün modulatuvar sitokinlerde değişiklikler olacağı düşünülerek bu 

çalışma planlanmıştır. 

Bu amaçla, HKHT amacıyla sağlıklı vericilere G-CSF verilerek elde edilen 

kemik iliklerinden üretilen MKH’leri incelenmiş, G-CSF verilmeden toplanan kemik 

iliğinden üretilen kontrol MKH’ler ile karşılaştırılmıştır. Hücre kültürleri aynı 

zamanda, aynı deneyimli kişi ve aynı koşullarda yapıldığı için benzer standartlarda 

üretilmiş, tüm çalışmalarda lot numaraları aynı olan besiyeri, fetal buzağı serumu 

kullanılmıştır. Tüm kemik iliği örneklerinden MKH üretilebilmiş; kültürde çoğalma 

özellikleri, hücrelerin morfolojik, immünfenotipik analizleri ve adiposit ve 

osteoblastlara farklılaşma kapasitesinde G-CSF’ye maruz kalmış MKH’ler ile  

kontrol örnekler arasında bir farklılık saptanmamıştır.  

Kemik iliği mikroçevresini yansıtacağı düşünülerek kemik iliği plazmasında 

immün modulatuvar TGF-β1, HGF ve PGE2 sitokinleri incelenmiş, ayrıca 

MKH’lerin katkısını ortaya koymak açısından MKH kültür süpernatanları da 

kullanılmıştır. 

Son 30 yıl içinde keşfedilip, aminoasit sekansı ve DNA’sı belirlenen HGF’nin 

başta plasenta olmak üzere, sinir dokusu, böbrek, karaciğer, akciğer, GĐS, kas 

dokusu, dişler, kemik ve kıkırdak dokusu, meme bezleri, hematopoetik doku ve 

tükürük bezlerinde fonksiyon gördüğü bildirilmiştir. Bu faktörün organ gelişimi, 

antiapopitotik, antifibrotik, antiinflamatuvar ve antianjiogenetik etkileri olduğu 

gösterilmiştir (100-124). Literatürde yapılmış çalışmalarda yaş ve cinsiyete göre 

serum HGF konsantrasyonlarında değişiklik olduğu gösterilmiştir. On-ondokuz yaş 

arasındaki HGF konsantrasyonu kızlarda 360 ± 160 pg/ml, erkeklerde 350 ± 250 

pg/ml olarak bildirlmiştir (105). Kemik iliği mikroçevresini gösterdiği düşüncesi ile 

incelediğimiz KĐ plazmasında ise G-CSF verilen grupta ortalama 6700 ± 4125 pg/ml, 

ortanca 6910 (1950 - 12722) pg/ml; G-CSF verilmeyen grupta ise ortalama 2340 ± 

843 pg/ml, ortanca 2409 (1164 - 3412) pg/ml olarak saptanmıştır. Bu değerler 

literatürde bildirilen serum değerlerine göre çok yüksektir ve HGF’nin kemik iliği 

mikroçevresinden salgılandığına ve önemli fonksiyonlarına işaret etmektedir. 

Çalışmamızda, GCSF verilen ve verilmeyenlerde kemik iliği plazma HGF değerleri 

arasındaki farklılık istatiksel olarak anlamlıdır (p=0,027).  Bu sonuç, kemik iliğinde 
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G-CSF ile HGF konsantrasyonunda bir artış olduğunu göstermektedir. Kemik iliği 

mikroçevresinde HGF kaynağı, MKH’ler de dahil olmak üzere diğer hücreler de 

olabilir. Bu nedenle çalışmamızda, MKH süpernatanlarında da HGF düzeyleri 

incelenmiştir. Granülosit koloni uyarıcı faktör ile uyarılmış kemik iliğinden elde 

edilenlerde ortalama 121 ± 68 pg/ml, ortanca 103 (38 - 243) pg/ml bulunurken; G-

CSF ile uyarılmamış olanlarda 125 ± 135 pg/ml, ortanca 84 (31 - 443) pg/ml olarak 

saptanmıştır. Đki grup arasında istatistiksel anlamlı bir fark saptanmasa da (p=0,24) 

bu değerler MKH’lerden HGF salınımının olduğunu göstermektedir. Granülosit 

koloni uyarıcı faktör uygulanmış kemik iliğinden kültür ortamında geliştirilen 

MKH’lerin HGF salınımında kontrol değerlere göre bir farklılık saptanmamıştır.  

Kemik iliği plazmalarında G-CSF uyarısı ile HGF değerlerinde belirgin artış olurken 

MKH süpernatanlarında bir fark saptanmaması, in- vivo ortamda hücre-hücre, hücre-

matriks, hücre-diğer solubl faktör etkileşimlerinin sonucu MKH’lerin in-vitro 

ortamda olandan farklı bir ekspresyon profili gösterebileceğini; ayrıca kemik iliğinde 

yer alan diğer hücre tiplerinden de salınacağını düşündürmektedir. Ayrıca, 

MKH’lerin kültürde çoğaltılma aşamasında geçen süre içerisinde fonksiyonel 

özelliklerinde değişiklikler olması da beklenir. Çalışmamızda, bu nedenle nispeten 

erken pasaj 2 süpernatanları kullanılmıştır. Ancak yine de geçen süre içerisinde G-

CSF’nin etkisinin ortadan kaybolmuş olabileceği düşünülmüştür. Mezenkimal kök 

hücrelerin ortamdan aldığı uyarılar (IFN-γ, IL-1β gibi)  ile immün supresif faktör 

salınımı artmaktadır. Hücre kültür ortamında MKH’lerin in-vivo ortamda olduğu gibi 

diğer hücrelerle temasta olmaması nedeniyle bu uyarılardan yoksun olması sonucu 

sekretuvar fonksiyonlarında değişiklik olduğu düşünülmüştür. Đlerleyen çalışmalarda, 

sitokinler ile uyarıda bulunularak ve hematopoetik hücreler ile ko-kültür yapılarak 

deneyler tekrarlanabilir. Literatürde, HGF’nin hem in-vivo hem de in-vitro olarak 

dentritik hücrelerin antijen sunma fonksiyonlarını baskıladığı, hem oksijenaz-1 

indüksiyonu ile IL-10 üretimini artırıp IL-6 üretimini azaltarak antiinflamatuvar etki 

gösterdiği bildirilmiştir (112-114). Çalışmalara antiinflamatuar ve inflamatuar diğer 

sitokinlerinde eklenmesi, hatta sitokin array analizleri gibi daha kapsamlı çalışmalara 

ihtiyaç vardır.  

Transforme edici büyüme faktörü, hücre çoğalması, farklılaşması, apopitozis, 

adezyon, çeşitli hücre tiplerinin migrasyonu ve ekstrasellüler matriks proteinlerinin 
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üretimini düzenler. Đmmatür hematopoetik hücreler, aktive T ve B hücreleri, 

makrofajlar, nötrofiller ve dentritik hücreler gibi çoğu hücre tipleri TGF- β üretir ve/ 

veya etkilerine duyarlıdır (128, 129). Kulkarni ve arkadaşlarının, TGF-β1 knockout 

farelerle yaptıkları deneyde elde edilen bilgilerle TGF-β’nın immün hücre 

homeostazisinin idame ettirilmesinde çok önemli bir rol oynadığını göstermişlerdir 

(130). Đn vitro çalışmalar TGF-β’nın B ve T hücrelerinin tüm evrelerinde etkilediğini 

göstermektedir. Tipik olarak, TGF-β, B ve T hücre proliferasyonunu inhibe ederek 

ve apopitozisi uyararak immün supresif bir molekül gibi rol oynamaktadır (128). Son 

zamanlarda, TGF-β1’in aktive T hücrelerin ölümünü destekleyerek inflamasyonu 

baskıladığı ve apoptotik T hücrelerden ortaya çıkan TGF-β ile immün supresif bir 

çevre oluşturduğu saptanmıştır (134, 135). Di Nicola ve arkadaşlarının yaptığı 

çalışmada, MKH’lerin indüklediği T hücre proliferasyonun etkisi TGF-β1 ve HGF 

antikorları eklendiğinde ortadan kalktığı görülmüştür (64). Literatürde çeşitli 

çalışmalarda MKH’lerin immün supresif etkilerinde salgıladığı TGF-β1’in de etkili 

olduğu gösterilmiştir (64, 68, 71, 72). Bizim çalışmamızda da kemik iliği 

MKH’lerinden TGF-β1 salınımı olduğu görüldü. Granülosit koloni uyarıcı faktör ile 

uyarılmış KĐ’den üretilen MKH süpernatanlarında TGF-β1 konsantrasyonu ortalama 

54 ± 47 pg/ml, ortanca 46,5 (0,5 - 141) pg/ml iken; G-CSF ile uyarılmamış KĐ’den 

elde edilen de ise 86 ± 49 pg/ml, ortanca 81 (19 - 175) pg/ml olarak saptandı. Đki 

grup arasında istatiksel olarak anlamlı fark saptanmadı (p=0,41). Bu çalışmada G-

CSF ile uyarılmış kemik iliğinden kültür ortamında geliştirilen MKH’lerin kontrol 

örneklere göre TGF-β1 salınımında değişikliğe yol açmadığı görülmüştür. Burada 

yine, hücre kültür ortamı ve dinamik hücre –hücre etkileşimlerinin olmamasının 

hücrelerin sekretuvar özelliklerini değiştirdiği akla gelmektedir. Kemik iliğindeki 

dinamik etkileşimleri daha iyi yansıtacağı düşüncesi ile incelediğimiz KĐ 

plazmasında G-CSF verilen grupta TGF-β1 konsantrasyonu ortalama 14757 ± 24415 

pg/ml, ortanca 4638 (1703 - 73540) pg/ml; G-CSF verilmeyen grupta ise ortalama 

4956 ± 2158 pg/ml, ortanca 5026 (1845 - 8634) pg/ml olarak saptanmıştır. Bu iki 

grup arasında istatiksel farklılık saptanmamıştır (p=1,00). Ancak olgu bazında G-

CSF alan donörün kemik iliği plazmasında aşırı derecede yüksek (73540 pg/ml) 

TGF- β1 saptanırken MKH süpernatantında diğerlerine göre düşük miktarda (6 

pg/ml) TGF- β1 saptanmıştır. Mezenkimal kök hücreler kemik iliği mikroçevresinde 
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diğer hücrelerle etkileşim halindedir. Makrofaj, NK, hasarlı dokulardan gelen 

uyarılarla MKH’lerden TGF- β1 üretimi artmaktadır (61). Đmmatür hematopoetik 

hücreler, aktive T ve B hücreleri, makrofaj ve dentritik hücreler gibi çoğu hücre 

tipleri TGF- β1 ürettiği gösterilmiştir (127, 128). Kemik iliği plazmalarında belirgin 

yüksek konsantrasyonda TGF- β1 saptanmasına rağmen süpernatantlarda düşük 

oranlarda saptanmıştır. Kültür ortamında mikroçevre koşulları olmaması ve uyarı 

yapılmaması nedeni ile düşük saptanmış olabileceği düşünülmüştür. Aynı zamanda 

G-CSF alan kişilerde bireysel farklılıklar nedeni ile uç değerler saptanmıştır. Daha 

fazla olgu sayısı ile birlikte, uyaranlar ile daha kapsamlı çalışmalar ihtiyaç vardır. 

Prostaglandinler, siklooksijenaz tarafından araşidonik asitten ve az bir kısmı 

izoprostan yolağında prostaglandin sentaz tarafından üretilen küçük moleküllerdir 

(136). Prostaglandin E2 vücuttaki tüm hücre tiplerinde üretilebilir. Đnflamasyona 

cevaptaki PGE2’yi epitel, fibroblast ve infiltre eden inflamatuvar hücreler 

üretmektedir. Prostaglandin E2, albümin ile yıkımı artmasına rağmen in vitro 

göreceli olarak stabildir. Buna karşıt olarak PGE2, in vivo çok hızlı bir dönüşüme 

sahiptir ve dokudan ve dolaşımdan çok hızlı uzaklaştırılır (138). Prostaglandin 

E2’nin heterojen etkileri EP1, EP2, EP3 ve EP4 olarak tanımlanmış dört farklı 

reseptörün varlığını göstermektedir. PGE2’nin antiinflamatuvar ve supresif 

aktivitesinin baskın yönlerini aracılık ettiği EP2 ve EP4 yoluyla ve PGE2’nin farklı 

konsantrasyonlarında ve farklı sürelerde tetiklenir (141). T hücrelerinin MKH’lerle 

ko-kültürü PGE2 düzeylerinde artışla sonuçlanmakta ve PGE2 üretim inhibitörleri ile 

tedavi edildiğinde MKH aracılı immün modülasyon azalmaktadır (72). Spaggiari ve 

arkadaşları MKH’lerin monosit kaynaklı dentritik hücrelerin özellikle PGE2 aracılığı 

ile matürasyon ve fonksiyonunu inhibe ettiğini göstermişlerdir (84). Bizim 

çalışmamızda, G-CSF ile uyarılmış KĐ’den üretilen MKH süpernatanlarında PGE2 

konsantrasyonu ortalama 143 ± 31 pg/ml, ortanca 135 (112 - 211) pg/ml; G-CSF ile 

uyarılmamış KĐ’den elde edilen de ise 314 ± 94 pg/ml, ortanca 326 (162 - 489) pg/ml 

olarak saptandı. Bu da mezenkimal kök hücrelerden PGE2 salınımının olduğunu 

göstermektedir. Granülosit koloni uyarıcı faktör uygulanmış donörlerin kemik 

iliğinden elde edilen MKH’lerinin PGE2 salınımında kontrole göre belirgin düşüklük 

saptanmıştır ve iki grup arasındaki fark istatiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p=0,001). Kemik iliği mikroçevresini gösterdiği düşüncesi ile incelediğimiz KĐ 
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plazmasında G-CSF verilen grupta PGE2 konsantrasyonu ortalama 3350 ± 1654 

pg/ml, ortanca 2803 (1950 - 6558) pg/ml; G-CSF verilmeyen grupta ise ortalama 

2254 ± 794 pg/ml, ortanca 2128 (1377 - 3657) pg/ml olarak saptanmıştır. Bu iki grup 

arasında istatiksel farklılık saptanmamıştır (p=0,11). Granülosit koloni uyarıcı 

faktörün kemik iliğinde PGE2 düzeylerinde değişikliğe yol açmazken MKH 

süpernatantlarında belirgin azalmaya yol açmıştır. Ancak bunun hücreler üzerinde 

hangi reseptörlere etkilediği ve sonucunun nasıl olduğu konusunda daha ayrıntılı 

çalışmalara gereksinim vardır.  

Bu çalışmada dikkati çeken bir konu da, G-CSF verilen donörlerin kemik iliği 

plazmalarında sağlıklı donörler arasında görülen bireysel farklılıkların çok geniş bir 

dağılım göstermesidir. Granülosit koloni uyarıcı faktör sonrası 8 farklı vericinin 

kemik iliği plazması incelendiğinde HGF, TGF- β1 ve PGE2 konsantrasyonlarında 

bireysel büyük farklılıklar gözlenmiş ve bu farklılığın G-CSF’ye yanıtta bireysel 

faktörlere bağlı olduğu düşünülmüştür. Bu durum, klinikte G-CSF uygulanan 

donörlerde lökosit sayılarındaki değişken artışlar ve sürelerin çok farklı olması ile 

birleştirildiğinde, G-CSF uygulamasının sağlıklı kişilerde kemik iliği  üzerine 

etkilerinde multifaktörlerin rolü olduğunu, genetik polimorfizmlere bağlı bireysel 

farklılıkların mobilizasyon ve diğer biyolojik fonksiyonlar üzerinde önemli farklar 

gösterebileceğini düşündürmüştür. Mezenkimal kök hücre süpernatanlarında ise 

dağılımda bu kadar farklılık saptanmamış olması; kültür ortamında, MKH’lerin 

temin edildiği bireye ait özelliklerin giderek azaldığına, hücrelerin diğer 

etkileşimlerden uzak olarak tek başlarına kültürde giderek benzer özellikler 

kazandığına işaret etmektedir. 

Özetle, G-CSF uygulanmış sağlıklı vericilerin kemik iliği plazmaları ve 

kemik iliklerinden elde edilerek hücre kültüründe çoğaltılmış MKH’lerinin 

incelenmesi sonucunda G-CSF’nin kemik iliği mikroçevresinden immünmodulatuvar 

sitokin / büyüme faktörlerinin salınımını etkilediği gözlenmiş; bunlardan HGF ve 

PGE2 düzeylerinde istatistiksel anlamlı değişiklikler olduğu gösterilmiştir. Ayrıca, 

kemik iliği kökenli MKH’lerin HGF, TGF- β1 ve PGE2 gibi faktörleri salgıladığı 

görülmüş ve bu durumun bu hücrelerin immünmodulatuvar rollerine işaret ettiği 

düşünülmüştür. Bununla birlikte kültür ortamında, donöre verilen G-CSF’nin 

etkisinin büyük ölçüde kaybolması ve hücre-hücre, hücre-matriks ilişkilerinin 
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olmaması nedeniyle in-vivo ortamı daha iyi yansıtmak için ko-kültür deneyleri, 

sitokin array analizleri ve solubl faktörlerle uyarılmış kapsamlı ileri çalışmaların 

yapılmasının yararlı olacağı kanısına varılmıştır. Đnsanlardan elde edilen kemik iliği 

örneklerinde literatürde ilk kez incelenen G-CSF etkisinin çalışıldığı ve bir ön 

çalışma şeklinde planlanan bu çalışmamızda elde edilen sonuçların kapsamlı 

çalışmaların planlanmasına ışık tutacağı düşünülmüştür. 
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6.  SONUÇLAR 

Çalışmada elde ettiğimiz sonuçlara göre G-CSF verilen ve verilmeyen kemik 

iliği kaynaklı MKH’ler plastik yüzeye yapışabilen iğsi fenotipte olması, osteosit ve 

adipojenik hücre morfolojilerine farklılaşabilmeleri, immün fenotiplendirmede 

belirlenen MKH yüzey belirteçlerini sahip olmaları ve hematopoetik yüzey belirteci 

içermemeleri nedeniyle MKH olarak tanımlanabilmek için gerekli kriterlerin hepsine 

sahip idi. Bu sonuçlar doğrultusunda G-CSF verilen kemik iliklerinden de MKH 

üretilebilmektedir. 

Mezenkimal kök hücre süpernatanlarında immün süpresif/immün 

modulatuvar özellikleri olan HGF, PGE2 ve TGF-β1 saptanmıştır. Bu da MKH’lerin 

kültür ortamına bu sitokinleri salgıladıklarını göstermektedir.  

Granülosit koloni uyarıcı faktör verilmiş kemik iliğinden elde edilen MKH 

süpernatanlarından PGE2 düzeyinde kontrol gruba göre istatiksel anlamlı bir 

düşüklük saptanmış ve G-CSF’nin kemik iliği kaynaklı MKH’ler üzerinde 

immünmodulatuvar etkisine işaret etmiştir. Hepatosit büyüme faktörü ve TGF-β1 

düzeylerinde kontrol grubu ile arasında istatistiksel anlamlı farklılık saptanmamıştır. 

Kemik iliği mikroçevresinin yansıması olarak kemik iliği plazmalarına, G-

CSF alan veya almayan bireylerin hepsinde HGF, PGE2 ve TGF-β1 salınımı olduğu 

gözlenmiş; bilhassa G-CSF verilen bireyler arasında HGF, PGE2 ve TGF-β1 

düzeylerinde bireysel farklılıkların çok yüksek olduğu gözlenmiştir. Kemik iliği 

plazmalarında HGF düzeyi G-CSF alan donörlerde istatistiksel anlamlı derecede 

yüksek bulunmuş ve G-CSF’nin kemik iliği mikroçevresinden potent immünsupresif 

etkili HGF salınımını artırdığı saptanmıştır. Prostaglandin E2 ve TGF-β1’in kemik 

iliği plazma düzeyleri G-CSF alanlarla almayanlar arasında istatistiksel anlamlı bir 

fark saptanmamıştır.  
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EKLER 

Ek 1: Mezenkimal kök hücre farklılaşma sonuçları 
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Ek 2: Granülosit koloni uyarıcı faktör verilen ve verilmeyen donörlerin kemik iliği plazma ve MKH süpernatanlarındaki 

(100.000 hücre başına) PGE2, HGF, TGF-β1 konsantrasyonları. 

 

 cinsiyet yaş G-CSF PGE2 (pg/ml) 
süpernatan 

PGE2 (pg/ml) 
kemik iliği 

HGF (pg/ml) 
süpernatan 

HGF (pg/ml) 
kemik iliği 

TGF-ββββ1(pg/ml) 
süpernatan 

TGF-ββββ1 (pg/ml) 
kemik iliği 

 1 erkek     4,5 yok 330,42 1919,2    31,09 2252,51   127,61  3507,00 

2    kız     9 yok 310,09 1806,6    87,68 1489,61    97,40  3253,82 

3     kız    17 yok 489,50 2337,4   158,55 3411,05    70,11  8634,16 

4     erkek    14 yok 323,03 3657,1   126,92 2973,67    66,53  5769,92 

5      erkek     7 yok 332,68 2521,1    80,64 2566,35    19,60  1845,44 

6      erkek    10 yok 213,54 1408,3   443,21 1164,08    40,65  4298,22 

7        kız    11 yok 355,10 3010,4    40,35 3225,75   175,88  6592,80 

8     kız     9 yok 162,92 1377,6    38,91 1641,52    92,69  5754,08 



4 

 

 cinsiyet yaş G-CSF PGE2 (pg/ml) 
süpernatan 

PGE2 (pg/ml) 
kemik iliği 

HGF (pg/ml) 
süpernatan 

HGF (pg/ml) 
kemik iliği 

TGF-ββββ1(pg/ml) 
süpernatan 

TGF-ββββ1 (pg/ml) 
kemik iliği 

9 kız     9 var 135,11 3579,7   121,88 5083,76      ,54  4883,74 

10      erkek     9 var 155,53 1950,9    95,11 1950,36    50,70  4393,18 

11    kız    15 var 124,70 2032,7   112,48 3032,10    72,22  1703,00 

12      erkek    17 var 117,06 4960,1    38,32 9598,19    94,70  6213,00 

13      erkek    10 var 154,97 3252,9    92,22 12722,6     5,98 73540,00 

14     kız     7,5 var 211,12 6558,9   243,44 10189,6    24,08  3918,44 

15    erkek     3,5 var 112,03 2110,5   202,33 2282,56    42,46  3554,46 

16      erkek     6 var 135,01 2354,9    67,05 8740,10   141,14 19853,74 

 


