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OZET

Graniilosit koloni uyaric1 faktér (GCSF) hematopoezi ve immiin sistemi
diizenleyici temel hematopoetik biiyiime faktoriidiir. Radyoterapi ve kemoterapi
sonrast gelisen myelosupresyon sonrasinda normal hematopoetik hiicrelerin
cogalmas1 ve farklilasmasini artirmasi ve notrofillerin fonksiyonlarini aktive etmesi
nedeni ile klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica kemik iligi kok
hiicrelerinin periferik kana gecmesini saglamasi nedeniyle periferik kok hiicre
naklinde donérlere uygulanmaktadir. Seyrek olarak da periferik kandan kok hiicre
toplamaya uygun olmayan ve verici kemik iliginden hasta icin gereken sayida kok
hiicre toplanamayacag1 6ngoriilen donorlere de kemik iligi toplanmadan énce G-CSF
verilmektedir. Graniilosit koloni uyaric1 faktériin T hiicre reaktivitesi ve antijen
sunan hiicrelerin fonksiyonunu modifiye ederek immiin sistemi etkiledigi
bildirilmistir. Devam eden ¢alismalarda ise G-CSF’nin inflamatuvar cevab1 uyarici
ancak adaptif immiin sistemi baskilayic1 6zellikleri gosterilmistir. Kok hiicre nakli
amaciyla donorlere verilen G-CSF’nin hastanin immiin sistemini nasil etkiledigi
konusunda literatiirde yeterli bilgi bulunmamaktadir. Dondre uygulanan G-CSF’nin
hastada transplant sonras1 T lenfositlerin inflamatuvar fenotipten immiinsupresif
ozellige gecmelerinde (Thl- Th2 shift) rol oynayarak alloimmiin cevabi etkiledigi

ileri suiriilmektedir.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) 30 yil kadar 6nce in-vitro kemik iligi kiiltiir
ortaminda plaga yapisan ve hematopoetik kok hiicrelerden farkli igsi bir hiicre
toplulugunun fark edilmesi ile tanimlanmistir. Mezoderm kaynakli cogu dokudan
izole edilmis ve mezoderm kaynakli dokulara farklilasabildikleri gosterilmistir.
Giiniimiize kadar bu hiicrelerin 6zellikleri, fonksiyonlar1 konusunda arastirmalar
yapilmistir. Bu hiicrelerin; hiicresel etkilesimlerle hiicrelere destek oldugu,
salgiladig1 faktorlerle kok ve Onciil hiicrelerin biiyiimesi ve farklilagmasinda,
anjiogenezde ve immiin modulasyonda rol aldigi diisiiniilmektedir. Literatiirde
immiin modulatuvar etkilerin ortaya c¢ikmasinda hiicre-hiicre iliskilerinin ve
MKH’lerden salinan transforme edici biiyiime faktorii 1 (TGF- B1), hepatosit
biiyiime faktorii (HGF), prostaglandin E2 (PGE2), indoleamin dioksijenaz (IDO) ve
insan l0kosit antijeni G-5 (HLA-GS) gibi faktorlerin 6nemli katkisi oldugu

bildirilmistir. Son yillarda bu hiicreler rejeneratif tedavide giderek artan ilgi



uyandirmis, bilhassa immiinmodulatuvar 6zellikleri nedeniyle steroide cevapsiz akut
graft-versus-host hastaligi (aGVHH) basta olmak iizere ¢esitli patolojik durumlarda
deneme tedavisi veya deneysel arastrma kapsaminda klinik uygulama alanina

girmistir.

G-CSF’nin immiin sistem tiizerindeki etkilerinde MKH’lerin katkis1 ve
MKH’lerden salinan immiin modulatuvar sitokinlerin etkisi olup olmadigi
incelenmemistir. Graniilosit koloni uyarici faktor ile uyarilmis kemik iliginden izole
edilen MKH’lerin salgiladiklar1 immiin modulatuvar sitokinlerde degisiklikler

olacag diisiiniilerek bu caligsma planlanmaigtir.

Bu amagla, G-CSF ile uyardmis ve uyarilmamis saglikl kemik iligi nakli
vericilerinden toplanan kemik iligi 6rneklerinden izole edilerek in-vitro hiicre kiiltiir
ortaminda ¢ogaltilan MKH’lerin incelenmesi planlanmistir. Graniilosit koloni uyarict
faktor ile uyarilmis 8 saglikli kemik iligi donorlerinden elde edilen MKH’ler in-vitro
kiiltiir ortaminda cogaltildiktan sonra morfolojik, fenotipik, farklilagsma ozellikleri
incelenmis ve 2. pasaja getirilen hiicrelerin (P2) kiiltiir siipernatantlarinda immiin
modulatuvar sitokinler olan TGF- 1, HGF ve PGE2 diizeyleri 0l¢iilerek G-CSF ile
uyarilmamis saglikli kemik iligi vericilerinden ayn1 sekilde elde edilen kemik iligi
MKH’leri ile karsilastirilmistir. Calismada ayrica kemik iligi mikrocevresini
yansitacagl diisiiniilen kemik iligi plazmasinda da aym solubl faktdr diizeyleri

Olciilmiis ve karsilastirmalar yapilmistir.

Calismada G-CSF ile uyarilmis veya uyarilmamis saglikli dondrlerin
tamamindan MKH kiiltiirleri gelistirilebilmistir. Incelemeler sonunda morfolojik,
antijenik ve farklilasma 6zellikleri agisindan G-CSF ile uyarilmis MKH’lerin saglikli
kontrollerden elde edilenler ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Graniilosit koloni
uyarici faktor ile uyarilmis 8 saglikli dondriin MKH siipernatantinda TGF- 1, HGF
ve PGE2 diizeylerinin incelenmesi sonucu ise PGE2 diizeyinde kontrol grubuna gére
istatiksel anlamli bir diisiikliik saptanmistir. Dondrlerin kemik iligi plazmasinda ayni
sitokinler o6l¢iilmiis ve G-CSF alanlarda HGF diizeyleri istatiksel anlamli bir
yiikseklik bulunmustur. Graniilosit koloni uyarici faktoriin kemik iligi iizerine etkisi
hayvan deneylerinde incelenmis, bilindigi kadariyla bu konuda insanlarda yapilan bir

calisma bildirilmemistir. Bu bulgular, G-CSF’nin kemik iligi kaynakli immiin
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modulatuvar sitokinlerde degisiklige neden olarak kemik iligi mikrocevresini
degistirdigi ve MKH’nin salgiladig sitokinleri etkiledigini gostermektedir. Ozetle,
G-CSF faktor ile uyarimis kemik iligi MKH’lerinin morfolojik, fiziksel, antijenik
ozellikleri ve farklilagma kapasitesi yoniinden G-CSF ile uyarilmamis saglikli
kontrollerden gelistirilen hiicrelerle benzer oldugu, ancak MKH’lerin en 6nemli
ozellikleri olan sekretuvar kapasite yoniinden farklilik gosterdigi, MKH’lerden TGF-
B1, HGF ve PGE2 saliniminin oldugu ve bunun hastadan hastaya farkli oldugu
gosterilmistir. Bu bulgular, GCSF’nin inflamasyon ve immiin modulasyon iizerine
olan etkilerinde kemik iligi MKH’lerinin ve kemik iligi mikrocevresindeki

degisikliklerin katkist oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, mezenkimal stromal hiicre,
graniilosit koloni uyarici faktor, prostaglandin E2 (PGE?2), Hepatosit biiyiime faktorii
(HGF), transforme biiytime faktorii-B1 (TGF- 1), kemik iligi, mikrocevre

vii



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 prodict. 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-B1), 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 MSC:s 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-B1, 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-f1, 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



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 1 (TGF-f1), bone marrow, microenvironment
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1. GIRIS ve AMAC

Kok hiicreler kendilerini yenileme ve olgun hiicrelere farklilasabilme
yetenekleri olan hiicrelerdir. Embriyonun gelisimi siirecinde ve doku onariminda,
organogenezin ve histogenezin yerine getirilmesinde gorev alan blastosistin i¢ hiicre
kiitlesi icindeki embriyoblastlara embriyon kok hiicresi denilir. Dokularin
gelismesiyle birlikte doku icinde veya dokudan uzak baska kaynaklarda (6rnegin
kemik iliginde) yerlesmis olan ve kendini yenileme ve olgun hiicreye farklilasabilme
0zelligini sakl tutan hiicrelere ise dokuya 6zgii kok hiicresi veya eriskin kok hiicresi
ad1 verilir. Kok hiicreler tiirlerine gore; totipotent, pluripotent, multipotent ve
unipotent kok hiicre olarak ayrilmaktadir (2).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kemik, kikirdak, tendon, ligament, kemik
iligi stromasi, adiposit, kas, dermis ve bag dokusuna farklilasabilen multipotent
progenitor hiicrelerdir (3). Yetiskin ve fetal dokularda; kemik iligi (KI), yag dokusu,
umblikal kord kani, amniyotik sivi ve fetal akcigerde bulunmaktadir. ilk kez
Friedenstein ve arkadaglar1 30 yil Once plastik ylizeye yapisma Ozelligi olan
fibroblast benzeri bazi hiicreleri tamimladilar. Plastik ylizeye yapisma o6zelligi
farklilasmadan defalarca ¢ogaltilabilmeyi saglamaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin
adiposit, osteosit, kontrosit, tenosit, iskelet kasi, noron ve visseral mezoderm
hiicrelerine farklilagabilme 6zelligi vardir (4-7).

Insan MKH’leri icin spesifik belirleyiciler tanimlanmamustir. Uluslararasi
hiicresel tedavi birligi insan mezenkimal kok hiicrelerinin tanimi i¢in minimum
kriterler belirlemis ve stroma kdkenli olan bu hiicrelere mezenkimal stromal hiicre
denilmesini 6nermistir (8). Bu hiicreleri tanimlayici kriterler:

a) Standart hiicre kiiltiir ortaminda plastige yapigma,

b) Farklilasma kiime (Cluster of Differentiation, CD) belirte¢leri; CD105,
CD73, CD90 ekspresyonunun pozitif olmasi ve hematopoetik kok hiicre
yiizey belirtecleri olan CD34, CD45, CDI11a, CD19 veya CD79, CD14
veya CD11b ve HLA DR ekspresyonlarinin negatif olmasi,

c) Spesifik uyarict altinda in-vitro olarak osteosit, adiposit, kontrosite
farklilagmasidir.

Rejeneratif potansiyellerinden dolayt MKH kardiyak enfarktiis, kemik

hastaliklar1 ve metabolik hastaliklar gibi durumlarda doku rejenerasyonu ve tamiri



amaciyla kullanimi arastirilmaktadir. Mezenkimal kok hiicreler, birinci basamak
insan lokosit antijenlerini (HLA-I) cok diisiik oranda ifade etmektedir ve ikinci
basamak I6kosit antijenlerini (HLA-II) ise hiicre yilizeyinde ifade etmezler. Bu
sayede immiin-tanimadan kacabilmektedirler (9, 10).

Inflamatuvar bir sitokin olan interferon gama (IFN-y), MKH’lerde doz
bagimli olarak triptofan katabolize edici enzim olan indoleamin 2,3-dioksijenaz
(IDO) expresyonunu artirir. Bunun sonucunda; T ve B lenfositler, dogal o6ldiiriicii
hiicreler gibi cesitli immun hiicrelerin ¢ogalmalar1 ve effektdr fonsiyonlar: inhibe
olmaktadir (11). Mezenkimal kok hiicreler, prostaglandin E2 (PGE2), transforme
biiytime faktorii-p1 (TGF-B1), interlokin-10 (IL-10), hepatosit biiyiime faktorii
(HGF) sekresyonu araciligi ile allojenik olarak uyarilmig T lenfositleri baskilayici ve
immiin supresif 6zellige sahip olan CD4"CD25" Foxp3™ T lenfositlerin ¢ogalmasini
uyarici yetenege sahiptir (10).

Graniilosit koloni uyarici faktdr (G-CSF) ilk bulundugunda nétrofiller i¢in bir
biiyiime faktorii olarak tanimlanmistir (12). Inflamatuar uyarilar kemik iligi stroma
hiicrelerinden, endotelial hiicrelerden, makrofajlardan ve fibroblastlardan G-CSF
tiretimini indiiklemektedir. Graniilosit koloni uyaric1 faktdr reseptorleri erken
miyeloid progenitorler, matiir graniilosit, monosit/makrofaj (12), endotelial hiicreler
ve diger non-hematopoetik dokular (13) ve insan T ve B hiicrelerinin iizerinde
bulunmaktadir (14-16). Graniilosit koloni uyaric1 faktor, graniilosit progenitorlerin
proliferasyonunu ve matiir nétrofillerin effektoér fonksiyonlarinin aktivitesini arttirir
(12). Aym1 zamanda hematopoetik kok hiicrenin proliferasyonunu, farklilagsmasini ve
mobilizasyonunu indiikler. Klinikte temel kullanim alanlar1; miyelosiipresyon sonrasi
notrofilleri yiikseltmek ve hematopoetik kok hiicre transplantasyon (HKHT) hazirligi
icin kemik iliginden hematopoetik kok hiicrelerin mobilizasyonunu saglamaktir (17).

Normal kisilerde G-CSF verildikten sonra periferik kan sitokin profilinin
onemli oranda degistigi calismalarda gosterilmistir. Graniilosit koloni uyaric1 faktor
tedavisi sonrasinda lokositlerin antiinflamatuar duruma yoneldigi iki mekanizma ile
gosterilmistir: Anti-inflamatuar etkili interlokin-1 reseptdor antagonisti, c¢oziinen
tiimor nekroz faktor (TNF) reseptor salinimlarinda artis ve pro-inflamatuar mediator

salinimda (TNF, IFN-y ve GM-CSF) azalmadir (18).



Graniilosit koloni stimiile edici faktor ile uyarilarak periferik kok hiicre nakli
yapilan hastalar ile G-CSF verilmeden kemik iliginden toplanarak yapilan HKHT
sonuclar1 kiyaslandiginda periferik HKHT’de daha fazla T hiicre verilmesi nedeni ile
aGVHH’de artig beklenmesine ragmen, GVHH’nin artmadigi bilinmektedir. Bununla
birlikte bu hastalarda kronik GVHH daha sik goriilmektedir. Bunun mekanizmas1
tam olarak bilinmese de; G-CSF uyarisi ile tipl T yardimer hiicre (Thy) =2 tip 2 T
yardimc1 hiicre (Thy)’ye olan gecis nedeni ile T Ilenfositlerden kaynaklanan
inflamatuvar cevabin azalarak aGVHH riskinde artis1 engelleyecegi ileri
stiriilmektedir. Akut GVHH’de Th; hiicreleri sorumlu iken kronik GVHH’de ise Thy
hiicreleri sorumludur (17). Bu nedenle dondre G-CSF uygulanarak yapilan periferik
kan kok hiicre naklinin (PKKHN) aGVHH riskini artirmadigi, buna karsin
kGVHHde artisa yol agtigt kabul edilmektedir. Yine de G-CSF’nin bu
immunmodiilator/immunsupresif etkileri yeterince incelenmis degildir ve kemik iligi
izerine Onemli etkileri (mobilizasyon, farklilasma) olan bu faktoriin kemik iligi
mikrogevresinin ana elemanlarindan olan MKH’ler iizerine etkisi bilinmemektedir.

Bu calisma ile G-CSF uyaris1 ile insan kokenli kemik iligi kaynakh
MKH’lerin salgiladiklar1 immun modiilator sitokinlerdeki degisiklikleri saptayarak;
G-CSF’nin immiin sistem {izerine, iyi tanimlanmamis etkilerinin ortaya ¢ikarilmasini
ve HKHN’de oldukga sik kullanilan bu ajanin klinik kullanimi i¢in uygun kosullarin
tanimlanmasina katkida bulunulmasi amag¢lanmistir. Bunun icin, G-CSF verilen ve
verilmeyen saglikli kemik iligi donorlerinden iiretilen mezenkimal kok hiicrelerin
morfolojisi, cogalma, immiin fenotipik 6zellikleri, farklilasma potansiyellerinde ve
sekretuvar Ozelliklerinde farklilik olup olmadigi, sekretuvar sitokinlerden immun
diizenleyici oldugu diisiiniilen prostaglandin E2, hepatosit biiyiime faktorii,

transforme biiyiime faktorii beta 1 diizeyleri arasinda fark olup olmadigini arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOK HUCRE

Uzun siire boliinebilen, kendini yenileyen ve ayni zamanda ihtiyaca gore
farklilagarak diger doku hiicrelerine doniigebilen hiicrelere ‘‘kok hiicreler’” denir.
Farklilagmamis kok hiicrelerin, baslangictaki hiicrenin karakteristik ozelliklerini
tagtyan en az bir benzer hiicre olusturabilme yetenegi (selfrenewal); tek bir hiicreden
birden fazla hiicre serisine farklilasabilme yetenegi (multi-lineage differentiation) ve
bir dokunun islevsel olarak yeniden yapilandirilmasi 6zellikleri vardir (19).

Bir dokudan elde edilen kok hiicrelerin, uygun ortam sartlarinda, uygun
uyarilarla  farkli doku hiicrelerine  doOniisebilme  yetenekleri  plastisite
(transdiferansiyasyon) olarak tanimlanmistir (20). Kok hiicreler, totipotent,
pluripotent ve multipotent olmak iizere {i¢ grup altinda tanimlanmaktadir (2).

2.1.1. Totipotent kok hiicre

Totus: Tam, boliinmemis, Potentia: Gii¢. Fertilizasyon ile spermiyum ve
ovumun birlesmesi ile olusan zigot, viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek
potansiyele sahip ilk embriyonik hiicredir. Zigot ve embriyonun 5. giiniine kadar olan
tiim blastomerlere her seyi yapabilen anlaminda “totipotent hiicreler” denir. Tam ve
islev goren bir canliy1 olusturabilecek tiim hiicre tiplerine farklilasabilir.

2.1.2. Pluripotent kok hiicre

Fertilizasyondan sonra, pre-implantasyon doneminde 5. giinde olusan
blastosist evresindeki embriyoda bulunan hiicrelerdir. Blastosist; trofoblastik
hiicreler, blastosol ve i¢ hiicre kitlesi olmak {izere iic yapidan olusmustur.
Embriyonik kok hiicrelere kaynaklik eden i¢ hiicre kitlesinden elde edilen hiicreler
pluripotent kok hiicreler olup, gerekli ortam saglandiginda yaklasik 200 hiicre tiiriine
doniisebilecek potansiyele sahiptir; ancak islev goren bir organizmay1 olusturamazlar
(21).

2.1.3. Multipotent kok hiicre

Ozellesmis hiicre tiplerine farklilasabilirler ve eriskin kok hiicrelerine

doniisiirler. Erigkin kok hiicreleri, bulunduklar1 dokunun hiicre tipini iiretirler. Kok

hiicre tipleri Sekil 2.1°de gosterilmistir (1).
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Sekil 2.1: Kok hiicre tipleri. Totipotent kok hiicreler embriyoda pluripotent i¢ hiicre kitlesine ilerler. Dogum sonrasi multipotent kk
hiicreler tam bir doku kompartmanini yeniden olusturabilir, ancak biyolojik olarak anlamli transdiferasyon nadirdir (kaynak (1)’den

yararlanilmustir).



2.2. HEMATOPOEZIS

Olgun hematopoetik sistem asamali olarak farklilagma yetenegine sahip
multipotent ve unipotent kok hiicreleri icerir (22). Bu farklilasma siireci, normal
fizyolojik kosullar altinda geri doniisiimsiizdiir. Yiiksek diizeyde proliferasyon
yapabilme yetenegine sahip bu hiicreler, farkli fonksiyonel 6zelliklerde olgun kan
hiicrelerinin yapimin1 saglarlar (22, 23). Boylece hematopoetik sistemin sessiz fazda
stirdiiriilmesi i¢cin gereken miktarda farklilasmig hiicre yapmmi saglanir. Hematopoetik
kok hiicreler (HKH) bir veya birden cok seriye farklilasmaya sinirlanmis progenitor
hiicrelerden olusan hiyerarsik diizenin ana kaynagini olustururlar. Hiyerarsinin en
tepesinde olan HKH’ler iizerindeki proliferasyon baskis1 en diisiik diizeydedir (23).
Homeostaz sirasinda kemik iliginde az sayida yer alan HKH’ler farklilasmis kan
hiicrelerinin belirli miktarda idamesi ve hematopoetik kok hiicre havuzunun
yenilenmesi i¢in nadir olarak boliiniirler (22, 24).

Hiyerarsik diizende HKH’den sonra yeralan multipotent progenitér (MPP)
hiicreler biitiin serilere farklilasma potansiyelini siirdiiriirler ancak kendilerini
yenileme kapasiteleri sinirlidir. Hematopoetik kok hiicrelerden daha fazla miktarda
bulunan MPP hiicreler gelisim potansiyeli kisith oligopotent progenitorlere kaynak
olustururlar. Bu hiicreler ortak lenfoid progenitér (Common Lymphoid Progenitors,
CLP) ve ortak miyeloid progenitorler (Common Myeloid Progenitors, CMP) ile
hematopoetik hiyerarsi igerisindeki dallanma noktasim1 temsil ederler. Sonucta
oligopotent hiicreler, biitlin olgun kan hiicrelerini olusturacak seri-smnirli 6nciil
hiicrelerin olusumunu saglarlar. Ortak lenfoid progenitorler B, T, dendritik ve dogal
oldiiriicii  hiicreleri iceren olgun Ilenfoid efektor hiicreleri olustururlarken
miyeloeritroid hiicre olusturma potansiyelinden yoksundurlar. Ortak myeloid
progenitorler ise miyeloid ve eritroid seri ile dendritik hiicreleri yapma yetenegine
sahiptirler (22, 24). Gelisimin daha ileri evrelerinde CMP hiicreler CD34 ve Fcy
reseptor ekspresyonlarina gore megakaryosit eritrosit onciilleri
(Megakaryocytic/Erythroid Precursor, MEP) ve graniilosit monosit Onciilleri
(Granulocytic/Monocytic Precursor, GMP) olmak iizere iki farkh hiicre grubuna
boliiniirler. Farklilasma yetenegi sinirli GMP’ler esas olarak olgun nétrofil, monosit
ve makrofaj olusumunu saglarken daha az oranda eozinofil, bazofil ve mast

hiicrelerini meydana getirirler (24). Megakaryosit eritrosit Onciilleri ise eritrositlerin



ve daha sonra trombositleri meydana getirecek megakaryositlerin olusumundan
sorumludur (24). Boylece hematopoetik sistemin hiyerarsik diizeni icerisinde biitiin

serilerde kan hiicrelerinin olusumu ve idamesi gerceklesmis olur (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Hematopoetik hiyerarsi modeli. LT-HKH: Uzun siireli (long term) hematopoetik
kok hiicre, ST-HKH: Kisa siireli (short term) hematopoetik kok hiicre, MPP: Multipotent progenitor,
CMP: Ortak (common) miyeloid progenitorler, CLP: Ortak (common) lenfoid progenitér, MEP:
Megakaryosit eritrosit onciilleri, GMP: Graniilosit monosit onciilleri, TNK: T ve dogal dldiiriicii (NK)
hiicre onciilleri, BHP: B hiicre onciilleri, MkP: Megakaryosit, EP: Eritrosit onciilleri, MP: Monosit
onciilleri, GP: Graniilosit onciilleri, THP: T hiicre onciilleri, NKP: Dogal o6ldiiriicti hiicre onciilleri.

(Kaynak (24)’dan yararlanilmstir).



2.3.HEMATOPOETIK KOK HUCRE NiSLERi

Kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilasma o6zelliklerinin temini ve
stirdiiriilmesi 6zellesmis bir mikrocevre gerektirmektedir. Destekleyici hiicreler, bu
hiicrelerden saglanan sinyaller, salinan solubl faktorler, ekstraselliiler matriks
molekiilleri, ayrica parakrin noroendokrin etkilerin de katkisiyla olusan 06zel
mikrogevre ‘kok hiicre nisi’ olarak tanimlanmaktadir (25, 26). °Nis’” kok hiicrenin
kendi kimligini siirdiirmesine olanak veren ve mikrogevresini olusturan 6zellesmis
bir bolge ve etrafindaki hiicre grubunun tamami olarak tanimlanmaktadir.
Hematopoetik kok hiicreler kemik iligindeki 6zellesmis mikrogevrelerde 6zgiil
mezenkimal kokenli stromal hiicreler (osteoblast, fibroblast, endotelyal hiicre,
adiposit, vb.) ile HKH ve progenitorleri ile yakin etkilesim icerisinde bulunurlar.
Hematopoetik kok hiicrelerin kendilerini yenilemesi, hiicre siklusunun G, evresinde
sessiz olarak kalmalari, adezyonlari, proliferasyonlari, olgunlagsmalari, farklilagsmaya
yonelmeleri, KI’den ayrilip dolasima girmeleri (mobilizasyon) dolasimdan Ki’e geri
donmeleri (homing) ve yerlesimleri (engraftment) gibi bir¢ok karmasik siirecin
diizeni de hematopoetik kok hiicre nislerinde saglanmaktadir (26, 27).

Kemik iliginde HKH’lerin farkli fonksiyonlarini diizenleyen iki ayr1 tiirde nis;
endosteal nis (osteoblastik nig) ve vaskiiler nis (endotelyal nig) bulunur. Bu iki nis
birbirinden fiziksel olarak tamamen ayr1 olmayip birbirleriyle baglantilidirlar.
HKH’ ler farkli kosullar altinda iki nisten birini kullanirlar (26).

Endosteal nisteki 0zgiil mikrocevre, hiicreler ve salgiladiklar1 faktorler
HKH’lerin sessiz (Gy) fazda, endosteal nise tutunmus halde farklilasmadan
yasamlari siirdiirmelerini ve yerlesimlerini saglarlar. Mezenkimal kok hiicrelerden
gelisen ve kemik formasyonunda rol alan osteoblastlar endosteal nisin temel
bilesenini olusturur (26). Osteoblastlar hiicre bagimli, matriks bagimh ve ¢oziinmiis
(solubl) sitokinler sentezleyerek HKH fonksiyonlarin1 module ederler. Bunlarin en
onemlileri G-CSF, GM-CSF, M-CSF, IL-1, IL-6, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF), CXCL12, IL-3, FLT ligand ve kok hiicre faktorii (Stem cell factor,
SCF)’diir. Ayn1 zamanda bu hiicreler adezyon molekiilleri de eksprese ederler (Sekil
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-



1 (Lymphocyte function-associated antigen 1) ve LFA-3 bu grubun Onemli
ornekleridir (28).
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Sekil 2.3: Endosteal niste osteoblastlar ile HKH’ler arasinda homeostaz1 saglayan iletisimler
(kaynak (27)’den yararlanilmustir).

Kemik iliginde fonksiyonel 6zellikleri ile onemli bir diger hiicre grubu da
osteoklastlardir. Osteoklastlar hasar, stres, inflamasyon durumlarinda cevrelerinde
proteolitik aktiviteyi arttirlar. Matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) ve katepsin
salgilayarak endostel nisteki CXCL12’yi yikima ugratirlar ve olgunlasmamis
hematopoetik progenitér hiicrelerin (HPH) dolagima girmelerine neden olurlar.
Normal kosullarda endosteal nisteki CXCL12, HKH iizerindeki reseptorii CXCR4 ile
etkileserek HKH havuzunun devamliliginda, HKH trafiginde ve kok hiicrelerin
mobilizasyonunda rol oynar (27).

Kemik iliginde bulunan siniis duvar trilaminar yapida olup endotel hiicreleri,
bazal membran ve adventisyal retikiiler hiicrelerden olusmaktadir. Kemik iligindeki
bu damar sistemi HKH ve progenitor hiicrelerin yasamlarini, cogalmalarini, degisik
serilere farklilagmalarini, olgunlagsmalarin1 saglayan ozgiil bir “Nig ’tir (28).

Vaskiiler nig hematopoetik kdk ve progenitdr hiicrelere hormon, besin, oksijen ve



biiyiime faktorlerince zengin bir ortam saglayarak HKH fonksiyonlarim diizenler.
Buradaki HKH’lerin kandaki faktorlere siirekli maruz kalmasi, onlarin dolasimdan
gelen sinyalleri (stres, inflamasyon, sitotoksik ajanlar, vb.) aninda algilamalarini ve
yanit vermelerini saglar (27). Ayrica, vaskiiler nis HKH’lerin mobilizasyonunu ve
dolasimdan kemik iligine donerek yerlesmelerini (homing) ve bu siirecte
transendotelyal gecislerine yardimci olur (26). Hematopoetik progenitdr hiicrelerin
vaskiiler nige toplanmasi temel diizeyde fibroblast biiyiime faktorii (fibroblast growth
factor-4, FGF-4)’ne ve CXCL12’ye bagimlidir. Aynm1 zamanda vaskiiler niste yiiksek,
osteoblastik niste diisiik olan FGF gradienti HKH veya progenitorlerin vaskiiler alana
toplanmasinda etkilidir (27). CXCL12 ise hematopoetik hiicrelerin transendotelyal
gociinde etkin bir kemotaktik faktordiir (26). Kemik iligi endotel hiicreleri de
CXCL12, VCAM-1 ve selektinler eksprese ederek HKH’lerin mobilizasyonunda,

dolasimdan kemik iligine donmelerinde ve yerlesimlerinde rol alirlar (Sekil 2.4) (28).
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Sekil 2.4: Kemikte yer alan Endostel Nis ile Vaskiiler Nis aras1 etkilesimler (kaynak (26)’dan

yararlanilmustir).

G-CSF Kullanilarak Hematopoetik Kok Hiicre Mobilizasyonu

Kok hiicrelerin mobilizasyonu swrasinda kemik iliginde kemokinler,
sitokinler, proteazlar ve adezyon molekiilleri arasinda iletigimlerin gerceklestigi
biyolojik olarak olduk¢a karmasik bir mikrocevre ortami olusur.

Graniilosit koloni uyaric1 faktdor aracili mobilizasyon modeli ilk basamak

olarak G-CSF etkisiyle olgun hematopoetik hiicrelerin baskin olarak nétrofiller
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sonrasinda monositlerin aktivasyonunu; ikinci basamakta ise aktive olmusg
hiicrelerden HKH/HPH’lerin mobilizasyonunu saglayacak ikincil sinyallerin
olusumunu kapsamaktadir. Kemik iliginde olusturulan ikincil sinyallerden
mobilizasyonda en etkin olanlari; proteazlarin salinimi ve kemik iligindeki
CXCL12’nin diizenlemesidir. Graniilosit koloni uyaric1 faktor ile cogalan ve aktive
olan nétrofillerden kemik iligi stromasina yiiksek miktarda aktif formda salinan
proteazlar arasinda; notrofil elastaz (NE), kathepsin G (CG) ve MMP-9 sayilabilir.
Salman protezlar HKH/HPH’ leri kemik iligi nislerinde tutmakta gorevli adezyon ve
kemoatraktan molekiillerinden; VCAM-1, CXCL12, CXCR4 ve c-kit ligand1 keserler
(Sekil 2.5) (29).

G_CSF Monosit Isli;lgg

N&trofil

cxcuzl £ |
mRNA ¥ / . CXCL-12 m

OSTEQBLAST

Sekil 2.5: G-CSF kullamilarak hematopoetik kok hiicre mobilizasyonu (Kaynak (29)’dan

yararlanilmustir).

2.4.HEMATOPOETIK KOK HUCRE NAKLI
Kan bilesenlerinin hiicre yapisinda olanlarinin hepsini iiretme ve farklilasma
ozelligine sahip hiicreler “hematopoetik kok hiicre” (HKH) olarak tanimlanir.
Bunlarin sayis1 sabittir, ancak gerektiginde, hem kendi sayilarim cogaltabilirler, hem

de yeni ve olgun kan hiicreleri iiretirler (30). Hematopoetik kok hiicreler esas olarak
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kemik iliginde ve az miktarda kanda bulunurlar. Gobek kordon kam da kok hiicre
icermektedir. Bu kaynaklardan herhangi biri kok hiicre naklinde kullanilabilir (31).

Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu hastalikli veya hasarli olan kemik
iligini yeniden kurmak amaciyla hematopoetik kok hiicrelerin genellikle damar
yoluyla verilmesi islemidir. Hematopoetik kok hiicre naklinde amag bir kanseri veya
hastaligi hazirlama rejimi kullanarak yok etmek ve sonrasinda bosalan kemik iligi
kavitesine hastanin damar yolundan verilen kok hiicrelerin yerlesmesinin
saglanmasidir. Bu hiicreler daha sonra biiyiiylip boliinerek, eritrosit, 1okosit ve
trombositleri olugturmak iizere olgunlasirlar (32). Bazen de hematopoetik bozukluk
olmayan kalitsal hastaliklarda enzim salinim1 saglayarak klinik iyilesme saglarlar.

Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu hematolojik maligniteler, kemik
iligi yetmezlikleri, immiin yetmezlikler, konjenital hematolojik hastaliklar ve bazi
solid tiimorlerde kabul edilen etkin bir tedavi oldugu gibi baz1 ndrolojik ve kalitsal
metabolik  hastaliklarda da hastaligi  diizeltebilmekte ya da iyilesme
saglayabilmektedir (31).

24.1. Hematopoetik Kok Hiicre Transplantasyon Tipleri

Kemik iligi donor tiplerine géore HKHT genel olarak ii¢ tiptir: Singenetik,
allojenik ve otolog (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Hematopoetik Kok Hiicre Transplantasyon Tipleri

Verici Tipi Donor

Allojenik Akraba donor (genellikle kardes)
Akraba dis1 goniilli donér
Umblikal kordon kani

Singenetik Tek yumurta ikizi

Otolog Kendisi

Singenetik: Tek yumurta ikiz kardesinden yapilan nakildir.

Otolog: Yiiksek doz myeloablatif hazirlama rejimi genellikle kemosensitif
hematopoetik malign hiicreleri veya solid tiimor hiicrelerini yok etmek icin kullanilir,
ardindan aplaziye giren hastaya hastanin daha Once dondurulup saklanmis kok

hiicreleri kurtarici tedavi olarak kendisine verilir. Immun supresyona gerek yoktur.
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Allojenik: Kok hiicreler bagka bir insana aittir. Bu tiir transplantasyonlar
cogu malign hastaliklarda, defektif kemik iligi hastaliklarinda, kalitsal metabolik
hastalik veya immun sistem bozukluklarinda uygulanir. ideal allojenik donér insan
l6kosit antijenleri (HLA) uyumlu bireylerdir. insan 16kosit antijenlerinin uyum
derecesi graft rejeksiyon ve GVHH riskinde onemlidir.

24.2. Hematopoetik Kok Hiicre Transplantasyon Kaynaklar1 ve
toplanmasi

HKH kaynagi olarak kemik iligi, GCSF ile mobilize periferik kan veya
kordon kani kullamlabilir

2.4.2.1.Kordon kani

Kordon kani transplantasyonunda kaynak olarak umblikal kordon kanindan
toplanan kok hiicreler kullanilir. Kordon kani transplantasyonu, toplanmasinin kolay
olmasi, donor icin riskinin olmamasi, bankalardan temininin miimkiin olmasi,
GVHH ve HLA uyumsuzlugunda toleransin diger kok hiicre kaynaklarina gore fazla
olmasi nedeni ile giderek kullaniminin yayginlastigi goriilmektedir.

Kordon kani toplandiktan sonra islemlerden gecirilir ve sivi nitrojende
yillarca saklanabilir. Hasta icin HLA uygun verici adayr bulunmamasi durumunda
diinyada bulunan ¢ok sayida Kordon Kan1 bankalar1 taranarak hasta i¢in uygun verici
bulunmaya ¢aligilir. Bulundugu takdirde, kordon kanlar1 depolanip saklanmis oldugu
icin temini kolaydir ve transplant siireci hizli isler. Nadir durumlarda, hastanin annesi
hamile ise, kordon kami toplanilarak tolere edilebilir doku uyumu saptanirsa aile
icerisinden de temin edilebilir.

2.4.2.2 Kemik iliginden kok hiicre toplanmasi

Hematopoetik kok hiicre nakli amaciyla donérlerden kemik iligi toplanmadan
once donore herhangi bir ila¢c uygulanmamaktadir. Kemik iligi kok hiicre yoniinden
zengin bir doku oldugu icin cogu zaman toplanan miktar hacmi icerisinde
engraftman igin yeterli sayida kok hiicre bulunmaktadir. Hastada dondr kokenli
hematopoez baglamasi i¢in gerekli kok hiicre miktart hastanin viicut agirligina gore
hesaplanir. Dondrden toplanacak kemik iligi miktar1 ise simrhdir; genellikle
maksimum 16-10 ml/kg hacim agilmamaya calisilir. Buna karsin hastanin agirliginin
yiiksek, dondriin agirliginin diisiik olmasi durumunda veya hasta ve transplant

kosullaria bagh olarak fazla hiicre gerekmesi durumunda basarili engraftman elde
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etmek icin G-CSF gibi bir mobilizan ajan vermeden kemik iliginden engraftman i¢in
gerekli hiicre sayisini karsilamak miimkiin olmamaktadir. Genellikle transplant igin
gereken kemik iligi cekirdekli hiicre sayisi1 hastanin kilogrami bagsina >3-5x10°
olarak hesaplanmaktadir. Kan grubu uygunsuzlugu veya iiriine bagka islem yapilmasi
gerekiyorsa bu islemler esnasinda hiicre kaybi olacagindan engraftman elde
edebilmek icin vericiden daha fazla sayida hiicre toplanmasi gerekmektedir.
Donoérlerden toplanan voliimiin 16- 20 ml/kg’1t asmas1 durumunda transfiizyon
ihtiyac1 dogacagi ve/veya dondr i¢in risk olusturacag bilinmektedir. Bu durumda,
donorlere G-CSF uygulandiktan sonra kemik iligi toplanma islemine gidilebilir.
Graniilosit koloni uyarici faktor uygulanmasi sonrasi aferez yontemi ile periferik kan
kok hiicre (PKKH) toplanmasi bilhassa erigkinlerde en yaygin kullanilan kok hiicre
toplama yontemidir. Cocuk donérlerde ve bazi erigkinlerde periferik vendz erisim
zorlugu nedeniyle aferez yontemi ile kok hiicre toplanmasinda teknik zorluk
yasanabilir. Bu durumlarda, gegici santral vendz kateter uygulamasi ile uygun damar
yolu erisimi saglanabilirse de santral venoz kateter takilmasi islemi invaziv bir islem
oldugundan aferez yontemi ile toplama yerine G-CSF sonras1 kemik iligi toplanmas1
bir secenek olusturur. Ayrica, aferez islemi esnasinda kan voliimii yeterli olmayan
kiigiik c¢ocuklarda islem icin yabanci kan komponentlerine maruz kalma riski
dogmaktadir. Bu nedenlerle bircok merkezde cocuk donérlerde kemik iligi
toplanmasi tercih edilmektedir. Kemik iligi transplantasyon tinitemizde de yukarida
bahsi gegen sartlarda ve hastaya verilmesi hesaplanan ¢ekirdekli hiicre sayisinin
2x10® /kg (hasta agirhigr)’in altinda kalacag ongoriilen durumlardavericilere G-CSF
uygulandiktan sonra kemik iligi toplanmaktadir. Graniilosit koloni uyaric1 faktor
kemik iligi nislerinden kok hiicre, progenitor ve farklilagmakta olan hiicrelerin
mobilizasyonunu saglamaktadir.

Agr1 hissedilmemesi i¢in kemik iligi toplama islemi yeterli anestezi altinda ve
ameliyathane kosullarinda yapilir. Oldukga diisiik riskli bir girisimdir. Buna ragmen
vericiler islem Oncesinde ayrintili muayene ve tetkiklerden gecirilir. Her iki posterior
iliak krestten ¢oklu aspirasyon ile kemik iligi toplanir. Cogu aspirasyonlar ayn1 igne
deliginden, farkli kemik iligi alanlarindan yapilir (31). Aspirasyonlarda voliim 5 cc
olacak sekilde yapilir. Daha yiiksek voliimlerde periferik kan ile ¢ekirdekli kemik

iligi hiicreleri dilue olmaktadir. Amag, yeterli engraftman icin alicinin kilogrami
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bagina >3 x10° cekirdekli kemik iligi hiicresi elde etmektir. Alinan total volim 15-20
ml/kg’1 (vericinin agirligl) gegcmemelidir. Vericinin viicudu bu eksilen miktar1 birkag
hafta i¢inde tamamlar. Toplanan kemik ilikleri antikoagiilan konulmus steril torbaya
konur. Daha sonra kemik spikiilleri, pihtilasmis materyaller ve yagi uzaklastiran
ancak hiicrelerin takilmadan gectigi 850, 500, 200 um’lik filtrelerden gecirilir.
Kemik iligi kan transfiizyon torbasina konarak hastaya verilmeye hazir hale gelir.

2.4.2.3. Kok hiicrelerin periferik kandan toplanmasi
Hematopoetik kok hiicreler kemik iliginden periferik kan dolagimina ¢ok az miktarda
gecmektedir. Aferez islemi ile HKH’den zenginlestirilmis periferik mononiikleer
hiicreler toplanabilmektedir. Kanda dolagan kok hiicrelerin sayisimi arttirmak
amaciyla vericilere islemden Once 4-5 giin, genellikle 10pg/kg/giin dozunda
subkutan G-CSF uygulanmaktadir. Bu islem allojenik nakilde vericiye, otolog
nakillerde ise hastanin kendisine uygulanir. Antekiibital venlerden birinden veya
gecici bir kateter ile santral venden alinan kan kesintisiz olarak cihaza ulagsmakta ve
cihaz tarafindan kok hiicreden zengin mononiileer hiicreler ayrildiktan sonra kanin
geriye kalam vericiye geri verilmektedir. Herhangi bir anestezi gerektirmeyen bu
islem birka¢ saatte tamamlanir. Aferez islemi, hedeflenen mononiikleer hiicre veya
CD34(+) hiicre sayisina ulasana kadar tekrarlanir. Bu islemde amag >3x10%/hasta kg
CD34(+) hiicre sayisina ulagsmaktir. Elde edilen kok hiicreler alictya hemen verilir
veya otolog nakillerde sonradan nakledilmek tizere dondurularak saklanir (33, 34).

2.5. GRANULOSIT KOLONi UYARICI FAKTOR

Graniilosit koloni uyaric1 faktér (G-CSF) hematopoezi ve dogal immiin
sistemi diizenleyici temel hematopoetik biliylime faktoriidiir. Sitokin simf I
siiperailesi liyesi olan G-CSF, kromozom 17q 11-22 iizerinde lokalize tek gen

seklinde kodlanir ve dort antiparalel a-heliks yapisi ile karakterizedir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6: Insan G-CSF molekiiliiniin kristal yapist.
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Graniilosit koloni uyarict faktor proteini Thr-133 pozisyonundan 0-bagimlhi
glikolizasyona ugramis haldedir. Bu hidrofilik 0-bagimli seker zinciri notral pH’da
proteinin stabilitesini saglayarak degradasyona ugramasinm engeller, ancak biyolojik
aktivitesi icin gerekli degildir (29, 35, 36). Esas olarak monosit/makrofaj
hiicrelerince iiretilir (12). Hematopoetik sistem iizerindeki G-CSF’nin temel etkileri;
normal hematopoetik kok hiicrelerin ¢ogalmast ve farklilagmasini indiiklemesi,
radyoterapi ya da kemoterapiye bagli myelosupresyon sonrasinda nétrofillerin
yeniden yapilanmasini artirmasi, matiir notrofillerin effektdor fonksiyonlarmin
aktivasyonu ve kemik iligi kok hiicrelerinin periferik kana ge¢cmelerini saglamasidir
(35, 36).

Saglikli kisilerde, fizyolojik kosullar altinda G-CSF serum diizeyi

oOlciilemeyecek kadar azdir (12, 37). Enfeksiyon durumunda ise G-CSF serum diizeyi
yiiksek diizeylere ulasir ve iyilesmeye paralel olarak azalir. Inflamatuar uyaranlar
[IL-1, IL-6, lipopolisakkarit (LPS), tiimor nekroz faktor-a (TNF-a) ve ozellikle IL-
17], kemik iligi stroma hiicrelerinden, endotelial hiicrelerden, makrofajlardan ve
fibroblastlardan G-CSF iiretimini arttirir (37, 38).
Graniilosit koloni uyaric1 faktor reseptorii (G-CSFR, CD114) sitokin reseptor
siiperfamilyasina ait tek zincir polipeptid yapisinda tip I membran proteinidir.
Kromozom 1p35-p34.3 iizerinde tek gen olarak kodlanir ve erken myeloid onciilleri,
matiir graniilositler, monosit/makrofaj, trombositler, endotelial hiicreler ve diger
hematopoetik olmayan dokular (insan plasentasi, trofoblastik hiicreler, noronlar,
hepatositler), insan T ve B hiicreleri {izerinde de eksprese edilmektedir (12, 14-16,
39-41).

1986 yilinda insan G-CSF cDNA’sinin klonlanmasi, rekombinant G-CSF
proteininin {iretimini saglamistir ve G-CSF’nin biyolojik 6zellikleri tanimlanmistir
(79).

Graniilosit koloni uyaric1 faktor rekombinant teknoloji ile tiretilmektedir ve
iki formu bulunmaktadir. Lenograstim Cin hamster over hiicrelerinden elde
edilmektedir ve dogal molekiildeki aym bolgeden glikozillenmistir. Filgrastim ise
Escherichia coli’de iiretilmektedir ve glikolize degildir. in vitro c¢aligmalar,

glikolizasyonun in vitro 1s1, pH ve serumdaki proteazlarca yikilmasinda stabilitesini
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korudugundan dolay1 lenograstimin filgrastime gore biyolojik potansiyelinin daha
yiiksek oldugunu belirtmektedirler (36).

2.5.1. Rekombinant insan G-CSF’nin hematolojik etkileri

2.5.1.1. Notrofil kinetigi ve fonksiyonu

Rekombinant insan G-CSF, myeloid prekiirsorlerin ¢ogalmasint uyarir ve
kemik iliginden nétrofil salimmini arttirir. Sekretuvar vezikiilleri mobilize eder ve
spesifik ve azurofilik graniillerin igeriginin salinimu arttirir. Notrofillerin respiratuar
yikim metabolizmasinin, yiizeyinde CD11b/CD18 antijen sunumunun ve hiicresel
elastaz aktivitesinin dahil oldugu fagositer fonksiyonlarim arttirir (12, 42).

2.5.1.2. Monositler

Periferik kan kok hiicre vericilerinde 5 giinliik rekombinant insan G-CSF
verildikten sonra periferik kan monosit sayilar1 yaklagsik ii¢ kat artmaktadir. Bu da
monosit aktivasyonu ve monositteki effektdor molekiillerin diizenlenmesiyle
iligkilidir. Saghkli bireylerde rekombinant insan G-CSF ile mobilize olmus
monositler, mobilize edilmemislere gore lipopolisakkarit gibi proinflamatuvar
faktorlere yanitta daha fazla IL-10 iiretmiglerdir (43).

2.5.1.3. Eozinofiller

Rekombinant insan G-CSF saglikli bireylere verildikten sonra dolagimdaki
eozinofillerde artig, eozinofil graniil proteinlerinin mobilizasyonunda ve eozinofil
adezyonunda artig olmaktadir (44).

2.5.1.4.Trombositler ve koagiilasyon

Rekombinant insan G-CSF’nin saglikli bireylerde trombosit fonksiyonlari
izerine olan etkisi ile ilgili veriler sinirhidir. Shimoda ve arkadaglar1 trombosit
tizerinde G-CSF reseptorlerini tanimlamislardir (45).

Koagiilasyon sistemi {iizerine olan etkileri daha detayll arastirdmis ve
plazmadaki endotel aktivasyon belirte¢lerinde (trombomodulin ve von Willebrand
faktor antijenleri), kan koagiilasyon aktivasyonunda (fibrinojen-trombin, trombin-
antitrombin III (TAT) kompleksi, D-dimer) artis oldugu gosterilmistir. Bu
degisiklikler tedavi kesildikten 1 hafta sonra normale gelmektedir (46). Baska bir
calismada faktor VIII ve fibrinojen diizeyi artarken protein C ve protein S

aktivitelerinin azaldig1 saptanmistir (47). Bu bulgular, rekombinant insan G-CSF’ nin
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bazi dondrlerde gecici protrombotik ya da hiperkoagiilopatik durumda artig
olabilecegini gostermektedir.

2.5.2. Rekombinant insan G-CSF’nin immiinolojik etkileri

Graniilosit koloni uyarici faktor, T hiicre reaktivitesi ve antijen sunan
hiicrelerin fonksiyonunu modifiye ederek immiin sistemi etkilemektedir. T hiicre
iizerinde G-CSFR ekspresyonu tartismalidir. insan CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinde
mRNA diizeyleri ile G-CSFR ekspresyonu gosterilmistir. Ilging olarak, farmakolojik
dozlarda G-CSF, T hiicre immiin modiilator genlerini ( GATA-3 ve Stat5 ) aktive ve
direk olarak T hiicrelerince iiretilen proinflamatuvar sitokinleri inhibe edebilmektedir
(14, 15). Naif T hiicreleri antijen sunan hiicreler tarafindan T hiicre reseptorlerinin
antijenik uyarilmalarina bagli olarak yardimci T hiicresi 1 ve yardimci T hiicresi 2
olmak iizere iki farkl tipe farklilagmaktadir. Bu hiicreler adaptif immiinitede 6nemli
rol oynar. Yardimct T hiicresi 1 IFNy iiretir ve intraselliiler patojenlere karsi olan
immiinitenin bir parcasidir. Yardime1 T hiicresi 2 IL-4, IL-5 ve IL-13 iiretir ve
ekstraselliiller patojenlere karst humoral immiinitenin elemanidir. GATA-3
aktivasyonu IL-4 arttirarak, Stat5 aktivasyonu IL-4’den bagimsiz olarak Th2
farklilasmasini artirmaktadir. Ayrica bazal GATA-3 ekspresyonu Thl farklilasmasini
inhibe etmektedir (48). Graniilosit koloni uyaric1 faktor, yardimer T hiicrelerin tip 2
yOniine (Th2) polarizasyonuna neden olmakta ve T hiicre toleransini indiiklemektedir
(17, 49). Hiicresel immun yanitta etkin rol alan dendritik hiicreler (dendritic cell,
DC), naif T hiicreleri Tip 1 veya Tip 2 yOniine farklilastirmalarina gore DC1 veya
DC2 olarak tanimlanirlar. Yapilan deneylerde G-CSF’ye maruz kalma sonucunda
periferik kandaki DC2 miktar1 artarken, DC1 miktarimin de8ismedigi gosterilmistir
(2, 35, 50, 51). Franze ve arkadaslar1 Th2’de onemli transkripsiyon faktorii olan
GATA-3 ekspresyonunun G-CSF verildikten sonra arttigini gostermislerdir (15).
Klinik caligmalar G-CSF ile uyaridmis donorlerde CD4+ T hiicrelerince anti-
inflamatuvar sitokin olan IL-10 saliniminin daha fazla, inflamatuvar sitokilerden IL-
4, IL-2 ve IFN-y saliminin daha az oldugunu gostermistir (49). Graniilosit koloni

uyarici faktoriin hematolojik etkileri sekil 2.7°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.7: Graniilosit koloni uyarici faktoriin temel biyolojik aktivitesi. Endojen G-CSF primer olarak
notrofil ve notrofil Onciilleri tizerinde etki eder. Bununla birlikte nétrofil tiretimi, kemik iliginden
notrofillerin ve kok hiicrelerin kana ge¢melerini indiikler. Disaridan G-CSF verilmesi monositleri,
dentritik hiicreleri ve endotelial hiicreleri de etkiler. Ayrica verilen G-CSF direkt ya da G-CSF’nin
monosit ve dentritik hiicreler lizerindeki etkileriyle dolayl1 olarak T hiicrelerini de etki eder (kaynak
(37)’den yararlamlmustir). Kisaltmalar: G-CSF, graniilosit koloni uyarici faktor; TH2, tip 2 yardimer T
hiicre; TREG, diizenleyici T hiicre (37).

2.5.3. Rekombinant insan G-CSF’nin saghkl donorlerdeki yan etkileri
Graniilosit koloni uyarici faktoriin genellikle hafif ile orta diizeyde kemik ve eklem
agrisi, bas agrisi, ates, rinit, dokiintii, halsizlik, trombositopeni ve enjeksiyon
bolgesinde reaksiyonlar gibi yan etkileri bulunmaktadir. Graniilosit koloni uyarici
faktoriin kisa ya da uzun siireli kullanim sonucu nadir olmasina ragmen inme,
myokardiyal enfarktiis ve splenik riiptiir gibi yasami tehdit edici komplikasyonlari
goriilebilir. Literatiirde saglikli donorlere allojenik periferik kok hiicre nakli amaciyla

verilen G-CSF sonrasinda 6-10.giinlerde spontan splenik riiptiir olan vakalar

bildirilmistir (52).
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2.6.MEZENKIMAL KOK HUCRE

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kemik, kikirdak, tendon, ligament, kemik
iligi stromasi, adiposit, kas, dermis ve bag dokusuna farklilasabilen multipotent
progenitdr hiicrelerdir (3). Mezenkimal kok hiicreler yetiskin ve fetal dokularda
kemik iligi (KI), yag dokusu, umblikal kord kani, amniyotik siv1 ve fetal akcigerde
bulunmaktadir (4-7). Mezenkimal kok hiicrelerin adiposit, osteosit, kontrosit, tenosit,
iskelet kasi, néron ve visseral mezoderm hiicrelerine farklilasabilme 6zelligi vardir
(Sekil 2.8) (4-7).
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Sekil 2.8: Mezenkimal kok hiicrelerinin farklilagmasi.

[k kez 30 yil &nce, Friedenstein ve arkadaslar1 tarafindan fotal buzagi serumu
iceren kemik iliginin hiicre kiiltiiriinde, kemik hiicrelerine ve adipositlere farklilagsan
ve fibroblastlara benzeyen yapiskan hiicre kolonilerinin gelismesi sonucu
tanimlanmigtir. Bu Ozellik farklilasma kapasitesini  kaybetmeden defalarca
cogaltilabilmeyi saglamaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin adiposit, osteosit,
kontrosit, tenosit, iskelet kasi, noron ve visseral mezoderm hiicrelerine

farklilasabilme 6zelligi vardir (3-6).
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Mezenkimal kok hiicreler basta konnektif doku hiicreleri olmak tizere ¢esitli
dokulara farklilasma potansiyeli tasimalart (53), solubl faktorler salgilayarak, ayni
zamanda ekstraseliiler matriks ile ve hiicreler arasi adeziv baglantilar saglayarak
diger hiicrelere destek saglamalar1 (54), immiinomodulatuvar, cogunlukla
immiinsupresif etki gostermeleri (9, 11, 55, 56), in vitro ortamda kolay cogaltilabilir
olmalari, gen transferi kolayligi olmasi (57) ve defekt bolgelerine mobilizasyon
gostermeleri (58) nedeniyle klinik kullanim i¢in ilgi cekmektedir.

Insan MKH’leri icin spesifik belirleyiciler tanimlanmamustir. Uluslararasi
hiicresel tedavi birligi insan mezenkimal kok hiicrelerinin tanimi i¢in minimum
kriterler belirlemistir (8). Bu kriterler:

a) Standart kiiltiir ortaminda plastige yapisma,

b) CDI105, CD73, CD90 ekspresyonu pozitif olmast ve hematopoetik
kok hiicre yiizey belirtecleri olan CD34, CD45, CD11a, CDI19 veya
CD79, CD14 veya CD11b ve HLA DR ekspresyonlarinin negatif
olmasi,

¢) Spesifik uyaric1 altinda in-vitro olarak osteosit, adiposit, kontrosite
farklilagsmasidir.

Mezenkimal kok hiicrelerin temel 6zellikleri sekil 2.9°da 6zetlenmistir.
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Sekil 2.9: Mezenkimal kok hiicrelerin temel ozellikleri (kaynak (59)’den
yararlanilmistir).

Temel olarak bag dokusu igeren tiim dokularda MKH bulunmakla birlikte,
MKH kaynagi olarak en iyi tanimlanmis doku kemik iligidir. Kemik iliginde bir
milyon hiicre basina 6-10 MKH oldugu hesaplanmaktadir ve yasla birlikte sayisi
azalmaktadir (60). Sayica az olmasi nedeniyle laboratuvar ortaminda arastirma
yapmak i¢in veya tedavi amacl kullanim i¢in in vitro olarak g¢ogaltilmalar1

gerekmektedir.

21



Giiniimiizde MKH’nin en 6nemli morfolojik 6zelligi sekil 2.10°da goriildiigi
gibi fibroblastlara benzer sekilde igsi, uzantili yapist ve hiicre kiiltiirii ortaminda

flasklara yapisma 6zelligidir.

Sekil 2.10: Mezenkimal kok hiicrelerin flasktaki igsi goriiniimleri (Ankara Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 Hematoloji Onkoloji E.A.H, Kok Hiicre Laboratuvarindan alinmistir).

Immiin fenotiplendirme ile diger hiicrelerden 6zellikle hematopoetik kok
hiicreden ayirt edilebilmektedir. Mezenkimal kok hiicreyi tanimlamak i¢in kullanilan
pozitif belirtecler CD105 (endoglin, Mab SH2), CD73 (ekto 5’niikleotidaz, Mab SH3
ve SH4) ve CD90 (Thy-1)’dir. Hematopoetik belirtecler olan CD45 (pan-l6kosit
belirteci), CD34 (hematopoetik kok hiicre belirteci), CD14 ve CD11b (monosit ve
makrofaj belirteci), CD79a ve CD19 (B hiicre belirteci) agisindan negatif olmasi
gerekmektedir. HLA-DR molekiili de MKH uyarilmadikca MKH yiizeyinde
eksprese edilmemektedir (8).

Kemik iligi MKH'leri hematopoetik hiicreler icin gerekli bir¢cok biiyiime
faktoriinii salgilar (makrofaj koloni stimule eden faktor, stem cell faktor gibi), ayrica
diger kok hiicreler ile ortak olan bazi gen ekspresyonlar1 yaninda konnektif dokuya
0zgiin molekiiller ve adezyon molekiillerini eksprese ederler.

Mezenkimal kok hiicrelerin terapotik etkileri alt1 kategoriye ayrilabilir:
1) Immiinomodiilasyon,

2) Anti-apoptozis,

3) Anjiogenezis,
4) Lokal kok ve progenitor hiicrelerin biiyiime ve farklilasmasina destek,
5) Skar olusumunu engelleme,

6) Kemoatraksiyon.
Kiiltiire edilmis MKH’lerin parakrin etkileri sekil 2.11°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.11: Kiiltire edilmis MKH’lerin parakrin etkileri. Mezenkimal kok hiicrelerin
terapotik etkilerinde temel mekanizmanin, genis yelpazede bioaktif molekiillerin salinimi olduguna
inanilmaktadir. Terapotik etkileri alt1 kategoriye ayrilabilir: Immiinomodiilasyon, anti-apoptozis,
anjiogenezis, lokal kok ve progenitor hiicrelerin biiyiime ve farklilasmasina destek, skar olusumunu
engelleme ve kemoatraksiyon.

1) Immiinmodiilator etkileri: CD8+ ve CD4+ T lenfositleri ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerin
cogalmasinin inhibisyonu, plazma hiicrelerince immiinglobulin iiretiminin baskilanmasi, dentritik
hiicrelerin maturasyonunun inhibisyonu ve regiilator T hiicrelerinin ¢ogalmasinin uyarilmasidir.
Prostaglandin E2 (PGE2), insan lokosit antijen G5 (HLA-GS5), hepatosit biiyiime faktorii (HGF),
uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS), indoleamin-2,3-dioksijenaz (IDO), transforme edici biiylime
faktorii beta (TGF-B), losemi inhibitor faktor (LIF) ve interlokin 10 (IL-10) salimmu
immiinmodulasyonu aracilik eder.

2) Anti-apoptozis: Mezenkimal kok hiicreler apoptozisi sinirlar ve bioaktif molekiiller olan
vaskiiler endotelial biiytime faktorii (VEGF), HGF, insiilin benzeri biiytime faktorii-1 (IGF-1),
stanniokalsin-1, TGF-B ve graniilosit makrofaj koloni uyarici faktér (GM- CSF) ile gerceklestirir.

3) Anjiogenezis: Mezenkimal kok hiicreler ekstraselliiler matriks molekiilleri, VEGF, IGF-1,
fosfatidilinositol-glikan biyosentezis sinif F protein (PIGF), monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1),
fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve interlokin 6 (IL-6) salgilayarak lokal anjiogenezisi uyarmaktadir.
Doku icindeki progenitor ve kok hiicre mitozunu kok hiicre faktorii (SCF), makrofaj koloni uyarici
faktor (M-CSF), stromal hiicre kaynakh faktsr (SDF-1), LIF ve anjiopoetin-1 salmim ile uyarir.
Bundan bagka, iskemide HGF, FGF (ve olasilikla adrenomedullin) iiretimi skar olusumunu inhibe
etmektedir (53). (Kaynak 53’den yararlanilmistir).

2.6.1. Mezenkimal kok hiicrelerin immiinomodulatuvar etkileri

Mezenkimal kok hiicreler major histocompatibilite kompleksi (MHC) simif I
molekiillerini diisiik oranda eksprese ederler, MHC sinif II antijenlerini ise eksprese
etmezler. Yapilan ¢aligmalarda simf II antijenlerinin intraselliiler olarak bulundugu,
ancak IFN-y ile uyarildig1 zaman hiicre yiizeyinde eksprese edildigi gosterilmistir.
Ko-stimulator molekiil (B7-1, B7-2, CD40 ve CD40L) ekspresyonlar1 yoktur, T
lenfosit aktivasyonu ve alloreaktif reaksiyonlar1 onlerler. Sinif II negatif MKH’ler
allojenik lenfositlerde proliferatif bir cevap olusumuna yol a¢cmazlar. Bu da
MKH’lerin immiin sistemden kagmalarin1 saglamaktadir (61). Mezenkimal kok
hiicreler, dentritik ve T hiicre alt gruplart DC1/Thl ve DC2/Th2 tarafindan iiretilen
sitokinleri diizenler, antijen sunan hiicrenin olgunlasmasim ve aktivasyonunu
engeller ve CD4"CD25" diizenleyici T hiicre sayisinm arttirir (62). Mezenkimal kok

hiicrelerin immiin sistem {izerindeki etkileri sekil 2.12°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.12: Mezenkimal kok hiicre (MKH) lenfopoezisi ve immiin cevabi diizenler. Kemik
iligi MKH’si bityiime faktorleri, sitokinler, adezyon molekiilleri yoluyla hem T hem de B lenfositlerin
gelisimsel progeslerine katilirlar. Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM)-1, interselliiler adezyon
molekiilii (ICAM)-1 ve lenfosit fonksiyon iligkili antijen tip 3 (LFA-3) gibi bazi kritik yiizey
molekiilleri hem MKH hem de timik stroma hiicrelerinde eksprese edilir. Bu da kemik iligi
kompartman: ve timusun iki farkli mikrocevre arasindaki benzerligi gostermektedir. Bundan baska,
MKH hem dogal hem de adaptif immiinite iizerine immiin regiilator etkilerini indirek olarak ¢oziinen
faktorlerle ya da direk fiziksel kontakt ile yapar. Genel etkisi, Thl1’den Th2’ye sift yaparak, NK
hiicrelerinden IFN-y ve B hiicrelerinden antikor {iretimini azaltarak immiin cevabi
antiinflamatuvar/tolerant fenotipe dogru kaydirmaktir. PGE2, prostaglandin E2; SCF, kok hiicre
faktorii (stem cell factor); SDF-1, kok hiicre kaynakli faktor 1 (stem cell-derived factor 1); TCR, T
hiicre reseptorii (T cell receptor); TGF-B1, transforme edici biiyiime faktorii 1 (transforming growth
factor B)1; VEGF, vaskiiler endotelial biiyiime faktorii (vascular endothelial growth factor); VLA-4,
cok geg antijen (very late antigen) 4 (kaynak (63)’den yararlanilmstir).
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2.6.1.1. T hiicre proliferasyonu ve fonksiyonu iizerine etkisi

Insanlarda, babunlarda ve farelerde yapilan ¢ok sayida calismada, MKH’lerin
alloantijen, mitojen, anti-CD3 ve anti-CD28 ile uyarilan T hiicre proliferasyonunu
baskiladig1 in-vitro olarak gosterilmistir (64-66). Bu supresif etki icin MHC
kisitlamasi yoktur ve allojenik MKH’ler de aymi etkilere neden olmaktadir. Bu etki,
hiicrelerin  hiicre  siklusunun  GO/Glfazinda birikmesiyle aciklanan hiicre
boliinmesinin  inhibe edilmesine baglanabilir (67). Molekiiler diizeyde
degerlendirildiginde, siklin D2 ekspresyonu azalirken p27 ekspresyonu artar. Bu da
MKH’lerle T hiicre proliferasyonunun, T hiicre aktivasyonu ve IFN-y iiretimine
kiyasla neden daha ¢ok etkilendigini agiklamaktadir (67). T hiicre proliferasyonunun
MKH’lerce inhibisyonu hem hiicre-hiicre temasi hem de IFN-y, interlokin 1 gibi
coziinen faktorlerin salinimi araciligiyla oldugu goriilmektedir (68, 69). Bazi
calismalar immiin supresif etkide ¢oziinen faktorlerin daha dnemli oldugunu ©ne
siirmektedir (64, 70). Mezenkimal kok hiicre kaynakli olan TGF-$1, HGF, IDO ve
PGE2’nin T hiicre cevabi iizerinde immiinmodiilator etkisi olduguna inamilmaktadir
(11, 64, 71, 72). Transforme edici biiyiime faktorii ve HGF karsi nétralizan
antikorlar, MKH’nin indiikledigi T hiicre proliferasyonunun baskisini ortadan
kaldirmaktadir (64). Mezenkimal kok hiicrelerin IFN-y ile uyarilmasiyla IDO protein
ekspresyonu artmakta ve kiniirenin sentezi ile sonug¢lanan esansiyel triptofanin
yikimimi katalizleyen IDO aktivitesini arttirir. Ortamdaki esansiyel aminoasit
triptofanin azalmasiyla lenfosit proliferasyonu baskilanir (11). T hiicrelerinin
MKH’lerle ko-kiiltiirii PGE2 diizeylerinde artigla sonu¢lanmakta ve PGE2 {iiretim
inhibitorleri ile tedavi edildiginde MKH aracili immiin modiilasyon azalmaktadir
(72), bununla birlikte PGE2’nin immiin supresif etkisinin altindaki mekanizma net
anlagilamamistir. Mezenkimal kok hiicrelerce nitrik oksit (NO) iiretimi T hiicre
proliferasyonunun inhibisyonunda baska bir mekanizmadir (73). Nitrik oksit, T hiicre
aktivasyonu ve proliferasyonu igin kritik bir transkripsiyon faktorii olan
transkripsiyon 5’in sinyal ¢ogaltic1 ve aktivatoriiniin [signal transducer and activator
of transcription-5 (STAT-5)] fosforilasyonunu baskilayarak T  hiicre
proliferasyonunu inhibe eder (74). Mezenkimal kok hiicrelerce, T ve NK hiicre
fonksiyonlarmin baskilanmasi, allojenik T hiicre cevabimin Th2 sitokin profiline

kaymas1 ve CD4"CD25" forkhead box P3 (FoxP3™) diizenleyici T hiicre indiiksiyonu
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icin insan 16kosit antigen-G5 (HLA-GS5) salimiminin gerekli oldugu bildirilmektedir
(75). Mezenkimal kok hiicreler tarafindan T hiicre inhibisyonu apopitozisin
indiiklemesine bagli degildir ancak hiicre boliinmesi ve c¢oziinen faktorlerin
iretiminin baskilanmasiyla olmaktadir (64). Bununla birlikte son yillarda yapilan bir
calismada, MKH’lerin aktive T hiicrelerde [CD3 (+) ve bromodeoksiiiridin (BrdU)
(+)] apopitozisi indiikleyebildigi fakat aktif olmayan T hiicrelerde [CD3+ ve BrdU(-
)] indiiklemedigi bildirilmistir. Bu da indiiklenmis NO iiretimiyle in vivo gecikmis
tip hipersensitivite cevabinda belirgin azalmaya neden olmaktadir (76).

Mezenkimal kok hiicrelerin immiin supresif etkisinin altindaki mekanizmanin
tiirlere gore farklilik gosterdigine inanilmaktadir. Ren ve arkadaslar1 immiin olaylar1
baskilamada insan MKH’ler ve fare MKH’lerin farkli molekiiller salgiladiklarini
gostermiglerdir (77). Insan ve maymun kaynakli MKH’lerin immiin supresyonu IDO
aracilifiyla olurken fare kaynakli MKH’ler aym kiiltiir sartlarinda immdiin etkilerini
NO yoluyla gerceklestirmislerdir. Farelerde oldugu gibi, insan MKH’lerin immiin
supresyonu intrensek degil, fakat kemokin bagimlidir ve inflamatuvar sitokinler ile
uyarilabilir (77).

Supresif etkinin derecesi MKH’lerin konsantrasyonuna baghdir. Yiiksek
MKH/lenfosit orant MKH’lerin inhibitor etkileriyle iliskiliyken diisiik MKH/lenfosit
oram siklikla proliferasyonun arttirilmasiyla iligkilidir (78).

2.6.1.2. B hiicre proliferasyonu ve fonksiyonu iizerine etkisi

Mezenkimal kok hiicrelerin, anti-immiin globulin (Ig) antikorlari, anti-
CDA40L antikorlar1 ve sitokinler (IL-2 ve IL-4) ile aktive edilmis B hiicre ¢ogalmasini
inhibe ettigi gosterilmistir (56). Antikor iiretimi ve CXCL12 ve CXCLI13 Kkars1
kemotaktik cevap olarak CXCR4, CXCRS5, CXCR7 kemokin reseptorlerinin salimi
olan B hiicre fonksiyonlar1t MKH’ler tarafindan bozulmaktadir; bununla birlikte B
hiicre ko-stimiilatér molekiil ekspresyonu ve sitokin {iretiminde MKH
etkilememektedir (56). Mezenkimal kok hiicreler sadece IFN-y varliginda B hiicre
proliferasyonunu inhibe etmektedir, olasilikla IFN-y, MKH’de IDO iiretimini
arttirarak effektor hiicrelerin triptofan kullanimini baskilamaktadir (69).

2.6.1.3. Dogal oldiiriicii hiicreler iizerine etkisi

Cok sayida calisma MKH’lerin dogal 6ldiiriicii (NK) hiicre proliferasyonunu
ve IL-2 ve IL-15 uyarilan IFN-y iretimini baskiladigini, fakat aktive NK hiicrelerin
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proliferasyonunu ile kismi olarak inhibe ettiini gostermislerdir (68, 72, 79).
Krampera ve arkadaslart MKH varliginda IL-2 ile 4-5 giin kiiltiire edilmis NK
hiicrelerinin K562 hedef hiicrelere karsi sitolitik potansiyellerinde azalma oldugunu
ve bunun da NK hiicrelerinin IFN-y iiretiminde supresif etkisine baglanabilecegini
belirtmislerdir (69). Ayrica, bir ¢calisma MKH’nin, HLA-simif I-negatif hiicrelere
gore HLA smuf I-pozitif hiicrelere karsi NK hiicre sitotoksisitesini daha etkin
baskiladigini gostermistir (68). Diisiik HLA simf I ifade allojenik yani sira singeneik
MKH’lerinin aktive NK hiicreleri tarafindan parcalanmasina daha duyarli yapar.
Mezenkimal kok hiicrelerin IFN-y ile inkiibasyonu sonucunda HLA simf I
ekspresyonu arttig1 icin NK hiicre aracili pargalanma duyarliligr azalmaktadir (80).
Mezenkimal kok hiicrelerin immiin supresif etkilerinin altindaki mekanizmalar hala
acik degildir ve cok cesitli teoriler sunulmustur. Transforme edici biiylime faktorii-
Bl ve PGE2 gibi ¢oziinen faktorlerin MKH aracili NK hiicre proliferasyonun
baskilanmasinda 6nemli rol oynadiklarina inanlmaktadir (68).

Prigione ve arkadaslar1 periferik kanda sabit NK T (iNK T, Va24"VB11") ve
y8T (V32¥) hiicrelerinin proliferasyonu iizerine MKH’lerin inhibitor etkisi IDO ve
TGF-B1°’den ziyade salinan PGE2 aracili oldugunu ve bununla birlikte sitokin
liretimi ve sitotoksik aktivitesinin kismi etkilendigini gostermislerdir (81). V&2*
hiicreler naif CD4+ T hiicre cevabi i¢in profesyonel antijen sunan hiicre olarak da
gorev yapar ve MKH aktive V2+T hiicrenin CD4+T hiicreye antijen hazirlama ve
sunmasina inhibe etmemektedir (81).

2.6.1.4. Mezenkimal kok hiicreler ile dentritik hiicreler arasindaki

etkilesim

Mezenkimal kok hiicreler, maturasyon sinyallerine cevabi inhibe ederek, ko-
stimiilator molekiillerin ekspresyonunu azaltarak ve wuyarilmig naif T hiicre
proliferasyonunu ve IL-12 sahnim yetenegini engelleyerek monosit ya da CD34"
hematopoetik kok hiicrelerin dentritik hiicrelere farklilasmasini bozmaktadir (66, 82,
83). Bu inhibitdr etki c¢oziinen faktorlere ve doza bagli olabilir. Spaggiari ve
arkadaslart MKH’lerin monosit kaynakli dentritik hiicrelerin 6zellikle PGE2 araciligi
ile matiirasyon ve fonksiyonunu inhibe ettigini gostermiglerdir (84). Ramasamy ve
arkadaslart dentritik hiicrelerde hiicre siklusu MKH’lerle etkilesime girdiklerinde

G0/G1 fazinda durakladigimi bildirmislerdir (85). Bir ¢alismada, insan yag
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dokusundan izole edilen MKH’lerin insan dentritik hiicrelerinin farklilagmasinda
kemik iligi kaynakli MKH’lerden daha potent immiin modiilatér oldugunu
bildirmislerdir (86).

2.7. indoleamin 2,3-dioksijenaz

Indoleamin 2,3-dioksijenaz, triptofan metabolizmasimin oksidasyon yolaginda
hiz kisitlayict bir enzim ve intraselliiler olarak konstitiitif indiiklenebilir formda
plasenta, akciger, ince ve kalin barsak, kolon, dalak, mide ve beyinde eksprese
edilmektedir. Indoleamin 2,3-dioksijenaz, dendritik hiicrelerde, monosit ve
makrofajlarda, eozinofillerde, fibroblastlarda, epitelyal hiicrelerde, vaskiiler diiz
kaslarda, endotelyal hiicrelerde, mezenkimal kok hiicrelerde ve bazi timor
hiicrelerinde IFN-y ile indiiklenmektedir (11, 90-92).

Triptofan achigi T hiicre inaktivasyonu i¢in asil sebeptir. Aym zamanda
kiniirenin ve oksijen radikalleri gibi IDO f{iriinleri de T hiicresinin ¢ogalmasi ve
yasamini diizenler (91, 96).

Mezenkimal kok hiicreler doza baglh olarak IFN-y uyarisi ile IDO salinimini
arttrmaktadir (11). Insan mezenkimal kok hiicrelerinin T hiicre iizerine olan immiin
baskilayici 6zelliginde en onemli ¢6ziinen faktdr IDO aktivitesi oldugu gosterilmistir
(77). Triptofan eksikligi ve kinilirenin fazlaligi, T hiicre proliferasyonunu
baskilayarak ve apoptozise duyarlilastirarak immun modiilator etkiye sahiptir (96).
Curti ve arkadaslar1t AML dentritik hiicrelerinin enzimatik olarak ve fonksiyonel olan
IDO1 gen eksprese ettigini ve IDO araciligi ile Treg popiilasyonunun arttirabildigini
gostermislerdir. Bu Treg’lerin hem 16semi spesifik T hiicre immun cevab1 inhibe
ettiZi ve normal dentritik hiicrelerin antijen sunma kapasitesini azalttigini
gostermislerdir (92).

Zhao ve arkadaslarinin yaptig1 calismada allojenik hematopoetik kok hiicre
nakli sonrasi gelisen akut graft versus host hastaliginin derecesi ile plazma IDO
diizeylerinde degisiklik saptamislardir. Evre III-IV olan hastalarda plazma IDO
diizeyi evre I-II olanlara gbre daha diisik bulunmus ve immiin supresif tedaviye

cevap verenlerde plazma IDO diizeyinde azalma oldugunu gostermislerdir (97).
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2.8. HEPATOSIT BUYUME FAKTORU

[k kez 1984 yilinda, ratlarda hepatosit proliferasyonunu ve DNA sentezini
uyaran bir faktor belirlenmis ve bu faktdre “hepatosit biiylime faktorii” (HGF) ve
“hepatotropin” isimleri verilmistir (98). Bu ilk ¢aligmanin ardindan, kisa siire i¢inde,
HGF’ nin amino asit sekansi ve cDNA’s1 da tanimlanmustir (99).

Hepatosit biiyiime faktorii, disiilfiir bagiyla bagl iki alt tiniteden (o, 69 kDa
ve P, 34 kDa) olusan dimerik bir molekiildiir. Hepatosit biiyiime faktorii, fibroblast
ve makrofaj gibi stroma hiicreleri tarafindan, 728 amino asitten olusan ve pro-HGF
ad1 verilen Onciil bir molekiil seklinde sentez edilir; daha sonra Arg494-Val495
bolgesinin ekstraselliiler proteolitik yikim1 sonucu olgun HGF olusur. Pro-HGF’nin
HGF’ye doniiserek aktif hale gelmesinden, baglica hepatosit biiylime faktorii
aktivatori (HGFA) sorumludur. Faktor Xlla, iirokinaz ve doku plazminojen
aktivatorii de HGF’ye aktive edebilir. Olgun HGF nin a zincirindeki Cys487 amino
asit rezidiisii ile B zincirindeki Cys604 rezidiisii arasinda bir disiilfiir kopriisii bulunur
(100-102).

Hepatosit biiyiime faktoriiniin reseptorii c-met proto-onkogeni 1991 yilinda
tanimlandi. Met reseptorii ekstraselliiler Sema, PSI ve IPT domainleri, transmembran
domain ve intraselliiler jusktamembran ve tirozin kinaz domainlerini igeren yapisal
domainlerden olusmustur. Hepatosit biiylime faktoriin c-Met’e baglanmasi, tirozin
kinazin C-terminal olarak toplanmais tirozin rezidiilerinin fosforilasyonunu uyarir. Bu
durum, mitojenik, motojenik ve morfojenik aktiviteleri iceren bir dizi hiicresel

aktiviteyi ortaya ¢ikaracak olan hiicre ici olaylar1 baglatir (sekil 2.13) (100).
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Sekil 2.13: Hepatosit bitylime faktoriiniin yapis: ve biyolojik fonksiyonlari.

A) Hepatosit biiylime faktoriiniin tiretimi ve aktivasyonu.

B) Hepatosit biiylime faktoriiniin c-Met/HGF-reseptorii yoluyla gerceklestirdigi
biyolojik etkileri ( kaynak (100)’den yararlanilmistir).

2.8.1. Hepatosit biiyiime faktoriiniin Fonksiyonlari

2.8.1.1.0rgan Rejenerasyonu

Hepatosit biiyiime faktorii, rat karaciger hiicreleri {izerinde mitojen bir ajan
olarak tanmimlanmigstir. Hepatik injuri esnasinda, hem kan hem de karaciger HGF
seviyeleri onemli Olciide artar (100, 103). Hepatosit biiyiime faktorii, mitojenik
etkilerinin yani sira, hepatositlerde anti-apopitotik ve anti-inflamatuvar etkilere de
sahiptir (104). Yapilan calismalarda, hepatektominin ardindan kalan karaciger
dokusundan ziyade, akciger, bobrek ve dalak gibi biitiinlii§li bozulmamis uzak
organlarda HGF mRNA seviyelerinin arttigt bulunmustur (103). Bu durum,
hepatektominin ardindan portal ven yoluyla karaciger loblarina HGF desteginin

saglandigini gostermektedir (sekil 2.14).

31



endokrin
HGF

;injuri
.....

-, parakrin
@‘ HGF  LOKAL
:..7"\\ PGE;,2,IL-1,
3 @ IL-6, TNF-a
HGFE

Akciger
Babrek
‘ f < Tamir
SISTEMIK

Nérepinefrin, Biyime Hormonu
P6Eq1,2,IL-1,IL-6, TNF-a

Karaciger

Sekil 2.14: Hepatosit biiyiime faktorii ve karaciger tamiri

Her ne kadar HGF, karaciger hiicreleri iizerinde mitojen bir ajan olarak
tanimlanmig ve buna gore isimlendirilmigse de, diger bircok organ ve dokuda da
intrinsik bir tamir faktorii olarak rol oynamaktadir (105). Yapilan caligmalar,
HGF’nin, gastrointestinal sistemde ozellikle iilser iyilesmesi, deride kil geligimi ve
yara iyilesmesi, kikirdak ve kas dokusunda hasar sonrasi iyilesme siirecinde ve
hematopoezde gorev aldigim gostermektedir (106-110).

2.8.1.2. Organ Gelisimi

1991 yilinda, Montesano ve arkadaslari HGF’nin embriyolojik siirecte
organlarin gelisimi icin 6nemli olabilecegini One siirmiistiir (111). Gercekten de
ilerleyen yillarda yapilan ¢aligmalar, organogenezde HGF nin yasamsal bir role sahip
oldugunu gostermistir (112). Hepatosit biiyiime faktoriiniin basta plasenta olmak
iizere, sinir dokusu, bobrek, karaciger, akciger, GIS, kas dokusu, disler, kemik ve
kikirdak dokusu, meme bezleri, hematopoetik doku ve tiikiiriik bezlerinin
gelisiminde fonksiyon gordiigii anlagilmistir (100).

2.8.1.3. Antiapopitotik Etkileri

Yapilan calismalarla, HGF nin Bcl-xL. ekspresyonunu indiikledigi ve Fas
aracili apopitotik hiicre Oliimiinii baskiladig1r gosterilmistir (113). Yamamoto ve

arkadaslar1 endotelyal hiicrelerde hipoksinin indiikledigi apopitotik hiicre 6liimiiniin,
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HGF tarafindan 6nemli 6l¢iide engellendigini ve HGF nin apopitozun bir inhibitorii
olan Bcl-2’yi doza bagimli bir sekilde artirdigim tespit etmislerdir (114).

Paradoksal olarak, HGF/Met sistemi proapopitotik Ozellikler de gosterir.
Hepatosit biiyiime faktorii reseptoriiniin kaspazlar tarafindan yikima ugramasi
sonucu ayrilan pargasi (p40 Met), apopitozu uyarma yetenegine sahiptir. Ayrica,
HGF reseptoriiniin direkt olarak Fas reseptoriine baglanarak Fas ligand baglanmasini
onlemesi nedeniyle, HGF’nin reseptoriine baglanmasi Met/Fas iliskisini bozar ve
hiicreyi Fas bagimli apopitoza duyarh hale getirir (115, 116).

2.8.14. Antifibrotik Etkileri

Yapilan ¢calismalarla HGF nin hepatik fibrozlu ratlarda kollajenaz aktivitesini
artirdigit ve fibrozun ilerlemesini engelledigi, akciger yaralanmasinda fibrotik
degisiklikleri baskilandigi tespit edilmistir. Benzer sekilde, HGF’ nin antifibrotik
etkisi, kronik bobrek yetmezliginde, sistemik sklerozda ve kardiyomiyopatide de
belirlenmistir (100).

2.8.1.5. Antiinflamatuar Etkileri

Kuroiwa ve arkadaslar1 akut GVHH’de HGF nin IFN-y, TNF-a ve IL-12’yi
baskiladigini tespit etmislerdir (117). Benzer sekilde, kardiyak transplantasyonda
HGF’nin IFN-y ekspresyonunu azalttigi bulunmustur (118). Okunishi ve arkadaslar1
ise, HGF’nin hem in vivo hem de in vitro olarak, antijen-sunma gibi dentritik hiicre
fonksiyonlarim baskiladigin1 bulmuslardir (119). Son yillarda yapilan calismalar,
HGF’nin hem oksijenaz-1 indiiksiyonunu, IL-10 iiretimini arttirarak ve IL-6
iretimini azaltarak antiinflamatuar etki gosterdigini ortaya koymustur (120, 121).

2.8.1.6. Anjiogenik Etkileri

Hepatosit biiyiime faktoriiniin doza bagiml bir sekilde endotelyal hiicrelerde
DNA ve protein sentezini uyardigi bulunmustur (122). iskemik durumlarda HGF nin
anjiogenezi indiikledigi tespit edilmistir. Hepatosit biiylime faktorii, kemik iliginden
endotelyal progenitdr hiicrelerin mobilizasyonunu indiikledigi ve endotelyal
hiicrelerin proliferasyonunu artirdigr gosterilmistir (123). Son zamanlarda, 6zellikle
kanser tedavisinde, anjiogenezi inhibe etmek i¢in, HGF/c-Met sinyal yolu bir hedef

olarak on plana ¢ikmistir (124).
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2.9. TRANSFORME EDiCi BUYUME FAKTORU BETA (TGF-B)

Transforme edici biliylime faktorii beta ailesinin {iyeleri biiyiime ve
farklilasma esnasindaki aktif hiicrelerden polipeptid olarak salinirlar. Cok hiicreli
organizmada 60’dan fazla TGF-f aile iyeleri tanimlanmistir. Bu 60 aile iiyesinden
ticti TGF-P’lar, besi aktivinler ve sekizi kemik morfojenik protein olarak farkli genler
tarafindan kodlanmaktadir (125).

Uc yiiz doksan amino asitten olusan biiyiik  bir prekiirsor protein
molekiiliidiir (43). Yapisinda bir disiilfit kopriisii bulunan 25 kDa’luk bir
homodimerdir. Transforme edici biiyiime faktori-f hiicrede inaktif pro-peptid
seklinde sentezlenir ve latent TGF-B -baglayan proteinler (LTBb) ile kompleks
olusturarak latent (inaktif) TGF-f formunda salgilanir. Pro-peptidin N-terminalinde
"latency associated protein" (LAP) olarak adlandirilan bir dizi bulunur. Latent TGF-
B’nin yapisindan LTBP ve LAP proteinlerinin serin proteazlar araciligl ile
uzaklagtirilmasi (veya LAP’1n konformasyonel degisimi) sonucu aktif TGF-§ olusur
(126). Bir kaskad seklinde ilerleyen TGF-f sinyalizasyon yolunun aktivasyonu
ligandin reseptorlerine baglanmasi ile baglatilir. Hiicre membraninda TGF-$ tip I
(TbRI) ve TGF- tip II (TbRII) olmak iizere iki tip reseptor bulunur. Endoglin ve
betaglican olarak da adlandirilan TGF-f tip III reseptorleri (TbRII) TGF-f’nin ilk
iki tip reseptorlerine baglanmasini kolaylastirir. TGF-B tip II reseptoriin membran
dis1 bolgesine, sonra da tip I reseptoriine baglanir. Olusan ligand/reseptér kompleksi
ikiser TbRI ve TbRII iceren bir heterotetramerdir. TbRI ve TbRII reseptorleri
serin/treonin kinaz 6zelligine sahiptir. Transforme edici biiylime faktorii-f’nin tip 11
reseptoriine baglanmasi, bu reseptoriin kinaz aktivitesinin ortaya ¢ikmasini ve tip I
reseptoriin  yapisinda bulunan GS (glisin, serin) bolgesinin fosforilasyonunu
saglamaktadir. Bu sekilde aktiflenmis TbRI sitozolde bulunan Smad proteinlerini
fosforiller (125). Smad proteinlerinin yapisinda bir baglag bdolgesi tarafindan
birlestirilen iki globiiler bolge bulunmaktadir. Baglag bolgesinde ubiquitin ligazin
baglandig1 ve fosforilasyon yerleri bulunmaktadir. Bu bolge, diger sinyalizasyon
yollarin TGF- yolu ile kesistigi noktadir. Boylece TGFb-Smad yolu hiicredeki diger
sinyalizasyon yollar1 ile karsilikli etkilesime girer. Bu sekilde hiicreyi hangi yonde

etkileyecegi belirlenir (sekil 2.15) (125, 127).
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Sekil 2.15: TGF-f sinyal yolagi. TGF- siiperaile ligandlar ilk olarak tip II (RII) veya tip I

(RD) homodimerlerine ya da RII-RI heterotetramere baglanir. Ligand baglama, RI'nin kinaz
aktivitesinin ortaya c¢ikmasimi ve RI'in yapisinda bulunan GS (glisin, serin) bdlgesinin
fosforilasyonunu saglayarak reseptor kompleksini stabilize eder. Reseptor aktivasyonundan sonra, RI
iizerindeki 145 ile Smads tizerindeki L3 arasinda etkilesimden sonra SXS motifi fosforillenir.
Fosforile Smad’lar (P-Smads) daha sonra memelilerde ortak Smad4 ile iiglii bir kompleks olusturur.

Smad kompleksi sonra DNA ve transkripsiyon faktorleri ile etkilestigi niikleus igine gecer (125).

Transforme edici biiylime faktorii, hiicre cogalmasi, farklilagmasi, apopitozis,
adezyon, cesitli hiicre tiplerinin migrasyonu ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin
iiretimini diizenler (sekil 2.16). Immatiir hematopoetik hiicreler, aktive T ve B
hiicreleri, makrofajlar, notrofiller ve dentritik hiicreler gibi ¢cogu hiicre tipleri TGF- 3

iiretir ve/ veya etkilerine duyarlidir (128, 129).
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Sekil 2.16: TGF-B multifonksiyonel diizenleyicidir.

2.9.1. Transforme edici biiyiime faktoriiniin immiin hiicreler iizerine
etkisi

Transforme edici biiyiime faktorii lenfositlerin tiim alt gruplari, makrofaj ve
dentritik hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve fonksiyonlarini diizenler. Transforme
edici biiylime faktorii-f’nin etkisi hiicre tipine ve farklislasma durumuyla birlikte
ortamda bulunan sitokinlerin kombinasyonuna baglidir (129). Transforme edici
biiylime faktorii-B1 knockout farelerden elde edilen bilgilerle TGF-f’nin immiin
hiicre homeostazisinin idame ettirilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigr anlasiimistir.
Transforme edici biiyime faktorii-B1 olmayan fareler dogumdan sonra
beslendiklerinde ¢ogu organda multifokal, lenfosit infiltrasyonlu inflamatuvar
hastaliklar ve otoimmiin bulgular sonucunda kisa siirede 6lmektedir (130-132). Bu
fareler ayrintili incelendiginde, inflamasyon bagladiginda vaskiiler endotele 16kosit
adezyonunun arttigt ve major histokompatibilite kompleks molekiillerinin arttig1
goriilmiistiir  (133). Bu fare fenotipinde, TGF-B1’in lenfosit {izerindeki
antiproliferatif etkisinin kaybolduguna atfedilmistir. Bu calismalarla endojen TGF-
B1’in otoimmiiniteyi baskiladigi acik¢a goriilmektedir. Transforme edici biiyiime
faktori-p2 ya da TGF-B3 eksik fareler ciddi gelisim defektleri ve immiin hiicreler
olusmadan Olmiislerdir ve bu izoformlarin immiin hiicrelerin diizenlenmesinde
onemli olup olmadig1 hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir (129).

In vitro ¢ahigmalar TGF-B'min B ve T hiicrelerinin tiim evrelerinde

etkiledigini gostermektedir. Tipik olarak, TGF-B, B ve T hiicre proliferasyonunu
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inhibe ederek ve apopitozisi uyararak immiin supresif bir molekiil gibi rol
oynamaktadir (128). Son zamanlarda, TGF-f1’in aktive T hiicrelerin Olimiini
destekleyerek inflamasyonu baskiladigr ve apoptotik T hiicrelerden ortaya cikan
TGF-f ile immiin supresif bir ¢evre olugturdugu saptanmistir (134, 135).

Transforme edici biiyiime faktorii yardime1 T hiicre alt grup farklilagsmasinda
onemli rol oynar. Transforme edici biiyiime faktorii-B’nin CD4+hiicreleri Thl
hiicrelere farklilasmaya tesvik edici egilimi vardir. Transforme edici biiyiime
faktorii-B, Th2 sitokinlerle karsilastirildiginda profili Thl’e dogru kaydirir ve IL-2 ve
IFN-y tiretimini arttirir. Bununla birlikte, TGF-B, naif T hiicrelerinde Th1/Th2
cevabimi inhibe eder fakat hafiza T hiicrelerinde ise sadece Thl cevabini inhibe
etmektedir (129).

Transforme edici biiyiime faktoriiniin antikor simif degisiminde rol oynadigi
gosterilmistir. Antijen taniyan bolgesini kodlayan immiinglobulin (Ig) agir zincir gen
bolgesiyle farkli Ig simifinin sabit kismiyla yeniden birlestirir. Transforme edici
biiylime faktorii-f’nin germline Ig o genlerinde transkripsiyonu indiikleyebilme
yeteneginden dolayr sinif degisimini Ig izotip IgA’ya yonlendirir (128). Ayrica,
TGF-B, B hiicrelerinin normal olgunlasmasin1 ve farklilasmig fonksiyonlarmi da
kontrol eder. Bunlar pre-B hiicreleri ve olgun B hiicreler iizerinde IgM, IgD, CD23
ve transferrin reseptdriiniin inhibisyonu ve MHC simf II ekspresyonunun
indiiksiyonu gibi yiizey molekiillerinin ekspresyonunu diizenler (128).

2.10. PROSTAGLANDIN E2

Prostaglandinler, siklooksijenaz (COX; esas aktif siklooksijenaz COXI1 ve
uyarilabilir COX2) tarafindan arasidonik asitten (AA) ve az bir kismi izoprostan
yolaginda prostaglandin sentaz tarafindan iiretilen kii¢iik molekiillerdir (136, 137).
Myeloid ve stroma hiicrelerinde siklooksijenazin temel iiriinii olan PGE2’nin lokal
diizeyleri, COX2 kaynakli sentez ile PGE2’nin 15-hidroksiprostaglandin
dehidrogenaz (15-PGDH) iligkili yikimi arasindaki lokal balans tarafindan diizenlenir
(136). Prostaglandin E2 icin reseptorler (EP1-EP4), nosisepsiyon ve diger norolojik
sinyallerin goriildiigli, hematopoezis, kan akiminin diizenlenmesi, renal filtrasyon ve
kan basinci, mukozal biitiinliigiin diizenlenmesi, vaskiiler gecirgenlik ve diiz kas

fonksiyonlarim kapsayan PGE2’nin fonksiyonlarimin goriildiigii ¢ogu hiicre tipinde
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bulunur (138). Prostaglandin E2’nin sentezi ve yikiminin diizenlenmesi sekil 2.17°de

Ozetlenmistir.
/; Hiicre membran ™ "
‘ Fosfolipaz A2

- Cox1icoxz L
Prostaglandin E -

Semiar

Sekil 2.17: Prostaglandin E,’nin sentezi, yikiminin diizenlenmesi ve PGE,’ye cevap.
Prostaglandin E2 sentezi, glukokortikoid steroidlere duyarli fosfolipaz A, ile hiicre membranindan
arasidonik asidin salim ile baslatilir. Arasidonik asit, AA’den PGH,’ye doniistiiren, nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglarla baskilanabilen siklooksijenaz 1 (COX1) ve COX2 i¢in substrat haline gelir.
PGE;’nin temel baskilayici ve diizenleyici fonksiyonlari cAMP/PKA/CREB sinyal yolaklar: ile dort

bilinen reseptor aracihigiyla olur.

Prostaglandin E2 viicuttaki tiim hiicre tiplerinde iiretilebilir. Inflamasyona
cevaptaki PGE2’yi epitel, fibroblast ve infiltre eden inflamatuvar hiicreler
tiretmektedir. Prostaglandin E2 sentez siireci, hiicre membranindan AA mobilize
eden fosfolipaz A2, AA’i PGH2’ye doniistiiren siklooksijenaz (COX1 ve COX2) ve
PGE2’nin son hali i¢cin gerekli olan PGE sentazi icerir (139). Prostaglandin E2,
albiimin ile yikim1 artmasina ragmen in vitro goreceli olarak stabildir. Buna karsit
olarak PGE2, in vivo ¢ok hizli bir doniisiime sahiptir ve dokudan ve dolasimdan ¢ok
hizl1 uzaklastirilir. Dokuya 6zgiin PGE2 yikim oram1 15-PGDH tarafindan kontrol
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edilir. Kanserin ¢ogu formlarinda ve ultraviyole ile 1g1nlanmis deride oldugu gibi 15-
PGDH aktivitesinin baskilanmasi, PGE2’den zengin ve immiin supresif bir ortam
olusturur (138). Bu bulgular PGE2 sentezine ek olarak PGE2 yikim orani immiin
patolojilerde ve immiin modiilasyonda potansiyel bir hedef olusturmaktadir.

Prostaglandin E2’nin heterojen etkileri EP1, EP2, EP3 ve EP4 olarak
tanimlanmig dort farkli reseptoriin varligin1 gostermektedir. EP3 ve EP4 yiiksek
afiniteli reseptorleri ifade eder, bununla birlikte EP1 ve EP2 etkili sinyalizasyon i¢in
PGE2’nin yiiksek konsantrasyonlarimi gerektirir (140). PGE2’nin antiinflamatuvar ve
supresif aktivitesinin baskin yOnlerini aracilik ettigi EP2 ve EP4 yoluyla
sinyalizasyon adenilat siklaz ile tetiklenen cAMP/PKA/CREB yolag: aracilik eder
(Sekil 2.17) (138). Onlarin s6zde benzer fonksiyonlarina ragmen, EP2 ve EP4
tarafindan sinyalizasyon, PGE2’nin farkli konsantrasyonlarinda ve farkli siirelerde
tetiklenir. EP4 sinyalizasyonu PGE2 ile etkilestikten sonra kisa siirede duyarsizlasrr,
oysa EP2 ligand uyarilmis duyarsizlasmaya kars1 direnglidir ve inflamasyon anindan
sonra da uzun zaman periyodunca PGE2 fonksiyonlarin1 devam ettirir (141). EP2
cAMP bagimli sinyalizasyon yolunu kullanirken, EP4 PI3K bagimh ERK1/2
yolagim1 da aktiflemektedir. Diisiik afiniteli EP1 ve yiiksek afiniteli EP3 Gs-baglh
degildir ve cAMP aktive edici fonksiyonu yoktur. EP3’lin ¢ogu varyantlar1 Gi-bagl
PGE2 reseptorii olup adenilat siklaz1 inhibe eder. EP1 ile sinyalizasyon kalsiyum
salimint icerir (140).

2.10.1. PGE2 ve dogal immiin hiicrelerin aktivitesi

Prostaglandin E2, notrofillerin, makrofajlarin ve mast hiicrelerinin dokuya
gecmesini uyarabilmesine ragmen farkli dogal effektor hiicrelerin fonksiyonlarini
farkli etkiler (138).

Dogal oldiiriicii hiicreler (NK): Prostaglandin E2, IL-12, IL-15 ve genellikle
IL-2’ye cevabin1 baskilayarak NK hiicrelerinin sitolitik effektdr fonksiyonlarini
baskilar. Ayrica NK hiicresinin IFN-y {iretimini de baskilar ve dentritik hiicre aracili
Thl ve sitotoksik T lenfosit cevabinin baglatilmasindaki NK hiicresinin yardimci
fonksiyonunu ortadan kaldirir (142).

Graniilositler: Prostaglandin E2’nin graniilosit fonksiyonlarin1 inhibe

etmektedir (138).
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Makrofajlar: Prostaglandin E2, EP2-bagimli ve PTEN-bagmmli etkisiyle
alveolar makrofajlarin fagositoz ve onlarin 6ldiirme fonksiyonlarini sinirlandirir
(143).

Mast hiicreleri: Prostaglandin E2, hem mast hiicrelerinin indiiksiyonuna hem
de onlarin yerel atraksiyon ve graniillerinin birakmasmna EP1 ve EP3’ii iceren
mekanizmayla destekler (144).

2.10.2. PGE2 ve antijene 6zgiil immiin cevaplarin indiiksiyonu

Prostaglandin E2, immiin yanitlarin indiiksiyonu ile ilgili birka¢ dnemli olay1
etkiler. Naif T hiicrelerinin islenmesi sirasinda dentritik hiicre fonksiyonlarinin ¢ok
boyutlu diizenlemesine ek olarak, T hiicre IL-2 iiretimini ve IL-2’ye cevap verme

yetenegini direkt olarak inhibe eder (Sekil 2.18) (138).

— - — Etkilenmiz dokuya Lenfoid dolunda immiin eevabm
_ Effeledr hiicrelerin aktivitesi effektsr hiicrelerin indiklenmesi
: HEHVRSYDONYE CaEraniasy o girizi Laktiva T hilerzlardan IL-2 iigatins
o rin sitotoksik fonksiyonu t 1 ! JIL-2EThl hitere va IL-2 cavap vatansd
LSTL ]erin sitotoksik fonksivom . T hiters colalman
LSTL, Thl MK hilcralarines IFI-y . . LCCT19 figatiminds badalanma
| eraniilositlerve makrofajlarca 61ditrmes " o naif T hitars straksivom
:['fag.a:ktil'fta.;i ) LMK hitera infiltrasyom JIL-12 dirstimve IL-12 cavap vatanadi
PIRSE aktivitas |Thl hiicsinfiltmsyomy LSTL farkllagmas
LSTL infiltrasyom LThl farkhlasmas1
+Trag infiltrasveonu TTrzgtakvives ve fadkhilagmas

TRESH infiltrasyom
————

e ~

Antijen vilkhi =~ _ —— —-T
DH
Periferik dokularda immiin cevabm baslamaz . - 4
- a1 4 L

LIL-12"nin DH iiratimi
LOCL19 diratimi igin DH hazidammas

Lnaif T hiicra atrak sivormigin DH hazidanmas

LOCLS, CXCLY, CXCL10, CXCL1 1 inDH iirstimi

Laffaktérve hafiza CDE™T hitcralari, WK hilerslasi va Thl hicralarinin DH atraksivorm
TCCL22 nin DH firatimm

TTrag’larin DH atralsivom

Sekil 2.18: PGE2 tarafindan immiin cevabin diizenlenmesi. PGE2 yerel akut inflamasyonu
destekler (kaynak (138)’den yararlanilmustir).
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Dentritik hiicreler: Prostaglandin E2 dentritik hiicre farklilasmasini erken
donemde engellemektedir. Buna karsin olgun dentritik hiicrelerin aktivasyonunda
daha karmagik etkileri vardir. Prostaglandin E2, tam olgun dentritik hiicrenin lenf
noduna go¢ etme kapasitesini artirmakta ve naif T hiicresinin islenmesini
destekledigi goOsterilmistir (145). Prostaglandin E2, dentritik hiicreden IL-10,
trombospondin-1 ve IDO gibi cesitli baskilayici faktorlerin iiretimini arttirmaktadir
(138).

T hiicreler: Naif T hiicrelerinin aktivasyonu ve ¢ogalmasi lizerine PGE2’nin
baskilayic etkisi, IL-2 tiretimi ve T hiicrelerinin IL-2’ye cevabinda aracilik eden IL-
2 reseptorii ve JAK3’ilin ekspresyonu iizerine olan direkt inhitor etkisini icermektedir
(146). Prostaglandin E2, yiiksek dozlarda nonspesifik olarak T hiicre aktivasyon ve
proliferasyonunu  baskilamaktadir.  Prostaglandin =~ E2’nin  daha  diisiik
konsantrasyonlarinda CD4+ hiicre paternini immiinitenin inflamatuvar/sitotoksik
formunu destekleyen saldirgan Thl hiicrelerini immiinitenin orta diizeyde doku
yikici formunu aracilik eden Th2 ve Th17 hiicrelerine dogru kaymasinda diizenleyici
etkisinin oldugu gosterilmistir (138).

Prostaglandin E2 kaynakli EP2 ve EP4 bagh sinyaller, cogu enfeksiyon ve
otoimmiinite modellerinde IL-17 {iireten T hiicrelerinin gelisimini destekledigi
gosterilmistir. Prostaglandin E2’nin Th17’yi artiric1 aktivitesi, Th17 inhibitdrii olan
IL-12p70 iretimini baskilarken TH17’yi destekleyen IL-23 artrma yetenegi ile
iliskilidir (147).

Fare modellerin de, viral antijenler ve alloantijenlere karsi sitotoksik T
lenfosit (STL) aktivitesinin PGE2 ve cAMP yiikselmesine ¢ok hassas oldugu
gosterilmistir. Ilging olarak, STL’ler, kendi baskilayic1 fonksiyonlarinin kazanimi ile
sonuclanan PGE?2 iiretebilmektedirler (148).

B hiicreler: PGE2’nin erken donem B hiicre aktivasyonunu etkiledigi ve
aktive B lenfositlerinde Ig simif degisikligini diizenledigi bilinmektedir. Muhtemelen
bu ilgi ¢ekici etkisini de Ig E iiretimini destekler niteliktedir (144).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsma grubunun secilmesi

Bu calismaya, Ankara Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Hematoloji Onkoloji
Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurulu’nun 15.02.2012 tarih ve 001 numaral
karar1 ile etik kurul onayr alindiktan sonra baglandi. Ankara Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Hematoloji Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi Kok Hiicre
Transplantasyon Unitesindeki hastalarmn saglikli, goniillii 8 adet G-CSF uygulanmis
ve kontrol grubu olarak 8 adet G-CSF uygulanmamis kemik iligi donorleri bu
calisma kapsamina alindi.

3.1.1. Numunelerin toplanmasi

Dondrden en fazla toplanabilecek kemik iligi voliimii ile hesaplanan
cekirdekli hiicre sayist alicimin agirligi bagina 2x10%in altinda kalacagi ongoriilen ve
periferik kok hiicre toplamaya uygun olmayan vericilere G-CSF (lenograstim,
Granocyte®) 10ug/kg/doz 3 giin, giinde bir kez subkutan uygulandi. U¢ giin G-CSF

verilip, dordiincii giin ameliyathane kosullarinda, genel anestezi altinda, her iki

posterior iliak krestten coklu aspirasyon ile dondriin agirligina gore (en fazla 16 cc/
kg) yaklasik 500-1000 ml kemik iligi topland1 (sekil 3.1).

_,

Krista iliaka
posteriordan kemik
iliginin toplanmasi
Enjektorlerin

heparin ile
yikanmasi

Sekil 3.1: Ameliyathanede kemik iligi toplanmasi
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Tahmini ¢ekirdekli hiicre: Toplama Oncesi hesaplanan tahmini ¢ekirdekli
hiicre sayisinin yeterli olmasi beklenen donorlere herhangi bir ilag verilmeksizin
nakil giinii ayn1 kosullarda kemik iligi toplandi. Alinan kemik ilikleri pihtilasmamas1
icin 1/7 oraminda asit sitrat dektroz (ACD) ile hazirlanmis kemik iligi toplama
torbasina aktarildi. Kemik iligi toplama islemi sonlandirilmasma yakin kemik iligi
orneginden hiicre sayim1 yapilarak toplanmasi gereken kemik iligi hacmi hesaplandi.
Belirlenen voliimde kemik iligi toplandiktan sonra kemik iligi 850, 500 ve 200
um’lik filtrelerden gegirilerek kemik iligi transfer torbasina aktarildi. Kok hiicre
iriinii tasima kab1 icerisinde kemik iligi isleme laboratuvarina getirildi. Laminar
akim kabini iginde iiriinden cekirdekli hiicre, CD34" hiicre sayimi ve standart
kiiltiirler i¢in Ornekler alindi. Bu esnada toplanan kemik iliginden 2-3 ml kadari

calisma i¢in ayrild1 (sekil 3.2).

Sekil 3.2: Uriiniin tasinmasi ve laminar akim kabininde rneklerin alinmast.

3.1.2. Mononiikleer hiicrelerin ayrilmasi

Iki ml kemik iligi 1:1 oraninda PBS (Biochrom, Almanya) ile karistirilarak 4
ml fikol (Biocoll, Biochrom, Almanya) iizerine yayilmistir. Kemik iligi icerisindeki
mononiikleer hiicreler (MNH) frensiz olarak 2200 rpm’de 20 dakika santrifiij
(Eppendorf, Almanya) edilerek ayrilmistir (resim 3.2). Santrifiij sonunda olusan
MNH tabakas1 toplanarak yeni bir tiipe aktarilmistir. Icerisinde az sayida olan
MKH’leri de iceren tiim pellet homojenize edilerek 10 ml PBS ile sulandirilip 2000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek yikanmistir. Altta kalan pelletin tizerine 5 ml PBS
eklenerek sayim islemi gerceklestirilmistir. Hiicre sayisi otomatik hiicre sayim

cihazinda sayilip, elde edilen ml’deki hiicre sayisi total say1y1 hesaplamak i¢in 5 (Sml
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oldugu icin) ile ¢arpilir. Elde edilen hiicreler bir kez daha santrifiij edilip pellet haline
gelen hiicreler iizerine Dulbeco’s Modified Eagle Medium low Glucose (DMEM-
LG), %20 fetal bovine serum ve %10 Dimetil siilfoksit (DMSO) (OriGen, Isvec)
iceren dondurma (freezing) soliisyonu eklenerek kriyoviallerde +4de 1 saat, -
20”de 4 saat, — 80”de 24 saat ve daha sonra -196° sivi azot tanklarina alinmigtir
(sekil 3.3).

Sekil 3.3: Mononiikleer hiicrelerin ayrismasi ve dondurulmasi. a)Mononiikleer hiicre
ayrigsmasi icin fikol eklenmesi, b) fikol eklenmis drnegin santrifiij sonrasi plazma, mononiikleer hiicre
ve eritrositler olarak ayrismasi, ¢) ayrilmis mononiikleer hiicreler, d) hiicrelerin donduruldugu — 196

°C s1v1 azot tanklari.

Orneklerin ¢oziilmesi: Kriyovialler azot tankindan alindiktan sonra +37 ° C su
banyosunda ¢6ziinmiistiir. Coziinen iiriin yeni bir tiipe alinarak freezing soliisyonunu
ortamdan uzaklastirmak i¢in Sml PBS eklenip 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Hiicre pelleti iizerine kiiltiir soliisyonu eklenerek doku kiiltiir kabina (75 cm”lik
flask- T75) en az 20x10° hiicre olacak sekilde 10 ml biiyiime besiyeri [DMEM-LG
(Biochr flaszom, Almanya), %10 fetal bovine serum (Biochrom, Almanya), %1
antibiyotik (Penisilin-Streptomisin, Biochrom, Almanya)] ile birlikte aktarilmis ve
37°C, %5 CO?’li inkiibatérde (Galaxy 170R, Eppendorf Company, Almanya) kiiltiire
edilmistir (sekil 3.4).
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Sekil 3.4:  Mononiikleer
hiicrelerin  T75 doku kiiltiir
kabina ekilmesi ve 37°C %5
COy’li  inkiibatorde  kiiltiire

edilmesi.

3.1.3.Mezenkimal kok hiicre izolasyonu ve hiicre Kiiltiiriinde

cogaltilmasi

Mononiikleer hiicrelerden MKH Kkiiltiiriine gecis: 75 cm”lik flasklara (T75)
ekilen mononiikleer hiicreler 24 saat sonunda gozlenmistir. Kiiltiir flaski tabanina
yapisan adeziv hiicreler gozlendikten sonra her 3 giinde bir kiiltiir besi yeri
degistirilmistir. Buradaki amag¢ adezif olmayan hematopoetik hiicrelerin ortamdan
uzaklastirilmasidir. Yaklasik iki hafta icerisinde adeziv karakterdeki hiicrelerin
cogalarak kiiltiir kabin1 %70 oraninda doldurmasi saglanmistir. Bu agsamada hiicre
kiiltiir besiyeri (siipernatant/conditioned medium) ortamdan alinarak 0,22 um’lik
filtreden gecirilip her ornekten iki ml’lik iki kriyovial dondurulmus ve 80°C derin
dondurucuda saklanmistir. Hiicre kiiltiir ortamindan besiyerinin uzaklastirilmasindan
sonra ortama PBS eklenerek hiicreler yikanir. Ortamdan PBS uzaklastirilarak 4 ml
90,05 tripsi/EDTA (Biochrom, Almanya) konularak inkiibatore konularak 10 dk
beklenir. Bu asamada hiicrelerin ylizeyden ayrilip ayrilmadiklar1 “inverted”
mikroskopta kontrol edildikten sonra kalkmis olan tiim hiicreler kiiltiir flasklarindan
almir, tripsini ortamdan uzaklastirmak amaciyla PBS ile yikanir. Yikanan hiicreler
sayimm i¢in Ornek alinarak otomatik sayim cihazinda (Beckman Coulter HmX-AL)
sayilir.

MKH kiiltiiriinde pasajlamalar: Hiicre sayiminin sonucuna gore bir T75 kiiltiir
flaskina 3x10° hiicre olacak sekilde (4000 hiicre/ sz) 10 ml hiicre kiiltiir besiyeri
eklenerek ekilir ve 37°C, %5 CO>’li inkiibatore yerlestirilir. Kalan hiicreler iizerine
DMEM-LG, %20 fetal bovine serum ve %10 DMSO (OriGen, Isveg) iceren
dondurma (freezing) soliisyonu eklenerek kriyoviallerde +4°de 1 saat, -20°’de 4
saat, — 80”de 24 saat ve daha sonra -196° siv1 azot tanklarina alinmistir. Ayn1 islem
pasaj 2 gecilirken tekrarlanmigtir. Pasaj 1 sonunda elde edilen hiicrelerin bir kismi
MKH Kkarakterizasyon calismasina, bir kism1 da DNA izolasyonu ve ELISA testleri
icin 6 kuyucuklu kiiltiir flasklarina ekildi.

45



3.1.4. lizole edilen MKH’lerin karakterizasyonu
Tiim karakterizasyon ¢aligmalar1 pasaj 2 MKH’ler ile yapilmistir.
Morfolojik analiz
MKH’lerin karakterizasyonunda ilk adimm hiicrelerin plastik ylizeye
yapisabilmeleri ve igsi-poligonal morfoloji gostermeleridir. Bu 6zelliklerinin

saptanmasi inverted mikroskop kullanilarak yapilmistir (sekil 3.5 ).

Sekil 3.5: Mezenkimal kok hiicrelerin inverted mikroskopta igsi-poligonal yapilarinin

incelenmesi.

Farkhlasma testleri

Hiicrelerin MKH oldugunun kanitlanmast i¢in, en azindan, adipojenik ve
osteojenik farklilasma kapasitesi oldugunun in-vitro ortamda gosterilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle MKH’ler adipojenik veya osteojenik yonde farklilasmay1
uyaran besiyeri ortaminda tutularak 3 hafta sonra farklilagsma gOsterip
gostermedikleri yoniinden degerlendirilmistir.

Adipojenik Farkhlasma

Ikinci pasajda olan hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 3x105/kuyu olacak
sekilde ekilerek cogaltilmaya baglanmistir. Haftada 2 kez besiyeri degistirilerek
hiicrelerin %100 yogunluga ulagmasi saglanmistir. Ardindan tiim kuyucuklar 1 ml
PBS ile yikanmis ve adipojenik farklilasmasi istenen hiicreleri iceren kuyucuklara 2
ml adipojenik farklilasma besiyeri (MesenCult® Adipogenic stimulatory
supplements (Human), Stemcell, Kanada) eklenmistir. Kontrol kuyucuklarina ise

standart biiyiime besiyeri eklenmistir. U¢ giinde bir kiiltiir ortami tazelenmistir.
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Uc hafta sonunda tiim kuyucuklardan besiyerleri toplanmis ve PBS ile
yikama yapilmistir. Yikamanin ardindan yag hiicresine farklilagmasi beklenen
hiicreler 2 ml %10 formol (Sigma, ABD) ile 1 saat fikse edilmistir. Fiksasyonun
ardindan formol uzaklastirilip, steril distile su ile yikanmistir. Ardindan her bir
kuyucuga 2ml %60 izopropronalol konularak 5 dakika bekletilmistir.
[zopropronalolun uzaklastirilmasindan sonra her bir kuyucuga 2ml Oil Red O boyasi
(Sigma, ABD) eklenerek 5 dakika oda 1sisinda beklenmis ve ardindan distile su ile 2
kere yikama yapilmistir. Her bir kuyucuga 2 ml hematoksilen boyasi eklenerek 1
dakika oda 1sisinda tutulmus, cekirdek boyanmasi saglanmistir. Hematoksilen
ortamdan uzaklastirhidiktan sonra her bir kuyucuga ortamin kurumamasi amaci ile 2
ml distile su eklenmigtir. Dijital goriintiileme sistemi (Olympus, Japonya) ile
fotograflar1 ¢cekilmistir. Oil red boyasi ile kirmizi1 renkte boyanma ve hiicre icerisinde
yag damlaciklar1 goriilmesi adiposit farklilagmasinin kanit1 olarak kabul edilmistir.

Osteojenik Farkhlagsma

Tripsinize edilmis olan pasaj 2 MKH’ler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina toplam
3x10° hiicre olacak sekilde ekilerek cogaltilmis ve haftada 2 kez besiyeri
degistirilerek hiicrelerin %80 yogunluga ulagsmasi saglanmistir. Ardindan tiim
kuyucuklar 1’er ml PBS ile yitkanmis ve kemik hiicresine farklilagsmasi istenen
hiicreleri iceren kuyucuklara 2 ml osteojenik farklilasma besiyeri (MesenCult®
Osteogenic Stimulatory Kit, Stemcell, Kanada) eklenmistir. Kontrol kuyucuklaria
ise standart biiyiime besiyeri eklenmistir. 3 hafta sonunda tiim kuyucuklardan
besiyerleri toplanmis ve 2 ml PBS ile yikama yapilmustir.

Farklilasma analizi i¢in 1 ml %4 paraformaldehit ile 30 dakika oda 1sisinda
fikse edilen hiicreler distile su ile yikanarak paraformaldehit ortamdan
uzaklagtirllmistir. Her bir kuyucuga 1 ml Alizarin Red boyasi (Sigma, ABD)
eklenerek 20 dakika oda 1sisinda bekletilmislerdir. Ardindan boya uzaklastirihip
kuyucuklar 1 ml distile su ile yikanmis ve dijital goriintiilleme sistemi ile
kuyucuklarin fotograflar1 ¢ekilmistir. Alizarin red boyasi ile koyu renkte kalsiyum

depozitleri goriilmesi osteojenik farklilagmanin kanit1 olarak kabul edilmistir.
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Akim Sitometri ile Hiicre Yiizey Molekiil Analizi

Hiicrelerin Hazirlanmasi

Hiicrelerin yiizey molekiillerinin analizi i¢in pasaj 2 MKH’ler kullanilmisgtir.
T75 doku kiiltiir kabinda iiretilen hiicreler PBS ile yikanmis ve ardindan 2 ml tripsin-
EDTA eklenerek 37°C’de 10 dakika bekletilmis ve boylece hiicrelerin yiizeyden ve
birbirlerinden ayrilmalar1 saglanmistir. Inkiibasyon bitiminde tripsinin etkisini
durdurmak amaciyla kiiltiir kabina serum iceren biiyiime besiyeri eklenmis ve
hiicreler tiipte toplanmistir. Otomatik analizator ile hiicre sayim yapilan hiicreler
FACS tiiplerine, tiip basina 2x10° hiicre olacak sekilde 2 ml PBS kullanilarak
bolistiiriilmiistir. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilan tiiplerdeki pellet
homojenize edilmistir.

Hiicrelerin Isaretlenmesi

Homojenize edilen hiicre pelleti tizerine 100 pl ‘PBS-BSA-Na Azide’ ile
birlikte her birinden 5 pl olacak sekilde tablo 3.1°de yer alan ve farkli floresanlarla
isaretlenmis antikorlardan eklenmistir.

Tiipler +4°C’de ve karanlikta 30 dakika inkiibe edilmis; inkiibasyon bitiminde
2 kez ‘PBS-BSA-Na Azide’ ile yikama yapilan tiiplere 200ul ‘PBS-BSA-Na Azide’
eklenerek FACS Aria (Beckon Dickinson Biosciences, ABD) cihazi ile okutulmaya
gecilmistir.

Isaretlenmis Hiicrelerin Yiizey Molekiil Analizi

Analiz toplam 10000 olgu (event) okutularak Floresan aktive edilmis hiicre
ayristirma (Fluorescene-activated cell sorting) (FACS) Aria cihazi ile yapilmastir.
Analiz icin BD FACSDiva Software v6.1.2 yazilimi (Beckon Dickinson Biosciences,
ABD) kullanmilmistir. Hiicrelerin isaretlenmesinde kullanilan florokromlardan
Fluorescein isothiocyanate (FITC) ve Fikoeritrin (Phycoerythrin, PE) 488 nm (mavi)

dalga boyunda 6l¢iilmiis; sirasiyla yesil ve turuncu renk vermislerdir.

Antikor Ozellik Floresan | Marka, Ulke | Beklenen

HLA ABC Tiim ¢ekirdekli hiicreler i¢in Pozitif
PE BD, ABD

(MHC sinif I) belirteg

CD90 Mezenkimal kok hiicre, noron, Pozitif
PE BD, ABD

(Thy-1) fibroblast belirteci

CD73 Mezenkimal kok hiicre, noron, Pozitif
PE BD, ABD

(Ekto5'niikleotidaz) fibroblast, T ve B lenfosit belirteci
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Mezenkimal kok hiicre, endotel, e-bioscience, | Pozitif
CD44 PE

fibroblast, tiimor hiicre belirteci ABD
CD49e Mezenkimal kok hiicre, Pozitif

. PE BD, ABD

(Integrin alfa-5) T ve B lenfosit belirteci
CD34 Hematopoetik kok hiicre belirteci | FITC BD, ABD Negatif
CD4 T lenfosit belirteci FITC BD, ABD Negatif
CD3 T lenfosit belirteci FITC BD, ABD Negatif

Tablo 3.1: Insan kemik iliginden izole edilen mezenkimal hiicrelerin yiizey molekiil

ozelliklerinin belirlenmesi i¢in kullanilan antikorlar

3.2. immiin modulatér sitokinlerin ELISA 6lciimii

Mezenkimal kok hiicreler pasaj 2 ye getirildikten sonra siipernatantlari
filtreden geg¢irilerek eppendorf tiiplerine alindi. Stipernatanlar —80°C’de dondurulmus
sekilde, calisma giiniine kadar saklandi. ELISA testleri Fatih Universitesi Tip
Fakiiltesi Multidisipliner Laboratuvarinda BioTek (USA) cihaz1 kullanilarak yapild1.
Mezenkimal kok hiicre siipernatanindadlgiilen ELISA test sonuglarmin standart

olmast icin 10x 10* MKH basina diisen degerler olarak alinmugtir.

3.2.1. Hepatosit Biiyiime Faktoriiniin ELISA Olciimii

Hepatosit Biiyiime Faktorii diizeyleri, MKH kiiltiir siipernatanlart ve kemik
iligi plazmalar1 ¢oziildiikten sonra 8 saat icinde Olciildii. Mezenkimal kok hiicre
siipernatan1 ve kemik iligi plazmalar1 HGF diizeyleri, Human HGF R&D Systems
ELISA kiti (Minneapolis, USA) ve BioTek (USA) cihazi kullanilarak iireticinin
talimatlarina gore olciildii. Kullanim 6ncesi tiim kitler, MKH siipernatant ve kemik
iligi plazmalar1 6rnekleri oda 1sisina getirildi. Assay Diluent RD1W 150 pl ve 50 pl
standart, siipernatan ve kemik iligi plazmalar1 kuyucuklara eklendikten sonra 2 saat
oda 1s1sinda inkube edildi. Soliisyon aspire edildikten sonra 400 pul Wash Buffer ile 4
kez yikama yapilip 200 pl "HGF Congutate" ile oda 1sisinda 1,75 saat oda 1s1sinda
inkubasyon yapildi. Sollisyon aspire edildikten sonra 400 pl Wash Buffer 4 kez
yikama yapilip 200 pl "substrate solution” ile oda 1sisinda ve karanlhikta 30 dakika
inkubasyon yapildi. 50 pl "stop solution" eklendikten sonra 30 dakika icinde
Olciimler 450 nm optik dansite kullanmilarak yapildi. HGF diizeyleri standart soliisyon
kullanmlarak ¢izilen bir kalibrasyon egrisinden hesaplandi. Sonuglar pg/ml olarak

degerlendirildi. HGF konsantrasyonlar1 her supernatan ve kemik iligi plazma 6rnegi
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icin en az iki kere Ol¢iildii ve daha sonra yapilan analizlerde, Olciilen degerlerin
aritmetik ortalamasi kullanilda.
3.2.2. Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta 1 Olciimii

Transforme Edici Biiylime Faktorii Beta 1 diizeyleri siipernatanlar ve kemik
iligi plazmalar1 ¢oziildiikten sonra 8 saat icinde Olciildi. Mezenkimal kok hiicre
stipernatan1 ve kemik iligi plazmalart TGF-B1 diizeyleri, Human TGF-f1 R&D
Systems ELISA kiti (Minneapolis, USA) ve BioTek (USA) cihaz1 kullanilarak
tireticinin talimatlarina gore Olgiildi. Kullamm Oncesi tim kitler ve MKH
siipernatan1 ve kemik iligi plazmalar1 ornekleri 6rnekleri oda 1sisina getirildi. Latent
TGF-B1 aktive etmek icin kitte yazan talimatlara gére 100 ul MKH siipernatanta 20
pl 1 N HCI eklenip oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi. Aktive edilmis 6rnek 20 pl
1,2 N NaOH/0,5 M HEPES ile notralize edildi ve hizlica 6l¢iime gecildi. Hiicre
kiiltir mediumunda bulunan bovine serumdaki latent TGF-f1 diizeyini hesaplamak
icin aym islemler yapilarak diizey hesaplandi ve c¢ikan sonuglardan bu diizey
cikartildi.  Standart egri hesaplandiktan sonra 1,4 diliisyon faktorii ile
konsantrasyonlar hesaplandi. 40 pl kemik iligi plazmasina 20 pl 1 N HCI eklenip oda
isisinda 10 dakika inkiibe edildi. Aktive edilmis 6rnek 20 pl 1,2 N NaOH/0,5 M
HEPES ile notralize edildi. Aktive edilmis 6rnekten 10 pl alinip 190 pl Calibrator
Diluent ile diliie edildi ve hizlica 6l¢iime gegildi. Standart egri hesaplandiktan sonra
40 diliisyon faktorii ile konsantrasyonlar hesaplandi. 50 pl Assay Diluent RD1-21 ve
50 pl aktive edilmis siipernatanlar, 50 pl Assay Diluent RD 1-73 ve 50 pl aktive
edilmis kemik iligi plazmalar1 kuyucuklara eklendikten sonra 2 saat oda 1sisinda
inkube edildi. Soliisyon aspire edildikten sonra 400 pl Wash Buffer ile 4 kez yikama
yapilip 100 pl " TGF-B1 Congutate" ile oda 1sisinda 2 saat oda 1sisinda inkubasyon
yapildi. Soliisyon aspire edildikten sonra 400 pl Wash Buffer 4 kez yikama yapilip
100 pl "substrate solution” ile oda 1sisinda ve karanlikta 30 dakika inkubasyon
yapildi. 100 pl "stop solution" eklendikten sonra 30 dakika i¢inde dl¢timler 450 nm
optik dansite kullanilarak yapildi. TGF-B1 diizeyleri standart soliisyon kullanilarak
cizilen bir kalibrasyon egrisinden hesaplandi. Sonuglar pg/ml olarak degerlendirildi.
TGF-B1 konsantrasyonlar1 her supernatan ve kemik iligi plazma 6rnegi i¢in en az iki
kere 0Olgiildii ve daha sonra yapilan analizlerde, Olciilen degerlerin aritmetik

ortalamasi kullanildi.
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3.2.3. Prostaglandin E2 6lciimii

Prostaglandin E2 diizeyleri MKH siipernatanlart1 ve kemik iligi plazmalari
coziildiikten sonra 8 saat icinde oOl¢iildii. Mezenkimal kok hiicre siipernatani ve
kemik iligi plazmalar1 PGE2 diizeyleri, Human PGE2 R&D Systems ELISA kiti
(Minneapolis, USA) ve BioTek (USA) cihazi kullanilarak iireticinin talimatlarina
gore olciildii. Kullanim 6ncesi tiim kitler, MKH siipernatani ve kemik iligi plazmalar1
ornekleri oda 1sisina getirildi. Orneklerden 150 ul alinarak 300 pl Calibrator Diluent
RD5-56 ile 3 kat diliie edildi. Standart egri hesaplandiktan sonra 3 diliisyon faktorii
ile konsantrasyonlar hesaplandi. Calibrator Diluent RD5-56" dan 200 pl non-spesifik
baglayici1 kuyucuga, 150 pl de sifir standarda ve kalan kuyucuklara 150 pl standart,
MKH siipernatani ve kemik iligi plazmalar1 eklendi. Non-spesifik baglayici kuyucuk
disindaki wellere 50 pl Primer Antikor soliisyonu eklendikten sonra 500 rpm
‘horizontal orbital microplate shaker’ iizerinde 1 saat oda 1sisinda inkube edildi. Tiim
kuyucuklara 50 pl "PGE2 Congutate" ile oda 1sisinda 2 saat oda 1sisinda sallayici
izerinde inkubasyon yapildi. Soliisyon aspire edildikten sonra 400 pl Wash Buffer 4
kez yikama yapilip 200 pl "substrate solution" ile oda 1sisinda ve karanlhkta 30
dakika inkubasyon yapildi. 100 pl "stop solution" eklendikten sonra 30 dakika icinde
Olctimler 450 nm optik dansite kullanilarak yapildi. PGE2 diizeyleri standart
soliisyon kullanilarak cizilen bir kalibrasyon egrisinden hesaplandi. Sonuglar pg/ml
olarak degerlendirildi. HGF konsantrasyonlar1 her supernatan ve kemik iligi plazma

Ornegi icin en az iki kere oOl¢iildii ve daha sonra yapilan analizlerde, Olciilen

degerlerin aritmetik ortalamasi kullanildi.

Sekil 3.6: ELISA
testlerinin  okundugu
BioTek ELx808 cihazi
ve testlerinin

yapilmasi
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3.3. Istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler, SPSS 16,0 istatistik programi (SPSS Inc, Chicago,
USA) ile yapildi. Siirekli numerik degiskenlerin dagiliminin normal olup olmadigi
Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendi. Normal dagilima uymayan analitin iki
grupta karsilastirilmasinda Mann Whitney U testi kullamldi. Istatistiksel analizler

icin p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsma gruplarimn ozellikleri

Bu c¢aligmaya kemik iligi nakli amaciyla G-CSF verilerek kemik iligi
toplanan 8 donér, kontrol grubu olarak kemik iligi nakli amaciyla G-CSF verilmeden
kemik iligi toplanan 8 dondr dahil edildi. Donérlerin tanimlayic1 6zellikleri tablo

4.1’de O6zetlenmistir.

Yas Cinsiyet

Ortanca Min-mak Erkek Kiz

G-CSF(+) 9,0 3,5-17 5
G-CSF(-) 9.5 4,5-17 4 4

Tablo 4.1: Donérlerin tanimlayici 6zellikleri.

42. 1Insan Kemik ilizi Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicrelerin
izolasyonu, Uretilmesi ve Karakterizasyonuna iliskin Bulgular
4.2.1. Insan Kemik 1iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin
Izolasyonu Ve Cogaltilmasi
Mezenkimal kok hiicreler bir¢cok dokunun yanisra kemik iliginde
hematopoetik kok hiicrelerle birlikte bulunmaktadir. Kemik iliginde yer alan 100.000
cekirdekli hiicreye karsin yaklasik 1 MKH oldugu bildirilmektedir (149). Bu nedenle
boliim 3.1.3’de detayli anlatildigi gibi in-vitro hiicre kiiltiir ortaminda ¢ogaltilarak
kiiltiir ortamina salgiladiklar sitokinler ¢alisilabilmektedir. Calismamizda da kiiltiir
ortamina birakilan hiicreler tek tek kiiltiir kabina yapismislardir. Yapisan ve koloni
formunda cogalan fibroblast morfolojisindeki hiicrelerin stromal kaynakl
mezenkimal kok hiicrelerden zengin oldugu; buna karsin yapigma gostermeyen
hiicrelerin agirlikli olarak hematopoetik hiicreler oldugu bilindiginden dolay1
yapismayan, besiyerinde yiizen hematopoetik hiicreler iic giinde bir besiyeri
tazelenerek elimine edilmistir.
Doku kiiltiir kabina yapisan hiicrelerin 14 giin sonunda %80 oramnda kiiltiir
kabinin yiizeyini kapladigi gozlenmistir. Tripsin enzimi uygulayarak yiizeyden ve

birbirlerinden ayrilmalar1 saglanan hiicreler toplanmis ve bir kismi daha sonraki
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calismalar i¢in dondurularak -196 derecede sivi azot igerisinde saklanmistir. Kalan
hiicreler ise tekrar kiiltiir edilmistir. Hiicrelerin pasajlanma islemi 2 kez uygulanarak
MKH’lerin sayica ¢ogalmasi ve daha homojen hiicre popiilasyonu elde edilmesi
saglanmistir.
4.2.2. Insan Kemik iliginden izole Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin
Karakterizasyonu

Izole edilen ve cogaltilan hiicrelerin MKH oldugunu kanitlamak amaciyla
karakterize edilmeleri gerekmektedir. Bu amagla Uluslararas1 Hiicresel Tedavi
Derneginin (ISCT/The International Society for Cellular Therapy) MKH ‘lerin
karakterizasyonu icin belirledigi kriterler kullanilmigtir (8). Bu tammlamaya gore
hiicrelerin adeziv (yapisan) yapida olmasi, stromaya 6zgii yiizey belirte¢lerine sahip
olmasi, hematopoetik hiicrelere 6zgii belirtegleri tasimamasi ve adipojenik ve
osteojenik olmak iizere en az iki hiicre serisine multipotent farklilagsma ozelligi
gostermeleri ile MKH olarak adlandirilabilirler.

Kemik iliginden izole edilen mononiikleer hiicrelerinin kiiltiiri sonucunda
doku kiiltiir kabinin tabanina hiicreler yapismis ve cogaltilarak pasajlama yapilmistir.
Boylece bu hiicrelerin MKH olmasi icin ilk kosul olan plastik yiizeylere yapigabilme
ozellikleri saglanmigtir.

Mezenkimal kok hiicreler mezodermal germ tabakasma ait hiicrelere
farklilasma Ozelligine sahip hiicrelerdir. Calismamizda, hiicrelerin MKH
karakterizasyonunda siklikla kullanilan adipojenik ve osteojenik farkhilasma
kapasiteleri analiz edilmistir. Bu amagla 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekilen ve
cogaltilan 2. pasajdaki hiicrelerin adipojenik ve osteojenik farklilasmalar1 morfolojik
olarak analiz edilmistir.

Adipojenik farklilasma besiyerinde G-CSF ile uyarilan ve uyarilmayan kemik
iligi kaynakli MKH’leri morfolojik olarak benzer sekilde yag hiicresine farklilastigi
goriilmiistiir. Farklilagsma besiyeri yerine biiylime besiyeri ile devam edilen ve ayni
yontem ile boyanan kontrol hiicrelerinin mikroskobik incelemesinde ise yag hiicresi

saptanmamigstir (Sekil 4.1 ).
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Sekil 4.1: Adipojenik farklisma deneyine ait mikroskop goriintiileri. Graniilosit
koloni uyarict faktor ile uyarilmis kemik iliginden iiretilen MKH’lerin yag hiicre
morfolojisine sahip hiicreler (4x) (a, ¢) ve Oil Red O boyasi ile boyanmis yag
vezikiilleri (4x) (b, d) .

Kemik hiicrelerine farklilasmasi istenen hiicreler 6 kuyucuklu Kkiiltiir
kaplarina ekildikten ve kiiltiir kabinin yiizeyini tamamen kaplamalar1 sagladiktan
sonra osteojenik farklilagma besiyeri eklenmistir. Yirmibir giin sonunda morfolojik
analiz elde etmek amaciyla kemik hiicresine farklilasmasi beklenen hiicreleri iceren
kuyucuklar ve biiylime besiyeri ile devam ettirilen kontrol hiicreleri iceren
kuyucuklar Alizarin Red boyasi ile boyanmistir. Boyamadan énce ve sonra inverted
mikroskop goriintiileme sistemi ile fotograflar1 g¢ekilerek farklilasmasi beklenen
hiicreler ile kontrol hiicreleri arasindaki fark gozlenmistir. Mikroskop ile yapilan
morfolojik gdzlem sonucunda kemik hiicresine farklilasan hiicreler (Sekil 4.2. a, c¢)
ve kalsiyum birikintilerinin Alizarin Red boyasi1 ile boyandig1 gozlenmistir (Sekil

4.2.b,d).
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Sekil 4.2: Osteojenik farklilasma deneyine ait mikroskop goriintiileri. Kemik hiicre

farklilagsmas1 kalsiyum birikimi ile gosterilmistir (4x) (a, c), Alizarin Red boyas: ile
boyanmis kalsiyum birikintileri (4x) (b,d).

Uluslararas1 hiicresel tedavi derneginin (ISCT) belirledigi kriterlere gore
MKH’ler yiizey molekiilii olarak CD105, CD90, CD73 gibi stromaya o6zgii
molekiilleri eksprese ederken; hematopoetik kok hiicre ylizey molekiilleri olan
CD45, CD34, CD14 eksprese etmemelidir. Bu amacla yaptigimiz calismada bu
ylizey molekiillerini iceren bir panel hazirlanmistir (tablo 3.1). Akim sitometri
caligmasinin sonucunda kemik iliginden izole edilip hiicre kiiltiiriin cogaltilan
hiicrelerin CD44, CD90, CD73, CD49¢, HLA ABC yiizey molekiillerini %90’ nin
iizerinde eksprese ettigi; CD34, CD3 ve CD4 gibi hematopoetik ylizey molekiillerini
% 5’in altinda eksprese etmedigi saptanmistir (sekil 4.3). Boylece analiz edilen

hiicrelerin yiizey molekiil 6zelliklerinin MKH 6zelliginde oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.3: Akim sitometri ile hiicre ylizey molekiillerinin isaretlenmesi.

Sonu¢ olarak MKH karakterizasyonu ¢aligmas1 kapsaminda yapilan
morfolojik analiz, farklilasma ve yiizey molekiil 6zellik analizlerinden elde edilen
veriler ile Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Derneginin (ISCT) belirledigi MKH
karakterizasyon kriterlerinin saglandigi; insan kemik iliginden elde edilen hiicrelerin
MKH oldugu belirlenmistir.

4.3. Hepatosit biiyiime faktorii konsantrasyonlari

Graniilosit koloni uyaric1 faktor ile uyarilmis kemik iliginden izole edilen 8
olgunun MKH siipernatanlarinda 100.000 hiicreden salinan HGF konsantrasyonu
121,60 £ 68 pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak o6l¢iildii. Kontrol grubu olan G-
CSF ile uyarilmamis kemik iliginden izole edilen 8 olgunun MKH siipernatanlarinda
100.000 hiicreden salinan HGF konsantrasyonu 125,91 + 135 pg/mL (ortalama,

standart sapma) olarak 6lciildii. Iki grup arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamli

degildi (p>0,05).
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Sekil 4.4: Graniilosit koloni uyarici faktor ile uyarilmig ve uyarilmamig kemik
iliginden izole edilen MKH siipernatanlarinda HGF konsantrasyonlari.

Graniilosit koloni uyaric1 faktor ile uyarilmis kemik iliginden izole edilen 8
olgunun kemik iligi plazmalarindan 6l¢iilen HGF konsantrasyonu 6699,92 + 4125,69
pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak 6lciildii. Kontrol grubu olan G-CSF ile
uyarilmamis kemik iliginden izole edilen 8 olgunun kemik iligi plazmalarindan
Olciilen HGF konsantrasyonu 2340,56 + 843,97 pg/mL (ortalama, standart sapma)
olarak ol¢iildii. Iki grup arasindaki farklihik istatiksel olarak anlamliydi (p<0,05).

58



12500,00 -

10000,00+

7500,00-

5000,00-

2500,00-

) 8
G-CSF

Kemik iligi plazmasinda HGF konsantrasyonu (pgiml)

Sekil 4.5: Graniilosit koloni uyarici faktor ile uyarilmis ve uyarilmamis kemik

iligi plazmasindaki HGF konsantrasyonlari.

4.4.Transforme edici biiyiime faktorii beta konsantrasyonlari

Graniilosit koloni uyaric1 faktor ile uyarilmisg kemik iliginden izole edilen 8
olgunun MKH siipernatanlarinda 100.000 hiicreden salinan TGF-B1 konsantrasyonu
53,98 + 47,48 pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak 6lciildii. Kontrol grubu olan
G-CSF ile uyarimamis kemik iliginden izole edilen 8 olgunun MKH
siipernatanlarinda 100.000 hiicreden salinan TGF-1 konsantrasyonu 86,30 + 49,39
pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak olciildii. Iki grup arasindaki farklilik
istatiksel olarak anlamli degildi (p> 0,05).
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Sekil 4.6: Graniilosit koloni uyarici faktor ile uyarilmis ve uyarilmamis kemik

iliginden izole edilen MKH siipernatanlarinda TGF-$1 konsantrasyonlari.

Graniilosit koloni uyaric1 faktor ile uyarilmis kemik iliginden izole edilen 8
olgunun kemik iligi plazmalarindan o6lgiilen TGF-f1 konsantrasyonu 14757 +
24415,12 pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak olciildii. Kontrol grubu olan G-
CSF ile uyarilmamis kemik iliginden izole edilen 8 olgunun kemik iligi
plazmalarindan Olciilen TGF-B1 konsantrasyonu 4956,93 + 215845 pg/mL
(ortalama, standart sapma) olarak olciildii. Iki grup arasindaki farklilik istatiksel
olarak anlaml degildi (p> 0,05).
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Sekil 4.7: Graniilosit koloni uyarici faktor ile uyarilmis ve uyarilmamis kemik

iligi plazmasindaki TGF-B1 konsantrasyonlari.

4.5.Prostaglandin E2 konsantrasyonlari

Graniilosit koloni uyaric1 faktor ile uyarilmis kemik iliginden izole edilen 8
olgunun MKH siipernatanlarinda 100.000 hiicreden salinan PGE2 konsantrasyonu
143,19 + 31,69 pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak 6l¢iildii. Kontrol grubu olan
G-CSF ile uyarimamis kemik iliginden izole edilen 8 olgunun MKH
siipernatanlarinda 100.000 hiicreden salinan PGE2 konsantrasyonu 314,66 + 97,18
pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak olgiildii. Iki grup arasindaki farklilik
istatiksel olarak anlamliyd1 (p<0,05).

61



E

[=]

2

5 500,00- .
5

=

1]

i

£ 400,00-

7]

|

[=]

4

il 300,00

)

o

3]

=

< o

£ 200,00-

(o]

®

[

£ ]

§ 100,00 : :
T (+) ()
: G-CSF

Sekil 4.8: Graniilosit koloni uyarici faktor ile uyarilmis ve uyarilmamis kemik

iliginden izole edilen MKH siipernatanlarinda PGE2 konsantrasyonlari.

Graniilosit koloni uyaric1 faktor ile uyarilmis kemik iliginden izole edilen 8
olgunun kemik iligi plazmalarindan olgiillen PGE2 konsantrasyonu 3350,06 =+
165491 pg/mL (ortalama, standart sapma) olarak 6l¢iildii. Kontrol grubu olan G-
CSF ile uyarilmamis kemik iliginden izole edilen 8 olgunun kemik iligi
plazmalarindan olciilen PGE2 konsantrasyonu 2254,68 + 794,15 pg/mL (ortalama,
standart sapma) olarak 6lciildii. Iki grup arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamli

degildi (p> 0,05).
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Sekil 4.9: Graniilosit koloni uyarici faktor ile uyarilmis ve uyarilmamis kemik

iligi plazmasindaki PGE2 konsantrasyonlari.
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5. TARTISMA

Graniilosit koloni uyaric1 faktér (G-CSF) hematopoezi ve dogal immiin
sistemi diizenleyici temel hematopoetik biiyiime faktoriidiir. Hematopoetik sistem
izerindeki G-CSF’nin temel etkileri; normal hematopoetik kok hiicrelerin ¢ogalmasi
ve farklilasmasim1 indiiklemesi, radyoterapi ya da kemoterapiye bagh
myelosupresyon sonrasinda notrofillerin yeniden yapilanmasini artirmasi, matiir
notrofillerin effektdr fonksiyonlarinin aktivasyonu ve kemik iligi kok hiicrelerinin
periferik kana ge¢melerini saglamasidir (35, 36). Bu etkileri nedeni ile klinikte 1g1n
tedavisi ve kemoterapi sonras1 hastalara ve periferik kok hiicre naklinden ©nce
donorlere uygulanmaktadir. Periferik kok hiicre toplamaya uygun olmayan ve kemik
iliginden hasta i¢in yetecek kadar CD34+ hiicre toplanamayacagi Ongoriilen
vericilere de toplanan kemik iligi iirlinii icerisindeki kok/projenitor hiicre miktarini
artirmak i¢in kemik iligi toplanmadan 6nce G-CSF verilmektedir. Bu uygulama ile
kok hiicrelerin vericinin kemik iligi nislerinden ¢ikmasi, bir kisminin vaskiiler nis
bolgesinde projenitdor hiicrelere doniismesi saglanmaktadir. Bdoylelikle toplanan
kemik iligi iiriinlinde kok hiicre ve projenitdr hiicre konsantrasyonlar1 artmaktadir.
Bununla birlikte G-CSF’nin immiin sistem iizerinde de g¢esitli etkileri oldugu
diisiiniildiigiinde G-CSF verildikten sonra toplanan kemik iligi ile nakil yapilmig
hastalarda standart uygulamaya gore (GCSF verilmeden toplanan kemik iligi) immiin
cevapta degisiklikler olmast beklenebilir (2, 17, 35, 49). Periferik kan kok hiicre
nakli amaciyla donorlere verilen G-CSF’nin Th-1-Th-2 shift yapma etkisiyle hastada
akut ve kronik GVHH olusum insidansini etkiledigi diisiiniilmektedir (aGVHH
riskini artirmayip kGVHH riskinde artisa yol agarak). Graniilosit koloni uyarict
faktor uygulanarak yapilan KIT’de ise G-CSF etkisiyle verici kemik iliginde olan

degisikliklerin hastanin immiin sistemi lizerine olas etkileri arastirilmamaistir.

Calismamizda hasta sayisinin kisith olmasi, hasta tanilarinin ve kullanilan
hazirlik rejimlerinin heterojen olmasi nedeniyle 2 grup arasinda transplant sonrasi
immiinolojik etkiler (GVHH insidansi, immiin rekonstitiisyon vb) yoniinden bir
kiyaslama yapilamamigtir. Buna karsin literatiirde ilk kez, G-CSF uygulanan saglikli
kisilerin kemik iligi mikrocevresinde olusan immiinmodulatuvar degisikliklere ait 6n

veriler elde edilmistir.
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Bu amagla, kemik iligi mikrocevresinin bir yansimasi olarak kemik iligi
plazmalarinda; ayrica mikrogevrenin 6nemli elemanlarindan ve stromal hiicreler olan
MKH supernatanlarinda immiinmodulasyonda rolii oldugu bilinen sitokin/solubl
faktor diizeylerine bakilmis; ayrica G-CSF uygulamasinin MKH’lerin biyolojik
ozelliklerine etkisi incelenmistir. Mezenkimal kok hiicre siipernatanlarinda yapilan
analizler hiicre kiiltir ortammda pasajlanarak g¢ogaltilmis hiicrelerin sekretuvar
fonksiyonunu gostermekte olup hiicre-hiicre, hiicre-matriks, hiicre-solubl faktor
iligkilerini igermediginden tam olarak in-vivo durumu yansitmamaktadir. Buna
karsin kemik iligi plazma orneklerindeki Ol¢iimler, laboratuar ortaminda modifiye
edilmeden direkt olarak yapildigir icin G-CSF uygulanan vericinin kemik iligi
mikrocevresinde olusan tiim hiicre-matriks-faktdr interaksiyonlarinin sonucunu
yansitmaktadir. Bu etkilesimler sonucu kemik iligi mikrocevresinde bulunan her bir
hiicre tipinden solubl faktorler salinabilmektedir. Bu konuda MKH’ler en basta gelen
hiicreler arasinda sayilabilir. Bu calismada hiicre kiiltir ortaminda MKH
supernatanlarinda saptanan bazi faktorlerin de in-vivo ortamda olusan dinamik

etkilesimler sonucu salinimlarinda degisiklikler olabilecegi akilda tutulmalidir.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kemik, kikirdak, tendon, ligament, kemik
iligi stromasi, adiposit, kas, dermis ve bag dokusuna farklilasabilen multipotent
progenitor hiicrelerdir (3). Temel olarak bag dokusu igeren tiim dokularda MKH
bulunmakla birlikte, MKH kaynagi olarak en iyi tanimlanmis doku kemik iligidir.
Kemik iligi kaynakli MKH leri hematopoetik hiicreler icin gerekli bircok biiyiime
faktorii ve immiin sistemde etkili olan sitokinleri salgilar, ayrica diger kok hiicreler
ile ortak olan baz1 gen ekspresyonlar1 yaninda konnektif dokuya 6zgiin molekiiller ve
adezyon molekiillerini eksprese ederler (62). Literatiirde immiin modulatuvar
etkilerini hiicresel etkilesim ve esas olarak salgiladiklar1 TGF- 1, HGF, PGE2, IDO
ve HLA-G5 gibi faktorler ile gosterdigi bildirilmistir (11, 64, 71, 72). Bu
immiinmodulatuvar/immiinsupresif 6zellikleri nedeniyle MKH’ler klinik kullanim
acisindan basta steroide cevapsiz aGVHH olmak {izere inflamatuvar ve otoimmiin
hastaliklarda ilgi uyandirmaktadir.

Immiin sistemi etkileyen G-CSF'nin MKH iizerine etkisi ve salgiladiklari
immiin modiilatuar sitokinlerdeki degisimi bilinmemektedir. Graniilosit koloni

uyarici faktor etkileri esas olarak kemik iligi ve hematopoetik sistem {izerinedir. Bu

65



nedenle GCSF ile uyarilmis kemik iliginden izole edilen MKH’lerde 6zellikle de
salgiladiklar1 immiin modulatuvar sitokinlerde degisiklikler olacag: diisiiniilerek bu
calisma planlanmistir.

Bu amacla, HKHT amaciyla saglikli vericilere G-CSF verilerek elde edilen
kemik iliklerinden iiretilen MKH’leri incelenmis, G-CSF verilmeden toplanan kemik
iliginden {iretilen kontrol MKH’ler ile karsilastirilmistir. Hiicre kiiltiirleri ayni
zamanda, ayn1 deneyimli kisi ve aym kosullarda yapildig1 i¢in benzer standartlarda
iretilmis, tim caligmalarda lot numaralar1 ayn1 olan besiyeri, fetal buzag serumu
kullanilmistir. Tiim kemik iligi 6érneklerinden MKH iiretilebilmis; kiiltiirde cogalma
ozellikleri, hiicrelerin morfolojik, immiinfenotipik analizleri ve adiposit ve
osteoblastlara farklilasma kapasitesinde G-CSF’ye maruz kalmis MKH’ler ile
kontrol 6rnekler arasinda bir farklilik saptanmamaistir.

Kemik iligi mikrogevresini yansitacagi diistiniilerek kemik iligi plazmasinda
immiin modulatuvar TGF-B1, HGF ve PGE2 sitokinleri incelenmis, ayrica
MKH’lerin katkisim1 ortaya koymak acisindan MKH kiiltiir siipernatanlar1 da
kullanilmustir.

Son 30 yil i¢inde kesfedilip, aminoasit sekans1 ve DNA’s1 belirlenen HGF nin
basta plasenta olmak {iizere, sinir dokusu, bobrek, karaciger, akciger, GIS, kas
dokusu, digler, kemik ve kikirdak dokusu, meme bezleri, hematopoetik doku ve
tilkiiriik bezlerinde fonksiyon gordiigii bildirilmistir. Bu faktoriin organ gelisimi,
antiapopitotik, antifibrotik, antiinflamatuvar ve antianjiogenetik etkileri oldugu
gosterilmistir (100-124). Literatiirde yapilmis calismalarda yas ve cinsiyete gore
serum HGF konsantrasyonlarinda degisiklik oldugu gosterilmistir. On-ondokuz yas
arasindaki HGF konsantrasyonu kizlarda 360 = 160 pg/ml, erkeklerde 350 + 250
pg/ml olarak bildirlmistir (105). Kemik iligi mikrocevresini gosterdigi diisiincesi ile
inceledigimiz Ki plazmasinda 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 saptanmistir. Bu degerler
literatiirde bildirilen serum degerlerine gore ¢ok yiiksektir ve HGF’ nin kemik iligi
mikrocevresinden salgilandigina ve Onemli fonksiyonlarina isaret etmektedir.
Calismamizda, GCSF verilen ve verilmeyenlerde kemik iligi plazma HGF degerleri

arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p=0,027). Bu sonug, kemik iliginde
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G-CSF ile HGF konsantrasyonunda bir artis oldugunu gostermektedir. Kemik iligi
mikrocevresinde HGF kaynagi, MKH’ler de dahil olmak {izere diger hiicreler de
olabilir. Bu nedenle ¢alismamizda, MKH siipernatanlarinda da HGF diizeyleri
incelenmigstir. Graniilosit koloni uyaric1 faktor ile uyarilmis kemik iliginden elde
edilenlerde ortalama 121 + 68 pg/ml, ortanca 103 (38 - 243) pg/ml bulunurken; G-
CSF ile uyarilmamis olanlarda 125 + 135 pg/ml, ortanca 84 (31 - 443) pg/ml olarak
saptanmustir. Iki grup arasinda istatistiksel anlamli bir fark saptanmasa da (p=0,24)
bu degerler MKH’lerden HGF saliniminin oldugunu gostermektedir. Graniilosit
koloni uyarici faktér uygulanmis kemik iliginden kiiltiir ortaminda gelistirilen
MKH’lerin HGF salinnminda kontrol degerlere gore bir farklilik saptanmamaistir.
Kemik iligi plazmalarinda G-CSF uyarisi ile HGF degerlerinde belirgin artis olurken
MKH siipernatanlarinda bir fark saptanmamasi, in- vivo ortamda hiicre-hiicre, hiicre-
matriks, hiicre-diger solubl faktor etkilesimlerinin sonucu MKH’lerin in-vitro
ortamda olandan farkl1 bir ekspresyon profili gosterebilecegini; ayrica kemik iliginde
yer alan diger hiicre tiplerinden de salinacagm diisiindiirmektedir. Ayrica,
MKH’lerin kiiltirde cogaltilma asamasinda gecen siire icerisinde fonksiyonel
ozelliklerinde degisiklikler olmas1 da beklenir. Calismamizda, bu nedenle nispeten
erken pasaj 2 siipernatanlar1 kullanilmistir. Ancak yine de gegen siire icerisinde G-
CSF’nin etkisinin ortadan kaybolmus olabilecegi diisiiniilmiistiir. Mezenkimal kok
hiicrelerin ortamdan aldig1 uyarilar (IFN-y, IL-1B gibi) ile immiin supresif faktor
salinim1 artmaktadir. Hiicre kiiltiir ortaminda MKH’lerin in-vivo ortamda oldugu gibi
diger hiicrelerle temasta olmamasi nedeniyle bu uyarilardan yoksun olmasi sonucu
sekretuvar fonksiyonlarinda degisiklik oldugu diisiiniilmiistiir. ilerleyen calismalarda,
sitokinler ile uyarida bulunularak ve hematopoetik hiicreler ile ko-kiiltiir yapilarak
deneyler tekrarlanabilir. Literatiirde, HGF nin hem in-vivo hem de in-vitro olarak
dentritik hiicrelerin antijen sunma fonksiyonlarim1 baskiladigi, hem oksijenaz-1
indiiksiyonu ile IL-10 {iretimini artirip IL-6 iiretimini azaltarak antiinflamatuvar etki
gosterdigi bildirilmigstir (112-114). Caligmalara antiinflamatuar ve inflamatuar diger
sitokinlerinde eklenmesi, hatta sitokin array analizleri gibi daha kapsamli ¢calismalara
ihtiya¢ vardir.

Transforme edici biiyiime faktorii, hiicre ¢cogalmasi, farklilasmasi, apopitozis,

adezyon, ¢esitli hiicre tiplerinin migrasyonu ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin
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iiretimini diizenler. Immatiir hematopoetik hiicreler, aktive T ve B hiicreleri,
makrofajlar, notrofiller ve dentritik hiicreler gibi ¢ogu hiicre tipleri TGF- B iiretir ve/
veya etkilerine duyarlidir (128, 129). Kulkarni ve arkadaglarinin, TGF-B1 knockout
farelerle yaptiklar1 deneyde elde edilen bilgilerle TGF-f’min immiin hiicre
homeostazisinin idame ettirilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigini gostermislerdir
(130). In vitro ¢ahsmalar TGF-B’mn B ve T hiicrelerinin tiim evrelerinde etkiledigini
gostermektedir. Tipik olarak, TGF-f, B ve T hiicre proliferasyonunu inhibe ederek
ve apopitozisi uyararak immiin supresif bir molekiil gibi rol oynamaktadir (128). Son
zamanlarda, TGF-B1’in aktive T hiicrelerin 6lumiinii destekleyerek inflamasyonu
baskiladig1 ve apoptotik T hiicrelerden ortaya ¢ikan TGF-f ile immiin supresif bir
cevre olusturdugu saptanmistir (134, 135). Di Nicola ve arkadaslarimn yaptigi
calismada, MKH’lerin indiikledigi T hiicre proliferasyonun etkisi TGF-f1 ve HGF
antikorlar1 eklendiginde ortadan kalktigi goriilmiistir (64). Literatiirde cesitli
calismalarda MKH’lerin immiin supresif etkilerinde salgiladigit TGF-B1’in de etkili
oldugu gosterilmistir (64, 68, 71, 72). Bizim caligjmamizda da kemik iligi
MKH’lerinden TGF-B1 salinimi oldugu goriildii. Graniilosit koloni uyarici faktor ile
uyarilmis Ki’den iiretilen MKH siipernatanlarinda TGF-B1 konsantrasyonu ortalama
54 + 47 pg/ml, ortanca 46,5 (0,5 - 141) pg/ml iken; G-CSF ile uyarilmamis KI’den
elde edilen de ise 86 * 49 pg/ml, ortanca 81 (19 - 175) pg/ml olarak saptandi. Iki
grup arasinda istatiksel olarak anlaml fark saptanmadi (p=0,41). Bu calismada G-
CSF ile uyarilmis kemik iliginden kiiltiir ortamimnda gelistirilen MKH’lerin kontrol
orneklere gore TGF-B1 salimminda degisiklige yol agmadigi goriilmiistiir. Burada
yine, hiicre kiiltiir ortam1 ve dinamik hiicre —hiicre etkilesimlerinin olmamasinin
hiicrelerin sekretuvar &zelliklerini degistirdigi akla gelmektedir. Kemik iligindeki
dinamik etkilesimleri daha iyi yansitacagi diisiincesi ile inceledigimiz KI
plazmasinda G-CSF verilen grupta TGF-f1 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 saptanmistir. Bu iki
grup arasinda istatiksel farklilik saptanmamistir (p=1,00). Ancak olgu bazinda G-
CSF alan donériin kemik iligi plazmasinda asir1 derecede yiiksek (73540 pg/ml)
TGF- B1 saptanirken MKH siipernatantinda digerlerine gore diisitk miktarda (6
pg/ml) TGF- B1 saptanmistir. Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi mikrogevresinde
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diger hiicrelerle etkilesim halindedir. Makrofaj, NK, hasarli dokulardan gelen
uyarilarla MKH’lerden TGF- Bl iiretimi artmaktadir (61). Immatiir hematopoetik
hiicreler, aktive T ve B hiicreleri, makrofaj ve dentritik hiicreler gibi ¢ogu hiicre
tipleri TGF- B1 trettigi gosterilmistir (127, 128). Kemik iligi plazmalarinda belirgin
yiiksek konsantrasyonda TGF- B1 saptanmasma ragmen siipernatantlarda diisiik
oranlarda saptanmistir. Kiiltiir ortammda mikrogevre kosullar1 olmamas1 ve uyari
yapilmamasi nedeni ile diisiik saptanmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayn1 zamanda
G-CSF alan kisilerde bireysel farkliliklar nedeni ile u¢ degerler saptanmistir. Daha
fazla olgu sayisi ile birlikte, uyaranlar ile daha kapsamli ¢aligmalar ihtiya¢ vardir.
Prostaglandinler, siklooksijenaz tarafindan arasidonik asitten ve az bir kismi
izoprostan yolaginda prostaglandin sentaz tarafindan iiretilen kii¢iik molekiillerdir
(136). Prostaglandin E2 viicuttaki tiim hiicre tiplerinde iiretilebilir. Inflamasyona
cevaptaki PGE2’yi epitel, fibroblast ve infiltre eden inflamatuvar hiicreler
tiretmektedir. Prostaglandin E2, albiimin ile yikimi artmasina ragmen in vitro
goreceli olarak stabildir. Buna karsit olarak PGE?2, in vivo cok hizli bir doniisiime
sahiptir ve dokudan ve dolagimdan cok hizli uzaklagtirilir (138). Prostaglandin
E2’nin heterojen etkileri EP1, EP2, EP3 ve EP4 olarak tanimlanmis dort farkli
reseptoriin - varligin1  gostermektedir. PGE2’nin antiinflamatuvar ve supresif
aktivitesinin baskin yonlerini aracilik ettigi EP2 ve EP4 yoluyla ve PGE2’nin farkli
konsantrasyonlarinda ve farkli siirelerde tetiklenir (141). T hiicrelerinin MKH’lerle
ko-kiiltiirii PGE?2 diizeylerinde artisla sonuclanmakta ve PGE2 iiretim inhibitorleri ile
tedavi edildiginde MKH aracili immiin modiilasyon azalmaktadir (72). Spaggiari ve
arkadaslart MKH’lerin monosit kaynakli dentritik hiicrelerin 6zellikle PGE?2 araciligi
ile matiirasyon ve fonksiyonunu inhibe ettigini gostermislerdir (84). Bizim
calismamizda, G-CSF ile uyarilmis Ki’den iiretilen MKH siipernatanlarinda PGE2
konsantrasyonu ortalama 143 + 31 pg/ml, ortanca 135 (112 - 211) pg/ml; G-CSF ile
uyartlmamis KI’den elde edilen de ise 314 + 94 pg/ml, ortanca 326 (162 - 489) pg/ml
olarak saptandi. Bu da mezenkimal kok hiicrelerden PGE2 saliniminin oldugunu
gostermektedir. Graniilosit koloni uyarici faktdor uygulanmis donérlerin kemik
iliginden elde edilen MKH’lerinin PGE2 salimminda kontrole gore belirgin diisiikliik
saptanmistir ve iki grup arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur

(p=0,001). Kemik iligi mikrogevresini gosterdigi diisiincesi ile inceledigimiz KI

69



plazmasinda 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 saptanmistir. Bu iki grup
arasinda istatiksel farklilik saptanmamistir (p=0,11). Graniilosit koloni uyarici
faktoriin kemik iliginde PGE2 diizeylerinde degisiklige yol a¢mazken MKH
siipernatantlarinda belirgin azalmaya yol agmistir. Ancak bunun hiicreler {izerinde
hangi reseptorlere etkiledigi ve sonucunun nasil oldugu konusunda daha ayrmtili
calismalara gereksinim vardir.

Bu calismada dikkati ¢ceken bir konu da, G-CSF verilen donorlerin kemik iligi
plazmalarinda sagliklt donorler arasinda goriilen bireysel farkliliklarin ¢cok genis bir
dagilim gostermesidir. Graniilosit koloni uyaric1 faktdr sonrasi 8 farkli vericinin
kemik iligi plazmasi incelendiginde HGF, TGF- B1 ve PGE2 konsantrasyonlarinda
bireysel biiylik farkliliklar gbzlenmis ve bu farkliligin G-CSF’ye yanitta bireysel
faktorlere bagh oldugu diisiiniilmiistiir. Bu durum, klinikte G-CSF uygulanan
donorlerde 16kosit sayilarindaki degisken artislar ve siirelerin cok farkli olmast ile
birlestirildiginde, G-CSF uygulamasimn saglikli kisilerde kemik iligi iizerine
etkilerinde multifaktorlerin rolii oldugunu, genetik polimorfizmlere baglh bireysel
farkliliklarin mobilizasyon ve diger biyolojik fonksiyonlar iizerinde 6nemli farklar
gosterebilecegini diisindiirmiistiir. Mezenkimal kok hiicre siipernatanlarinda ise
dagilimda bu kadar farklihk saptanmamis olmasi; kiiltiir ortaminda, MKH’lerin
temin edildigi bireye ait Ozelliklerin giderek azaldigina, hiicrelerin diger
etkilesimlerden uzak olarak tek baglarina kiiltiirde giderek benzer o6zellikler
kazandigina isaret etmektedir.

Ozetle, G-CSF uygulanmis saglikli vericilerin kemik iligi plazmalar1 ve
kemik iliklerinden elde edilerek hiicre kiiltiirinde c¢ogaltilmis MKH’lerinin
incelenmesi sonucunda G-CSF’nin kemik iligi mikrocevresinden immiinmodulatuvar
sitokin / biiylime faktorlerinin salinimimi etkiledigi gbzlenmis; bunlardan HGF ve
PGE2 diizeylerinde istatistiksel anlamli degisiklikler oldugu gosterilmistir. Ayrica,
kemik iligi kokenli MKH’lerin HGF, TGF- B1 ve PGE2 gibi faktorleri salgiladigi
goriilmiis ve bu durumun bu hiicrelerin immiinmodulatuvar rollerine isaret ettigi
diisiniilmiistiir. Bununla birlikte kiiltiir ortaminda, donére verilen G-CSF’nin

etkisinin biiyiikk Ol¢ciide kaybolmasi ve hiicre-hiicre, hiicre-matriks iliskilerinin
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olmamasi nedeniyle in-vivo ortami daha iyi yansitmak icin ko-kiiltiir deneyleri,
sitokin array analizleri ve solubl faktorlerle uyaridmis kapsaml ileri ¢aligmalarin
yapilmasinin yararl olacagi kamsina varilmigtir. Insanlardan elde edilen kemik iligi
orneklerinde literatiirde ilk kez incelenen G-CSF etkisinin calisildigi ve bir on
calisma seklinde planlanan bu calismamizda elde edilen sonuclarin kapsamli

caligmalarin planlanmasina 1s1k tutacag diisiiniilmiistiir.

71



6. SONUCLAR

Calismada elde ettigimiz sonuglara gére G-CSF verilen ve verilmeyen kemik
iligi kaynakli MKH’ler plastik yiizeye yapisabilen igsi fenotipte olmasi, osteosit ve
adipojenik hiicre morfolojilerine farklilagabilmeleri, immiin fenotiplendirmede
belirlenen MKH yiizey belirteclerini sahip olmalar1 ve hematopoetik yiizey belirteci
icermemeleri nedeniyle MKH olarak tanimlanabilmek i¢in gerekli kriterlerin hepsine
sahip idi. Bu sonuclar dogrultusunda G-CSF verilen kemik iliklerinden de MKH
tiretilebilmektedir.

Mezenkimal kok  hiicre siipernatanlarinda immiin = siipresif/immiin
modulatuvar 6zellikleri olan HGF, PGE2 ve TGF-B1 saptanmistir. Bu da MKH’lerin
kiiltiir ortamina bu sitokinleri salgiladiklarini géstermektedir.

Graniilosit koloni uyaric1 faktor verilmis kemik iliginden elde edilen MKH
siipernatanlarindan PGE2 diizeyinde kontrol gruba gore istatiksel anlamli bir
diisiikliik saptanmis ve G-CSF’'nin kemik iligi kaynakli MKH’ler iizerinde
immiinmodulatuvar etkisine isaret etmistir. Hepatosit biiyiime faktori ve TGF-B1
diizeylerinde kontrol grubu ile arasinda istatistiksel anlaml farklilik saptanmamaistir.

Kemik iligi mikrocevresinin yansimasi olarak kemik iligi plazmalarina, G-
CSF alan veya almayan bireylerin hepsinde HGF, PGE2 ve TGF-B1 salinim1 oldugu
gozlenmig; bilhassa G-CSF verilen bireyler arasinda HGF, PGE2 ve TGF-B1
diizeylerinde bireysel farkliliklarin ¢ok yiiksek oldugu gozlenmistir. Kemik iligi
plazmalarinda HGF diizeyi G-CSF alan dondrlerde istatistiksel anlamli derecede
yiiksek bulunmus ve G-CSF’nin kemik iligi mikrogevresinden potent immiinsupresif
etkili HGF salinimini artirdigi saptanmistir. Prostaglandin E2 ve TGF-B1’in kemik
iligi plazma diizeyleri G-CSF alanlarla almayanlar arasinda istatistiksel anlamli bir

fark saptanmamuistir.
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EKLER

Ek 1: Mezenkimal kok hiicre farkhilasma sonuclar:

H 4.gun 21.gun 33.gln Boyama

n

o Osteojenik Adipojenik Osteojenik Adipojenik Osteojenik Adipojenik Osteojenik Adipojenik
1 b 3

2

3




H 4.gun 21.gln 33.gln Boyama

n | Osteojenik Adipojenik Osteojenik Adipojenik Osteojenik Adipojenik Osteojenik Adipojenik
o

| E

| E

| E

8




Ek 2: Graniilosit koloni uyarici faktor verilen ve verilmeyen donérlerin kemik iligi plazma ve MKH siipernatanlarmdaki

(100.000 hiicre basina) PGE2, HGF, TGF-p1 konsantrasyonlari.

cinsiyet (| yas G-CSF || PGE2 (pg/ml) || PGE2 (pg/ml) || HGF (pg/ml) ||HGF (pg/ml) || TGF-B1(pg/ml) || TGF-B1 (pg/ml)
siipernatan kemik iligi siipernatan kemik iligi siipernatan kemik iligi
1 erkek 4,5 |]yok 330,42 1919,2 31,09 2252,51 127,61 3507,00
2 kiz 9 yok 310,09 1806,6 87,68 1489,61 97,40 3253,82
3 kiz 17 yok 489,50 23374 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 44321 1164,08 40,65 4298,22
7 kiz 11 yok 355,10 3010,4 40,35 3225,75 175,88 6592,80
8 kiz 9 yok 162,92 1377,6 38,91 1641,52 92,69 5754,08




cinsiyet (| yas G-CSF (| PGE2 (pg/ml) || PGE2 (pg/ml) || HGF (pg/ml) ||HGF (pg/ml) || TGF-B1(pg/ml) || TGF-B1 (pg/ml)
siipernatan kemik iligi siipernatan kemik iligi siipernatan kemik iligi
9 kiz 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 kiz 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 32529 92,22 12722,6 5,98 73540,00
14 kiz 7,5 || var 211,12 65589 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 23549 67,05 8740,10 141,14 19853,74




