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OZET

Amag: Hiicrelerin boliinme faaliyetleri sirasinda meydana gelen hatalarin  ve
mutasyonlarin etkileri sonucu, kontrolsiiz hiicre béliinmesi olarak adlandirilan, hiicrelerin
kanserlesme siireclerine karsi onlarca yildir yapilan calismalarda gelistirilen stratejiler
genel olarak cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hedeflenmis tedaviler olarak gosterilebilir.
Bu stratejilere ek olarak hiicresel temelli immiinoterapi stratejisi son yillarda 6ne ¢ikmayi
basarmistir. Immiin sistemi diizenleme ve modiile etme o6zellikleri, mezenkimal kok
hiicrelerin kansere kars1 kullanimini olanakli hale getirmistir. Immiin sistemi diizenleyen
bir baska mekanizma da sitokinlerin etkileridir. interlokin ailesinin immiin sistem hiicreleri
lizerine olan etkilerinden biri hiicrelerin ¢ogalmasini ve uyarilmasini saglamaktir. Bu
baglamda Interlokin-2 sitokini mezenkimal kok hiicreleri uyarmak ve kanser hiicrelerini
oldiirmek amaciyla kullanilmistir. Bu ¢aligmada, mezenkimal kok hiicrelerin tek baslarina
ve sitokin ile birlikte kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etkilerinin incelenmesi

amagclanmaktadir.

Yontem: Bu calismada, insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler kiiltiire alinip
cogaltilmistir. Hiicreler 3.pasaja kadar ¢ogaltildiktan sonra karakterizasyonlari yapilmistir.
Anaplastik tiroid kanseri hiicreleri olan CAL62 tiimdr hiicre hatt1 ile ko-kiiltlire edilmistir.
Mezenkimal kok hiicrelerin tiimor hiicreleri iizerine sitotoksik etkilerinin anlasilabilmesi
icin sitokinli ve sitokinsiz olarak ayr1 ayr1 gruplar olusturularak ko-kiiltiir diizenekleri
kurulmustur. Sitokinin etkilerinin zamana bagli olarak nasil bir etki gosterdiginin
anlasilabilmesi igin dl¢limler 24., 48. ve 72. saatler baz alinarak yapilmigtir. Mezenkimal
kok hiicrelerin  CAL62 anaplastik tiroid kanseri hiicreleri {izerine sitotoksik ve
antiproliferatif etkilerinin incelenebilmesi icin WST-1 ve ELIZA (ELISA: Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) analizleri yapilmistir. Kanser hiicrelerinin ko-kdiltiir sonrasi hiicre
siklusundaki degisimler akim sitometrik analizler ile incelenmistir. MKH’lerin ve CAL62
anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinin yilizey belirtegleri akim sitometrik analizler ile
incelenmistir.  CAL62 hiicrelerinin  ko-kiiltiir Oncesi ve sonrasi telomeraz enzim
aktivitesindeki degisimler TRAP (Telomerase Repeated Amplification Protocol) yontemi
ile incelenmistir. Ayrica MKH’lerin ve CALG62 hiicrelerinin gen ekspresyon seviyeleri

Gergek zamanli polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile incelenmistir.



Bulgular: Analizler sonucunda, mezenkimal kok hiicrelerin tek baslarina ve sitokin ile
birlikte kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etkilerinin oldugu goézlemlenmistir. Gruplar
arasindaki farklar incelendiginde, mezenkimal kok hiicrelerin sitokin ile birlikte ve direkt

ko-kiiltiir olarak kullanildiginda en etkili sonuglarin elde edildigi gézlemlenmistir.

Sonug¢: Analizlerin sonuglarina gore, Interlokin-2 sitokininin mezenkimal kok hiicrelerin
uyarilmasini sagladigr ve CAL62 anaplastik tiroid kanseri hiicreleri iizerine sitotoksik etki
olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica direkt ko-kiltiiriin, indirekt ko-kiiltiire gore
antiproliferatif etkilerin gozlemlenmesi bakimindan daha etkili oldugu sonucuna

varilmstir.

Anahtar sozciikler: Mezenkimal Kok Hiicre, Interlokin-2, Direkt ve Indirekt Ko-kiiltiir,

Sitotoksik etki, CAL62 anaplastik tiroid kanseri hiicresi



ABSTRACT

Objective: Strategies developed during decades of studies on cancer cell proliferation,
which are termed as uncontrolled cell division, are generally referred to as surgery,
radiotherapy, chemotherapy, targeted therapies. In addition to these strategies, the strategy
of cell-based immunotherapy has come to the forefront in recent years. Modulation and
modulating properties of the immune system have made possible the use of mesenchymal
stem cells against cancer. Another mechanism that regulates the immune system is the
effects of cytokines. One of the effects of the interleukin family on the immune system
cells is to proliferate and stimulate the cells. In this context, Interleukin-2 cytokines have
been used to stimulate mesenchymal stem cells and kill cancer cells. In this study, the
cytotoxic effects of mesenchymal stem cells alone and on cytokines and cancer cells are

investigated.

Method: In this study, human bone marrow derived mesenchymal stem cells were cultured
and multiplied. After the cells were amplified to the 3rd pascal, characterization was made.
The CALG62, anaplastic thyroid cancer cells, was co-cultured with the tumor cell line. In
order to understand the cytotoxic effects of mesenchymal stem cells on tumor cells, co-
culture systems have been established by creating separate groups with cytokines and
without cytokines. The measurements were based on 24, 48 and 72 hours so that the effects
of cytokine were affected by time. WST-1 and ELISA analyzes were performed to examine
the cytotoxic and antiproliferative effects of mesenchymal stem cells on CAL62 anaplastic
thyroid cancer cells. Changes in cell cycle of cancer cells after co-culture were examined
by flow cytometric analysis. Surface markers of MSCs and CAL62 anaplastic thyroid
cancer cells were examined by flow cytometric analysis. Changes in telomerase enzyme
activity of CALG62 cells before and after co-culture were examined by TRAP (Telomerase
Repeated Amplification Protocol) method. In addition, gene expression levels of MSCs
and CALG62 cells were examined by RT-PZR (Gergek zamanli PZR).

Results: As a result of the analyzes, it has been observed that cytotoxic induction of
mesenchymal stem cells alone and in combination with cytokines on cancer cells has been
observed. When the differences between the groups were examined, it was observed that

mesenchymal stem cells had the most effective results with cytokine and direct co-culture.

vi



Conclusion: According to the results of the analyzes, Interleukin-2 cytokine induces
mesenchymal stem cells and CAL62 cytotoxic effect on the cells of anaplastic thyroid
cancer. It has also been concluded that direct co-cultures are more effective in observing

cytotoxic effects than indirect co-cultures.

Key words: Mesenchymal Stem Cell, Interleukin-2, Direct and Indirect Co-cultures,

Cytotoxic effect, CAL62 anaplastic thyroid cancer cell
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bulunmaktayim. Bu siirecte onceklikle 6grencisi olmaktan mutluluk ve onur duydugum,
bilgi birikimi ve sabriyla her zaman yanimda olan ve KOGEM ailesine katilma ayricaligini
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1. GIRIS

Kanser her yil diinya ¢apinda milyonlarca insanin hayatin1 kaybetmesine neden
olmaktadir. Yiiksek 6liim oranlar1 nedeniyle bilim diinyasinda iizerine en ¢ok arastirma
yapilan hastaliklarin igerisinde yer almaktadir. Bir¢ok tipinin olmasi ve kisiden kisiye

olusan farkliliklardan dolay1 kapsayici bir tedavinin gelistirilmesi giiclesmekdir.

Hiicrelerin dogal bir davranisi olan hiicre boliinmesi, hiicrelerin ¢ogalmast,
yenilenmesi ve dokularin onarimi; canliligin siirdiiriilmesi igin gereklidir. Hiicrelerin
boliinme siireci, molekiiller ve hiicresel diizeyde siki bir denetimden gegilerek
yapilmaktadir. Ancak nadir de olsa bazen bu denetim mekanizmalarinda meydana gelen
aksakliklardan dolayr tiimor hiicreleri olusabilmektedir. Olusan bu tiimorler yayillmadan
tek bir kitle icinde durduklar1 zaman iyi huylu timor (benign) olarak adlandirilirlar ve
cerahhi miidahale ile alinarak cogu zaman kesin tedavisi gerceklestirilebilmektedir. Ancak
bu tiimor hiicreleri ¢gevre dokulara yayilabilme yetenegini kazanmissa o zaman koétii huylu

(malign) olarak adlandirilirlar ki buna kanser denilmektedir.

Kanser hiicrelerinin davranislarinin karmasikligina ve ¢esitliligine ragmen olusum
mekanizmalar1 temelde 2 ana mekanizmayla agiklanabilmektedir. Her iki mekanizma da
DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) ile iligkilidir. (1) Pro-onkogen olarak adlandirilian gen
grubunda meydana gelen mutasyonlar tiimor hiicrelerinn ¢ogalma giiciinde ve hizinda
artisa neden olabilir. Bu durumda hiicreler normalden daha hizli bir sekilde
cogalabilmektedir. (2) Hiicreleri boliinmeleri sirasinda kontrol eden ve gardiyan genler
olarak da bilinen tiimor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar, hiicrelerin
kontrol edilemeden cogalmasina ve hatalarin yeni olusan hiicrelere diizeltilemeden
gecmesine neden olmaktadir. Bu iki mekanizma sonucu tiimdr hiicreleri kanserlesmektedir.
DNA’da Hiicrelerin kanserlesme siirecinin oniindeki ilk engel hasar géren ve mutasyona
ugrayan DNA dizisinin tamir edilmesidir. DNA tamir mekanizmalari, DNA’da meydan
gelen hasarin onarilabilmesi i¢in G1-S kontrol noktas1 devreye girer ve hiicreyi G1 fazinda
durdurarak hasar tamiri i¢in hiicreye zaman kazandirir. Hasar onarilabilecek durumda
degilse, tiimor baskilayict p53 proteini hiicreyi programli hiicre 6liimii olarak adlandirilan
apoptozis siirecine gotiiriir. Ancak p53 geni allellerinde mutasyon varsa hasar onarilamaz

ve DNA hatal1 olarak replikasyon gegirir. G1-S kontroliinde herhangi bir sorun olmadan



DNA dogru replike olsa bile S fazinda replikasyon sirasinda DNA’da mutasyon meydana
gelebilir. Bu durumda S-G2 kontrol noktasi devreye girerek hiicrenin G2 fazini
tamamlay1p mitoz fazinda ge¢mesini engeller. Yani hiicre hem replikasyon oncesi hem de
replikasyon sonrasi DNA’da meydana gelen hasarlari, kontrol noktalar1 aracilifiyla
durdurur ve hiicrenin genetik kararliligimi korur. Tiimor baskilayici genler mutasyonla
calisamaz hale geldiginde, genetik olarak hatali hiicre soylar1 meydana gelir. Bu durumda
tiimor hiicresinin yok edilmesi i¢in immiin sistem devreye girer ve tiimor hiicresi oldiiriiliir.
Cogu zaman bu engelleme mekanizlar1 basarili olmaktadir ancak nadir de olsa kanserlesme

stireci organizma tarafindan durdurulamamaktadir.

Kanser hiicreleri koken aldiklar1 hiicre ve doku tipine gore 3 temel sinifa ayrilirlar.
(1) Epitel hiicrelerden koken alarak olusan “karsinomlar (2) bag dokusu ya da kas
hiicrelerinden koken alan “sarkomlar” olarak adlandirilirlar. (3) Kan ve immiin sisteme ait

hiicrelerin malignant tiirii olan kan kanseri “lenfoma” olarak adlandirilir.

Tiroid bezi, boynun alt kisminda bulunan kelebek seklinde bir endokrin bezdir.
Tiroid bezinden salgilanan hormonlar 6nce kana salgilanir, ardindan tiim dokulara ulasir.
Tiroid bezinden salgilanan hormonlar, viicudun enerjiyi kullanabilmesine, 1s1 dengesinin

olusturabilmesine ve diger organlarin dogru ¢alismasina yardimei olur.

Viicut i¢in hayati Oneme sahip hormonlarin salgillandigi tiroid bezinin
kanserlesmesi hastalarin hayatlarin1 siirdiirebilme olanaklarim1 kisitlamaktadir. Tiroid
kanserinin olugmasina neden olan faktorler arasinda en ¢ok radyasyona magruz kalma 6n

plana ¢ikmaktadir.

Kanser tedavisinde hiicresel tadavi temelli yaklasimlar giinden giine artmaktadir.
Kanserin hiicresel tedavisinde kok hiicrelerin kullanildigi ve basarinin saglandigi birgok
calisma yapilmistir. Kok hiicrelerin immiin sistem hiicrelerini diizenleyebilme ve immiin
sistem hiicreleri gibi davranabilme yetenekleri kanser tedavisinde kok hiicreleri avantajl

bir konuma tagimstir.

Multipotent stromal kok hiicreler olan mezenkimal kok hiicreler, adiposit,
kondrosit, osteoblast ve miyosit gibi bir¢cok hiicre tipine farklilagabilme potansiyeline
sahiptir.  Mezenkimal kok  hiicreler, farklilasabilme kapasitelerinin  yaninda

immiinmodiilator etkilere de sahiptir. Mezenkimal kok hiicrelerle yapilan ¢alismalarda



interlokin sitokinleri ile uyarildiklarinda kanser hiicreleri {iizerine sitotoksik etki

gosterdikleri gézlemlenmistir.(Kang 2005) ,(Kang 2007).

Interlokin-2 proteini, bir gesit sitokin olan interldkin ailesinin bir iiyesidir. Aktif T
lenfositler tarafindan salgilanir. Immiin sistem hiicrelerini aktif hale getirebilir. 1990’11
yillarda FDA’dan onay olarak bobrek ve deri kanserlerinde ila¢ olarak kullanilmaya

baslanmustir. Hiicrelerin Interlokin-2 reseptdriine baglanarak aktif hale getirir.

Bu ¢alismada tiroid kanseri tiirlerinin en agresif tipi olan anaplastik tiroid kanseri
hiicreleri hedef alinmistir. Mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak da kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicreler uygun goriilmiistiir. Bu baglamda interlokin-2 ile uyarilmis
mezenkimal kok hiicrelerin, kanserin hiicresel tedavisinde etkileri incelenmistir. MKH ve
kanser hiicresinin kiiltiir ortaminda birbirileri ile olan etkilesimlerinin hiicre hiicre
temastyla m1 yoksa parakrin etkiyle mi oldugunu anlayabilmek i¢in direkt ve indirekt ko-

kiltir sistemleri kurulmustur.

1.1. Kok Hiicreler
Kok hiicreler, kendi kendini yenileyebilen ve farkli hiicre tiplerine farklilasabilen ve
bu sayede doku ve organlar1 insa edebilen 6zel hiicre gruplaridir. Ddllenmis bir
yumurtadan doku ve organlarin nasil gelisebildiginin anlagilabilmesinde, kok hiicrelerin
yeri olduk¢a dnemlidir. Ayrica bir¢ok hastaligin tedavisinde kok hiicreler, hiicre trapisi ve

doku jenerasyonu alanlarinda 6nemli potansiyellere sahiptir. (Hui ve dig. 2011)

Kok hiicreler somatik hiicrelere benzer olarak es hiicrelerin olustugu simetrik
boliinme yetenegine sahip olmanin yaninda, kok hiicre havuzunu korumay: saglayan ve
ayni zamanda somatik hiicreleri de olusturabildigi asimetrik boliinme yetenegine de

sahiptir.



Cizelge 1.1 Hiicre bolinme cesitleri
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Yapilan aragtirmalar sonucunda kok hiicrelerin farkli 6zelliklere sahip olduklart ve
farkl1 kaynaklardan elde edilebildikleri gézlemlenmistir. Bu nedenle kok hiicreler temel
olarak, farklilasabilme potansiyellerine gore ve elde edildikleri kaynaga gore

siiflandirilirlar.

1.1.1. Kok Hiicrelerin Sitmflandirilmasi
Farklilagabilme kapasiteleri goz Onilinde bulunduruldugunda 5 ana grupta

toplanirlar;

a)Totipotent Kok Hiicreler: Yumurta hiicresinin sperm ile déllenmesiyle olusan
zigot, bir viicudu inga eden tiim hiicrelere dontisebilecek kapasiteye sahiptir. Déllenmeden

sonraki 3. giinlin sonuna kadar bu 6zelliklerini muhafaza ederler.

b)Pluripotent Kok Hiicreler: Pluripotent kok hiicreler, boliinerek kendi kendine
yenileme kapasitesine ve erken embriyonun {i¢ primer germ hiicre tabakasi olan endoderm,
mezoderm ve ektodermden koken alan tiim hiicre tiplerine farklilasabilme potansiyeline

sahip hiicrelerdir. Bu nedenle yetiskin viicudunun tiim hiicrelerini olusturabilir ancak
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plasenta gibi ekstra embriyonik dokulara donlisme kapasitesine sahip degildir. Embriyonik
kok hiicreler ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPKH) pluripotent kok hiicrelerdir
(Takahashi 2006).

c)Multipotent kok hiicreler: Multipotent kok hiicreler, boliinerek kendi kendini
yenileme kapasitesine sahip hiicrelerdir. Belirli bir doku veya organda bulunan birgok

farkl1 6zel hiicre tiplerine doniisebilen hiicrelerdir. Eriskin kok hiicrelerin ¢ogu, multipotent

kok hiicrelerdir.

d)Oligopotent kok hiicreler: Bu kok hiicreler sinirli bir hiicre soyuna veya
dokusuna farklilagabilmektedir. Lenfoid kok hiicreler ve gozdeki korneal kok hiicreler

oligopotent kok hiicrelere d6rnek olarak verilebilir.

e)Unipotent kok hiicreler: Bu hiicreler tek bir tip hiicreye doniisebilme

kapasitesine sahip olan hiicrelerdir. Deri hiicreleri 6rnek olarak verilebilir.

Kok hiicreler farklilasabilme kapasitelerinin yaninda, elde edildikleri kaynaklara

gore de siiflandirilabilirler.



Cizelge 1.2. Insan kok hiicrelerinin siniflandiriimasi
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1.1.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler isimlerini gevsek bag dokusu yapisindaki mezenkimden
almaktadir. Mezenkimal kok hiicreleri kesfi, Friedenstein ve arkadaslarmin fareler
tizerinde yaptiklar1 caligmalar sirasinda kesfedilmistir. Farelerin kemik iligi stromasini
baska dokuya transfer ettiklerinde kemik, kikirdak ve retikulum hiicrelerine
farklilagabildiklerini gostermislerdir (Friedenstein ve dig. 1966). Bu calisma neticesinde,
kemik iliginde, hematopoetik kok hiicrelerden farkli hiicrelerin mevcutFF oldugu
anlasilmistir. Sonrasinda yapilan ¢alismada bu hiicreler tizerinde yapilan 6lgiimler sonucu
bu hiicrelerin fibroblastlarin 6ncii hiicreleri oldugu iddia edilmistir (Friedenstein ve dig.
1970). Bir hiicre tipinden farkli hiicre tiplerine farklilasabildiklerinden multipotent kok
hiicreler olarak adlandirilmislardir (Caplan ve dig. 1991)

Mezenkimal kok hiicreler viicutta bulunan bir¢ok dokudan elde edilebilmektedir.
Ornegin; kemik iligi, adipoz doku, kordon kani, dis pulpast MKH kaynaklaridir. Ancak
MKH’lerin kaynaklarinin farkli olmas1t MKH’ler i¢inde de farkliliklara neden olmaktadir.
Buna neden olarak da kok hiicrelerin mikro-gevrelerinden etkilendigi 6ne stiriilmektedir.
Mikro-gevre farkliliklar1 mezenkimal kok hiicrelerin  fenotiplerinde, farklilasma
kapasitelerinde, kemokin ve sitokin salgilama 6zelliklerinde farkliliklar dogmasina neden
olmaktadir. Ornegin farkliisma o6zellikleri ele alindiginda, kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik farklilasma yetenekleri adipoz dokudan elde
edilen MKH’lere gore daha fazladir (Huang ve dig. 2005)

Uluslararast Hiicresel Terapi Dernegi’ne (International Society for Cellular
Therapy) gore, dokulardan elde edilen hiicrelerin MKH oldugundan emin olmak i¢in 3 ana

ozelligi tagimalar1 beklenir

1. Adherent hiicreler olmalari. MKH’ler kiiltiire alindiklar1 kiiltiir kaplarinin yiizeyine
yapisabilen ve ¢ogalabilen hiicrelerdir.

2. Farklilasabilme kapasiteleri. MKH’ler 0Ozellikle kondrojenik, adipojenik ve
osteojenik olarak farklilasabilen hiicrelerdir.

3. Pozitif ve negatif belirtecler. Yapilan bir¢ok c¢alismaya gére MKH’ler CD70,
CD90, CD105 olarak pozitif iken, CD34, CD45 ve HLA-DR olarak negatif oldugu
ortaya konulmustur (Schaffler ve dig. 2007)



Mezenkimal kok hiicreler sahip olduklart bir¢ok 6zellik nedeniyle, temel bilimsel
aragtirmalarda ve klinikte yaygin olarak kullanilmaktadirlar. MKH’ler viicutta hasarl
dokuya go¢ edebilmekte ve hasarin onarilmasinda rol almaktadir. Bu yetenege “homing”
denilmektedir. Bu 0zellikleri nedeniyle rejeneratif tipta tercih edilmektedir. Farkli
kaynaklardan elde edilebiliyor olmalar1 ve kiiltiirde kolaylikla ¢ogalmalart MKH’lerin
tercih edilmesinde bir bagka neden olarak gosterilebilir. Bu 6zelliklerinin yani sira, birgok
hiicre tipine farklilasabilmeleri kullanim nedenlerinden biridir. Farklilagabilme
yeteneklerinden dolayi, doku miihendisliginde ve rejeneratif tipta kullanilmaktadir. En
onemli 6zelliklerinden biri allojenik nakil sirasinda ortaya ¢ikan komplikasyonlara karsi bir
koruyucu olarak kullanimlaridir. GVHD (Graft Versus Host Disease) olarak adlandirilan
hastaliga karst oldukga etkili sonuclar alinmistir ve bu nedenle MKH’ler klinikte nakil
durumlarinda kullanilmaktadir. MKH’ler ayrica immiinmodiilatér 6zellikleri araciligiyla
immiin sistem hiicrelerini kontrol etmekte ve hiicrelerin sayilarmi diizenlemektedir.
Boylece hiicrelerin olmasi gereken nicelik ve nitelikte kalmalarini saglayarak oto-immiin
reaksiyonlarin olusmasinin oOniine ge¢mektedir. MKH’nin lenfositleri baskiladigini
gosteren direkt ve indirekt ¢alismalar mevcuttur (Di Nicolo 2002, Krampera 2003,
Klyushnenkova 2005, Tse 2003, Rasmusson 2003).

1.2.Tiroid Dokusu

Tiroid bezi, boynun arteriyor bolgesinde konumlanmas, larinks ve trake ile komsu
¢ift loblu bir organdir. Istmus olarak adlandirilan ince bir tiroid dokusu ile birbirine bagl
iki biiyiik lateral lobdan meydana gelirler. Normal bir tiroid bezi yaklagik olarak 20 gram
agirhgindadir (Bliss ve dig. 2000). Tiroid bezi gebeligin 4.haftasinda farinksin tabaninda
meydana gelen endodermal kalinlasmadan kdken alan primordiyumdan orijinlenerek

gelisimine baglar.
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Cizim 1.1 Tiroid bezi

Tiroid bezi viicut icin ¢ok Onemli islevlere sahip hormonlarin salgilandig: bir i¢
salgi bezidir. Tiroid bezinin bir fonksiyonu iyodun yogunlugunu arttirmak ve tiroid
hormonlarini salgilamaktir. Tiorid bezinden salgilanan hormonlar iki ana hiicre grubundan
salgilanir. Bunlardan biri folikiiller hiicreler digeri ise parafolikiiller hiicreler (C

hiicreleri)’dir.

Hipotalamustan salgilanan TRH (Tiroprin Salgilatict Hormon) hipofiz bezinden
TSH (Tiroid Stimulan Hormon) salimini uyarir. TSH tiroid bezini uyararak folikiiller
hiicrelerden aminoasit yapili T3 (Triiyodotironin) ve T4 (Tetraiyodotironin) hormonlari
salgilanmasini saglar. Kandaki kalsiyum miktariin artmasi tiroid bezinin parafollikiiler
hiicrelerinin kalsitonin hormonunu salgilamasini saglar. Kalsitonin kandaki kalsiyumun
kemik dokuya geg¢mesini saglayarak kandaki kalsiyum miktarin1 dengede tutar. Hipofiz
bezinin fazla ¢alismasi sonucu yiliksek miktarda TSH ile uyarilan tiroid bezinden salgilanan
hormon miktar1 da yiiksek seviyelere ulasir. Bu durumda hipertiroidi olusur. Tiroid bezinin

az calistig1 durumlarda ise hipotiroidi ortaya ¢ikar.

1.2.1. Tiroid Kanseri ve Tipleri

Tiroid kanseri en sik goriilen malign endokrin tiimordiir ancak tiim maligniteler
icerisindeki orant % 1’dir. Tiroid kanserinin goriilme siklig1 diagnostik goriintiilleme
kullaniminin artmasiyla diinya capinda artmaya devam etmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri’'nde kandinlarda en sik goriilen kanser tiirii tiroid kanseridir ve 2005 yilinda

kadinlarda ve erkeklerde 62,000’den fazla vaka ortaya ¢ikmistir. Tiroid kanserlerinin %
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90’nindan fazlas1 farklilagmis tiroid kanseri olarak isimlendirilen folikiiler ve papiller

varyantlaridir (Nix. ve dig. 2005)

Malignant tiroid tiimorleri 3 ana grupta toplanir: (American Cancer Society-2016)

1.2.1.1. Farklilagmus tiroid kanserleri:
Tiroid kanserlerinin biiylik bir ¢ogunlugu farklilasmis kanserlerdir. Mikroskop
altinda normal tiroid dokusuna benzemektedir. Bu tiimor hiicreleri tiroid bezinin folikiiler

hiicrelerinden olusur. 3 alt grupta toplanirlar:

1.2.1.1.1. Papiller kanser: Tiroid kanserlerinin % 80’ini olustururlar. Biiylime
hizlar1 disiiktiir ve tiroid bezinin sadece bir lobunda gelisirler. Yavas biiyiimelerine
ragmen lenf diiglimlerine yayilabilirler. Ancak kolay tedavi edilebildiklerinden ¢ogunlukla

oliimciil degillerdir.

1.2.1.1.2. Folikiiler kanser: Tiroid kanserlerinin % 10’nunu olustururlar.
Diyetlerinde yeterince iyot tiiketilmeyen toplumlarda daha yaygin olarak goriiliir.
Genellikle lenf diigimlerine yayilmazlar ancak akciger ve kemik gibi viicudun farkli
bolgelerine yayilabilirler. Hastaligin seyri ¢ogu zaman iyi olmakla birlikte papiller kanserle

kiyaslandiginda daha katiidiir.

1.2.1.1.3. Hurtle kanser: Tiroid kanserlerinin % 3’iinii olustururlar. Oksipil hiicre

karsinomu olarak da adlandirilirlar. Tespit edilmeleri ve tedavi edilmeleri zordur.

1.2.1.2. Mediiller tiroid kanseri (MTK): Tiroid kanserlerinin yaklagik olarak %
4’°linli olustururlar. Tiroid bezinin parafolikiiller hiicrelerinden gelisirler. Lenf nodiillerine,
akcigere ve karacigere yayilabilirler. Tespit edilmeleri ve tedavi edilmeleri ¢ok zordur. 2

alt grupta toplanirlar.
1.2.1.2.1. Sporadik (MTK): Mediiller tiroid kanserlerinin % 80’nini bu grup

hiicreler olusturur. Kalitsal degildir ve genellikle yash bireylerde goriiliirler. Sadece bir

tiroid lobunu etkiler.
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1.2.1.2.2. Ailevi (MTK): Kalitsaldir ve bir ailedeki her jenerasyonda goriilme
oranlart % 20 - % 25 civarindadir. Genellikle ¢ocukluk ve erken erigkinlik déneminde

gelisip, hizlica yayilabilirler. Tiroid bezinin her iki lobunda da gelisebilirler.

1.2.1.3. Anaplastik (farklilagsmamig) tiroid kanseri: Tiroid kanserlerinin nadir
olarak goriilen bir tipidir ve tiroid kanserlerinin yaklasik % 2’sini olustururlar. Bazen var
olan bir papiller ya da folikiiller kanserden koken aldiklar1 iddia edilmektedir. Bu kanser
hiicreleri farklilastiklari i¢in mikroskop altinda normal tiroid dokusu hiicrelerinden farkl
goriinlirler ve bu sayede ayirtedilebilirler. Boyun bolgesine ve viicuda ¢ok hizli

yayildiklarindan en agresif tiir olarak gosterilmektedirler. Tedavileri ¢ok zor yapilmaktadir.

1.3. interlokin-2

Interlokinler beyaz kan hiicreleri tarafindan ifade edilen monomerik glikoprotein
yapili bir grup sitokindir. Bagisiklik sistemi hiicrelerinin ¢aligmasinda anahtar bir role
sahiptirler. Eksikliklerinde otoimmiin rahatsizliklar ve immiin yetmezlik goriilmektedir.
Interldkinlerin ¢ogu yardimer CD4™ T lenfositler, monositler, makrofajlar ve endotelyal
hiicreler araciligiyla sentezlenirler. T ve B lenfositlerin ve hematopoetik hiicrelerin

gelisimini ve farklilagmasini saglarlar.

Interlokin-2 sitokini ilk defa 1976 yilinda kesfedilmistir (Morgan ve dig. 1976).
Interlokin-2’ye atfedilen ilk islev T lenfositlerin in vitro olarak proliferasyonunu saglamasi
ve farklilasmasini tesvik etmesidir (Gillis ve dig. 1978, Morgan ve dig. 1976). Interlokin-2
ile yapilan in vivo ¢aligmalarda, in vitro ¢aligmalarla uyumlu olarak T lenfositlerin klonal
olarak ¢ogalmasini sagladiklar1 gozlemlenmistir. IL-2 sitokini, T lenfositlerin olgunlastigi
timusta olgunlagmamis T hiicrelerinin farklilagmasini saglayip normal hiicreleri otoimmiin
hastaliklara kars1 korur. T lenfositler antijen ile uyarildiklarinda IL-2 T lenfositlerin efektor

T lenfositlere ve hafiza T lenfositlere farklilasmasini saglar (Liao ve dig. 2011)
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2. AMAC

Hastaliklarin varligr ile canlilifin varligi arasinda hep bir baglanti olagelmistir.
Hiicrelerden meydana gelen canlilarin i¢ ve dis kaynakli etkenlerden hiicrelerin
calismasinda ve devamliliginda aksaklik meydana gelmetedir. Bunun sonucunda
hastaliklar olusmaktadir. Hiicrelerin temel amaglarindan biri olan genetik materyallerini
kopyalama istegi kimi zaman hatalarla kontrolden ¢ikmakta ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi
olarak adlandirilan ve hiicresel organizmanin canliligini tehdit eden kanserin olusmasina

neden olmaktadir.

Kanserin tedavisinde hiicrelerin kullanilmasi fikri 19. yiizyilin sonlarina kadar
uzanmaktadir (Coley toksinleri). Tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasmin durdurulmasi ve
oldiiriilmesi amaciyla immiinmodiilator 6zellige sahip olan mezenkimal kok hiicrelerin
kullanildig1 ve basarili oldugu calismalar mevcuttur. Mezenkimal kok hiicrelerin bu
ozellikleri yine viicudun bagigiklik sisteminin c¢alismasini diizenleyen sitokinler ile
desteklendiginde MKH’lerin kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etkilerinin arttig1
gbozlemlenmistir. Yapilan literatiir taramasinda, tiroid kanserinin agresif bir tipi olan
anaplastik tirod kanserine yonelik IL-2 ile uyarilmis mezenkimal kok hiicrelerin
kullanilmadig1 goriilmiistiir. Bu calismada, kanser hastalarina yan etkileri daha az olan
ancak diger tedavi stratejilerinden daha etkin bir segenek sunmak ve hiicresel tedavilere

katkida bulunmak amaglanmaktadir.
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3. YONTEM

3.1. insan Kemik iligi Materyalinden MKH Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

3.1.1. MKH’lerin Kiiltiirii ve Pasaj1

Insan kemik iligi kaynaklhi MKH (iKi-MKH) hiicre dizisinin kiiltiirii icin RPMI
1640 (Roswell Park Memorial Institute medium)(Capricorn Scientific, Almanya) besiyer
karisimi (RPMI 1640, %10 serum, %1 antibiyotik, 200 mM L-glutamin) kullanildi. Giinliik
mikroskop incelemeleri ile 3 giinde bir kez besiyeri degistirildi ve hiicreler %70-80
yogunluga ulastiginda alt kiiltiirleme (pasaj) yapmak iizere tripsin-EDTA (%0,25) (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, ingiltere) ile kiiltiir kabindan kaldirilip yeni kiiltiir kaplarina
uygun yogunluklarda ekildi. Pasaj 3 (P3) ’e geldiginde karakterizasyon analizleri
gerceklestirildi.

3.1.2. IKI-MKH Karakterizasyon Cahsmasi

3.1.2.1. Akum sitometri cihazi ile IKI-MKH karakterizasyonu

Kiltiir ortaminda P3’e kadar ¢ogaltilan MKH’ler tripsin-EDTA (%0,25) ile
kaldirildiktan sonra kok hiicre karakterizasyonunun ilk asamasi olan yiizey belirteclerinin
oranin belirlenmesi akis sitometri ile gergeklestirildi. Uluslararast Hiicre Terapileri Dernegi
(ISCT) tarafindan belirlenen kriterlere gore elde edilen MKH’lerin analiz sonucunda
CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 ve HLA A,B,C i¢in pozitifligi ve CD14, CD34,
CD45, CD117 ve HLA-DR ig¢in negatifligi belirlendi.

3.1.2.2. Farklilastirma analizleri
MKH’lerin karakterizasyonu i¢in farklilastirma siire¢leri tamamlandi. MKH’ler
farklilastirma besiyerleri icerisinde in vitro olarak kiiltiire edildi. Osteojenik ve adipojenik

farklilastirilmalar1 gerceklestirildi.
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3.1.2.2.1. Adipojenik farklilastirma

iKi-MKH'ler 6 kuyucuklu kiltir kabma 3000 adet/cm? hiicre olacak sekilde
ekildikten sonra adipojenik farklilagtirma besiyerinde (StemPro™ Adipogenesis
Differentiation Kit, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Ingiltere) 4 hafta siireyle kiiltiire
edildi. Kuyucuk basina 2 mL adipojenik farklilagtirma besiyeri konuldu. Besiyeri degisimi
3 giinde bir yapild1. Kiiltiir sonrasi Oil Red O (Sigma-Aldrich, Almanya) histolojik boyama
yapilarak hiicre icinde biriken yag yapilar1 mikroskobik olarak incelendi ve adipojenik

farklilasmanin pozitifligi gosterildi.

3.1.2.2.2. Osteojenik farklilastirma

iKi-MKH'ler 6 kuyucuklu kiiltiir kabina 3000 adet/cm2 hiicre olacak sekilde
ekildikten sonra osteojenik farklilagtirma besiyerinde (StemPro™ Osteogenesis
Differentiation Kit, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Ingiltere) 4 hafta siireyle kiiltiire
edildi. Kuyucuk basia 2 mL osteojenik farklilastirma besiyeri konuldu. Besiyeri degisimi
3 giinde bir yapildi. Kiiltiir sonras1 Alizarin Red O (Sigma-Aldrich, Almanya) histolojik
boyama yapilarak osteojenik farklilasmanin pozitifligi mikroskobik incelemelerle

gosterildi.

3.2.CALG62 (Anaplastik Tiroid Kanseri Hiicre Hatt1) Kiiltiirii ve
Karakterizasyonu

3.2.1. CALG2 Kkiiltiirii

Insan anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinin gogaltilmasinda % 10 FBS, % 1
penisilin/streptomisin igeren RPMI 1640 besiyeri kullanildi. Giinliik olarak mikroskop
altinda takip edilen hiicrelerin besiyerleri 3 giinde bir degistirildi. Hiicreler kiiltiir kabinin
tabaninin % 70-80’nini doldurdugunda tripsin/EDTA kullanirak kiiltiir kabinin zemininden
kaldirild1 ve yeni kiiltiir kabina ekildi.
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3.2.2. Akim sitometri cihazi ile CAL62 hiicre hattinin karakterizasyonu
CAL-62 kanser hiicre hattinin CD44, CD166, CDI117, CD34, CD38, CDI19,
CD133, CD123 diizeyleri, yaklasik 10.000 hiicre okutularak CellQuest software (Becton

Dickinson) ile akim sitometrik analizi yapilarak degerlendirildi.

3.3.Hiicrelerin Ortak Kiiltiirii ve Etkilesimlerinin Incelenmesi

3.3.1. Deney gruplarinin olusturulmasi

Toplam 2 kontrol grubu, 6 deney grubu olmak {izere hiicreler 3 giin boyunca ortak
kiiltiire alind1 (Tablo 1). Kiiltiir sirasinda hiicreler ile kullanilacak eklentiler ayni1 kuyucukta
yer alacak sekilde planlandi. Tez calismasinda hem ayirici1 (insert) kullanilmasi hem de
ayrict kisim kullanilmadan olacak sekilde yapilmasi planlanildi. Hiicreler arasi dogrudan
(direkt) ve dogrudan olmayan (indirekt) ortak kiiltiirler gergeklestirildi. Ortak kiiltiire
alindiktan sonra hiicre canliligi, ¢ogalimi, apoptozu ve gen ekspresyonlarindaki degisimleri
karsilastirildi.  Hiicreler aras1 oranlar CAL62: iKI-MKH 1:1, hiicre kiiltiir besiyerine

verilecek IL-2 orani ise 50 ng/ml olarak sekilde ayarlandi.

Cizelge 3.1 Deney ve kontrol gruplari

Kontrol Gruplar: Deney Gruplar

CAL62 CALG62 + IKI-MKH (indirekt)

MKH CAL62 + IKI-MKH + IL-2 (indirekt)

CAL62 + IKI-MKH (direkt)

CAL62 +IKi- MKH + IL-2 (direkt)

CAL62 + IL-2

IKI-MKH + IL-2

CALG62: Insan anaplastik tiroid kanser hiicresi
IKI-MKH: insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre
IL-2: interlkin-2 (Biovision)
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3.3.2. IL-2 ile uyarilmis MKH’lerin CALG62 hiicreleri ile direkt ve indirekt ko-
kiiltiirii

Mezenkimal kok hiicreler ve CAL62 hiicreleri 6 kuyulu plakalara ekildi. Hiicrelerin

oranlar1 1:1 oraninda olacak sekilde ayarlandi. Hiicreler ekildikten sonra ortama IL-2

verildi ve etkilesime gec¢ilmesi i¢in 24 saat beklenildi. Kuyu bagina 6 ml hazir besiyeri
eklendi.

MKH’lerin CAL62 hiicreleri ile indirekt ko-kiiltiirii i¢in 6 kuyucuklu transwell
plakalar kullanildi. Kuyunun tabanina MKH’ler ekilirken, 0,4 um’lik por aparatina CAL62
hiicreleri ekildi. Hiicreler 1:1 (30 x 10%30 x 10*) oraninda ekildi. Ayni besiyeri ortamini
paylasan MKH’ler ve CAL62 hiicreleri hiicre-hiicre temast olmaksizin indirekt olarak ko-
kiiltiire edildi. Ortama IL-2 ilavesi yapildi. Ko-kiiltiir diizenegi kurulduktan ve IL-2 ile
uyarilma yapildiktan sonra 24., 48., ve 72. saatlerde 1 mL’lik 6rnekler alinarak testler igin
saklandi.

MKH’lerin CAL62 hiicreleri ile direkt ko-kiiltiirii i¢in 6 kuyulu plakalar kullanildi.
Hiicreler 1:1 oraninda (15 x 1015 x 107) ekildi. Ortama IL-2 ilavesi yapildi. Hiicrelerin

dogrudan hiicre-hiicre temasi saglandi.

3.3.3. Uyarilmams MKH’lerin CALG62 hiicreleri ile direkt ve indirekt ko-
kiiltiirii

Mezenkimal kok hiicreler ve CAL62 hiicreleri 6 kuyulu plakalara ekildi. Hiicrelerin

oranlar1 1:1 oraninda olacak sekilde ayarlandi. Hiicreler ekildikten sonra ortama IL-2

verildi. Kuyu basina 6 mL hazir besiyeri eklendi.

MKH’lerin CAL62 hiicreleri ile direkt ko-kiiltiirii i¢in 6 kuyulu transwell plakalar
kullanildi. Kuyunun tabanina MKH’ler ekilirken, 0,4 um’lik por aparatina CAL62
hiicreleri ekildi. Hiicreler 1:1 (30 x 10* 30 x 10* oraninda ekildi. Ayn1 besiyeri ortamini
paylasan MKH’ler ve CAL62 hiicreleri hiicre-hiicre temasi olmaksizin indirekt olarak ko-
kiltiire edildi. Ko-kiiltiir diizenegi kurulduktan sonra 24., 48., ve 72. saatlerde 1 mL’lik

ornekler alinarak testler i¢in saklandi.

MKH’lerin CAL62 hiicreleri ile direkt ko-kiiltiirii i¢in 6 kuyulu plakalar kullanildi.
Hiicreler 1:1 oraninda (15 x 10*:15 x 10%) ekildi. Hiicrelerin dogrudan hiicre-hiicre temast

saglandi.
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3.4.CALG62 Hiicrelerinin Canlilik ve Cogalim Testleri

3.4.1. Hiicre Dongiisii Analizi

Ko-kiiltiire edilen hiicrelerin hiicre siklusu analizi i¢in BD cell cycle/DNA kiti ve

protoklii kullanilarak akim sitometrik analizi yapildi.

3.4.2. Canhlik testi (WST-1)

WST-1 testinde, WST-1 yapisindaki tetrazolyum tuzlari canli hiicrelerdeki
mitokondriyal dehidrogenaz enzimi tarafindan formazon kristallerine donustiiriiliir. Canli
hiicre artigina paralel olarak hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesinde
de artis olur. Bu durum formazon kristallerinin artmasina ve daha koyu bir renkte ayrac
olusturmasina neden olur. Olusan formazon kristallerinin miktarindaki artis, metabolik

olarak aktif hiicre sayis1 ile dogru orantilidir.

WST-1 testi icin, 6-kuyulu plakalardan kaldirilan CAL62 hiicreleri 15 mL’lik
falkon tiiplere toplanarak 1800 rpm’de 5 dk santrifij edildi. Silipernatant uzaklagtirildi.
Hiicre pelleti 100 pL hazir besiyeri ile 96-kuyulu plakalara ekildi. Kuyucuk basia 10 pL.
WST-1 kimyasali eklendi. Isiktan etkilenmesini 6nlemek i¢in folyo ile sarildi. 37 °C’de %
5 CO2’li inkiibatorde 3-4 saat bekletildi. Sonrasinda mikroplate kullanilarak 480 nm dalga

boyunda absorbans degeri okundu.

3.4.3. IL-2 eklentili ve eklentisiz gruplarin Kkiiltiir besiyerine salgilanan
sitokinlerin ELIZA testi ile analizi
IL-2 eklenmis ve eklenmemis kiiltiirlerde ortama salinan sitokinlerin profillerinin
ve protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in IFNy, TNF, IL4 ELIZA (Arigo,Taiwan) testi
yapildi.
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3.5. Ger¢ek Zamanh PZR gen ekspresyon analizi

Hiicrelerin RNA‘lari, RNA izolasyon kiti (High Pure RNA Isolation Kit; Roche,
Mannheim, Germany) ile saflastirildi. cDNA sentez kiti (Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit; Roche, Mannheim, Germany) ile cDNA ’ya ¢evrilmistir. Hedef genlerin
amplifikasyonu SYBR green boyasi ile LightCycler 480-11 (Roche) gergek-zamanli
kantitatif PZR cihazinda gergeklestirilmistir. Hedef gen ve ona uygun secilmis olan
referans genler aymi panelde cogaltildi. PZR kosullari; baslangigta 95°C’de 10 dakika
inkiibasyon, 45 dongii boyunca 95°C ’de 15 s denatiirasyon, 60°C’de 30 sn baglanma, 72
°C’de 30sn seklinde uygulandi. Sonuglar Light Cycler yazilimiyla (version 4) Cp
degerlerinin hesaplanmasiyla analiz gergeklestirilmistir. Kontrol gruplari baz alinarak
hiicrelerin TGFb, IFNg, CASP3, CASP7, CASP8, IL-10, IL-1b ve IL-6 gen ekspresyon

analizleri yapildi.

3.6.CALG62 hiicrelerinde telomeraz aktivitesinde meydan gelen degisimin
olciilmesi
CALG62 hiicrelerinin ko-kiiltiirden once ve sonra telomeraz aktivitelerindeki
degisimi 6lgmek i¢in Telomeraz Aktivitesi Tayini testi yapildi. Telomeraz aktivitesi TRAP
(Telomer Tekrar1 Cogalma Protokolii) yontemi ile kantitatif olarak saptandi. Telo TAGGG
Telomerase PZR ELISAPLUS, ROCHE kiti (Cat NO: 12013789001) kiti kullanildu.

3.7.Istatiksel analiz

Sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS 10.0 (SPSS, Chicago, ABD) programi ile
yapilmistir. Veriler esli t-testi ve ¢oklu analizler i¢in Newman—Keuls metodu ile test
edilmistir. Her deney en az {i¢ kez tekrar edilmistir. Deney ve kontrol gruplar arasindaki
fark p<0,05 oldugunda anlamli ve p<0,01 oldugunda ileri derece anlamli olarak ifade

edilmistir.
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4. BULGULAR

Hiicresel tedavilerde amac¢ dokularda ve organlarda meydana gelen hasarlarin,
bozukluklarin ve hastaliklarin viicuda yabanci olmayan materyallerle tedavi edilmesidir.
Bu sayede ilaglarin ve diger tedavi yontemlerinin olast yan etkilerinin ve basarisizliginin

Oniine gecilmesi hedeflenmistir.

Bu caligmada immiin sistem hiicrelerinin ¢alismasini diizenleyen MKH ve IL-2
kullanirak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin azaltilip durdurulacagi ve hatta o6ldiirticegi
varsayilmistir. Deneyler sonucunda yapilan testlerden ¢ikan verilere gore IL-2 ile uyarilmis
mezenkimal kok hiicrelerin CAL62 anaplastik tiroid kanseri hiicreleri iizerine
antiproliferatif ve apoptotik etkiler gosterdigi gdzlemlenmistir. Buna ek olarak, MKH’lerin
CALG62 hiicreleri ile direkt ve indirekt ko-kiiltiirii yapilarak hiicre-hiicre temasinin 6nemli
olup olmadig1 da arastirilmistir. Yapilan testler sonucunda indirekt ko-kiiltiiriin daha etkili

oldugu gozlemlenmistir

Proje boyunca kullanmis oldugumuz hiicreler, KOGEM hiicre arsivinde mevcut
olan ve daha dnceden etik kurul onay1 alinmis, insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerdir. Bu caligmada kullanilmak tizere alinmis olan etik kurul onayina dair karar

numarasi: KU GOKAEK 2016/21.1°dir.

4.1. MKH ve CALG62 Kkiiltiirii
Insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiire alindiklarinda,
mikroskop altinda yapilan incelemlerinde fibroblast hiicrelerine benzeyen igsi fenotipte

olduklar1 gézlemlendi.
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Cizim 4.1 iKi-MKH’lerin 151k mikroskop gériintiileri. Olgiim gubugu: 500 um

CALG62 hiicrelerinin mikroskop altinda goriintiileri incelendiginde kiiltiir kabinin
yiizeyine yapistigi gozlemlendi. CAL62 hiicrelerinin igsi yapilar olusturmadigr ve
MKH’lere gore daha oval bir yapida oldugu goriildii.

4 X .\‘t- ' )\'.»ﬁ"
‘ j;xef R s

. G
PSR & 7 S
{u P ﬁ;‘c,::, ;
4 S S

i)

Cizim 4.2 CAL62 hiicrelerinin 151k mikroskop gériintiileri. Ol¢iim ¢cubugu: 500 pm
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MKH’lerin Akim Sitometri Cihaz ile Karakterizasyonu

4.1.1. MKH’lerin ko-kiiltiir Oncesi Akim Sitometri Cihaz ile

Karakterizasyonu
Yapilan ¢alismada kullanilan MKH’lerin deneye alinmadan 6nce akim sitometri

zihazi ile karakterizasyonu gergeklestirildi. Yapilan analiz sonucunda kullanilan hiicrelerin

MKH belirteglerine sahip oldugu Cizim 4.3’de gosterilmistir.
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Cizim 4.3 MKH’lerin akim sitometri ile karakterizasyonu.

4.2. MKH’lerin Farkhlastirilmasi

4.2.1. Adipojenik Farkhilasma

Yapilan ¢alismada kullanilan MKH’lerin, multipotent 6zelliklerini tespit edebilmek
icin ii¢ germ tabakasindan mezenkim dokusuna ait adipojenik hatta farklilagtirilmasi
yapilmas1. Ug hafta siiren farklilastirma islemi sonrasi hiicreler fiske edilmistir. Hiicre
icindeki yag damlaciklarinin goriintiilenebilmesi i¢in Oil Red O boyas: ile boyanarak 151k

mikroskobunda goriintiilenmistir (Cizim 4.4).
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4.4 Adipojenik farklilasmaya yonlendirilen MKH’lerin Oil Red O boyanmasi. Olgiim
cubugu: 100 um

4.2.2. Osteojenik Farkhlasma

Yapilan ¢aligmada kullanilan MKH’lerin, multipotent 6zelliklerini tespit edebilmek
icin li¢ germ tabakasindan mezenkim dokusuna ait osteojenik hatta farklilastiriimasi
yaptlmistir. bu islem sonunda hiiceler fiske edilerek, matriksteki kalsifikasyonun

goriintiilenmesinde kullanilan Alizarin Red S boyamasi ile goriiniir hale getirilmistir.
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Cizim 4.5 Osteojenik farklilasmaya yonlendirilen MKH’lerin Alizarin Red S boyanmasi.
Olgiim cubugu: 100 pm

4.3. CALG62 Hiicre Hattinin Akim Sitometri Cihazi ile Karakterizasyonu

Yapilan caligmada kullanilan CAL62 hiicreleri deneylerde kullanilmadan once

akim sitometri zihazi ile karakterizasyonu gergeklestirildi. Yapilan analiz sonucunda

kullanilan hiicrelerin CAL62 belirteclerine sahip oldugu Cizim 4.6’da gosterilmistir.
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Cizim 4.6 CAL62 hiicre hattinin akim sitometri ile karakterisasyonu

4.4. Hiicre Dongiisii Analizi

Cizelge 4.1 Ko-kiiltiir 6ncesi ve sonrast CAL62 hiicrelerinin hiicre dongiisii

KO- KO-KULTUR SONRASI
KULTUR (CAL62)
ONCESI
(CAL62)
Gruplar 24 .saat 48.saat 72.saat
CAL62+MKH | G1: % 100 Gl % 71,64 G1: % 83,39
G1: % 56,25 (indirekt) G2: %0 G2: %0 G2:%0
G2:% 43,75 S: %0 S 9% 28,36 S 9% 16,61
S: %4
CAL62+MKH+IL- | G1: % 100 G1: % 79,33 G1: % 64,64
2 (indirekt) G2: %0 G2: % 6,23 G2:%0
S: %0 S: % 14,44 S: % 35,36
CAL62+IL-2 G1: % 63,07 Gl: % 81,17 G1: % 85,85
G2: % 37,18 G2: % 18,83 G2: % 1,98
S: %322 S: %0 S %12,18

testi yapilarak hiicrelerin proliferasyonlart incelendi. Yapilan incelemeler sonucunda, 1L-2
ile kiiltiire edilen CAL62 hiicrelerinin proliferasyonlarinda azalma oldugu gozlemlenmistir.
Interlokin-2 ile kiiltiire edilen MKH’lerin proliferasyonlarinda artis oldugu tespit edilmistir

ancak MKH ve CAL62 hiicrelerinin ko-kiiltiirinde IL-2’nin antiproliferasyonu

4.5, Canhilik Testi (WST-1)

Ko-kiiltlir deneyleri sirasinda 24., 48., ve 72. saatlerde alinan 6rneklerle WST-1

destekledigi gézlemlenmistir.
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Cizim 4.7 CAL62 hiicrelerinin MKH’ler ile 24 saatlik ko-kiiltiirii sonucunda yapilan WST-
1 testi ile proliferasyon durumlarinin belirlenmesi.
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& 2. Giin

Cizim 4.8 CAL62 hiicrelerinin MKH’ler ile 48 saatlik ko-kiiltiirii sonucunda yapilan WST-
1 testi ile proliferasyon durumlarinin belirlenmesi
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Cizim 4.9 CAL62 hiicrelerinin MKH’ler ile 72 saatlik ko-kiiltiirii sonucunda yapilan WST-
1 testi ile proliferasyon durumlarinin belirlenmesi

4.6. ELIZA Analizi

300 - IFNy

B |FNy 24.saat
® |FNy 48.saat
B IFNy 72.saat

Cizim 4.10: Kiiltiir ortamina salman IFNy ’nin Eliza yontemi ile miktar tayini

(pg/ml)
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IL-2 eklenmis ve eklenmemis gruplarin interferon gama (IFN vy) 6l¢iimleri ELISA
testi ile yapildi. 48. saatte kiiltiir siipernatantlarindan elde edilen ELISA sonuglarina gore
proinflamatuvar sitokinlerden IFNy miktarinda, IL2 ile uyarilmis MKH’lerle direk ko-
kiiltiire edilen CAL62°1i grupta daha anlamli azalma gostermistir. (T-TEST)

2 IL4

H |L4 24.saat
m|L4 48.saat
m1L4 72.saat

Cizim 4.11: Kiiltiir ortamina salinan IL-4 ’iin Eliza yontemi ile miktar tayini (pg/ml)

IL4 igin 48. saatte CAL62 IL-2 igeren besiyeri ile kiiltiire edildiginde hem direkt hem

de indirekt kiiltiirde anlaml1 azalmalar gosterdi. 72. saattede benzer sonuglar goriildii.
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Cizim 4.12: Kiltiir ortamina salinan TNF ’in Eliza yontemi ile miktar tayini (pg/ml)

TNF icin 24. saattede anlamli diisiisler tespit edildi. 24. saat ve 48. saat i¢in sadece
IL-2 ile uyarilmig CAL62’lerde anlamli diislis varken 72. saatte sadece uyarilmig CAL62
ve MKH’nin IL-2 ile kiiltiiriinde anlaml1 diislis saptandi.

4.7. Telomeraz aktivite tayini

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi, 1L-2°1i ve IL-2’siz ortamlarda ko-kiiltiir oncesi ve
sonrasinda CAL62 hiicrelerinin telomeraz enzim aktivitelerindeki degisim anlamli degildir.

(RTA > 50 pozitif TRAP)
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Cizelge 4.2 Telomeraz aktivitesi 6l¢iim sonucu.

Kiiltiir Oncesi 300 RTA (Pozitif)
IL-2’siz indirekt 268 RTA (Pozitif)

IL-2’1i indirekt 267 RTA (Pozitif)

4.8. Ko-kiiltiir Oncesi ve Sonrast CAL62 Hiicrelerinin Akim Sitometrik
Analizi
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Cizim 4.13 Ko-kiiltiir 6ncesi CAL62 hiicrelerinin karakterizasyonu
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4.9. Gercek zamanh PZR ile Gen Ekspresyon Analizi

49.1. CALG62 Kontrol Gruplarina Gore tiim kiiltiir gruplarinin Gergek
Zamanh PZR Analizi

TGFB
2,50
-
O 2,00
3
:‘2‘, 1,50
3
2 1,00
I
< 0,50
O
0,00
Cal62 CALG2 Cal62 CALG2 MK MKH IL2 MKH MKH
IL2 indirek indirek indirek indirekt
IL2'li IL2

Cizim 4.14: TGFb gen ifadesinin gergek zamanli PZR ile analizi.
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IL2 indirek  indirek indirek  indirekt
IL2'li 1L2

Cizim 4.15: IFNg gen ifadesinin ger¢cek zamanli PZR ile analizi.
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CASP3
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IL2'li 1L2

Gen ifadesi (2'AA CT)

Cizim 4.16: CASP3 gen ifadesinin ger¢ek zamanli PZR ile analizi.

CASP7
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Cizim 4.17: CASP7 gen ifadesinin ger¢ek zamanli PZR ile analizi.
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CASP8
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Cizim 4.18 CASP8 gen ifadesinin gergek zamanli PZR ile analizi.

IL10

3,50

3,00

2,50
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Cal62 CAL62 Cal62 CALG2 MKH MKHIL2 MKH MKH
1L2 indirek indirek indirek indirekt
IL2'li IL2

Gen ifadesi (2'AA CT)

o

Cizim 4.19 1L10 gen ifadesinin ger¢ek zamanli PZR ile analizi.
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Cizim 4.20 IL1p gen ifadesinin gercek zamanli PZR ile analizi.
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Cizim 4.21 1L6 gen ifadesinin gergek zamanli PZR ile analizi.

4.9.2. CALG2 kontrol gruplarina gore Ger¢cek Zamanh PZR analizi
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CALG62 kanser hiicre hatt1 tizerinde IL-2 ve MKH etkilerini gostermek igin;
tek basina CAL62 kiiltiirii kontrol alinarak, CAL62 IL2, CAL62 indirek (MKH ile
ayirict bdlmelerle kiiltiire edilen grup) ve CAL62 indirek IL2 (IL2 ile uyarilmis
MKH ile ayiric1 bolmelerle kiiltiire edilen grup) gruplarinda TGF, IFNy, CASP3,
CASP7, CASPS8, IL1pB, 10 ve IL-6 gen ifadelerinde meydana gelen degisimler
degerlendirildi.

TGFp

2,50
2,00 -
1,50 -

1,00 +

Gen ifadesi (2'AA CT)

0,50 -

0,00 -

Cal62 CALG2 IL2 Cal62 indirek CALG62 indirek IL2'li

Cizim 4.22 CALG62 kontrol gruplarma gore TGFb gen ifadesinin ger¢ek zamanli PZR ile
analizi.
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Cizim 4.23 CALG62 kontrol gruplarma gore IFNy gen ifadesinin gercek zamanli PZR ile
analizi.
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Cizim 4.24 CAL62 kontrol gruplarina gére CASP3 gen ifadesinin ger¢ek zamanli PZR ile
analizi.
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Cizim 4.25 CAL62 kontrol gruplarina gére CASP7 gen ifadesinin ger¢ek zamanli PZR ile
analizi.
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Cizim 4.26 CALO62 kontrol gruplarma gore CASP8 gen ifadesinin gergek zamanli PZR ile
analizi.
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Cizim 4.27 CAL62 kontrol gruplarina gore IL10 gen ifadesinin gercek zamanli PZR ile
analizi.
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Cizim 4.28 CAL62 kontrol gruplarina gore IL1B gen ifadesinin ger¢ek zamanli PZR ile
analizi.
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Cizim 4.29 CAL62 kontrol gruplarina gore IL6 gen ifadesinin gergek zamanli PZR ile

analizi.
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5. TARTISMA

Ortak kiiltiir sistemleri, hiicreler arasindaki etkilesimleri incelemek i¢in uzun
yillardir kullanilmaktadir. Ortak kiiltiir sistemleri iki ya da daha fazla hiicre
popiilasyonunun belirli derecelerde temas etmelerine izin veren, in-vivo ¢alismalarin taklit
edildigi bir hiicre yerlestirme teknigidir. Ortak kiiltiir sistemleri; popiilasyonlar arasindaki
dogal etkilesimlerin incelenmesi (Cottet ve dig. 2002), belirli hiicre popiilasyonlar i¢in
kiiltiir basarisinin gelistirilmesi (Jessup ve dig. 2004-Tanouchi ve dig. 2012) ve hiicre
popiilasyonlar1 arasinda sentetik etkilesimlerin kurulmasi amaciyla kullanilir (Moraes ve
dig. 2011-Kim 2005).

Hiicrelerin birbirleri ile ortak kiiltiir deneylerinin yapilabilmesi i¢in deneylerin
amaglarma gore ¢esitli ko-kiiltiir sistemleri tasarlanmistir. (1) Hiicre popiilasyonlarinin
bulundugu béliimleri ayiran sivi kanal baglantisinin ya da membranlarin bulundugu ve
damlalar araciligiyla hiicrelerin ayr1 ayri tutulabildigi sistemler olan mikrofluodik
sistemler, (2) kolonilerin ayr1 ayr1 konumlandigi petri kabi sistemleri, (3) damlaciklar
icinde gaz madde degisiminin miimkiin oldugu kati destek sistemleri, (4) hiicrelerin
bulundugu boélmeler arasinda opsiyonel ayirmayi saglayan biyoreaktor sistemleri ve (5)
hiicrelerin gegemeyecegi biiylikliikkte porlara sahip aparatlara sahip transwell sistemler
ortak kiiltiir sistemleridir (Goers ve dig. 2014).

Yaptigimiz c¢alismada, mezenkimal kok hiicrelerin ve CAL62 anaplastik tiroid
kanseri hiicrelerinin bir kismu1 hiicre-hiicre temasinin saglanmasi igin direkt olarak ko-
kiltiire edililrken bir kism1 da sadece hiicrelerin temas etmesini engelleyen ancak madde
alig-verigini engellemeyen transwell sistemi kullanilarak indirekt ortak kiiltiire alinmigtir.
Deney gruplarindan bazilarina interlokin-2 eklenirken bazi gruplara eklenmemistir.
Buradaki ama¢ mezenkimal kok hiicrelerin CAL62 hiicreleri tizerine olasi sitotoksik
etkilerinin mezenkimal kok hiicrenin kendisinden mi kaynaklandigini1 yoksa interlokin-2
sitokininden mi kaynaklandigi sorusuna cevap bulmaktir. Ayrica ko-kiiltiir sistemlerinin
direkt ve indirekt olarak kurulmasi ile mezenkimal kok hiicrelerin CAL62 hiicreleri lizerine
olasi sitotoksik etkilerinin hiicre-hiicre temasinda m1 yoksa temas etmeksizin mi daha etkili

oldugunun anlasilabilmesi amaglanmustir.

Calismamizda kemik iligi materyalinden izole edilmis olan MKH’ler
karakterizasyon i¢in flow sitometrik analizden gecirildi. Analiz sonuglarina gore CDI10,

CD13, CD29, CD44, CD71, CD73, CD90 ve CD105 gibi MKH belirtegleri pozitif
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cikarken CD33, CD34, CD45 ve HLA-G negatif ¢ikmistir. Bu sonuglar kullandigimiz
hiicrelerin mezenkimal kok hiicre karakterine sahip oldugunu gostermektedir. Osteojenik
ve adipojenik farklilastirilmalari, mikroskop altindaki morfolojileri ve kiiltiir kabiin
ylizeyine yapismalart da kullandigimiz hiicrelerin mezenkimal kok hiicreler oldugunu

ispatlamaktadir.

Kullandigimiz CAL62 anaplastik tiroid kanseri hiicre hattinin karakterizasyonu i¢in
de belirli ylizey belirtegleri flow sitometri cihaziyla saptanmistir. Bu analiz sonucunda,
CALSG2 hiicrelerinin CD18, CD44, CD166, CD324, K167 ve PCNA belirte¢leri bakimindan
pozitif oldugu, CD24, CD31, CD34, CD38, CD133, CD309, CD325 ve CD338 belirtecleri

bakimindan negatif oldugu gosterilmistir.

Bu calismada mezenkimal kok hiicrelerin tek baslarina ve sitokin ile birlikte
anaplastik tiroid kanseri hiicreleri lizerine etkileri incelenmistir.

Mezenkimal kok hiicreler, adiposit, osteoblast, kondrosit, miyosit gibi bir¢cok hiicre
tipine farklilasma potansiyeline sahip multipotent hiicreler olmalarinnin yani sira immdiin
yamiti diizenleme o6zelligine de sahiptir. Immiin sistem hiicrelerinin ¢ogalmasini
baskilayarak immiin sistem hiicrelerinin gerektiginden fazla reaksiyon gostermesini
engeller. Bu sayede otoimmiin reaksiyonlarin oniine geger.

Mezenkimal kok hiicreler ile kanser hiicreleri arasindaki iliskiyi acgiklayabilmek
icin birgok c¢alisma yapilmistir. Bazi calismalarda MKH’lerin kanser hiicrelerini
destekledigi bazi ¢aligmalarda ise baskiladigi gozlemlenmistir. MKH’lerin kanser
hiicrelerini destekledikleri ¢esitli mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalar; tiimorle ile
iligkili fibroblastlara ge¢is, immiin yanitin baskilanmasi, anjiyogenezisin tesvik edilmesi,
epitelyal-mezenkimal gegisin (EMT) uyarilmasi, timor mikrogevresine destek ve kanser
hiicrelerinin metastaz yapmalarina destek olarak siralanabilir. MKH’lerin tiimor gelisimini
baskilama mekanizmalari ise inflamatuar infiltrasyonun arttirilmasi, anjiyogenezisin inhibe
edilmesi ve Wnt yolaginin baskilanmasi aracilifiyla tiimor gelisiminin inhibe edilmesi
olarak gosterilebilir (Rhee ve dig. 2015)

Kanser hiicreleri kontrolsiiz ve hizli ¢ogalan hiicrelerdir. (Hanahan ve Weinberg
2011) Bu nedenle, hiicrelerin DNA’sin1 replike ettigi S fazindaki ve ¢ogalmaya gectigi G2
fazindaki hiicre sayis1 fazladir (Giuffrida ve dig. 2010). Bu verilerle uyumlu olarak, kiiltiir
oncesi CAL62 hiicrelerinin akim sitometri cihazi ile yapilan hiicre dongiisii analizine gore
S evresinde ve G2 evresinde bulunan hiicre ylizdesi yiiksektir. Deney gruplar1 ve analiz

saatlerinin karsilastirildig1 analiz sonuglaria gore, CAL62 hiicreleri ile MKH’ nin indirekt
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ko-kiiltiiriinde 24.saatin sonunda S ve G2 fazinda azalma oldugu goriilmektedir. 48.saat
sonunda G1 fazinin arttigi gozlemlenmistir. Bu da CAL62 hiicrelerinin G1 fazinda
bekletildigini gostermektedir.. Ayrica, G2 fazinda hiicre olmamasi hiicrelerin proliferasyon
hizinin distiigiinii  gdstermektedir. CAL62 hiicrelerinin MKH ile indirekt ko-kiiltiire
edildigi ve IL-2 bulunan grupta ise yine G2 fazinda bulunan CAL62 hiicre ylizdesinin
diistiigi ve G1 fazinda bulunan hiicre ylizdesinin artti§1 gozlemlenmistir. Bu veriye gore,
CALG62 hiicrelerinin proliferasyon hizinin IL-2 ile uyarilmis MKH tarafindan baskilandigi
belirlenmistir. CAL62 hiicrelerinin IL-2’li ortamda 24.saatin sonunda c¢ok az da olsa Gl
fazinda artig goriilmektedir. Ayrica G2 fazinin ve S fazinin yiizdelerinin diistigi tespit
edilmistir. IL-2’nin CAL62 hiicrelerinin proliferasyon hizint diigiirdiigii gézlemlenmistir.
Sonu¢ olarak, CAL62 hiicrelerinin MKH ve IL-2 bulunan ortamlarda, proliferasyon
hizlarinin diistiigii soylenebilir.

Calismamizda yaptigimiz canlilik testine (WST-1) gore 24. saatte MKH, CAL62 ve
IL-2’nin bulundugu indirekt grup ile MKH ve CAL62’nin bulundugu indirekt gruplar
karsilagtirildiginda CAL62  hiicrelerinin  proliferasyonlarinda anlamli  bir azalma
gozlenmemektedir. Ancak IL-2, MKH’nin proliferasyonunu arttirmistir. 24. saat icin
CALG62’nin en ¢ok antiproliferatif etkiyle karsilastigr grubun MKH, CAL62 ve IL-2’nin bir
arada oldugu direkt ko-kiiltiir oldugu diistiniilmektedir.

48.saat incelendiginde IL-2’nin CALG62 hiicrelerine karsi antiproliferatif etki
gosterdigi gozlemlenmistir. MKH proliferasyonun yine arttigi goriilmektedir. Ancak
MKH, CAL62 ve IL-2’nin bulundugu indirekt grupta MKH proliferasyonunun azaldig
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda CAL62 proliferasyonunda da azalma meydana gelmistir.
Bu durumda MKH’nin CAL62 ile IL-2 bulunmayan direkt ve indirekt ortamlarda karsilikli
olarak proliferasyonlarinin azaldigi ancak CAL62’nin MKH’ye gore daha az ¢ogaldigi
goriilmiistiir. Ayni gruplarin indirekt gruplarla karsilagtirilmast durumunda CAL62
hiicrelerinin proliferasyonlarinin, direkt ko-kiiltiirde indirekt ko-kiiltiire gére daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. MKH’lerin hiicre hiicre temasi oldugunda CAL62 hiicreleri
tizerine antiproliferatif etkilerinin daha fazla oldugu sdylenebilir. 48. saat i¢in CAL62 nin
en ¢ok antiproliferatif etkiyle karsilastigi grubun MKH, CAL62 ve IL-2’nin bir arada
oldugu direkt ko-kiiltiir oldugu diisiiniilmektedir.

72. saat incelendiginde IL-2’nin CAL62 hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladigi
gozlemlenmistir. IL-2, MKH proliferasyonunu arttirmistir. CAL62 hiicreleri ile MKH’lerin
indirekt Kko-kiiltiirinde hem CAL62 hiicrelerinin hem de MKH’nin proliferasyonunda

azalma goriilmektedir. Ancak kontrol gruplariyla karsilastirildiginda CAL62 hiicrelerinin
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MKH’ye gore daha az cogaldig1 goriilmektedir. Bu veriye géore MKH’nin indirekt ko-
kiiltiirde IL-2 ile uyarilmaksizin CAL62 hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladig1 soylenebilir.
MKH’nin IL-2 ile uyarildig1 indirekt ortamda bir miktar ¢ogaldigi, CAL62 nin ise azaldigi
gozlemlenmistir. 72. saat icin CAL62’nin en ¢ok antiproliferatif etkiyle karsilastig1 grubun
MKH, CAL62 ve IL-2’nin bir arada oldugu direkt ko-kiiltiir oldugu diisiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak, IL-2 varliinda CAL62 hiicrelerinin proliferasyonunun diistigi,
MKH’nin proliferasyonunun ise arttigir sdylenebilir. MKH’nin IL-2 ile uyarilmaksizin
CALG62 hiicrelerinin cogalmasini baskilayabildigi ancak IL-2 varliginda MKH’ nin, CAL62
hiicrelerinin ¢cogalmasin1 daha ¢ok baskiladig: tespit edilmistir. Ayrica, indirekt ve direkt
ko-kiiltiirlerin CAL62 proliferasyonundaki rolleri karsilastirildiginda direkt ko-kiiltiirde
CALG62 hiicrelerinin daha az ¢ogaldig1 gézlemlenmistir.

ELISA testleri analiz edildiginde, proinflamatuvar bir sitokin olan IFNg’nin
miktarlariin en diisiik oldugu grubun 48. saatte, IL-2, MKH ve CAL62’nin direkt ko-
kiiltiire edildigi grup oldugu tespit edilmistir. Sitokinlerle uyarilan MKH’nin IFNg ve 1L-4
sitokini salgilayarak apoptoziste rol oynadigini ileri siiren ¢aligmalar mevcuttur (Kang ve
dig. 2005). 1L4 i¢in 48. saatte CAL62 IL-2 igeren besiyeri ile kiiltiire edildiginde hem
direkt hem de indirekt kiiltiirde anlamli azalmalar oldugu saptandi. 72. saatte de benzer
sonuclar goriildii. Ancak IL-4 i¢in sadece IL-2 ile kiiltiire edilen CAL62’lerde azalma
goriilmesi inflamatuvar sitokindeki azalmanin sadece MKH’lerden kaynakli olabilecegini
kanitlamamaktadir. TNF i¢in 24. saattede anlamli diisiisler oldugu gozlemlendi. 24. saat ve
48. saat i¢in sadece IL-2 ile uyarilmigs CAL62’lerde anlamli diislis varken 72. saatte sadece
uyarilmis CAL62 ve MKH nin IL-2 ile kiiltiirtinde anlamli diisiis saptandi.

Gergek zamanli PZR sonuglart analiz edildiginde, TGFb miktarinda indirekt ko-
kiiltirde MKH’nin etkisiyle anlamli bir artis oldugu goriilmektedir. Proinflamatuvar
sitokin IFNg miktarinda ise genel olarak MKH ile iligkili olan tiim gruplarda diisiis
gozlemlenmistir. CASP7, sistein-aspartik asit proteazi (kaspaz) ailesinin bir tiyesini kodlar.
Kaspazlarin ardisik aktivasyonu, hiicre apoptozunun yiiriitme evresinde merkezi bir rol
oynar. Kaspazlar, aktif enzimi olusturmak iizere dimerize olan biiyiik ve kiiciik iki alt-
birim iiretmek i¢in korunmus aspartik artiklarda proteolitik islemden gecirilen aktif
olmayan proenzimler olarak bulunurlar. Kodlanan proteinin prekiirsorii kaspaz 3 ve 10
tarafindan yarilir, hiicre 6liim uyaranlar tizerinde aktive edilir ve apoptozu uyarir. Bu gen
icin ¢oklu izoformlar1 kodlayan, alternatif olarak eklenmis transkript varyantlar

gbzlenmistir. CASP7 miktarinda, CAL62 ve MKH’nin hem direkt hem de indirekt ko-
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kiiltiirlerinde yiiksek diizeyde ekspresyon tespit edilmistir. Bu da kanser hiicrelerinin

apoptozise yonlendirildigini gostermektedir.

CASP8 ckspresyon diizeyinin, CAL62 hiicrelerinin MKH’lerle indirekt ko-
kiltiriinde anlamli olarak yiikselmesi, apoptozisin MKH tarafindan tetiklendigini
diistindiirtmektedir. IL-1b sitokini, interlokin 1 sitokin ailesinin bir iiyesidir. Bu sitokin,
aktive makrofajlar tarafindan, propaner olarak iiretilir ve kaspaz 1 (CASP1 / ICE) ile aktif
formuna proteolitik olarak islenir. Bu sitokin, enflamatuar tepkinin énemli bir aracidir ve
hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz dahil gesitli hiicresel aktivitelerde yer alir.
Merkezi sinir sisteminde bu sitokinle siklooksijenaz-2 (PTGS2 / COX2) indiiksiyonunun,
inflamatuar agr1 asir1 duyarliligina katkida bulundugu bulunmustur. IL-6 sitokini hiicre i¢i
sinyalleri uyararak inflamatuvar sitokinler tiretimini saglayan kaskadlar tetikler. Boylece
apoptozisi destekler. I1L-10, metastaz olusumunu inhibe edebilen bir sitokindir. (Zheng
1996) indirekt ko-kiiltiire edilen MKH’de IL-1b, IL-6 ve IL-10 ekspresyonlarinin yiiksek

cikmas1t MKH’lerin kanser hiicreleri lizerine sitotksik etki gosterdigini ortaya koymustur.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yaptigimiz caligmada, insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler
karakterize edilip CAL62 hiicreleriyle birlikte IL-2’li ve IL-2’siz ortamlarda ko-kiiltiire
edildi. MKH’lerin CAL62 hiicreleri lizerine antiproliferatif ve sitotoksik etkileri incelendi.
Yapilan analizler neticesinde mezenkimal kok hiicrelerin CAL62 hiicreleri iizerine

antiproliferatif etkileri ve sitotoksik etkileri oldugu gozlemlenmistir.

Bu c¢alisma ile MKH’lerin tiroid kanserinin tedavisinde kullanilmak iizere
gelistirilebilecegi gosterilmistir. Ancak daha etkili ve verimli sonuglar alinmasi i¢in hem in
vitro hem de in vivo galismalarin arttirllmast gerekmektedir. Ayrica MKH’lerin kanser
hiicrelerini  6ldiirme  mekanizmalarinin  aydinlatilmasi1  i¢in  molekiiler yolaklar

calisiimalidur.

Calismamizin bir sonraki hedefi farkli sitokinlerin farkli kombinasyonlarla
kullanilmasi ve in-vitro deneylerin in-vivo olarak da incelenmesidir. Aradaki farkliliklarin

incelenmesi ile sitokinlerin etkinlikleri arasindaki farklar incelenebilecektir.

Bulgularimiza gore direkt kiiltiirde MKH’lerin CAL62 hiicreleri iizerine indirekt
ko-kiiltiir ile Kkarsilagtirildiginda antiproliferatif —etkilerinin daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. Bu nedenle hiicre-hiicre temasinin olmasinin MKH’lerin antiproliferatif

etkilerini arttirdig1 diistintilmektedir.

Ayrica gruplar incelendiginde IL-2 ile uyarilmis MKH’lerin, IL-2 ile uyarilmamis
MKH’lere gore CAL62 hiicreleri iizerine daha fazla antiproliferatif etki gosterdigi

gozlemlenmistir.

45



KAYNAKCALAR DiZiNi

A Patient-Matched Comparison, Journal of Orthopaedic Research 23 (2005) 1383-1389

Bliss RD, Gauger PG, Delbridge LW, Surgeon’s Approach to the Thyroid Gland: Surgical Anatomy and the
Importance of Technique. World J. Surg. 2000, 24, 891-897

Caplan Al, Mesenchymal Stem Cell, Journal of Orthopedic Research 1991; 9:641-650

Cottet S, Corthésy-Theulaz I, Spertini F ve dig. Microaerophilic conditions permit to mimic in vitro events
occurring during in vivo Helicobacter pylori infection and to identify Rho/Ras-associated proteins in cellular
signaling. J Biol Chem. 2002 Sep 13;277(37):33978-86.

Friedenstein AJ, Piatetzky I, Petrakova KV, Osteogenesis In Transplants Of Bone Marrow Cells. Embryol.
exp. Morph., Vol. 16, 3, pp. 581-390, 1966

Friedenstein AJ, Chailakhjan RK, and Lalykin KS,The Development Of Fibroblast Colonies In Marrow And
Spleen Cells Monolayer Cultures Of Guinea-Pig. Cell Tissue Kinet. 1970; 3, 393-403.

Gillis S, Baker PE, Ruscetti FW ve dig. Long-term culture of human antigen-specific cytotoxic T-cell lines. J
Exp Med. J Exp Med. 1978 Oct 1;148(4):1093-8.

Giuffrida D, Rogers I.M, Nagy A ve dig. Human embryonic stem cells secrete soluble factors that inhibit
cancer cell growth. Cell Proliferation. 2009; 42:788-798.

Goers L, Freemont P ve Polizzi KM, Co-culture systems and technologies: taking synthetic biology to the
next level. J R Soc Interface. 2014 6;11(96). pii: 20140065

Hanahan D ve Weinberg RA, Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011 Mar 4;144(5):646-74

Huang JI, Kazmi N, Durbhakula MM ve dig. Chondrogenic potential of progenitor cells derived from human
bone marrow and adipose tissue: a patient-matched comparison. J Orthop Res. 2005 Nov;23(6):1383-9.

Jessup CM, Kassen R, Forde SE ve dig. Big questions, small worlds: microbial model systems in ecology.
Trends Ecol Evol. 2004 Apr;19(4):189-97.

Hua J, Qiu P, Zhu H ve dig. Multipotent mesenchymal stem cells (MSCs) from human umbilical cord:
Potential differentiation of germ cells. African Journal of Biochemistry Research Vol. 2011; 5(4), pp. 113-
123

Kang SG, Jeun SS, Lim JY ve dig. Cytotoxicity of human umbilical cord blood-derived mesenchymal stem
cells against human malignant glioma cells. Child’s Nerv Syst 2008;24(3):293-302

Kang SG, Jeun SS, Lim JY, ve dig. Cytotoxicity of rat marrow stromal cells against malignant glioma cells.
Child’s Nerv Syst 2005;21(7):528-38.

Kim JB, Three-dimensional tissue culture models in cancer biology. Semin Cancer Biol. 2005; 15(5):365-77

Liao W, Lin JX ve Leonard WJ, IL-2 family cytokines: new insights into the complex roles of IL-2 as a
broad regulator of T helper cell differentiation. Curr Opin Immunol. 2011 Oct;23(5):598-604.

Moraes C, Mehta G, Lesher-Perez SC ve dig. Organs-on-a-chip: a focus on compartmentalized microdevices.
Ann Biomed Eng. 2012;40(6):1211-27

Morgan DA, Ruscetti FWve Gallo RC. Selective in vitro growth of T lymphocytes from normal human bone
marrow. Science. 1976 Sep 10;193(4257):1007-8

Nix P, Nicolaides A ve Coatesworth AP, Thyroid Cancer Review 1: Presentation And Investigation Of
Thyroid Cancer. Blackwell Publishing Ltd Int J Clin Pract, November 2005, 59, 11, 1340-1344

46



Rhee KJ, Lee JI ve Eom YW, Mesenchymal Stem Cell-Mediated Effects of Tumor Support or Suppression.
Int J Mol Sci. 2015; 16(12): 30015-30033

Schiffler A, Buchler C. Concise Review: Adipose Tissue-Derived Stromal Cells Basic and Clinical
Implications for Novel Cell-Based Therapies. AlphaMed Press 2007; 1066-5099

Takahashi K ve Yamanaka S, Induction of Pluripotent Stem Cells from Mouse Embryonic and Adult
Fibroblast Cultures by Defined Factors. Cell. 2006; 25;126(4):663-76. Epub

Tanouchi Y, Smith RP ve You L, Engineering microbial systems to explore ecological and evolutionary
Dynamics. Curr Opin Biotechnol. 2012;23(5):791-7.

Zheng LM, Ojcius DM, Garaud F ve dig. Interleukin-10 inhibits tumor metastasis through an NK cell-
dependent mechanism. The Journal of Experimental Medicine. 1996; 184 (2): 579-84.

47


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16904174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2192723
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2192723

OZGECMIS

1. Bireysel Bilgiler
Adi Soyadi:

Dogum yeri ve tarihi:
Uyrugu:

Medeni durumu:
fletisim adresi:

Telefon:

Bulut YURTSEVER

Bingol 20.02.1990

T.C.

Bekar

Ahmediye Mah. Namik Pasa Sok. 12/13

+(90) 507 212 17 76

2. Egitimi (tarih sirasina gore)

09.2015-Devam ediyor

09.2009-09.2014

09.2004-06-2008

Yiiksek Lisans
Kocaeli Universitesi, Kok Hiicre AD.
Kok Hiicre ve Doku Yenilenmesi Programi
Kocaeli — TURKIYE
Lisans
Atatiirk Universitesi
Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Erzurum — TURKIYE
Lise
Bingdl Anadolu Lisesi
Fen Bilimleri

Bingdl- TURKIYE

48



Yabana Dili: Ingilizce

3. Bilimsel Etkinlikler

a) Uluslararasi bilimsel etkinliklere poster bildirileri

CD19 Spesifik Transgenik Car-T Hiicre Uretimi Labcell/Tiirkiye Verileri, Sunum,
PG, I11. Ulusal Kan Ve Kemik Iligi Nakli Kongresi, 29-31 Mart 2018

Interlokin-2 ile Uyarilmis Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tiroid Kanseri Hiicreleri
Uzerine Sitotoksik Etkilerinin Incelenmesi, S6zlii Sunum, P7, 1. Ulusal Kan ve

Kemik [ligi Nakli Kongresi, 29-31 Mart 2018

Kanser Tedavisinde Sitotoksik Hiicrelerin Rolii ve (CIK/NK/TIL) Uretim

Modelleri, S6zlii Sunum, Hiicresel immiinoterapi Sempozyumu, 20-22 Ekim 2017

49



EKLER

Ek 1. insan kemik iligi kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerinin kullanimu icin etik

kurul onay belgesi

| Karar No: KU GOKAEK 2016/7/.| |Proje No: 2016/314 | Tarih 221 /[7/ 2016

Yrd. Dog. Dr. Glilgin GACAR sorumlulugunda yapilan ve yukarida bilgileri verilen aragtirma bagvuru
| dosyasi ve ilgili belgeler, arastirmanin gerekgesi, amaci, yaklagim ve yontemleri, gondilliiler igin
beklenen yarar ve riskler dikkate alinarak degerlendirilmis ve arastirmanin ilgili protokol
Karar Bilgileri dogrultusunda belirtilen merkezlerde yiiriitilmesi etik agidan,

gun bulunmustur.
["] Eksikliklerin tamamlanmas kosulu ile uygun bulunmustur.*

[] uygun bulunmamistir.*

Hasta Haklari Yonetmeligi (01.08.1998/23420); Biyoloji ve Tibbin Uygulanmasi Bakimindan insan
Haklari ve insan Haysiyetinin Korunmasi Sozlesmesi: insan Haklari ve Biyotip Sozlegmesinin Uygun
Bulunduguna Dair Kanun (09.12.2003/25311); Biyotip Arastirmalarina iliskin insan Haklari ve Biyotip
Devansiian §bzle;meslne Ek_'Protokqun Onaylanmasinin Uygun Bulunduguna Dair Kanun (29.03.2011/27899);

llag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalari Hakkinda Yénetmelik (13.04.2013/28617); Tibbi Cihaz
Klinik Arastirmalari Yonetmeligi (06.09.2014/29111); Diinya Tip Birligi Helsinki Bildirgesi; lyi Klinik
Uygulamalari Kilavuzu; Tiirk Tabipleri Birligi Hekimlik Meslek Etigi Kurallari; Tiirk Tabipleri Birligi
Arastirma Etigi Bildirgesi

Etik Kurul Uyeleri

-
‘E »

~ Uzmanlik Alant Kurumu Cinsiyet A'rlzsit':;::a T;:::::::a imza
Univ i
B e (BTS00 | |
Kocaeli Universitesi 0 A I H
e alslslolslal 27
li Universitesi E K E H HV
Gleldlold ot
si gl e | H H /g
" lolm|o|olg | o)
B k| & | ow H
®|O|o@| O @J‘
] H H [~
0¥ o //é
5.1 6 &’ iLisKiLi
be |

50



Tez Denetleme Listesi

[ ] Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danisman adi yazilmamalidir).
[] Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

[ ] Tez kapag sirt kismma kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazimm yoniine dikkat!) ad,
program,y1l yazildi.

[] Onay sayfas1 uygun ¢izimde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya

da DOKTORA olmalidir) imzalatild1 (Enstitii Miidiirii’niin imzas1 da gereklidir, imzalarin

ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

[] Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

[ ]On sayfalara i, ii, ii1 seklinde Roma rakamlar1 konuldu.
[] Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
[] Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

[] Ana metin yazi1 boyutu 12 olacak bigimde basild.

[] Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basildi.

[] Ana metin satir arahig1 1.5 olacak sekilde yazild.

[ ] Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

[ ] Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarma uyuldu.

[_] Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.
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