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ÖZET 
 

Köse, S. Endokannabinoidler ve Reseptörlerinin İnsan Hematopoetik Kök 

Hücreleri ve Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerindeki Varlığı ve 

Düzeyinin Araştırılması. Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Kök 

Hücre Programı Doktora Tezi, Ankara, 2017. Hematopoetik kök hücre (HKH) 

nakli kemik iliği (Kİ) kanserleri ve yetmezliklerinin tedavisinde mobilizasyon ajanlar 

kullanılarak uygulanmaktadır. G-CSF temelli mobilizasyon rejimleri sağlıklı donör 

ve hastalarda başarısız olabilmektedir. Bu nedenle, yeni mobilizasyon ajanlarına 

ihtiyaç vardır. Endokannabinoidler kannabinoid reseptörleri (CB1, CB2) üzerinden 

beyinde ve periferde etki gösteren lipid yapılı endojen esrar ligandlarıdır. Bu tez 

kapsamında stresteki beta (β) adrenerjik sinir aşırımı aracılı migrasyona benzer 

şekilde, endokannabinoidlerin HKH’lerin Kİ’nden mobilizasyonunu uyaracağı 

varsayımında bulunduk. Bu amaçla, G-CSF tedavisi uygulanmış ve uygulanmamış 

sağlıklı HKH nakil donörlerinin Kİ ve periferik kan (PK) ve MKH’lerinde; AEA ve 

2-AG, CB1, CB2, β-AR’ler araştırılmıştır. Periferik kan kök hücrelerinin (PKKH) 2-

AG, AEA, SDF-1, norepinefrin ve antagonistlerine, MKH’lere göçü transvel 

migrasyon sistemiyle analiz edilmiştir. MKH’lerin 2-AG ve AEA salgıladığı; bu 

maddelerin PK ve Kİ plazmalarında bulunduğu saptanmıştır. MKH’ler β-AR’leri 

eksprese etmekte; Kİ MNH’ler ve CD34+ hücreler CB1 ve CB2 reseptörlerini 

eksprese ederken ve MKH’ler etmemektedir. AEA ve 2-AG, CB1 ve CB2 

reseptörleri üzerinden PKKH migrasyonunu arttırmaktadır. Sonuç olarak 

endokannabinoid sisteminin Kİ mikroçevresindeki varlığı ve HKH migrasyonunu 

arttırdığı ortaya konduğundan, endokannabinoidlerin klinikte G-CSF aracılı HKH 

mobilizasyonuna ek olarak iyi bir aday olabileceği belirlenmiştir.  

Anahtar Kelimeler: Endokannabinoid, hematopoetik kök hücre, mezenkimal 

kök hücre, beta adrenerjik reseptör, migrasyon 

(*) Bu çalışma 113S819 nolu Türkiye Bilimsel ve Teknolojik Araştırma 

Kurumu (TÜBİTAK) ve 013D04101005 nolu Hacettepe Üniversitesi Bilimsel 

Araştırmalar Koordinasyon Birimi projesi tarafından desteklenmiştir.  
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ABSTRACT 
 

Köse, S. The Effects of Endocannabinoids and Their Receptors on Human Bone 

Marrow Mesenchymal and Hematopetic Stem Cells. Hacettepe University 

Institude of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Stem Cell, Ankara, 2017. 

Hematopoietic stem cell transplantation (HCST) cures malignancies and bone 

marrow (BM) failure syndromes after high-dose cyto-reductive therapy however G-

CSF–based mobilization regimens have a failure rate among healthy donors and 

patients. For this reason, new mobilization agents are needed. Endocannabinoids 

(eCBs), are endogenous lipid mediators generated in the brain and periphery and 

activate the cannabinoid receptors (CB1, CB2). We assume that eCBs may act as 

mobilizers of HSCs from the BM under stress conditions similar to β-ARs. For this 

purpose, mononuclear cells (MNCs), CD34+ cells and mesenchymal stem cells 

(MSCs) from G-CSF treated and not treated healthy HSCT donor’s BM, peripheral 

blood (PB) plasma and MSCs were analysed for AEA and 2-AG, CB1, CB2 and β-

ARs. The HSCs and LPS stimulated and non-stimulated MSCs were assessed by 

transvel migration assay with the presence of norepinehrine, 2-AG and AEA. PB, 

BM cells and MSCs secrete AEA and 2-AG. BM MNCs and CD34+ cells, express 

CB1, CB2 and various βAR subtypes. The MNCs but not the MSCs expressed CB1 

and CB2 receptors by qRT-PCR. AEA and 2-AG stimulated HSC mobilization. β-

AR and eCB receptor antagonists blocked this mobilization effect. In conclusion, 

endocannabinoid system have been demonstrated on HSCs and MSCs of G-CSF 

treated and untreated healthy donors revealing that the eCBs are potential candidates 

for clinical use to enhance or facilitate G-CSF mediated HSC mobilization under 

stress conditions reflecting β-ARs.  

Key Words: endocannabinoid, hematopoetic stem cell, mesenchymal stem 

cell, beta adrenergic receptor, migration 

(*) This work was supported by the Scientific and Technological Research Council 

of Turkey (TUBİTAK) (Project number 113S819) and Scientific Research 

Coordination Unit of Hacettepe University (Project number 013D04101005). 
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1. GİRİŞ 

 

Kemik iliğinde (Kİ), hematopoetik kök hücrelerin (HKH) kendini yenileme 

ve farklılaşmalarının düzenlendiği, hücreler; hücrelerarası matriks ve çeşitli 

çözünmüş maddelerden oluşan mikroçevreye Kİ nişi adı verilmektedir (1). İlikte 

farklı niş bölgeleri tanımlanmıştır (2, 3). Nişteki işlev otonom sinir uyarımı, kan 

(hematopoez) ve kemik yapımının (osteogenez) eşgüdümlü çalışmasıyla sağlıklı 

olarak sürdürülür (4). Kİ mikroçevresindeki HKH ve mezenkimal kök hücreler 

(MKH); nişteki sempatik sinir uçlarının uyarımına sırasıyla beta 2 ve beta 3 

adrenerjik reseptörler (β2, β3-AR) aracılığıyla yanıt verir (5, 6). Dinlenme 

koşullarında endosteal niş bölgesindeki HKH’ler asıl olarak osteoblastlara, damarlara 

yakın vasküler mikroçevrede endotel hücreleri ve retiküler hücrelere tutunur. Bu 

koşullarda HKH’ler, Kİ stromal hücrelerinden salınan stromal derived factor (SDF-

1) miktarı ile ters orantılı olarak, sirkadiyen ritme göre osilasyonlarla çok düşük 

miktarlarda periferik kana verilir (7). Kanama ya da doku hasarı, lipopolisakkarit 

(LPS) aracılı inflamasyon sinyali, fiziksel egzersiz ve granulocyte colony 

stimulating factor (G-CSF) uyarımı gibi stres durumlarında artmış kateşolamin 

salınımına bağlı olarak HKH’lerdeki β-AR ekspresyonu artar. Buna bağlı olarak Kİ 

nişine salınan SDF-1 düzeyleri düşerken C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4) 

düzeyleri yükselir (4, 8).  

Kemik iliği HKH’lerinin periferik kana (PK) mobilizasyonu sürecinde 

osteoblastlar ve diğer stromal hücrelerden salınan G-CSF, HKH’lerin çoğalma ve 

farklılaşmasını uyarır. Diğer yandan egzojen olarak yüksek konsantrasyonda G-CSF 

verilmesi HKH’lerin ilikten migrasyonunu sağlar. Bu amaçla G-CSF klinikte 

HKH’lerin Kİ’den mobilizasyonu için en yaygın olarak kullanılan ilaçtır (3, 9, 10).  

G-CSF U.S. Food and Drug Administration (FDA) tarafından onaylanan az 

sayıda mobilizan ajandan biridir. Günümüzde uygulanan HKH nakillerinde G-CSF 

genellikle tek başına ve/veya kemoterapötikler veya CXCR4 antagonisti AMD3100 

ile birlikte kullanılmaktadır (11, 12). G-CSF’in tek başına GM-CSF ve/veya 

kemoterapötikler ile kombine edilerek kullanıldığı nakillerde mobilizasyonun 
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başarısı hastalığa; kişisel farklılıklara ve uygulanan mobilizasyon rejimine göre 

farklılık göstermektedir (13, 14). Mobilizasyondaki başarısızlık, hastalarda çeşitli 

morbidite ve mortalite oranları ile giden olumsuz sonuçlara neden olabilmektedir 

(11, 12). Mobilizasyonda G-CSF’e göre daha etkili olması nedeniyle FDA onayı ile 

kullanıma giren AMD3100 temelli mobilizasyon ajanları ise pahalı oldukları için 

klinikte tercih edilmemektedir (12). HKH nakillerinde en önemli basamak olan 

mobilizasyon aşamasındaki başarısızlık, nakilden vazgeçme kararına kadar varan 

zorluklara neden olmaktadır (11). Bu nedenle yeni mobilizasyon ajanların 

araştırılarak klinik kullanım için denenmektedir (15-17).  

Endokannabinoidler vücutta sentezlenip; spesifik etkilerini klasik 

kannabinoid reseptörleri (CB1 ve CB2) üzerinden gösteren ve kannabis (esrar) gibi 

davranan endojen esrar ligandlarıdır. Endokannabinoidler, doymamış yağ asidi 

yapısındadır ve en bilinen üyeleri anandamid (AEA) ve 2-açilgliserol’dür (2-AG) 

(18). Endokannabinoidler ve reseptörleri, başta merkezi sinir sistemi (MSS) olmak 

üzere pek çok sistemde dağılım ve etki gösterir (18, 19). Endokannabinoid sistemi 

üyeleri, açlık kontrolü, ağrı algılama, motor fonksiyonlar, kemik metabolizması ve 

bağışıklık yanıtının düzenlenmesi gibi birçok fizyolojik süreçte, inflamatuvar 

hastalıklar ve tümörler gibi pek çok patolojik durumda rol almaktadır (20). 

Endokannabinoidler, germ hücreleri ve somatik hücrelerde çoğalma, farklılaşma, göç 

ve apoptozis mekanizmalarında önemli görevler üstlenir (21-26). 

Endokannabinoidlerin Kİ’ndeki dağılımı sınırlı sayıda çalışmada bildirilmiştir 

(21, 27-30). Kannabinoid reseptör ekspresyonu makrofaj, eritroid, B ve T lenfoid, 

mast hücre hatları (22), kemirgen Kİ HKH’leri ve MKH’lerinde saptanmıştır (28). 

Kannabinoid reseptör aracılı hücre migrasyonu ise kemirici kökenli myeloid lösemi 

hücrelerinde (21), fare mononükleer hücrelerinde (MNH) (24) ve endotel 

hücrelerinde (31) gösterilmiştir.  

Vücutta yaygın olarak etki gösterdiği bilinen endokannabinoid sisteminin 

sitokin aracılı HKH migrasyonunda rol aldığı bilinmekte, ancak bu medyatörlerin G-

CSF uygulanmış ve uygulanmamış insan Kİ örneklerindeki HKH migrasyonuna 

karşılaştırmalı etkisi ve bu etkinin sempatik sinir uyarımı ile olası ilişkisi 

bilinmemektedir. Varsayımımıza göre, endokannabinoidler Kİ mikroçevresinde 
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MKH üzerinden β adrenerjik nöral mekanizmalar ve G-CSF ile ilişkili olarak HKH 

migrasyonunu düzenleyebilir. Tez çalışması, bu varsayımı test etmek üzere 

gerçekleştirilmiştir. 

Bu tez çalışmasının amacı; vücutta yaygın olarak bulunan 

endokannabinoidlerden AEA ve 2-AG’nin G-CSF uygulanmış ve uygulanmamış Kİ 

mikroçevrelerinde MKH’ler aracılığıyla HKH’ler üzerindeki reseptör aracılı 

migrasyon etkisini β adrenerjik uyarım ile ilişkili olarak karşılaştırmalı biçimde 

araştırmaktadır. İkincil amaç; mikroçevre koşullarında etkili olduğu belirlenen 

kannabinoid reseptör agonist/antagonistleri ve/veya β-AR agonist/antagonisti 

uygulanarak, insan HKH ile MKH’lerin aralarındaki etkileşimin doz bağımlı olarak 

düzenlenip düzenlenemeyeceğinin belirlenmesidir.  

Bu doğrultuda aşağıdaki araştırma soruları yanıtlanmıştır:  

1. G-CSF uygulanan ve uygulanmayan insan Kİ ve periferik kan (PK) 

plazmalarında ve MKH’lerin süpernatantlarında endokannabinoid (AEA ve 2-

AG) düzeyi ne kadardır?  

2. G-CSF uygulanan ve uygulanmayan insan Kİ HKH ve MKH’lerinde klasik 

kannabinoid (CB1 ve CB2) ve β-AR ekspresyon düzeyleri ne kadardır? 

3. Egzojen olarak uygulanan endokannabinoid agonist-antagonistleri, β-AR 

agonist-antagonisti, Kİ HKH’lerdeki migrasyon yanıtını doz bağımlı olarak nasıl 

etkilemektedir?  

4. İnsan Kİ mikroçevresinde MKH aracılı HKH migrasyonunda sempatik sinir 

uyarımına benzer şekilde, endokannabinoid reseptör-ligand etkileşiminin rolü 

nedir? 

Tez kapsamında öne sürülen varsayım ve araştırma soruları Şekil 1.1’de 

şematize edilmiştir.   
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Şekil 1.1. Çalışmanın şematik varsayımı. Kİ mikroçevresinde sempatik sinir 

uçlarının varlığı; bu sinir uçlarından norepinefrin salınarak β2 ve β3-AR’ler 

üzerinden HKH’lerin mobilizasyonunun arttırdığı bilinmektedir. β adrenerjik sinir 

aşırımı ile uyarılan mobilizasyon mekanizmasına benzer şekilde bu tez kapsamında; 

Kİ MKH’lerinden endokannabinoidlerden AEA ve 2-AG’nin salınıp salınmadığı, Kİ 

HKH’lerinde kannabinoid reseptörlerinden CB1 ve CB2 reseptörlerinin bulunup 

bulunmadığı ve AEA ve 2-AG’nin G-CSF uygulanmış ve uygulanmamış Kİ 

mikroçevrelerinde MKH’ler aracılığıyla HKH’ler üzerindeki reseptör aracılı 

migrasyon etkisini arttırıp arttırmadığı stres koşullarında araştırılmıştır.  

Bu tez çalışması kapsamında sayıları Hacettepe Üniversitesi Girişimsel 

Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu iznine göre (Karar No: GO 13/170-17) 

belirlenmiş 10’ar adet G-CSF uygulanmış ve uygulanmamış donörden elde edilmiş 

Kİ’lerine ait hücrelerde;  

1. Endokannabinoid (AEA ve 2-AG) düzeyinin saptanması amacı ile; Liquid 

Chromatography Electrospray Ionization Tandem Mass Spectrometric (LC-ESI-

MS/MS) yöntemi ile insan Kİ ve PK plazmasından ve MKH süpernatantından 

salınan endokannabinoidler kantitatif olarak ölçülmüştür.  

2. Kannabinoid reseptör (CB1 ve CB2) ve β-AR ekspresyon düzeylerinin 

saptanması amacı ile; akım sitometri ve qRT-PCR yöntemleri kullanılarak, insan Kİ 
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kaynaklı mononükleer (MNH), CD34+ hücreler ve MKH’lerinde CB1, CB2 ve β1, 

β2, β3-AR düzeyi ölçümü gerçekleştirilmiştir.  

3. HKH’lerdeki migrasyon yanıtının belirlenmesi için; Transvel migrasyon 

assay kullanılarak, periferik kan kök hücrelerine (PKKH) egzojen olarak uygulanan 

endokannabinoid agonist-antagonistleri, β-AR agonist-antagonistlerine karşı olan 

migrasyon yanıtı doz bağımlı olarak saptanmıştır.  

4. MKH aracılı olarak HKH’lerdeki migrasyon yanıtının belirlenmesi için; 

Transvel migrasyon assay kullanılarak, PKKH’lerin, egzojen olarak uygulanan 

endokannabinoid agonist-antagonistleri, β-AR agonist-antagonistleri varlığında, LPS 

ile uyarılmış ve uyarılmamış MKH’lere karşı olan migrasyon yanıtını saptanmıştır. 

Klinikte otolog ve allojenik Kİ nakillerinde HKH mobilizasyon sorunlarını 

çözmek üzere, G-CSF’e alternatif yeni çözümler üzerinde çalışılmaktadır. CXCR4 

antagonisti AMD3100, Amerika Birleşik Devletleri’nde non-Hodgkin lenfoma ve 

multipl miyeloma hastalarında kök hücre mobilizasyonu için G-CSF’e ek olarak 

kullanılmak üzere ruhsatlandırılmıştır (32). Tezin basıldığı Mart 2017 yılı 

www.clinicaltrials.gov kaynaklı verilere göre kannabinoid sistemi üyeleri pek çok 

hastalığın tedavisinde ilaç olarak kullanılmak üzere 573 klinik çalışmada 

araştırılmaktadır. Endokannabinoid aracılı olarak düzenlenebilir hücresel 

proliferasyon, farklılaşma, migrasyon yanıtları, yakın gelecekte kannabinoid sistemi 

bileşenlerinin kök hücre migrasyon stratejilerinde klinik ürün olarak yer alabilme 

potansiyelini ve bu çalışmanın yaygın etkisini vurgulamaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1.  Kemik iliği mikroçevresi 

Kemik iliği mikroçevresi, HKH’lerin  kendilerini yenileme ve 

farklılaşmalarının düzenlendiği özelleşmiş bölgeleri içerir (1). Niş bölgelerinin, 

HKH’lerin dinlenme ve migrasyonunu gerçekleştirdiği alanlar olduğu 

varsayılmaktadır (33, 34). Bunlar (i) farklılaşma belirteçlerini eksprese eden, işlevsel 

olarak etkin olan ve Kİ’ndeki kan damarlarına yakın yerleşik HKH mikroçevresi olan 

perivasküler niş; (ii) farklılaşma belirteçleri taşımayan, sessiz konumdaki ve/veya 

kendi kendini yenileme özelliği taşıyan, yerleşim olarak kemiğin iç yüzeyini tercih 

eden HKH mikroçevresi olan endosteal niş olarak tanımlanır (35, 36). Bu 

bölgelerdeki Kİ trafiği; otonom sinir sistemi uyarımı, kan (hematopoez) ve kemik 

yapımının (osteogenez) eşgüdümlü çalışmasıyla sağlıklı olarak ilerler. Bu düzeni 

sağlayan üç sisteme beraberce beyin-kemik-kan üçlüsü de denir (4). 
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Şekil 2.1. Kemik iliği mikroçevresi. Kİ mikroçevresi HKH’lerin sessiz kaldığı, 

kendini yenilediği, çoğaldığı ve farklılaştığı; damarların, sinirlerin, kemik 

hücrelerinin, hematopoetik hücre alt popülasyonlarının ve hücrelerarası matriksin 

bulunduğu üç boyutlu karmaşık yapıda bir bölgedir. HKH’ler endosteuma yakın 

olarak (endosteal niş) sessizliklerini koruyabilir veya damarlara yakın olarak 

(perivasküler niş) farklılaşmaya yönlenebilir. (36) nolu referanstan modifiye edilerek 

kullanılmıştır. CAR hücreleri: CXCL12-abundant reticular hücreler, MKH: 

mezenkimal kök hücre. 

Kemik iliği mikroçevresindeki HKH’ler (5, 6, 37) ve MKH’ler (38, 39); nişteki 

sempatik sinir uçlarının uyarımına aracılık etmek üzere sırasıyla β2 ve β3-AR’leri 

bulundurmaktadır. HKH’ler, dinlenme koşullarında endosteal niş bölgesinde 

osteoblastlara, damarlara yakın vasküler mikroçevrede endotel hücreleri ve retiküler 

hücrelere tutunur. SDF-1, Kİ’nde özellikle nestin pozitif MKH ve CXCL12-abundant 

reticular hücrelerden (CAR hücreleri) salgılanan, protein yapısında, hematopoetik 

hücreler ve MKH için kemotaktik etkili bir kemokindir (40). HKH’ler kemik iliği 

Adezyon Molekülleri 
-SDF1/CXCR4 
-OPN/CD44 
-N-Kaderin 
-ICAM1/LFA1 
-Jagged/Notch 
-ANG1/TIE2 
-SCF/KIT 
-VCAM1/VLA4 
 
Hücrelerarası Matriks 
Elemanları  
-Tip I kollagen 
-Tip IV kollagen 
-Fibronektin 
-Laminin 
 
Sitokinler ve Büyüme 
Faktörleri 
-IL3,4,7,15 
-M-CSF 
-GM-CSF 
-TPO 
-EPO 
-SCF 
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nişinde membrana bağlı SDF-1 düzeyi ile ters orantılı olarak, sirkadiyen ritme 

uyarak osilasyonlarla çok düşük miktarlarda PK’ya verilir. Kanama ya da doku 

hasarı, LPS aracılı inflamasyon sinyali (41), fiziksel egzersiz (4-6, 37) ve G-CSF 

uyarımı (37) gibi stres durumlarında, sempatik hiperaktivite ile sinir uçlarından 

artmış kateşolamin salınımına bağlı olarak HKH’lerdeki β-AR ekspresyonu artar. 

Buna bağlı olarak Kİ’nde membrana bağlı SDF-1 düzeyi düşerken CXCR4 düzeyi 

yükselir (37). Aynı süreçte osteoklastlardan proteolitik enzim salgısı uyarılır (42). 

Sonuç olarak HKH’ler organizmayı savunmak ya da doku rejenerasyonunu uyarmak 

amacıyla perifere mobilize olur (4, 8).  

Kemik iliği hücrelerinde β-AR dağılımı sınırlı sayıda çalışmada 

gösterilmiştir (5, 6, 37, 43-45). β2-AR akım sitometri ve konfokal mikroskopi ile 

fare Kİ HKH’lerinde (Lin-, Sca+, CD117+) saptanmıştır (43). β-AR antagonistleri ile 

yapılan fonksiyonel çalışma, β2 ve β3-AR aktivasyonu ile sıçan hematopoetik 

progenitor hücrelerinin (HPH) (44), ve fare HKH ve HPH’lerinin migrasyonunu 

arttırdığını göstermiştir (5). Diğer bir çalışmada, egzojen olarak uygulanan 

norepinefrinin β2-AR üzerinden insan CD34+ HPH’lerin çoğalmasını ve 

migrasyonunu arttırdığı belirlenmiştir (6). Fare Kİ MKH’lerinde β2 ve β3-AR 

aktivasyonunun SDF-1’i azalttığı ve farelerde G-CSF aracılı HPH migrasyonununu 

düzenlediği bilinmektedir (37). Kİ mikroçevresindeki SDF-1 seviyesi HKH’lerin PK 

mobilizasyonu için indikatördür (45).  

G-CSF myeloid hücrelerden proteazların salınarak adezyon moleküllerinin, 

hücredışı matriks elemanlarının, kemokinlerin Kİ mikroçevresinden ve 

reseptörlerinden kopmasına neden olmaktadır. Böylece Kİ HKH’lerinin PK’a 

mobilizasyonu sürecinde HKH’lerin çoğalma ve farklılaşmasını uyararak önemli rol 

alırlar. Diğer yandan egzojen olarak yüksek konsantrasyonda G-CSF verilmesi 

HKH’lerin ilikten migrasyonunu sağlar. Bu amaçla G-CSF klinikte HKH’lerin 

Kİ’nden migrasyonu için en yaygın ve etkili olarak kullanılan, U.S. Food and Drug 

Administration (FDA) tarafından onaylanan bir mobilizan ilaçtır (3, 9, 10). Günümüz 

uygulanan HKH nakillerinde G-CSF tek başına GM-CSF ve/veya kemoterapötikler 

veya CXCR4 antagonisti AMD3100 ile birlikte kullanılmaktadır (11, 12). G-CSF’in 

tek başına veya kombine edilerek kullanıldığı nakillerde başarı hastalığa; kişisel 
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farklılıklara ve uygulanan mobilizasyon rejimine göre değişiklik göstermektedir (11, 

12). 2012 verilerine göre G-CSF ve kemoterapötikler birlikte kullanıldıklarında 

multipl miyelomada %5; lenfomalarda %35’lere varan mobilizasyon başarısızlıkları 

görülebilmektedir (11). AMD3100 temelli mobilizasyon rejimleri ise pahalı oldukları 

için klinikte öncelikli protokollerde yer almamaktadır (12). HKH nakillerinde en 

önemli basamak olan mobilizasyon aşamasındaki başarısızlık, nakilden aferez 

yapılan gün sayısında artışa; fazla maddi kaynak kullanımına; tekrarlayan 

mobilizasyon prosedürlerine; invazif olarak Kİ toplanmasına ve nakilden 

vazgeçilmesine neden olmaktadır (12). Az sayıda kök hücre toplanması ise, greft 

kayıplarına; engreftmanın gecikmesine; kanama ve enfeksiyon riskinde artışa; daha 

fazla kırmızı kan hücre transfüzyonuna neden olmaktadır (12). Hali hazırda klinikte 

kullanılan mobilizasyon ajanlarının yetersiz olması nedeni ile yeni ajanlar 

araştırılmaktadır. U.S. National Institutes of Health (NIH)’e ait resmi bir veri tabanı 

olan www.clinicaltrials.gov’un Mart 2017 verilerine göre HKH mobilizasyonu 

başlığı altında 215 klinik araştırma bildirilmiştir.    

2.2.  Endokannabinoid sistemi 

Endokannabinoidler vücutta sentezlenip; spesifik etkilerini kannabinoid 

reseptörleri (CB1 ve CB2) üzerinden gösteren endojen esrar ligandlardır (46). 

Endokannabinoidler, doymamış yağ asidi yapısındadır ve en bilinen üyeleri AEA ve 

2-AG’dir. 1992 yılında ilk bulunan endokannabinoid, AEA olmuştur (47). Ardından 

2-AG (48, 49) ve diğer endokannabinoidler izole edilmiştir. Endojen kannabinoid 

sistemi (endokannabinoidler) iki klasik kannabinoid reseptörü (CB1, CB2), birçok 

ligand ve ligandların sentez ve yıkımından sorumlu enzimleri içermektedir (18, 19). 

Endokannabinoidler ve reseptörleri, başta MSS olmak üzere pek çok sistemde 

dağılım gösterir. Endokannabinoidler ve reseptörleri açlık kontrolü, ağrı algılama, 

motor fonksiyonlar, kemik metabolizması ve bağışıklık yanıtının düzenlenmesi gibi 

birçok fizyolojik süreçte etkilidir (18, 19, 46).  

2.2.1. Endokannabinoidlerin ligandları  

Kannabinoid reseptör ligandları kaynaklarına göre; memeli hücrelerinden 

membran fosfolipidlerinin hidrolizi ile üretilenler, bitkiler (özellikle Cannabis 
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Sativa’dan) tarafından üretilen fitokannabinoidler ve sentetik kannabinoidler olarak 

üç gruba ayrılır (50). Ligandlar, reseptörlere agonistik veya antagonistik etki 

gösterebilir. Vücutta en yaygın bulunduğu bildirilen endokannabinoidler olan AEA 

ve 2-AG; araşidonik asit türevleridir ve hücre zarında bulunan gliserofosfolipidlerin 

yıkımı ile oluşur (50). Cannabis sativa bitkisi birçok kannabinoidi içermektedir. 

Cannabis sativanın etkilerinin yaklaşık yüzde yüzünden sorumlu etken madde olan 

D9-tetrahydrocannabinol (THC) CB1 ve CB2 reseptörlerinin agonistidir (51). Çoğu 

fitokannabinoid, CB reseptörlerine zayıf olarak bağlanmaktadır (20). Agonist ve ters 

agonist/antagonist olarak üretilen birçok sentetik kannabinoid bulunmaktadır (52). 

Bunların bir kısmı yapıca (CP55,490 gibi) THC’a benzemektedir (53). Sentetik 

kannabinoidlerden bazıları reseptörleri için seçici iken (HU308;CB2); WIN55,212-2 

ve CP55,490 gibi bazı agonistler seçici değildir ve hem CB1 hem de CB2 

reseptörünü uyarır (53). Kannabinoid ligandları ve reseptörleri ile ilgili çalışmalar 

antagonistlerin aslında ters agonist (doz bağımlı antagonist) olduklarını göstermiştir 

(54).  

2.2.2. Endokannabinoidlerin reseptörleri 

Kannabinoid reseptörleri G proteini reseptör süperailesi üyesidir. İki klasik 

kannabinoid reseptörü (CB1 ve CB2) bulunmaktadır (55). Son yıllarda 

kannabinoidler için yeni reseptörler tanımlanmıştır. Bunlar G protein-coupled 

receptor 55 (GPR55) (56), transient receptor potential cation channel subfamily V 

member 1 (TRPV1) (57), ve peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) 

(58). CB1 reseptörü CNR1 geninde kodlanır ve uyarılması sinir iletiminin kontrolünü 

sağlar (59). Merkezi sinir sistemi dışında dalak, tonsil, gastrointestinal sistem, böbrek 

üstü bezi, kalp, akciğer, üreme organları, kemik ve sinoviyal eklemler gibi perifer 

dokularda eksprese olmaktadır (59, 60). CB2 reseptörü CNR2 geninde kodlanır ve 

ilk olarak dalağın marjinal zonunda bulunan makrofajlarda eksprese olduğu 

bildirilmiştir (61). Bunun dışında kemik, sinoviyal eklemler ve MSS’nin bazı 

bölgelerinde eksprese olmaktadır (59, 62, 63). GPR55 reseptörü GPR55 geninde 

kodlanır ve yaygın bir ekspresyon profili vardır. Fakat en fazla ekspresyon böbrek 

üstü bezinde, gastrointestinal kanalda, beyinde ve kemikteki osteoblastlarla 

osteoklasttlarda olmaktadır (64, 65).  
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2.2.3. Endokannabinoidlerin sentez ve yıkımı  

Kannabinoidlerin etkinliği, kannabinoid sentez ve yıkımı arasındaki dengeye 

bağlı olarak düzenlenir. Şekil 2.2.’de de görüldüğü gibi AEA, N-acyl 

phosphatidylethanolamine phospholipase D (NAPE-PLD) enzimi ile NAPE’den 

üretilmektedir. NAPE-bağımsız bir yolak olarak birçok ara metabolit içermektedir 

(66). 2-AG membran fosfolipidlerinden phospholipase C (PLC) ve diacylglycerol 

lipase alpha ve beta (DAGLα ve DAGLβ) enzimleri aracılığıyla sentezlenir (67). 

Alternatif sentez yolakları da bulunmaktadır (68). 2-AG, fatty acid amide hydrolase 

(FAAH) ve monoacylglycerol lipase (MAGL) ile yıkılırken AEA sadece FAAH ile 

yıkılır (69).  

 

Şekil 2.2. Endokannabinoidlerden AEA ve 2-AG’nin yapım ve yıkım basamakları 

gösterilmiştir. (30) nolu kaynaktan modifiye edilerek kullanılmıştır. PLC; 

Phospholipase C, DAGLα; Diacylglycerol lipase alpha, DAGLβ; Diacylglycerol 

lipase beta, NAPE-PLD; N-acyl phosphatidylethanolamine phospholipase D, FAAH; 

Fatty acid amide hydrolase, MAGL; Monoacylglycerol lipase. 
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2.2.4. Endokannabinoidlerin etkileri  

Vücutta sinir sisteminde ve periferde yaygın olarak bulunan 

endokannabinoidler fizyolojik koşullarda pek çok organ ve sistemde etki 

göstermektedir. Bu etkilerin bazıları Tablo 2.1’de özetlenmiştir.  

Tablo 2.1. Endokannabinoidlerin genel etkileri 

YERLEŞİM ENDOKANNABİNOİD RESEPTÖR FİZYOLOJİK ETKİ 
(KAYNAK) 

Sinir sistemi AEA, 2-AG CB1, CB2, 
TRPV1 

Bellek (70) 
Açlık kontrolü (71) 
Enerji dengesi ve 
metabolizma (72) 
Strese yanıt (73) 
Anksiyete (74) 
Ağrı kontrolü (75) 
Isı regülasyonu (76) 
Uyku (77) 

İskelet 
sistemi 

AEA, 2-AG CB1, CB2, 
GPR55 

Kemik yapım ve yıkımının 
düzenlenmesi (62, 63, 65) 

Bağışıklık 
sistemi 

AEA, 2-AG CB1, CB2 Doğal bağışıklığın Toll-like 
reseptörler üzerinden 
düzenlenmesi (78) 
İnflamasyonun önlenmesi 
(79) 

Kalp damar 
sistemi  

AEA, 2-AG CB1, CB2, 
GPR18 

Pro-anjiyogenez (80) 
Kan basıncında düşme (81)  

Sindirim 
sistemi  

AEA, 2-AG CB1, CB2 Mukozada inflamasyonun 
engellenmesi (82) 

Kadın üreme 
sistemi  
 
Erkek üreme 
sistemi 

AEA, 2-AG 
 
 
AEA, 2-AG 

CB1, CB2 
 
 
CB1, CB2 

Oosit maturasyonu, (83) 
Embriyo implantasyonu ve 
gelişimi (83) 
Sperm aktivasyonu (84) 
Sperm üretiminin 
düzenlenmesi (85) 

Solunum 
sistemi 

AEA CB1, CB2 İnflamasyonun önlenmesi 
(86) 
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Endokannabinoidler hücre düzeyinde pek çok temel mekanizmayı düzenler 

(21-26). Bu nedenle implantasyondan, inflamasyona, kök hücre farklılaşmasından 

kanserlere kadar pek çok hücresel mekanizmada endokannabinoid etkileri 

araştırılmaktadır. Bu etkilerden çoğalma, farklılaşma, migrasyon ile ilgili çalışmalar 

Tablo 2.2’de özetlenmiştir.   

Tablo 2.2. Endokannabinoidlerin hücresel mekanizmaları 

Kaynak Kannabinoid Reseptör Çalışılan 
doz 

Etkili doz Etki  

(22) AEA, 8-THC, 
Cannabidiol, 
CP55940 

WIN55212-2, 
Cannabinol 

CB1, 
CB2 

0.1-10 
umol/L 

AEA için; 10 
umol/L. Diğerleri 
0.1-10 umol/L’de 
sabit etkili 

HKH çoğalması 

(21) 2-AG, AEA, 
WIN 55212-2, 
Cannabinol, 
Cannabidiol, 
δ8-THC, δ9-
THC, PEA, 
POEA, 
CP55940, 
SR141716 
(CB1 spesifik 
antagonist), 
SR144528 
(CB2 spesifik 
antagonist)  

CB2 300 Nm, 1 
Um 

2-AG için; 300 
Nm, 1 Um 

AEA için; 1 Um 

HKH migrasyonu 

(23) 

 

AM1241 CB2   HKH koloni 
sayısında artış; 
hücre çoğalması 
ve farklılaşması 

Migrasyon 

(24) AEA 
2-AG 
Palmitoyl 
ethanolamide 
(PEA),  
2-palmitoyl 

CB1, 
CB2 

Koloniler 
için 0-5 Um 

Migrasyon 
için 0-1Um 

0.5 Um dozlarda 
2-AG 
migrasyonu 
arttırırken, AEA 
ve diğer 
kannabinoidler 

HKH Koloni 
sayısında artış; 
hangi hücre 
çoğalması ve 
farklılaşması; 
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2.3. Kemik iliği ve endokannabinoidler  

2.3.1. Endokannabinoidler ve hücre göçü  

Kannabinoid reseptör aracılı hücre migrasyonu kemiricilerdeki miyeloid 

lösemi hücreleri (21), fare Kİ MNH (24),  fare embriyonik böbrek hücreleri (87), fare 

mikrogliya hücreleri (88) ve endotel hücrelerinde (31) çalışılmıştır. Genetik olarak 

CB2 reseptörü eksprese ettirilen kemirici kökenli miyeloid lösemi hücrelerine in 

vitro koşullarda transvel assay düzeneği kullanılarak, 300 nM, 1 µM 2-AG ve 1 µM 

AEA uygulandığında 4 saatin sonunda kemoatraktan etki gösterdiği bildirilmiştir 

(21). Transvel assay kullanılan diğer in vitro çalışmada, 250 nM dozda uygulanan 2-

AG  ve AEA, 4 saatte 8-12 haftalık C3H/HeJ fare Kİ MNH’lerinde migrasyon 

sağlamıştır (24). Farklı kimyasal yapıdaki üç CB1 reseptör agonisti, HU-210, 

glycerol (2-
PG),  
myristoyl 
ethanolamide 
(MEA),  
2-myristoyl 
glycerol (2-
MG),  
linoleoyl 
ethanolamide 
(LEA),  
2-linoleoyl 
glycerol (2-
LG), 
Arachidonoyl 
serine (ARA-
S)  
Cannabidiol 
(CBD), 

bu etkiyi 
göstermemiştir.  

Koloniler 5 
Um’da artış 
göstermiştir. 

Migrasyon 

(25) AEA, 2-AG CB1, 
CB2 

1Nm-10Um 2-AG için 10Nm, 
1Um, 10 Um 

 

AEA için 10Um 

Osteoblast 
farklılaşmasında 
artış 

 

Osteoblast 
proliferasyonunda 
artış 

(26) AEA CB1, 
CB2 

5Um-20Um 20Um Kondrosit 
apoptozunda artış  
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WIN55212-2 ve AEA, CB1 geni transfekte edilmiş insan embriyonik böbrek 

hücrelerinin (HEK293 hücre hattı) migrasyonunu sağlamıştır (87). Başka bir 

çalışmada 2-AG ve AEA Boyden chamber kullanılarak in vitro koşullarda, 10 µM 

dozda uygulandığında, CB1 ve CB2 eksprese eden yenidoğan fare neopallia 

mikrogliya hücreleri ve fare mikrogliya hücre hattında (BV-2) migrasyona yol 

açmıştır (88). Fizyoaktif olmayan bir kannabinoid agonisti olan ‘abnormal-

cannabidiol’ün (abn-cbd) 10-100 µM doz aralığında insan umbilikal veni kökenli 

endotel hücrelerinin göçünü uyardığı in vitro olarak transvel assay kullanılarak 

gösterilmiştir. Bu etki CB1 ve CB2 haricinde endotel üzerinde bulunan farklı bir 

AEA reseptörünün antagonisti olan O1918 ile 30 µM dozda inhibe edilmiştir (31).  

2.3.2. Endokannabinoidlerin kemik iliğindeki yerleşimi 

Endokannabinoidlerin Kİ’ndeki dağılımı yakın zamanda genellikle deney 

hayvanlarında gerçekleştirilmiş sınırlı sayıda çalışmada bildirilmiştir (21-24, 28, 29). 

Endokannabinoid sistemi ile Kİ hücreleri arasındaki ilişki ilk olarak 1997 yılında 

Valk ve diğ. tarafından bildirilmiştir (22). Çalışmada kemirici Kİ hücreleri ve 

hematopoetik büyüme faktörlerine [Hepatocyte growth factor (HGF); Interleukin-3 

(IL-3), granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), G-CSF ve 

erythropoietin (EPO)] bağımlı hücre hatlarında kannabinoid reseptörlerinin varlığı 

araştırılmıştır (22). CB1 reseptörü bir T-lenfoid hücre hattında; CB2 reseptörü 26 

miyeloid, 6 makrofaj, 3 eritroid, 5 B-lenfoid, 3 T-lenfoid, 2 mast hücre hattında RNaz 

protection yöntemi kullanılarak saptanmıştır.  Aynı çalışmada CB2 reseptörünün kan 

yapımındaki rolü araştırılmış ve AEA’nın in vitro olarak normal fare Kİ koloni 

kültürlerinde IL-3 ile uyarılmış koloni büyümesini desteklediği gösterilmiştir (22). 

Tek başına HGF uygulaması ile yukarıda bahsedilen hücre hatlarında zayıf, AEA ile 

kombine edildiğinde ise HGF’ye göre daha güçlü proliferatif etki gözlenmiştir. 

AEA’nın proliferasyonu uyarıcı etkisi IL-3, GM-CSF, G-CSF ve EPO ile artmıştır. 

Sonuç olarak AEA’nın hematopoetik hücreler için yeni bir büyüme faktörü 

olabileceği; bilinen büyüme faktörleri ile kombine kullanılarak sinerjitik etki 

sağlanabileceği öne sürülmüştür (22).   
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Jorda MA ve diğ.’lerinin 2002 yılında yaptığı çalışmada uyarılmamış ve 

retroviral indüksiyon ile CB2 mRNA düzeyi uyarılan kemirici kökenli miyeloid 

lösemi hücreler kullanılmıştır (21). Bu çalışmada AEA, 2-AG ve diğer 

kannabinoidler [doğal; d8-tetrahydrocannabinol (d8-THC), d9-THC, cannabinol ve 

cannabidiol, sentetik; WIN 55212-2 ve CP55940, endojen; 2-AG, AEA, PEA ve N-

acylethanolamine (POEA)] uygulanarak CB2 eksprese eden fare hematopoetik 

hücrelerinin bu ajanlara doğru migrasyonu araştırılmıştır. AEA (1 µM) ve 2-AG’nin 

(300 nM and 1 µM) in vitro koşullarda transvel assay yöntemi uygulandığında 

hematopoetik hücreler için kemoatraktan etkili olduğu saptanmıştır. Aynı çalışmada 

sağlıklı dalak ve timus örneklerinde CB2 reseptörünün varlığı saptanmıştır. Buna 

göre, B lenfositlerdeki CB2 reseptörünün asıl işlevinin bu hücrelerde migrasyonunu 

düzenlemek olduğu öne sürülmüştür (21).  

Endokannabinoidlerin hematopoetik hücre migrasyonu ve farklılaşması 

üzerindeki rolü Patinkin ve diğ.’leri tarafından da araştırılmıştır (24). Yapılan 

çalışmalarda egzojen olarak uygulanan 0.5 µM dozlarda AEA ve 2-AG’nin fare 

Kİ’nden elde edilen CFU-GEMM (colony-forming unit: granulocyte, erythrocyte, 

macrophage, megakaryocyte) kolonilerini 2 katına çıkardığı belirlenmiştir. 

Proliferatif etkinin AEA için 2-AG’ye göre daha belirgin olduğu bildirilmiştir (24). 

Ayrıca aynı çalışmada 8-12 haftalık C3H/HeJ fare Kİ MNH’lerinin migrasyonu 250 

nM doz 2-AG ve AEA ile 4 saat içerisinde stimule edilmiştir. CB1 ve CB2 reseptör 

antagonistleri (sırasıyla, SR141716 ve SR144528) ile yapılan çalışmalarda 2-AG’nin 

etkisinin CB1 aracılı olduğu; AEA kaynaklı migrasyonun ise reseptör aracılı 

olmadığı saptanmıştır (24).     

Scutt ve Williamson’un 2007 yılında yaptıkları çalışmada kannabinoidlerin 

Kİ MKH migrasyonuna etkisi araştırılmıştır (28). Sıçan Kİ kökenli CFU-F 

kültürlerine 2-AG uygulandığında doz bağımlı olarak fibroblastik koloni ve 

farklılaşmış koloni oluşumu ile koloni boyutunda artış olduğu görülmüştür. Spesifik 

olmayan CB1 agonistleri (CP 55,940 ve WIN 55,212) ve CB2 agonistleri (BML190 

ve JWH015) CFU-F koloni sayısını arttırırken; spesifik CB1 agonistinin koloni 

sayısına hiçbir etkisi olmadığı belirlenmiştir (28). Primer Kİ kültürlerine 14 gün 1 

µM dozda 2-AG uygulaması çoğalmayı ve kollagen sentezini arttırmıştır. Fakat bu 
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etki 2-AG’nin Kİ stromal hücrelerine uygulanması sonrasında saptanamamıştır. 

Bundan dolayı Kİ’nde 2-AG’nin hedef hücrelerinin stromal hücreler değil; aksesuvar 

hücreler olabiliceği öne sürülmüştür. Bu varsayımı desteklemek üzere Kİ stromal 

hücrelerinde CB1 ve CB2 reseptörlerinin bulunmadığı; Kİ’ndeki küçük bir hücre 

grubunda (side population) her iki reseptörün var olduğu gösterilmiştir (28).  

Başka bir çalışmada lösemi hastalarından tanı sırasında veya pürin analoğu 

tedavisinden sonra alınan Kİ’ndeki B lenfositlerde CB1 ve CB2 reseptör 

ekspresyonu immunohistokimyasal ve akım sitometrik yöntemlerle araştırılmıştır. 

Neoplastik hücrelerdeki CB1 ekspresyonunun CB2’ye göre daha düşük olduğu 

bildirilmiştir (29).  Tedaviye yanıt veren hastalarda CB1 ekspresyonu azalırken CB2 

ekspresyonunda değişiklik gözlenmemiştir. Tedaviye yanıt vermeyen hastalarda ise 

reseptörlerin miktarı artmıştır. Sonuç olarak lösemi tedavisi için endokannabinoid 

sisteminin yeni bir hedef olabileceği öne sürülmüştür (29).  

Aynı grubun 2011 yılında yayınlanan çalışmasında (23) endokannabinoid 

sisteminin HKH trafiği ve mobilizasyonu üzerine etkisi araştırılmıştır. CB2 ve 

agonisti AM1241’in subletal ışınlamaya maruz kalan farelerde hematopoetik 

iyileşmeye katkısı çalışılmıştır. Çalışmanın sonucunda subletal ışınlanma sonrası 

CB2 knock out (Cnr2(-/-)) farede wild type (WT) fareye göre düşük koloni oluşumu 

ve düşük PK sayımı ile birlikte hematopoetik iyileşmenin azaldığı gözlenmiştir. 

Subletal ışınlanma sonrası WT fareye AM1241 uygulandığında Kİ iyileşmesi 

hızlanmış; toplam Kİ (yaklaşık 2 kat) ve toplam lin-ckit+ hücre sayısı (yaklaşık 7 kat) 

artmış, böylece HKH sağkalımı artmıştır. Ek olarak AM1241 subletal ışınlanma 

almadan 12 gün önce wild type (WT) fareye uygulandığında, HKH apoptozu 

azalmış; sağkalımı artmış, toplam Kİ ve toplam ckit+ hücre sayısı artmıştır. Sonuç 

olarak CB2 agonisti AM1241’in subletal ışınlanma sonrası HKH apoptozunu 

engelleyerek, sağkalımını arttırarak ve hücre döngüsüne giren HKH sayısını 

arttırarak iyileşmeye katkı sağladığı saptanmıştır.  

Başka bir çalışmada HKH nakli öncesinde, nakil sırasında ve nakilden 100 

gün sonra AEA ve 2-AG’nin stres ve inflamasyon ile ilişkisi periferik kanda 

araştırılmış; nakil öncesi ve sonrasında stres ile IL-6 ve 2-AG’nin korele bir şekilde 

artış gösterdiği saptanmıştır. 2-AG’nin artışı alıcılardaki stres koşullarına 
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bağlanmıştır (89). Kannabinoidlerin hematopoetik sistemdeki dağılımı ve bu ilgili 

organlardaki etkileri ile ilgili çalışmalar Tablo 2.3’de özetlenmiştir. 

Tablo 2.3. Kemik iliği ile ilgili kannabinoid çalışmaları  

 

Sonuç olarak kannabinoid sistemine ait çeşitli endojen ve egzojen 

bileşenlerin, hematopoetik sistemin çeşitli alanlarında hücrelerin çoğalma, 

farklılaşma, göç ve apoptozunu düzenleyerek, fizyopatolojik mekanizmalarda etkili 

olduğu bilinmektedir (21-24, 28, 29). Endokannabinoidler ve reseptörlerinin, bazı 

deney hayvanlarında sitokin aracılı HKH migrasyonunda rol aldığı bildirilmiştir (23, 

24). Ancak bu medyatörlerin insan Kİ’nde G-CSF ile ilişkili olarak HKH 

migrasyonuna etkisi ve bu etkinin sempatik sinir uyarımı ile olası ilişkisi 

bilinmemektedir. Varsayımımıza göre, endokannabinoidler Kİ mikroçevresinde 

Kemik iliği ile ilgili özet kannabinoid çalışmaları Kaynak 

Miyeloid, lenfoid, makrofaj, eritrosit ve mast hücrelerini içeren 51 hücre 
hattının 45’inde CB1 veya CB2 reseptörleri eksprese olmaktadır. AEA 
fare Kİ kültürlerinde IL-3 ile uyarılmış koloni büyümesini arttırır. 

(22) 

2-AG, HKH’lerde kemoatraktan etkilidir. 2-AG, IL-3 veya G-CSF ile 
birlikte sinerjistik etki gösterir. 

(21) 

AEA ve 2-AG fare kemik iliği kökenli CFU-GEMM kolonilerini uyarır; 
HKH migrasyonunu arttırır.  

(24) 

Kemirici MKH’lerinde CB1 ve CB2 reseptörleri çok düşük miktarda 
saptanırken; HKH’ler her iki reseptörü bulundurur. 

(28) 

Lösemi hastalarından tanı sırasında veya pürin analoğu tedavisinden 
sonra Kİ’ndeki B lenfositlerde CB1 ve CB2 ekspresyonu araştırılmıştır. 
Neoplastik hücrelerin yüzeyinde CB1 ekspresyonu CB2’ye göre daha 
düşüktür. Tedaviye yanıt veren hastalarda CB1 ekspresyonu azalmış; 
vermeyenlerde artmıştır.  

(29) 

CB2 agonisti AM1241 farelerde subletal ışınlanma sonrası HKH 
apoptozunu engelleyerek, sağkalımını arttırarak ve hücre döngüsüne 
giren HKH sayısını arttırarak iyileşmeye katkı sağlamıştır. 

(23) 
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MKH’ler üzerinden β adrenerjik nöral mekanizmalar ve G-CSF ile ilişkili olarak 

HKH migrasyonunu düzenleyebilir. Tez çalışması, bu varsayımı test etmek üzere 

gerçekleştirilmiştir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Deney Tasarımı; Tez çalışması kapsamında sayıları Hacettepe Üniversitesi 

Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu iznine göre (Karar No: GO 

13/170-17) kontrol ve deney grupları sırasıyla G-CSF uygulanmamış (n=10) ve 

uygulanmış (n=10) sağlıklı donörlere ait Kİ ve PK plazmaları; MNH ve MKH’leri 

kullanılmıştır. Çalışma, Hacettepe Üniversitesi Kök Hücre Araştırma ve 

Uygulama Merkezi’nde (PEDİSTEM), merkeze ait alt yapı, laboratuvar ve teknik 

donanım kullanılarak, Kök Hücre Bilimleri Anabilim Dalı Doktora Programı 

kapsamında gerçekleştirilmiştir.  

Çalışma; disiplinlerarası, rastgele seçilmiş (randomize), kontrol grubu içeren, 

ileriye yönelik (prospektif) in vitro deneysel araştırma şeklinde planlanmıştır. 

Bağımlı değişkenler, gruplar; bağımsız değişkenler, AEA, 2-AG, CB1 ve CB2 

reseptör, β1, β2 ve β3-AR düzeyleri, hücrelerin migrasyonuna ait ölçüm 

parametrelerdir.  

Giriş bölümündeki araştırma sorularını yanıtlamak üzere aşağıdaki iş 

paketleri gerçekleştirilmiştir.   

3.1. İş Paketi 1 (İP1): Hematopoetik ve mezenkimal kök hücrelerin 

izolasyonu, üretilmesi ve karakterizasyonu 

Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu 

iznine göre (Karar No: GO 13/170-17) yaşları 10 ve 30 arasında değişen 3 gün süre 

ile 10 µg/kg standart dozda G-CSF uygulanmış (n=10) ve uygulanmamış (n=10) 

sağlıklı donörlere ait Kİ ve PK plazmaları ve Kİ MNH örnekleri kontrol ve deney 

gruplarını oluşturmuştur. Donörlerin yaş ortalamaları gruplar arasında anlamlı fark 

göstermemektedir (p=0,353; Tablo 3.1). Bu da deney ve kontrol gruplarının yaş 

olarak birbiriyle benzer olduğunu göstermektedir.  
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Tablo 3.1. Tez kapsamında çalışılan donörlere ait demografik veriler görülmektedir. 

G-CSF uygulanan ve uygulanmayan donör grupları, yaş ortalaması açısından 

benzerdir (p=0,353). 

Grup G-CSF uygulanmayan (n=10) G-CSF uygulanan (n=10) 

Ortalama yaş ± 
standart sapma 

15,1±10,2 12,4±7,6 

Cinsiyet 8/10 Kadın 5/10 Kadın  

 

3.1.1. Hematopoetik kök hücre izolasyonu  

Donmuş haldeki Kİ MNH içeren cryovial, 37oC’lik su banyosuna konularak 

hücrelerin çözülmesi sağlanmıştır. Hücrelerin agregat oluşturma eğiliminden dolayı 

MNH çözme protokolü uygulanmıştır; çözülen hücreler doğrudan 15 ml’lik tüp 

içerisine aktarılmış ve üzerine 1 damla/dk olacak şekilde hazırlanan Dnaz içeren 

çözme solüsyonundan eklenmiştir. Ekleme sırasında tüp vortekslenmiş ve bu işlemin 

ardından 10 ml çözme solüsyonu damla damla hücrelerin üzerine eklenmiştir. 

Hücreler 430 g’de santrifüj edilerek sayım işlemi gerçekleştirilmiştir. Hücre sayısı 

tripan mavisi boyası ve Bürker lamı kullanılarak, 1:20 sulandırma yapılarak elde 

edilmiştir.  

Belirlenen hücre sayısına göre, hücrelerden (i) β1-AR, β2-AR ve β3-AR ve 

kannabinoid reseptörlerinin (CB1 ve CB2) akım sitometri ve (ii) qRT-PCR analizi 

için; (iii) CD34 bulunduran (CD34+) hücre izolasyonu amacıyla Magnetic-Activated 

Cell Sorting (MACS) yöntemi için ve (iv) MKH üretimi için ekim 

gerçekleştirilmiştir.  

CD34+ hücre izolasyonu için ayrılan hücreler ile manyetik izolasyon 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.1). Üreticinin protokolüne göre, MNH’ler MACS 

tamponu içerisinde önce FcR bloklama solüsyonu ve sonrasında manyetik boncuk 

taşıyan anti-CD34 antikor ile inkübe edilerek işaretlenmiştir. Elde edilen hücre 

süspansiyonu MACS® MS kolonlarına aktarılarak manyetik işaretli CD34+ elüsyonu 
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gerçekleştirilmiştir. Elde edilen CD34+ hücreler daha önce belirtilen yöntem ile 

sayılmıştır (1:1 sulandırma).  

 

Şekil 3.1. MACS yöntemi şematizasyonu. Manyetik izolasyon tekniği ile insan Kİ 

MNH’lerden CD34+ ve CD34- hücre fraksiyonlarının elde edilme yöntemi şematize 

edilmiştir. 

3.1.2. Mezenkimal kök hücre kültürü ve karakterizasyonu 

Mezenkimal kök hücre kültürü 

MKH’ler MACS yöntemi ile Kİ MNH’lerinden elde edilen CD34- hücrelerin 

T75 doku kültür kabına 20x106 hücre olacak şekilde 10 ml büyüme besiyeri 

(DMEM-LG (Gibco, ABD), %10 fetal bovine serum (Gibco, ABD), %1 antibiyotik 

(Penisilin-Streptomisin, Sigma-Aldrich, ABD) ile birlikte ekilmesi ve 37oC, %5 



23 
 

 

CO2’li inkübatörde (Thermo Electron Corporation, Almanya) kültüre edilmesi ile 

elde edilmiştir.  CD34- hücrelerin kültüre edilmesini takiben 24 saat içinde kültür 

kabının yüzeyine yapışmaya başlayan MKH’lerin gözlenmesi ile her 3 günde 1 kez 

kültür kabının içindeki besiyeri boşaltılarak taze besiyeri eklenmiştir. Böylece kültür 

kabına yapışmayan hematopoetik hücreler elimine edilmekte ve sadece adeziv hücre 

özelliğinde olan MKH’ler çoğaltılmaktadır. İki hafta içinde adeziv hücrelerin 

çoğalarak kültür kabını doldurması sağlanmıştır. %70 oranındaki fibroblast 

görünümündeki hücreler, PBS ile yıkanmış ve 2 ml %0.25 tripsin-EDTA (Gibco, 

ABD) uygulanarak adezyon gösterdikleri yüzeyden ve birbirlerinden kopmaları 

sağlanmıştır. 5 dakika inkübatörde tutulan, kültür kabının yüzeyinden ve 

birbirlerinden ayrılan hücreler 8 ml besiyeri ile toplanarak hücre süspansiyonu elde 

edilmiştir. Hücreler, tripan mavisi ile 1:1 oranında sulandırılarak sayılmıştır. Hücre 

sayımının sonucuna göre 1 T75 kültür kabına 2x105 hücre 10 ml büyüme besiyeri ile 

beraber aktarılmış ve 37oC, %5 CO2 içeren inkübatöre yerleştirilmiştir. Kalan 

hücreler ise DMEM-LG, %20 fetal bovine serum ve %10 DMSO (Applichem, 

Almanya) içeren dondurma besiyeri ile dondurularak -196oC’lik sıvı azot tankında 

saklanmıştır. Aynı işlem hücreler 3. Pasaja gelene kadar tekrarlanmıştır.  

Mezenkimal kök hücrelerin karakterizasyonu 

Tüm karakterizasyon çalışmaları pasaj 3’e getirilen MKH’ler ile yapılmıştır.  

Morfolojik analiz; MKH’lerin karakterizasyonunda ilk adım hücrelerin 

plastik yüzeye yapışabilmeleri ve iğsi-poligonal morfoloji göstermeleridir. Bu 

özellikler inverte ışık mikroskobu altında değerlendirilmiştir.  

Farklılaşma analizi; 

Adipojenik farklılaştırma; Üçüncü pasajda olan hücreler 6 kuyucuklu kültür 

kaplarına 4x104/kuyu olacak şekilde ekilerek çoğaltılmaya başlanmıştır. Haftada 2 

kez besiyeri değiştirilerek hücrelerin %100 yoğunluğa ulaşması sağlanmıştır. 

Ardından tüm kuyucuklar 1 ml PBS ile yıkanmış ve adipojenik farklılaşması istenen 

hücreleri içeren kuyucuklara 2 ml adipojenik farklılaşma besiyeri [DMEM-LG, %10 

serum, 1 μM deksametazon (Sigma, ABD), 60 μM indometazin (Sigma, ABD), 500 
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μM izobutilmetilksantin (IBMX, Sigma, ABD) ve 5 μg/ml insülin (Sigma, ABD)] 

eklenmiştir. Kontrol kuyucuklarına ise büyüme besiyeri eklenmiştir.  

Üç hafta sonunda tüm kuyucuklardan besiyerleri toplanmış ve PBS ile 

yıkama yapılmıştır. Yıkamanın ardından yağ hücresine farklılaşması beklenen 

hücreler 1 ml %10 formaldehit (Sigma, ABD) ile 20 dakika fikse edilmiştir. 

Fiksasyonun ardından kuyucuklara 1 ml Oil Red O (ORO) boyası (Sigma, ABD) 

eklenerek 10 dakika beklenmiş ve ardından distile su ile 2 kere yıkama yapılmıştır. 

Dijital görüntüleme sistemi (Olympus, Japonya) ile ışık mikroskobunda 

fotoğraflandıktan sonra semi-kantitatif sonuç almak üzere, kuyucuklara deterjan 

özelliğinde olan %2 igepal/izopropanol (v/v) (Sigma-Aldrich, ABD; DOP Organik 

Kimya Sanayi, Türkiye) eklenerek boyanın hücrelerden ekstraksiyonu sağlanmıştır. 

İgepal eklenmesinden 1 saat sonra kuyucuklar içerisinden toplanan igepal-boya 

karışımı; yağ hücresine farklılaşan hücre miktarının belirlenmesi amacı ile 96 

kuyucuklu kültür kaplarına 100 µl olacak şekilde bölüştürülmüştür. Kontrol olarak 

ise ORO boyası kullanarak hazırlanan standartlar kullanılmıştır. Kuyucuklar içindeki 

karışım ELISA okuyucusunda (Tecan, Avustralya) 492 nm dalga boyunda okutulmuş 

ve standartlar ile oranlanan veriler grafiğe geçirilmiştir. 

Osteojenik Farklılaştırma; Tripsinize edilmiş olan pasaj 3 MKH’ler 6 

kuyucuklu kültür kaplarına toplam 2x105 hücre olacak şekilde ekilerek çoğaltılmış ve 

haftada 2 kez besiyeri değiştirilerek hücrelerin %80 yoğunluğa ulaşması 

sağlanmıştır. Ardından tüm kuyucuklar 1’er ml PBS ile yıkanmış ve kemik hücresine 

farklılaşması istenen hücreleri içeren kuyucuklara 2 ml osteojenik farklılaşma 

besiyeri [DMEM-LG, %10 fetal bovine serum, 100 nM deksametazon, 10 mM beta 

gliserofosfat (Applichem, Almanya) ve 0,2 mM L-askorbik asit (Sigma, ABD)] 

eklenmiştir. Kontrol kuyucuklarına büyüme besiyeri eklenmiştir. 3 hafta sonunda 

tüm kuyucuklardan besiyerleri toplanmış ve 1 ml PBS ile yıkama yapılmıştır.  

Farklılaşma analizi için %10 formaldehit ile 20 dakika fikse edilen hücrelerin 

üzerine 1 ml Alizarin Red S (ARS) boyası (pH= 4.2, Sigma, ABD) eklenerek 10 

dakika bekletilmişlerdir. Ardından boya toplanarak kuyucuklar 1 ml distile su ile 

yıkanmış ve dijital görüntüleme sistemi ile kuyucukların fotoğrafları çekilmiştir. 
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Kantitatif sonuç almak için Quantichrom Calcium Assay Kiti (Bioassay 

Systems, ABD) kullanılmıştır. Bu amaçla tüm kuyucuklar 1ml PBS ile yıkanarak 500 

µl %0.6 M HCl (Carlo Erba Reagent, Fransa) eklenmiştir. 5 saat sonunda Hcl 

toplanarak tüplere aktarılmış ve kalsiyum miktarının belirlenmesi amacıyla 96 

kuyucuklu kültür kaplarına 5 µl olacak şekilde bölüştürülmüş ve üzerlerine 95 µl 

solüsyon A ve B’den (1:1) eklenmiştir. Kontrol olarak kit içinde bulunan kalsiyum 

standartları kullanılmıştır. Kuyucuklar ELISA okuyucusunda 620 nm dalga boyunda 

okutulmuş ve çıkan sonuçlar grafiğe geçirilmiştir. 

Hücre Yüzey Belirteçlerinin Analizi; Hücrelerin yüzey belirteçlerinin 

analizi için pasaj 3 MKH’ler kullanılmıştır. T75 doku kültür kabında üretilen 

hücreler PBS ile yıkanmış ve ardından 5 ml tripsin-EDTA eklenerek 37oC’de 5 

dakika bekletilmiş ve böylece hücrelerin yüzeyden ve birbirlerinden ayrılmaları 

sağlanmıştır. İnkübasyon bitiminde tripsinin etkisini durdurmak amacıyla kültür 

kabına serum içeren büyüme besiyeri eklenmiş ve hücreler tüpte toplanmıştır. Tripan 

mavisi boyası kullanılarak sayımı yapılan hücreler FACS tüplerine, tüp başına 2x105 

hücre olacak şekilde 2 ml PBS kullanılarak bölüştürülmüştür. 1500 rpm’de 5 dakika 

santrifüj yapılan tüplerdeki pellet homojenize edilmiştir. Homojenize edilen hücre 

pelleti üzerine 100 µl ‘PBS-BSA-Na Azide’ (PBN) ile birlikte her birinden 5 µl 

olacak şekilde Tablo 3.2’de yer alan antikorlardan eklenmiştir. Tüpler +4oC’de ve 

karanlıkta 30 dakika inkübe edilmiş; inkübasyon bitiminde 2 kez PBN ile yıkama 

yapılan tüplere 200 µl PBN eklenerek FACS ARİA (Beckon Dickinson Biosciences, 

ABD) cihazı ile okutulmaya geçilmiştir.  

Tablo 3.2. Mezenkimal kök hücre karakterizasyonunda kullanılan yüzey 

antijenlerine ait akım sitometri antikorları listelenmiştir. 

Antikor Florokrom  Marka, Ülke  Katalog 
numarası 

Fare anti insan CD90, IgG1 FITC BD Biosciences, ABD 555595 

Fare anti insan CD29, IgG1 APC BD Biosciences, ABD 559883 

Fare anti insan CD73, IgG1 PE BD Biosciences, ABD 550257 
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Fare anti insan CD44, IgG1 FITC BD Biosciences, ABD 347943 

Fare anti insan CD34, IgG1 PE-Cy7 BD Biosciences, ABD 560710 

Fare anti insan CD45, IgG1 FITC BD Biosciences, ABD 555482 

Fare anti insan HLA-DR, IgG2 APC BD Biosciences, ABD 347403 

 

İşaretlenmiş hücrelerin yüzey belirteçlerinin analizi toplam 10,000 olgu 

(event) okutularak FACS Aria cihazı ile yapılmıştır. Analiz için BD FACSDiva 

Software v6.1.2 yazılımı (Beckon Dickinson Biosciences, ABD) kullanılmıştır.  

3.2. İş paketi 2 (İP2): Endokannabinoid (AEA, 2-AG) düzeylerinin 

LC/EPI/MS-MS yöntemi ile ölçümü 

Bu iş paketinde Kİ ve PK plazmasına ve MKH süpernatantına salınan 

endokannabinoidlerin miktarları LC-ESI-MS/MS yöntemi ile ölçülmüştür. Katı faz 

tüketme fazına hazırlık amacı ile belirlenen Kİ ve PK plazmaları (250 µl) ve MKH 

süpernatantları (7 ml) arşivden (-80oC) çıkarılarak oda ısısında çözülmeleri 

sağlanmıştır. Örneklerin üzerine aynı hacimde distile su eklenerek katı faz tüketme 

protokolüne uygun hale getirilmiştir. 

Katı faz tüketme işlemi; Bu çalışmada polimerik (Strata X, 30 mg/ml) 

kolonlar kullanılmıştır. Tüketme öncesinde kolon sırasıyla 2 kez 1 ml MeOH (%100) 

ve 2 kez 1 ml su ile şartlandırılmıştır. Katı faz tüketme için hazırlanan örneklerin 

kolona yüklenmesinden sonra, sırasıyla 2 kez 1 ml su ve 2 kez 750 ul MeOH içeren 

su (55:45, h:h) ile yıkanmıştır.  Ardından vakum 2 dakika çalıştırılarak kolonun 

kuruması sağlanmıştır. Kolondan 2 kez 1 ml MeOH (%100) ile yıkanarak örneklerin 

kolondan elüsyonu gerçekleştirilmiştir. Elüat vakumlu santrifüjde 4 saat tutulmuş ve 

metanolün uzaklaşması sağlanmıştır. Örneklerin üzerine 100 ul asetonitril eklenerek 

katı faz tüketme fazı tamamlanmıştır.  

Kromatografik koşullar: Hareketli faz, dörtlü gradient pompa ile %0.1 

formik asit ve asetonitril analiz sırasında karıştırılarak oluşturulmuştur. Hareketli 

fazın bileşenlerinin her biri 0.45 µm filtreden süzüldükten sonra ultrasonik banyoda 
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15 dak tutularak gazı uzaklaştırılmıştır. Akış hızı 0.2 ml/dak, enjeksiyon hacmi 5 μl 

ve kolon sıcaklığı 40°C’dir. Analizler Phenomenex C18 model (4 mm x 3.0 mm) 

kolonda gerçekleştirilmiştir. LC-ESI-MS/MS sistemi ile günlük çalışmanın 

başlangıcında 20 dakika (akış hızı: 0.2 ml/dak) deiyonize su geçirilmiştir.  

Doğrusallık; Kalibrasyon eğrileri su materyaline 6 ayrı derişimde (0.005, 

0.01, 0.05, 0.1, 0.5 ve 1 ppm) standart çözelti eklenerek her AEA ve 2-AG için 

oluşturulmuştur. Kalibrasyon eğrisi her bir AEG ve 2-AG pik alanının değerin 

derişimine karşı grafiğe geçirilmesiyle oluşturulmuştur (Şekil 3.2). Yöntemlerin 

doğrusallığı; kalibrasyon eğrilerinin istatistiksel olarak (ANOVA testi) 

değerlendirilmesi ile kontrol edilmiştir. ANOVA testi ile korelasyon katsayısının 

önemi ve regresyon katsayılarının sıfırdan farklı olup olmadığı değerlendirilmiştir. 

Ayrıca olması gereken derişimlere karşı, kalibrasyon verileri kullanılarak bulunan 

derişimlerin grafiğe geçirilerek bir doğru elde edilip edilmemesi ile de yöntemin 

doğrusallığı değerlendirilmiştir.  

 

Şekil 3.2. AEA ve 2-AG’ye ait kalibrasyon eğrileri gösterilmiştir. 

Geri kazanım çalışmaları; AEA ve 2-AG için mutlak geri kazanım 

çalışmaları yapılmıştır. Mutlak geri kazanımda suya eklenmiş AEA ve 2-AG 

analizinden elde edilen verilerin, herhangi bir tüketme işlemine maruz bırakmadan 
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elde edilen verilerin karşılaştırılması ile değerlendirilmiş ve ortalama geri kazanım 

hesaplanmıştır. 

3.3. İş Paketi 2 (İP2): Hematopoetik ve mezenkimal kök hücrelerde β-AR ve 

CB1, CB2 reseptörlerinin akım sitometri ve qRT-PCR yöntemi ile analizi 

İP 1’de yapılan çalışma kapsamında arşiv hücrelerinden elde edilen 

MNH’lerin bir kısmı İP2 için kullanılmıştır.  

3.3.1. Hematopoetik ve mezenkimal kök hücrelerde β-AR ve CB1, CB2 

reseptörlerinin akım sitometri yöntemi ile analizi 

Kannabinoid reseptörleri hücre yüzeyinde ve içerisinde yer alan tüm 

membranlarda bulunabildiği için, akım sitometri yönteminde bu antikorların 

kullanıldığı hücre popülasyonu permeabilize edilmiştir. Permeabilizasyon protokolü 

gerektiren antikorlar, markaları ve katalog numaraları Tablo 3.3’de belirtilmiştir.  

Tablo 3.3. β-AR ve CB1, CB2 reseptörlerinin akım sitometri ile işaretlenmesinde 

kullanılan antikorlar listelenmiştir. (*) Endokannabinoid reseptörleri hücre içinde 

bulundukları için bu antijenlerin analizi için permeabilizasyon yöntemi 

uygulanmıştır.  

Antikor Florokrom  Marka, Ülke  

Tavşan anti insan β1-AR poliklonal IgG FITC Bioss, ABD 

Fare anti insan β2-AR IgG1 PE Santa Cruz, ABD 

Keçi anti insan β3-AR poliklonal IgG  

Tavşan anti keçi IgG (sekonder antikor),  

- 

FITC 

Santa Cruz, ABD 

Abcam, İngiltere  

Tavşan anti insan CB1 poliklonal IgG (*) PE Abcam, İngiltere  

Tavşan anti insan CB2 poliklonal IgG (*) FITC Cayman, ABD  

Fare anti insan CD34 IgG1  PE-Cy7 BD Biosciences, ABD 

Fare anti insan CD38 IgG1 APC BD Biosciences, ABD 
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İP 1’de elde edilen MNH’ler ve pasaj 2 MKH’ler FACS tüplerine, sırası ile 

tüp başına 1x105 ve 2x105 hücre olacak şekilde 1 ml PBS kullanılarak 

bölüştürülmüştür. Permeabilizasyon gerektiren antikorları içeren tüplerle yapılan 

deneylerde; negatif kontrol tüplerinde yüksek oranda yalancı pozitiflik görülmesi 

üzerine protokol modifiye edilmiştir. Buna göre hücre pelletleri öncelikle 500 µl 

perm2 (558052, BD Phosflow™, Becton Dickinson, ABD) solüsyonu ile 8 dakika 

oda ısısında inkübe edilerek permeabilize edilmeleri sağlanmıştır. PBS ile yıkama 

amacı ile yapılan 430 g’de 5 dakika santrifüj sonrası, zemin boyamasının 

(background) azaltılması amacı ile PBS içerisinde %2 insan AB serumu içeren 

solüsyon ile 15 dakika oda ısısında inkübasyon sağlanmıştır. İnkübasyon sonrası 

protokol permeabilizasyon gerekmeyen antikorların protokolü ile devam etmiştir. 

Protokolde yapılan bu modifikasyon ile permeabilize edilen hücrelerde spesifik 

olmayan işaretlenmenin önemli ölçüde düştüğü gözlenmiştir.  

Homojenize edilen hücre pelleti üzerine 100 µl PBS ile Tablo 3.3.’de 

belirtilen antikorlardan 5 µl eklenmiştir. Tüpler +4oC’de ve karanlıkta 15 dakika 

inkübe edilmiş; inkübasyon bitiminde 2 kez PBS ile yıkama yapılan tüplere 200 µl 

PBS eklenerek akım sitometri cihazı (FACS ARIA, Beckton Dickinson, ABD) ile 

okutulmuştur (10,000 olgu). Analiz için cihaza ait yazılım (BD FACS Diva Software 

v6.1.2 yazılımı, ABD) kullanılmıştır. 

β3-AR antijeni indirekt immünofluoresan tekniği ile ise yukarıdaki paragrafta 

anlatıldığı gibi primer antikor ile inkübasyon sonrası, süspanse haldeki hücrelere 

sekonder antikordan 5 µl eklenerek ve tüpler +4oC’de ve karanlıkta 15 dakika inkübe 

edildikten sonra değerlendirildi. İnkübasyon bitiminde 2 kez PBS ile yıkama yapılan 

tüplere 200 µl PBS eklenerek akım sitometri cihazında (FACS Aria, BD, ABD) ile 

okutulmuştur (10,000 olgu). Analiz için cihaza ait yazılım (BD FACSDiva Software 

v6.1.2, ABD) kullanılmıştır. 

3.3.2. Hematopoetik ve mezenkimal kök hücrelerde β-AR ve CB1, CB2 

reseptörlerinin qRT-PCR yöntemi ile analizi 

RNA izolasyonu için, İP 1’de yapılan çalışma kapsamında arşiv 

hücrelerinden elde edilen MNH’ler kullanılmıştır. Bu İP kapsamında MNH qRT-
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PCR yöntemi ile β-AR ve CB1, CB2 reseptör analizi için RNA izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir.  

Pellet halindeki hücrelerin üzerine 1ml lizis tamponu (QIAzol lysis buffer, 

Qiagen) eklenerek hücrelerin parçalanması sağlanmıştır. Ardından hücreler 1,5 

ml’lik santrifüj tüplerine toplanarak -80oC derin dondurucuda depolanmıştır. RNA 

izolasyonu için ticari olarak satın alınan kite (RNA easy mini kit, Qiagen, ABD, 

katalog no:74104) ait protokol izlenmiştir. Olası gDNA kontaminasyonunu önlemek 

için RNA örnekleri Rnase-free Dnase Digestion (Qiagen ABD) ile muamele 

edilmiştir. Elde edilen RNA örneklerinin kantitatif kontrolü A260/280 ve A260/230 

oranlarının spektrometre cihazı (NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific, 

ABD) kullanılarak ölçülmesi ile belirlenmiştir. 

RNA örnekleri ölçümden sonra qRT-PCR çalışmasına kadar -80oC’de 

saklanmıştır.  Komplemanter DNA (cDNA) 200 ng RNA örneğinden ticari kit 

(ProtoScript® First Strand Cdna Synthesis Kit; New England BioLabs Inc. ABD) 

kullanılarak sentezlenmiştir. qRT-PCR, PowerUp™ SYBR® Green Master Mix 

(#A25741, Thermo, USA) ile ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Thermo, USA) 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Seçilen genlerin (ADRB1, ADRB2, ADRB3, CNR1 

ve CNR2) göreceli mRNA ekspresyon analizi delta delta Ct (∆∆Ct) metodu ile 

ViiA™ 7 Software (v1.2.4) kullanılarak hesaplanmıştır. Tüm hedef genler (ADRB1, 

ADRB2, ADRB3, CNR1 ve CNR2), house keeping gen olan ACTB genine göre (beta 

aktin) normalize edilmiştir. G-CSF uygulanmış donörlere ait Kİ MNH ve MKH’leri, 

G-CSF uygulanmamış donörlere ait Kİ MNH ve MKH’leri ile karşılaştırılmıştır.   

3.4. İş paketi 4 (İP4): Hematopetik kök hücrelerin endokannabinoidlere 

migrasyonun incelenmesi 

Bu iş paketinde hematopoetik hücre kaynağı olarak 6 adet sağlıklı donörden 

aferez yöntemi ile toplanan PKKH’lar kullanılmıştır. Kullanılan hücrelerin CD34, 

CD38 ve CD34/CD38 ikili işaretlenme yüzdeleri; β1, β2, β3-AR ve CB1 ve CB2 

reseptörleri ile işaretlenme yüzdeleri akım sitometri yöntemi ile belirlenmiştir. Akım 

sitometri analizi İP 1’de ayrıntılı olarak açıklanmıştır.  
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Aferez ürünleri İP 1’de anlatılan yöntem ile çözülmüştür. Deneyler 3 kuyucuk 

tekrarlı olarak 6 farklı donörle gerçekleştirilmiştir. Kullanılan maddelerin 

konsantrasyonları ve ticari bilgileri Tablo 3.4’de, deney düzeneği Şekil 3.3’de 

gösterilmiştir.  

Tablo 3.4. Hematopoetik kök hücrelerin endokannabinoidlere migrasyonun 

incelendiği deney sisteminde kullanılan maddeler. Kullanılan etken maddelerin 

adları, kısa tanımları, deneylerde kullanılan dozları ve markaları listelenmiştir.  

 

Etken 
Madde 

Açıklama  Doz Marka, Ülke 

SDF-1 Kemotaktik sitokin 200 ng/ml American Research 
Products, ABD 

AMD3100 CXCR4 antagonisti 25 µg/ml Sigma, Almanya 

Norepinefrin Adrenerjik nörotransmitter 1 µg/ml Sigma, Almanya  

SR59230A β-AR antagonisti 2,5 µM Sigma, Almanya  

AEA CB1 reseptörü ful agonisti AEA1; 30 nM 

AEA2; 1 µM 

AEA3; 50 µM 

Sigma, Almanya  

2-AG CB2 reseptörü ful agonisti AG1; 30 nM 

AG2; 1 µM 

AG3; 50 µM 

Sigma, Almanya  

AM281 Selektif CB1 reseptörü 
antagonisti 

10 µM Tocris, İngiltere  

AM630 Selektif CB2 reseptörü 
antagonisti 

10 µM Tocris, İngiltere 
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Şekil 3.3. Endokannabinoidler ve reseptör antagonistleri varlığında 

gerçekleştirilen HKH migrasyon deneyi protokolü şematize edilmiştir. İlk deney 

sisteminde PKKH’lerin SDF-1 ile reseptörü CXCR4’in antagonisti AMD3100, 

norepinefrin ile β-AR antagonisti SR59230A’ya migrasyonu; ikinci deney 

sisteminde PKKH’lerin AEA ve/veya CB antagonistlerine migrasyonu; üçüncü 

deney sisteminde PKKH’lerin 2-AG ve onunla birlikte CB antagonistlerine 

migrasyonu; dördüncü deney sisteminde HKH’lerin MKH’lere göçünün inhibitör ve 

antagonistler ile inhibisyonu araştırılmıştır.  

Transvel kapları deneyden bir gece önce PBS ile ıslatılmıştır. Deney günü 

kapların alt kısımlarına Tablo 3.4’de belirtilen besiyerleri 600 ul olacak şekilde 

eklenmiş ve PKKH’leri 100 µl DMEM-HG ile birlikte transvelin üst kısmına 

eklenmiştir. Dört saatlik migrasyon deneyinin ardından kuyuların alt kısımlarına göç 

eden HKH’ler toplanarak; Turk’s boyası ile 1:1 sulandırma yapılarak sayılmıştır.  

3.5. İş Paketi 5 (İP5): Hematopoetik kök hücrelerin antagonistler varlığında 

mezenkimal kök hücrelere doğru migrasyonunun incelenmesi  

Bu iş paketinde 6 adet sağlıklı donörden aferez yöntemi ile toplanan 

PKKH’ler ve G-CSF almamış bir donöre ait MKH’ler kullanılmıştır. MKH’ler İP 

1’de anlatıldığı gibi çoğaltılmış ve tripsin enzimi kullanılarak yapıştıkları ortamdan 

kaldırılmışlardır. Kuyu başına 5x104 olacak şekilde transvellerin alt kısımlarına 

ekilmişlerdir. Ekimi takiben 24 saat sonra G-CSF (10 ng/ml) 3 gün boyunca DMEM 

içinde uygulanmıştır. Migrasyon deneyinden 4 saat önce ise belirlenen gruplara 200 

ng/ml konsantrasyonda LPS (L5668, Sigma-Aldrich, Almanya) (90) uygulanmıştır. 
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4. saatin sonunda Şekil 3.3’de belirtilen maddeler Tablo 3.4’de belirtilen dozlarda 

MKH’lerin bulundukları kuyulara eklenmiştir. PKKH’leri 100 µl DMEM ile birlikte 

transvel kabının üzerine eklenerek migrasyon deneyi başlatılmıştır.  

 İş Paketi 6 (İP6): İstatistiksel analiz 

Verilerin analizinde IBM SPSS Statistics versiyon 21 paket programı 

kullanılmıştır. Sayısal veriler, ortalama ve standart sapma değerleri ile özetlenmiştir. 

Verilerin normal dağılıp dağılmadığı Shapiro-Wilk testi ile test edilmiştir. Parametrik 

varsayımlar sağlanmadığında, sayısal bir değişken bakımından bağımsız ikiden çok 

grubun karşılaştırılmasında Kruskal-Wallis testi, bağımsız iki grup karşılaştırmasında 

ise Mann-Whitney U testi kullanılmıştır. Bağımlı gruplarda, ikiden çok grubun 

karşılaştırılmasında Friedman testi, iki grup karşılaştırmasında ise Wilcoxon testi 

kullanılmıştır. P<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.  Kantitatif 

deneyler 3 paralelli ve 2 veya 3 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir.  
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4. BULGULAR 

4.1. Hematopoetik ve mezenkimal kök hücrelerin izolasyonu, üretilmesi ve 

karakterizasyonu 

4.1.1. Hematopoetik hücre izolasyonu, 

Arşivde yer alan Kİ MNH’ler, başarılı bir şekilde çözülmüş, sayılmış ve 

gerekli iş paketlerinde kullanılmıştır. MACS yöntemi ile CD34+ hücreler izole 

edilebilmiştir.  

4.1.2.Mezenkimal kök hücre izolasyonu, çoğaltılması ve karakterizasyonu 

Ekimi gerçekleştirilen tüm donörlere ait CD34- hücrelerden MKH’ler 

üretilmiş ve gerekli iş paketlerinde kullanılmıştır.  

Morfolojik analiz; Hücrelerin beklendiği üzere plastik kültür kaplarına 

yapışabildikleri ve iğsi morfolojiye sahip oldukları görülmektedir. Üretilen 

MKH’lere ait örnek mikrograflar Şekil 4.1’de verilmiştir.  

 

Şekil 4.1. Örnek olarak verilen 5 donöre ait pasaj 1 MKH kültürlerinin inverte ışık 

mikrograflarıdır; x10.  
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Farklılaşma analizi; 

Adipojenik farklılaştırma; İncelenen tüm donörlere ait MKH’lerin yağ hücre 

farklılaştırma analizi tamamlanmıştır. Yirmibir gün boyunca adipojenik 

farklılaştırma besiyeri uygulanan pasaj 3 MKH’lerde, Oil Red O (ORO) ile yağ 

damlacıklarının oluştuğu gözlenmiştir (Şekil 4.2). Yapılan semikantitatif analiz 

sonucu hücrelerin içerdikleri ORO boya miktarları saptanmıştır (Tablo 4.1). 

Adipojenik olarak farklandırılan hücrelerin içerdiği ORO boya miktarının, kontrol 

hücrelerine oranla fazla olduğu görülmektedir. Böylece izole edilen ve çoğaltılan 

hücrelerin başarılı bir şekilde yağ hücrelerine farkllılaşabildiği belirlenmiştir. G-CSF 

uygulanan ve uygulanmayan donörlere ait MKH’lerdeki adipojenik farklılaşmanın, 

benzer olduğu saptanmıştır. 

Osteojenik Farklılaştırma; İncelenen tüm donörlere ait MKH’lerin morfolojik 

olarak kemik hücre farklaılaştırma analizi gerçekleştirilmiştir. Yirmi bir gün boyunca 

kemik hücrelerine farklılaşma besiyeri uygulanan pasaj 3 MKH’lerin, Alizarin 

Kırmızısı S boyaması sonrası inverte ışık mikroskobu ile morfolojik analizi 

gerçekleştirilmiştir. Hücrelerde kalsiyum kristallerinin biriktiği gözlenmiştir (Şekil 

4.2).  Yapılan kantitatif analiz sonucu hücrelerin kalsiyum miktarları saptanmış, 

(Tablo 4.1) ve istatistiksel olarak osteojenik olarak farklılaştırılan hücrelerin içerdiği 

kalsiyum miktarının kontrol hücrelerine oranla anlamlı biçimde yüksek olduğu 

saptanmıştır (p=0,002). Buna göre izole edilen ve çoğaltılan hücrelerin başarılı bir 

şekilde kemik hücrelerine farklılaştığı belirlenmiştir. G-CSF uygulanan ve 

uygulanmayan donörlere ait MKH’lerdeki osteojenik farklılaşmanın, benzer olduğu 

saptanmıştır (p≥0.05). 
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Şekil 4.2. Mezenkimal kök hücrelerde adipojenik ve osteojenik farklılaşmaya ait 

mikrograflardır. (A) Donör MKH’leri 21 gün boyunca adipojenik farklılaşma 

besiyeri ile indüklendikten sonra ORO ile boyanan hücrelerde nötral lipid oluşumu 

gözlendi. (B) Osteojenik farklılaşma besiyeri ile indüklendiğinde ARS ile boyanan 

hücrelerde kalsiyum depozitleri gözlendi. (C) Kontrol MKH’lerin ORO ile 

boyanmadığı gözlendi.  

Tablo 4.1. G-CSF uygulanan ve uygulanmayan donörlere ait hücrelerin osteojenik 

farklılaşma sonrası ve kontrol hücrelerinin ortalama kalsiyum içerikleri ile adipojenik 

farklılaşma sonrası ve kontrol hücrelerin ortalama ORO boya miktarları 

gösterilmiştir.  

 G-CSF uygulanmayan grup 
(n=10) 

G-CSF uygulanan grup 
(n=10) 

Ca (mg/dl) 15,79 ± 5,1 16,97 ± 3,7 

ORO (mg/ml) 1,89 ± 1,3 1,97 ± 1,5 

 

Hücre Yüzey Belirteçlerinin Analizi; Tablo 3.2’de yer alan antikorlar 

kullanılarak izole edilen ve çoğaltılan pasaj 2 MKH’lerin yüzey antijenik özellikleri 

belirlenmiştir. G-CSF uygulanmış (n=10) ve uygulanmamış (n=10) donörlere ait 

akım sitometri çalışmasının işaretlenen ortalama hücre yüzdesi olarak sonuçları Şekil 

4.3’de verilmiştir. Buna göre Kİ’nden izole edilen hücrelerin CD90, CD44, CD73, 

CD29 yüzey moleküllerini eksprese ettiği; CD34, CD45 ve HLA-DR’i kapsayan 

diğer yüzey moleküllerini eksprese etmediği/düşük eksprese ettiği saptanmıştır.  
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Şekil 4.3. G-CSF uygulanmış ve uygulanmamış MKH’lerin akım sitometri tekniğiyle 

belirlenen yüzey belirteçleri ile yüzde işaretlenme oranlarına ait çubuk grafiktir. 

Gruplar arasında işaretlenme açısından anlamlı fark bulunmamaktadır. 

Böylece analiz edilen hücrelerin yüzey molekül özelliklerinin MKH karakterini 

yansıttığı belirlenmiştir. G-CSF uygulanmış ve uygulanmamış gruplardaki MKH 

yüzey belirteç (CD34, CD45, HLA-DR, CD73, CD44, CD90, CD29) ekspresyonu 

benzer olarak saptanmıştır (p≥0.05). 

4.2.Endokannabinoid (AEA ve 2-AG) düzeylerinin LC-ESI-MS/MS yöntemi ile 

ölçümü 

Bu iş paketi için İP1’de kullanılan donörlere ait, arşivde saklanan (-80oC) G-CSF 

uygulanmış (n=10) ve uygulanmamış (n=10) toplam 20 donörden Kİ ve 20 donörden 

PK plazması örneği ve pasaj 1 MKH süpernatantı (n=10) kullanılmıştır. Kullanılan 

standart örneklerde AEA ve 2-AG miktarları belirlenebildiğinden kullanılan 

yöntemin doğruluğu onaylanmıştır. Donör örneklerinde 2-AG ve AEA mililitrede 

nanogram (nmol/L) seviyesinde saptanabilmiştir. G-CSF uygulanmış ve 

uygulanmamış donörlerin Kİ ve PK plazmalarına ve MKH superntantına ait 2-AG ve 

AEA sonuçlarına ait tanımsal veriler Tablo 4.2.’de verilmiştir. Buna göre G-CSF 

uygulanan ve uygulanmayan gruplara ait örneklerde benzer miktarda 2-AG ve AEA 
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saptanmıştır. G-CSF alan grupta PK plazma 2-AG seviyesi anlamlı olarak Kİ 

plazmasından daha yüksek olarak saptanmıştır (p=0,011). 2-AG seviyesi her iki 

grupta da AEA seviyesinden yüksektir, ancak bu veri istatistiksel olarak anlamlı 

değildir (p>0,05). G-CSF uygulanan ve uygulanmayan gruplara ait MKH 

süpernatantları benzer seviyelerde 2-AG ve AEA bulundurmaktadır. Literatür ile 

karşılaştırabilmek amacıyla Tablo 4.2’de verilen sayısal data ng/ml birimi ile EK-

1’de gösterilmiştir.  

Tablo 4.2. G-CSF uygulanmış ve uygulanmamış donörlerin Kİ, PK plazmalarına ve 

MKH süpernatantlarına ait AEA ve 2-AG miktarları (nmol/L) tabloda verilmiştir. (*) 

p=0,011 

 G-CSF Uygulanmamış Grup G-CSF Uygulanmış Grup 

 AEA (nmol/L)  2-AG (nmol/L)   AEA (nmol/L)   2-AG (nmol/L)   

PK Plazma  80,99  
(20,1-188,93) 

131,08  
(42,58-1631,76) 

62,09  
(58,12-178,21) 

1655,23  
(325,41-1816,14)* 

Kİ Plazma  77,76  
(7,69-286,42) 

70,38  
(9,27-402,84) 

17,42  
(5,1-534,3) 

30,7  
(5,94-400,99) 

MKH 
Süpernatantı 

5,62  
(1,07-10,63) 

2,24  
(0,77-6,13) 

3,92  
(1,44-8,67) 

1,45  
(0,63-12,88) 

 

4.3.Hematopoetik ve mezenkimal kök hücrelerde β-AR ve CB1, CB2 

reseptörlerinin akım sitometri ve qRT-PCR yöntemi ile analizi 

G-CSF uygulanan ve uygulanmayan insan Kİ HKH ve MKH’lerinde klasik 

kannabinoid (CB1, CB2) ve β-AR (β1-AR, β2-AR, β3-AR) ekspresyon düzeyleri 

akım sitometri ve qRT-PCR yöntemi ile belirlenmiştir. 

4.3.1.Hematopoetik ve mezenkimal kök hücrelerde β-AR ve CB1, CB2 

reseptörlerinin akım sitometri ile analizi 

Proje kapsamında G-CSF uygulanmış (n=10) ve uygulanmamış (n=10) 

toplam 20 adet donöre ait MNH, CD34+ hücreler ve MKH’ler β-AR (β1, β2-, β3-

AR) ve kannabinoid reseptörleri (CB1, CB2) için analiz edilmiştir. MNH, CD34+ 

hücreler ve MKH’lerdeki β-AR ve kannabinoid reseptör ekspresyon yüzdeleri 
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açısından karşılaştırıldığında, β1-AR dağılımı haricinde diğer tüm reseptörlerde 

gruplar içerisinde anlamlı farklılık olduğu saptanmıştır. Şekil 4.4’de G-CSF 

uygulanmış ve uygulanmamış donörlere ait MNH, CD34+ hücre ve MKH’lerin akım 

sitometrideki yüzde işaretlenme oranları grafik olarak; yüzde sayısal verileri EK-1’de 

verilmektedir.  

Her iki gruba ait MNH’lerdeki β1-AR işaretlenme oranı sırasıyla G-CSF 

uygulanan grupta %13,9±11,7 ve uygulanmayan grupta %12,0±9,7 olarak saptandı. 

Her iki gruba ait MKH’ler β1-AR’ler ile oldukça düşük oranlarda işaretlenmiştir 

(sırasıyla G-CSF uygulanan grupta %3,7±0,9 ve G-CSF uygulanmayan grupta 

%3,1±2,8). Her iki gruba ait CD34+ hücrelerdeki β1-AR (G-CSF uygulanan grupta 

%40,2±28,4 G-CSF uygulanmayan grupta %38,4±26,8), diğer iki hücre grubuna 

göre daha fazlaydı. Bu fark istatistiksel olarak anlamlı değildir (p>0,05) (Şekil 4.4; 

EK-1B). 

Deney ve kontrol grubuna ait MNH (G-CSF uygulanan grupta %13,3±14,5; 

G-CSF uygulanmayan grupta %10,7±19,3) ve CD34+ hücrelerdeki (G-CSF 

uygulanan grupta %24,7±18,8, G-CSF uygulanmayan grupta %14,9±13,7) β2-AR 

işaretlenme oranı birbiriyle benzerlik göstermiştir. Her iki gruba ait MKH’ler, β1-AR 

gibi β2-AR ile de oldukça düşük oranlarda işaretlenmiştir (G-CSF uygulanan grupta 

%2,5±5,6 ve G-CSF uygulanmayan grupta %4,4±0,8). MKH’lerdeki β2-AR dağılımı 

MNH ve CD34+ hücrelere göre anlamlı biçimde az olarak saptanmıştır (sırasıyla 

p=0,001 MNH için, p=0,004 CD34+ hücreler için). β2-AR dağılımı G-CSF 

uygulanan ve uygulanmayan MNH, CD34+ ve MKH’lerde deney ve kontrol grupları 

arasında anlamlı farklılık göstermemiştir (p>0,05) (Şekil 4.4; EK-1B).  

β3-AR tüm hücrelerde ama en belirgin olarak CD34+ hücrelerde (G-CSF 

uygulanan grupta %78,7±26,1 ve G-CSF uygulanmayan grupta %89,8±9,7) yüksek 

oranlarda saptanmıştır. Bu hücrelerle MNH ve MKH’ler arasındaki β3-AR 

işaretlenme yüzdesi farkı istatistiksel olarak anlamlıdır (G-CSF uygulanan için 

sırasıyla p=0,013, p=0,002; G-CSF uygulanmayan için sırasıyla, p=0,001, p=0,001). 

Her iki gruptaki MNH ve MKH’lerdeki (sırasıyla G-CSF uygulanan grupta 

%43,2±33,9 ve %31,2±22,1; ve G-CSF uygulanmayan grupta %36,2±43,2 ve 
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%24,5±31,7) β3-AR işaretlenme oranları birbirine benzer olarak saptandı. β3-AR 

dağılımı, deney ve kontrol gruplarında MNH’ler, CD34+ hücreler ve MKH’lerde 

benzer olarak saptandı (p>0,05) (Şekil 4.4; EK-1B). 

Deney ve kontrol gruplarında CB1 reseptörlerinin CD34+ hücreler (sırasıyla 

G-CSF uygulanan grupta %32,8±34,4 ve G-CSF uygulanmayan grupta %59,2±27,7) 

ve MNH’lerde (G-CSF uygulanan grupta %20,7±20,1 ve G-CSF uygulanmayan 

grupta %19,8±17,0) yaygın dağılım gösterdiği; MKH’lerde (G-CSF uygulanan 

grupta %0,3±0,3 ve G-CSF uygulanmayan grupta %0,2±0,3) ise çok düşük oranlarda 

bulunduğu saptanmıştır. CB1 reseptör dağılımı, MKH’lerde MNH ve CD34+ 

hücrelere göre anlamlı olarak azdı (sırasıyla p=0,001 ve p=0,001). G-CSF uygulanan 

gruptaki MNH’ler ile CD34+ hücrelerdeki CB1 reseptör dağılımı, G-CSF 

uygulanmayan gruba göre anlamlı olarak daha fazlaydı (sırasıyla p=0,013 ve 

p=0,004) (Şekil 4.4; EK-1B). 

Deney ve kontrol gruplarındaki CB2 reseptörlerinin, CB1 reseptörlerine 

benzer biçimde CD34+ hücreler (G-CSF uygulanan grupta %47,1±34,7 ve G-CSF 

uygulanmayan grupta %43,2±23,0) ve MNH’lerde (G-CSF uygulanmayan grupta 

%25,9±26,2 ve G-CSF uygulanmayan grupta %22,5±15,6) yüksek oranda 

bulunduğu; MKH’lerde (G-CSF uygulanan grupta %0,5±0,5 ve G-CSF 

uygulanmayan grupta %0,3±0,2) ise bunlara göre anlamlı olarak çok düşük oranlarda 

olduğu saptandı (sırasıyla p=0,001 ve p=0,004). G-CSF uygulanan ve uygulanmayan 

gruplara ait MNH, CD34+ ve MKH’lerdeki CB2 reseptör dağılımı birbiriyle farklılık 

göstermedi (p>0,05) (Şekil 4.4; EK-2).     
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Şekil 4.4. G-CSF uygulanmış ve uygulanmamış donörlere ait MNH, CD34+ hücre ve 

MKH’lerin akım sitometrideki yüzde işaretlenme oranları görülmektedir. Üçlü 

gruplarda sırasıyla G-CSF uygulanmayan ve uygulanan MNH, CD34+ hücre ve 

MKH’ler verilmiştir. Gruplarda sırasıyla β1, β2 ve β3-AR; CB1 ve CB2 reseptörleri 

için işaretlenme oranları verilmiştir. (*) p<0.05 

4.3.2.Hematopoetik ve mezenkimal kök hücrelerde β-AR ve CB1, CB2 

reseptörlerinin qRT-PCR yöntemi ile analizi  

İzole edilen total RNA örneklerinden sentezlenen cDNA’lar kullanılarak 

qRT-PCR analizi yapılmış ve kat artış değerleri göz önünde bulundurularak 

kantitasyon gerçekleştirilmiştir. Deney ve kontrol gruplarına ait MNH ve MKH’lerde 

β1 (ADRB1), β2 (ADRB2), β3-AR (ADRB3); MNH’lerde CB1 ve CB2 reseptörlerine 

ait (CNR1 ve CNR2) genlerin ifadeleri saptanmıştır.  

G-CSF uygulanan (n=10) ve uygulanmayan (n=10) donörlere ait 

MNH’lerdeki reseptör ifadeleri karşılaştırıldığında, ADRB2 ve CNR2 gen ifade 

düzeylerinde anlamlı farklılık olduğu; G-CSF uygulanan donörlere ait MNH’lerde bu 

genlerin ifadelerinin uygulanmayan donör grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

biçimde artış gösterdiği saptanmıştır (sırasıyla p=0,016 ve p=0,041) (Şekil 4.5).  G-

CSF uygulanan (n=10) ve uygulanmayan (n=10) donörlere ait MNH’lerdeki ADRB1, 

ADRB3 ve CNR1 gen ifade düzeyleri arasında anlamlı bir fark saptanmadı (p>0.05) 

(Şekil 4.5).  
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Şekil 4.5. qRT-PCR ile deney ve kontrol gruplarına ait MNH’lerdeki adrenerjik 

reseptör (ADRB1, 2, 3) ve kannabinoid reseptör (CNR1 ve 2) gen ifadesi analizi 

sonuçları görülmektedir. Dikey eksen ACTB genine göre kat artış ifadesini 

göstermektedir. (*) p<0.05  

G-CSF uygulanan (n=6) ve uygulanmayan donörlere ait (n=6) MKH’lerde 

qRT-PCR yöntemi ile ADRB1, ADRB2 ve ADRB3 gen ifadesi saptanırken, 

kannabinoid reseptörlerine ait CNR1 ve CNR2 gen ifadesi saptanmamıştır. G-CSF 

uygulanmış ve uygulanmamış gruplara ait MKH’lerde β1, β2, β3-AR gen ifade 

düzeyi açısından gruplar arasında anlamlı fark saptanmamıştır (p>0.05) (Şekil 4.6).  
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Şekil 4.6. qRT-PCR ile deney ve kontrol gruplarına ait MKH’lerdeki adrenerjik 

reseptör (ADRB1, 2 ve 3) ifadesi analizi sonuçları görülmektedir. CNR1 ve CNR2 

gen analizi anlamlı sonuç vermediği için tabloya eklenmemiştir. Dikey eksen 

göreceli gen ifadesini göstermektedir.  G-CSF uygulanmış ve uygulanmamış 

gruplara ait MKH’lerde β1, β2, β3-AR gen ifade düzeyi açısından gruplar arasında 

anlamlı fark saptanmamıştır (p>0.05). 

4.4.Hematopoetik kök hücrelerin endokannabinoidlere migrasyonunun 

incelenmesi 

Bu iş paketinde hematopoetik hücre kaynağı olarak 3 adet sağlıklı donörden 

aferez yöntemi ile toplanan PKKH’lerin CD34, CD38 ve CD34/CD38 ikili 

işaretlenme yüzdeleri akım sitometri yöntemiyle analiz edilmiştir.  Bu yüzey 

belirteçleri ile aferez ürününün içerdiği hematopoetik kök ve/veya progenitör hücre 

miktarı belirlenmiştir.  Hücrelerin CD34 işaretlenme yüzdesi %87,9±4,5, CD38 

işaretlenme yüzdesi %35,5±12,4, CD34/CD38 ikili işaretlenme yüzdeleri 

%33,0±12,7 olarak belirlenmiştir. 

Akım sitometri yöntemiyle PKKH’lerinin β1, β2, β3-AR, CB1 ve CB2 

reseptörleri için işaretlenme yüzdeleri hesaplanmıştır (Şekil 4.7).  
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Şekil 4.7. PKKH’ların akım sitometri yöntemi ile β1, β2, β3-AR (a), CB1 ve CB2 

reseptörleri (b) için işaretlenme yüzdeleri görülmektedir. Her reseptör için sırasıyla 

MNH’lerin (tüm ürün) ve CD34+ hücrelerin işaretlenme yüzdeleri verilmiştir.  

Şekil 3.3’de belirtilen gruplara göre kurulan deneyde 4 saatin sonunda göç 

eden MNH’ler Turk’s boyası kullanılarak sayılmıştır. Deney 3 paralelli ve farklı 
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donörden elde edilen MNH hücreler ile 3 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. Deneyde 

kullanılan kimyasalların bilgileri ve dozları Tablo 3.4’de yer almaktadır.  

Elde edilen sonuçlara göre PKKH’lerinin SDF-1’e göçleri SDF-1 inhibitörü 

AMD3100 ile anlamlı olarak inhibe olurken (p=0,027); norepinefrine doğru göçleri 

β-AR inhibitörü SR59230A ile inhibe olmaktadır. Ancak fark istatistiksel olarak 

anlamlı değildir (p>0.05) (Şekil 4.8). Kontrol olarak, kemoatraktan madde olmadan 

HKH göçü analiz edilmiş ancak göç gözlenmediği için grafiklere eklenmemiştir.  

 

Şekil 4.8. Hematopoetik hücrelerin kemoatraktanlara (SDF-1 ve norepinefrin) ve 

onların inhibitörlerine (AMD3100 ve SR59230A) doğru göçleri sonucu elde edilen 

hücre sayımları gösterilmektedir. Dikey eksen göç eden hematopoetik hücre sayısını; 

test edilen etken maddeleri göstermektedir. HKH’lerin SDF-1’e ve norepinefrine 

doğru göçünün sırasıyla SDF-1’in reseptörüne bağlanmasını bloke eden AMD3100 

ve β-AR blokörü SR59230A ile inhibe olduğu görülmektedir. (*) p<0.05 

AEA’ya doğru göç eden hematopoetik hücrelerin sayısının SDF-1 uygulamasına 

oranla artmış olduğu belirlenmiştir. Bu artış tüm dozlarda (30 nM, 1 µM, 50 µM) 
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geçerli olmakla beraber, 30 nM ve 50 µM AEA’e göç istatistiksel olarak anlamlıdır 

(sırasıyla p= 0.027 ve p= 0.028). CB1 ve CB2 antagonistleri ile göç inhibe anlamlı 

biçimde inhibe olmuştur. AEA ile birlikte selektif CB1 antagonisti AM281 ve zayıf 

CB2 antagonisti AM630 uygulandığında göç eden hücre sayısı azalmıştır. 30 nM 

AEA’e göç eden hücre sayısı AM281 ile anlamlı olarak azalma gösterirken (p= 

0,028); 50 µM AEA’e göç AM630 ile anlamlı biçimde (p= 0,027) inhibe olmuştur 

(Şekil 4.9). Kontrol olarak, kemoatraktan madde olmadan HKH göçü analiz edilmiş 

ancak göç gözlenmediği için grafiklere eklenmemiştir. 

 

Şekil 4.9. SDF-1, AEA ve CB1, CB2 antagonistlerine (AM281 ve AM630) doğru 

göç eden PKKH sayıları gösterilmektedir. Dikey eksen göç eden PKKH sayısını; 

yatay eksen test edilen etken maddeleri göstermektedir. PKKH’lerin AEA’e doğru 

SDF-1’e oranla daha fazla göç ettiği; göçün antagonistler ile bloke olduğu 

görülmektedir. (*) p<0.05 
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Endokannabinoidlerden 2-AG, daha çok CB2 reseptörleri, daha az olarak da 

CB1 reseptörleri üzerinden etki göstermektedir. 2-AG ile güçlü CB2 reseptör 

antagonisti AM630 ve zayıf CB2 antagonisti AM281 ile yapılan migrasyon 

deneyinde 2-AG’e doğru göç eden PKKH’lerin sayısının SDF-1’e göç edenlere 

oranla anlamlı biçimde artmış olduğu belirlenmiştir (30 nM için p = 0.027, 1 µM için 

p = 0.027, 50 µM için p = 0.028). Bu artış her üç dozla sağlanmışsa da 1 µM 2-AG 

uygulandığında en belirgin olarak gözlenmiştir. AM281 ve AM630 uygulamasıyla 

göç eden PKKH sayısı azalmaktadır (AM281 ve AM630 için sırasıyla 30 nM için 

p=0.027 ve p=0.027; 1 µM için p=0.028 ve p=0.027; 50 µM için p = 0.028 ve p = 

0.026) (Şekil 4.10).  Kontrol olarak, kemoatraktan madde olmadan HKH göçü analiz 

edilmiş ancak göç gözlenmediği için grafiklere eklenmemiştir. 

 

Şekil 4.10. SDF-1, 2-AG ve 2-AG ile birlikte CB reseptör antagonistlerine (AM281 

ve AM630) doğru göç eden PKKH sayıları gösterilmektedir. Dikey eksen göç eden 

PKKH sayısını; yatay eksen test edilen etken maddeleri göstermektedir. PKKH’lerin 
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2-AG’e doğru, SDF-1’e göre daha fazla göç ettikleri; antagonistler ile göçün azaldığı 

görülmektedir. (*) p<0.05 

4.5.Hematopoetik kök hücrelerin antagonistler varlığında MKH’lere doğru 

migrasyonunun incelenmesi  

Bu iş paketinde 6 donöre ait PKKH’lerin G-CSF uygulanmış ve LPS ile 

uyarılmış MKH’lerine göçü incelenmiştir. Sonuçlar LPS uygulanan ve 

uygulanmayan MKH’ler olarak iki grupta incelenmiştir.  

Şekil 4.11’de CXCR4, kannabinoid ve β-AR inhibitörleri varlığında, LPS 

uygulanan MKH’lere doğru göç eden PKKH sayısı görülmektedir. Buna göre, LPS 

ile uyarılan MKH’lere göç eden PKKH sayısı AMD3100 (p=0,046), SR59230A 

(p=0,028) ve AM281 (p=0,028) ile anlamlı olarak azalmaktadır.  
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Şekil 4.11. LPS ile uyarılmış MKH’lere doğru göç eden PKKH sayıları 

gösterilmektedir. AMD3100, SR59230A ve AM281 ile göç eden hücre sayısı anlamlı 

olarak azalmaktadır. (*) p<0.05 

Şekil 4.12’de CXCR4, kannabinoid ve β-AR inhibitörleri varlığında, LPS ile 

uyarılmayan MKH’lere doğru göç eden hematopoetik hücrelere ait sayısal veriler 

sunulmuştur. Buna göre, göç eden PKKH sayısı sırası ile SR59230A, AMD3100, 

AM630 ve AM281 ile azalmaktadır. Ancak inhibitör etki, istatistiksel olarak anlamlı 

değildir (p≥0.05).  

 

Şekil 4.12. LPS ile uyarılmamış MKH’lere doğru göç eden PKKH sayıları 

gösterilmektedir. AMD3100, SR59230A, AM281 ve AM630 ile göç eden hücre 

sayısı azalmaktadır. Ancak antagonistlerin hiçbirisi için inbitör etki istatistiksel 

olarak anlamlı düzeye ulaşmamaktadır (p≥0.05). 
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5.TARTIŞMA 

Kemik iliği mikroçevresi, HKH’lerin kendilerini yenileme, farklılaşma ve 

mobilizasyonlarının düzenli olarak gerçekleştiği özelleşmiş niş bölgelerini içerir (33, 

34). Vücutta yaygın olarak etki gösterdiği bilinen endokannabinoid sisteminin 

Kİ’deki dağılımı sınırlı sayıda çalışmada bildirilmiştir (21, 27-30). Bazı 

endokannabioidlerin sitokin aracılı HKH migrasyonunda rol aldığı bilinmektedir (23, 

24). Endokannabinoidler Kİ mikroçevresinde MKH üzerinden adrenerjik nöral 

mekanizmalar ile benzer biçimde G-CSF ile ilişkili olarak HKH migrasyonunu 

düzenleyebilir. Tez çalışmasında, bu varsayım test edilmiştir.  

Bu çalışmadaki tüm iş paketlerinden elde edilen veriler istatistiksel yöntemler ile 

değerlendirildiğinde, egzojen olarak uygulanan ve MKH’lerden salgılanan AEA ve 

2AG’nin, in vitro ortamda G-CSF uygulanmış ve uygulanmamış Kİ HKH’lerinin 

migrasyonunu, adrenerjik sinir aşırımı ile meydan gelen göçe benzer şekilde uyardığı 

saptanmıştır. Aşağıda; iş paketlerinden elde edilen veriler sırasıyla tartışılmış ve 

ardından her bölümle ile ilgili sınırlamalara yer verilmiştir. Sonuçlar bölümünde ise 

her iş paketinden elde edilen nihai sonuç özetlenmiştir.  

G-CSF tedavisi uygulanan ve uygulanmayan donörlerden elde edilen Kİ 

MKH’leri fenotipik ve morfolojik olarak benzer bulunmuştur (İP1).  

Deney düzeninde ön görüldüğü üzere kontrol ve deney gruplarını oluşturan 

sırasıyla G-CSF tedavisi uygulanmış (n=10) ve uygulanmamış (n=10), toplam 20 

donöre ait örnekler elde edilmiştir. Her iki gruba ait demografik veriler 

değerlendirildiğinde, yaş olarak grupların benzer oldukları ve geçerli güvenilir 

biçimde kullanılabilecekleri sonucuna varılmıştır. Bundan sonra her iki gruptan elde 

edilen Kİ MNH’ler, çözme protokolü uygulanarak başarılı bir şekilde çözülmüş, 

sayılmış, yüzey antijenik özellikleri ve farklılaşma potansiyelleri değerlendirilmiştir. 

G-CSF uygulanan ve uygulanmayan donörlere ait MKH’lerin yüzey antijenik profili 

ile adipojenik ve osteojenik farklılaşma özelliklerinin, istatistiksel olarak benzer 

olduğu saptanmıştır. Osteojenik farklılaştırma yapılan MKH’lerin kontrollerine 

oranla kalsiyum fosfat miktarlarında istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmış; 

adipojenik farklılaşmanın ORO boya ölçümü ile yapılan semi-kantitatif analizinde 
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deney grubunda kontrole göre anlamlı farklılık belirlenememiştir. Bununla birlikte 

morfolojik olarak farkın saptanmış olması, bu deney için yeterli bir veri olarak kabul 

edilmiştir. Yine G-CSF uygulanmış ve uygulanmamış sağlıklı donörlere ait Kİ 

CD34+ hücreler elde edilmiş; karakterizasyonları başarılı olarak tamamlanmıştır. Bu 

aşamalardan başarıyla geçen, her iki gruba ait hücreler gerekli iş paketlerinde 

kullanılmıştır. Bu ilk iş paketi, sonraki aşamalar için olmazsa olmaz bir aşama 

olduğundan, çalışmanın temel standardını oluşturmuştur.  

Etik gerekçelerle insan kaynaklı örneklem sayısının az olması 

karakterizasyonu içeren bu iş paketi için sınırlama oluşturmaktadır. Ancak tüm deney 

paketlerinde kullanılan örneklem sayısı çalışmanın başlangıcında gerçekleştirilen güç 

analizi ile literatüre dayalı olarak hesaplandığından, sonuçların geçerlilik ve 

güvenilirliği literatürdeki diğer insan çalışmaları ile benzerlik göstermektedir.  

AEA ve 2-AG’nin, tüm donörlere ait Kİ MKH’lerinden salgılandığı; PK 

ve Kİ nişinde bulunduğu belirlenmiştir (İP2).  

2-AG seviyesi G-CSF uygulanan gruba ait PK plazmasında Kİ plazmasına 

göre anlamlı biçimde yüksek olarak saptanmıştır. Her iki grupta da 2-AG seviyesi, 

AEA seviyesine göre yüksek olsa da bu veri istatistiksel olarak anlamlı değildir. 

AEA, G-CSF uygulanmış ve uygulanmamış donörlere ait Kİ ve PK plazma 

örneklerinde benzer seviyelerde bulunmuştur. Endokannabinoidlerin sağlıklı 

donörlerin PK plazmalarındaki varlığı ile ilgili olarak yapılan literatür incelemesinde 

üç yayına rastlanmıştır. Sağlıklı donörlerin PK plazmalarında bulunan AEA ve 2-AG 

miktarlarının ölçüldüğü çalışmada AEA 0,8 ± 0,12 nM ve 2-AG 19,0 ± 2,61 nM 

olarak saptanmıştır (91). Bir diğer çalışmada, sağlıklı donörlerin PK plazmalarında 

AEA ve 2-AG düzeyleri sırası ile 0,56 ng/ml ve 2,0 ng/ml olarak saptanmıştır (92). 

Travmatik stres uygulaması sırasında alınan insan PK plazma örneklerinde AEA 

seviyesi 0,36 ± 0,14 ng/ml; 2-AG seviyesi 6,26 ± 2,10 ng/ml olarak saptanmıştır 

(93). Her üç çalışmaya ait veriler, bu tez kapsamında kullanılan LC-ESI-MS/MS 

yöntemi uygulanarak elde edilmiştir. Tez çalışması kapsamında elde edilen veriler, 

yukarıdaki çalışmaların sonuçları ile benzerlik göstermektedir.  

http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Electrospray_ionization
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Literatürde AEA ve 2-AG düzeylerinin insan veya diğer deney hayvanlarının 

Kİ plazmasında ölçümüne ait bir yayına rastlanmamıştır. Çalışmamızda, deney ve 

kontrol grubuna ait Kİ ve PK plazmalarında AEA ve 2-AG’nin bulunduğu 

saptanmıştır. AEA düzeyi her iki grupta benzer olarak ölçülmüştür. Bununla birlikte, 

G-CSF uygulanan donör grubundaki 2-AG seviyesi PK plazmasında aynı grubun 

Kİ’ne göre anlamlı oranda yüksek olarak bulunmuştur. Bu veri, G-CSF uygulaması 

ile 2-AG salgılanması arasında bir ilişki olabileceğini düşündürmektedir. Tezin 

migrasyon iş paketlerine ait sonuçlar değerlendirildiğinde, özellikle 2-AG’nin 1µM 

dozda HKH’lerin migrasyonunu –SDF-1 ve AEA’e göre- daha çok arttırdığı 

görülmektedir. 2-AG’nin G-CSF uygulanan grupta Kİ’ne göre PK’da fazla olması, 

uygulanan G-CSF etkisi ile Kİ’nden salınan 2-AG’nin perifere geçerek HKH 

migrasyonunu yönlendirdiği düşünülebilir. Literatürde bu varsayımı destekleyecek 

bir bilgi bulunmadığından, ileri araştırmalar ile desteklenmelidir. 

Çalışmamıza göre sağlıklı donörlere ait insan MKH’leri AEA ve 2-AG 

salgılamaktadır. MKH süpernatanlarındaki AEA ve 2-AG düzeyleri G-CSF alan ve 

almayan gruplarda benzerlik göstermektedir. Bu konu ile ilgili iki yayın 

bulunmaktadır. İnsan yağ dokusu kaynaklı MKH’lerin süpernatantlarında 

gerçekleştirilen çalışmada AEA ve 2-AG sırasıyla, 3,5 pmol/mg protein ve 7,3 

pmol/mg protein olarak ölçüldüğü bildirilmiştir (94). Rossi ve diğerlerinin 

gerçekleştirdiği çalışmada, farklı pasajlardaki insan Kİ MKH’leri, AEA ve 2-AG için 

analiz edilmiştir. En yüksek miktarda salgılama pasaj 1’de elde edilmiş; ileri 

pasajlarda salgı miktarının hızla düştüğü gözlenmiştir. Pasaj 1 MKH süpernatantında 

AEA seviyesi 5 pmol/mg protein; 2-AG seviyesi 11 pmol/mg protein olarak 

saptanmıştır (95). Tez kapsamındaki bu iş paketinde ve PKKH:MKH ko-kültür 

çalışmasında (İP5) pasaj 1 MKH’ler kullanılmıştır. Çalışmamızda MKH 

süpernatantında endokannabinoidler nmol/L birimi üzerinden LC-ESI-MS/MS 

yöntemi kullanılarak rapor edilmiştir. Buna göre MKH supernatanlarındaki AEA ve 

2-AG düzeyleri doğrudan sıvı fazdan ölçülmüştür. Rossi ve diğ. ile Ivanov ve 

diğ.’nin yaptıkları çalışmada, bizimle benzer olarak LC-ESI-MS/MS tekniği 

uygulanmakla beraber; örneklerin toplam kuru protein miktarı ölçülmüş; AEA ve 2-

AG düzeyleri bunlar üzerinden oranlanarak hesaplanmıştır. Bu nedenle elde edilen 

sayısal veriler, bizim verilerimizle sağlıklı olarak karşılaştırılamamıştır.  
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Kİ MNH’lerinin ve CD34+ hücrelerin CB1, CB2 ve β–AR’leri eksprese 

ettiği saptanmıştır (İP3).  

Akım sitometri çalışması ile MNH’lerin ve CD34+ hücrelerin her iki grupta 

CB1 ve CB2 reseptörlerini MKH’lere göre anlamlı olarak yüksek düzeyde eksprese 

ettiği gösterilmiştir. qRT-PCR ile MNH’lerde CB1 ve CB2 gen ekspresyonu 

saptanırken, MKH’lerde bu genlerin ekspresyonuna rastlanmamıştır. CB1 ve/veya 

CB2 reseptörlerinin hematopoetik hücrelerde dağılım gösterdiğini bildiren sınırlı 

sayıda yayın bulunmaktadır (22, 28). CB1 reseptör ekspresyonu tek bir kemirici T-

lenfoid hücre hattında saptanırken; CB2 reseptörü çeşitli miyeloid, makrofaj, eritroid, 

B/T-lenfoid ve mast hücre hatlarında bulunmuştur (22). Diğer çalışmada, akım 

sitometri yöntemi ile sıçan Kİ hücrelerindeki CB1 ve CB2 reseptör ekspresyonları 

analiz edilmiştir. Buna göre CB1 ekspresyonu MKH’lerde % 4.8 ve HKH’lerde % 

13.8; CB2 ekspresyonu MKH’lerde % 3.9 ve HKH’lerde % 12.1 olarak saptanmıştır 

(28). Bu tez çalışması kapsamında elde edilen veriler ile insan primer Kİ 

hücrelerinde kannabinoid reseptörleri ilk kez gösterilmiştir. Elde ettiğimiz veriler ile 

literatürdeki veriler karşılaştırıldığında; MKH’lerde daha düşük (CB1 ve CB2 

reseptörleri akım sitometri çalışmasında sıfıra yakın; qRT-PCR çalışmasında hiç 

saptanamamıştır), CD34+ hücrelerde ise daha yüksek (CB1 ve CB2 reseptörleri akım 

sitometri çalışmasında sırasıyla G-CSF uygulanmayan grup için %21,50 (2,6-97,2) 

ve %34,20 (1,0-92,3); G-CSF uygulanan grup için %46,40 (3,9-86,5) ve 37,80 (0,4-

80,5) bulunmuştur. Veriler arasındaki varyasyonun tür farklılığından kaynaklandığı 

düşünülmüştür.  

Çalışmamızda, CB1 ekspresyonu en fazla CD34+ hücrelerde saptanmıştır ve bu 

yüksekliğin G-CSF uygulanmayan grupta MNH ve MKH’lere göre anlamlı olduğu 

belirlenmiştir. Bu veri qRT-PCR yöntemi ile de doğrulanmıştır. CD34+ hücrelerin 

kök hücre potansiyalleri yüksek olduğu için ve stres ve enfeksiyon durumlarında 

rejenerasyonu sağlayacak asıl hücre grubu olduklarından bu hücrelerde farklılaşmış 

hücrelere oranla yüksek kannabinoid reseptör ekspresyonu beklenebilir. 
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Çalışmamızda, akım sitometri ve qRT-PCR yöntemi ile MNH ve MKH’lerin 

akım sitometri ile CD34+ hücrelerin değişen oranlarda β-AR alt tiplerini eksprese 

ettiği gösterilmiştir. Her iki gruptaki akım sitometriyle CD34+ hücreler β2 ve β3-

AR’leri aynı grubun MNH ve MKH’lerine göre yüksek miktarda eksprese 

etmektedir. Ancak fark  β3-AR için istatistiksel olarak anlamlıdır. Tez kapsamında 

analiz edilen hücrelerdeki β-AR dağılımı genel olarak daha önce yayınlanan 

çalışmalara ait veriler ile benzerlik göstermektedir (5, 6, 37, 43, 44). Lin-, Sca1+, 

CD117+ fare Kİ HKH’leri ile yapılan çalışmada β2-AR ekspresyonu akım sitometri 

ve konfokal mikroskopi yöntemleri ile analiz edilmiş ve akım sitometri çalışmasında 

β2-AR ekspresyonu %90 olarak rapor edilmiştir (43). Birçok çalışmada, β-AR 

ekspresyonu gösterilmeden, agonist ve antagonistler üzerinden uyarılan göç 

mekanizması işlevsel olarak araştırılmıştır. β-AR antagonistler uygulanarak 

gerçekleştirilen fonksiyonel bir çalışmada; β2 ve β3-AR uyarımının sıçan 

hematopoetik progenitor hücre (HPH) (44) ve fare HKH ve HPH’lerinin (5) göçünü 

arttırdığı belirlenmiştir. Diğer çalışmada, egzojen olarak norepinefrin 

uygulanmasının insan Kİ CD34+ HPH proliferasyonunu arttırdığı ve β2-AR 

üzerinden göç mekanizmasını uyardığı saptanmıştır (6). Fare Kİ MKH’lerinde β2 ve 

β3-AR aktivasyonu ile SDF-1’in azaldığı ve HPH’lerde G-CSF aracılı migrasyonun 

düzenlendiği belirlenmiştir (37). Moleküler biyolojik ve fonksiyonel parametreleri 

kullanarak Kİ’de β adrenerjik sinir aşırımını ortaya koyan yayınlar, bu tez 

çalışmasına da temel oluşturmuştur. Sempatik sinir uyarımına bağlı olarak ortaya 

çıkan ve çalışmamıza dayanak oluşturan β-AR reseptör aracılı HKH göçü, 

endokannabinoidlerle karşılaştırmalı olarak İP5’te tartışılmıştır.   

Bu iş paketinde donörlerin Kİ’nden elde edilen CD34+ hücrelerin sayıca az 

olmasından dolayı, bu hücrelerde CB1, CB2 reseptörleri ve β-AR’ler qRT-PCR 

yöntemi ile analiz edilememiştir. Fakat CD34+ hücrelerin β-AR ve CB1, CB2 

reseptör ekspresyonu akım sitometri yöntemi ile analiz edilmiş ve literatür ile 

uyumlu sonuçlar elde edilmiştir.  
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PKKH’lerin SDF-1, NE, AEA ve 2-AG’e doğru göç ettiği ve bu göçün 

spesifik reseptör antagonistleri ile inhibe olduğu gösterilmiştir (İP4).  

Kİ mikroçevresindeki membrana bağlı veya solubl haldeki SDF-1 seviyesi 

HPH’lerin PK’a mobilizasyonunun göstergesidir (45). Membrana bağlı haldeki SDF-

1 ile reseptörü CXCR4 ile arasındaki etkileşimin bozulması ve solubl durumdaki 

SDF-1’in artışı ile HKH’ler endosteal nişten ayrılır, farklılaşır ve perivasküler nişe 

ileyerek perifere mobilize olur (45). Buna dayalı olarak kurguladığımız migrasyon 

deneyinde PKKH’ların SDF-1’e göçleri kontrol olarak kullanılmış ve reseptör 

antagonistleri ile reseptör aracılı spesifik etkinin varlığı denetlenmiştir. PKKH’ların 

SDF-1’e göçleri SDF-1 inhibitörü AMD3100 ile inhibe olurken; norepinefrine doğru 

göçleri β-AR inhibitörü SR59230A ile inhibe olmuştur. PKKH’ların AEA ve 2-

AG’ye SDF-1’e oranla daha fazla göç ettiği ve bu göçün CB1 ve CB2 reseptörleri 

aracılı gerçekleştiği belirlenmiştir.  

30 nM, 1 µM ve 50 µM AEA’e doğru göç eden PKKH sayısının SDF-1’e göç 

edenlerden daha fazla olduğu saptanmıştır. Göç, 30 nM ve 1µM dozda AEA ile en 

belirgindir. 30 nM AEA’e göç, güçlü CB1 reseptör antagonisti AM281 ile; 1 µM 

AEA’e göç ise, AM281 ve CB2’ye afinitesi daha yüksek olan AM630 ile anlamlı 

biçimde bloke olmuştur. Bu sonuçlar, AEA’nın öncelikli olarak CB1 reseptörleri 

aracılığıyla doz bağımlı ve spesifik olarak HKH göçünü arttırdığını göstermektedir. 

Bu sonuçlar, AEA’nın CB1 reseptörleri aracılığıyla doz bağımlı ve spesifik 

olarak HKH göçünü arttırdığını göstermektedir. 

30 nM, 1 µM ve 50 µM dozda 2-AG’ye doğru göç eden PKKH sayısının 

SDF-1’e göç edenlere oranla anlamlı biçimde yüksek olduğu belirlenmiştir. 1 µM 2-

AG’ye göç eden hücre sayısı en fazladır. Göç eden hücre sayısında güçlü CB2 

reseptör antagonisti AM630 daha belirgin olmak üzere anlamlı azalma olduğu 

saptanmıştır. Bu sonuçlar, 2-AG’nin ağırlıkla CB2 reseptörleri aracılığıyla doz 

bağımlı ve spesifik olarak PKKH göçünü arttırdığını göstermektedir.  

 



57 
 

 

2-AG, daha çok CB2 reseptörleri, daha az olarak da CB1 reseptörleri 

üzerinden etki göstermektedir (96). 2-AG ile güçlü antagonisti AM630 ve zayıf 

antagonisti AM281 ile yapılan migrasyon deneyinde 2-AG’e doğru göç eden PKKH 

sayısının SDF-1’e göç edenlere oranla anlamlı biçimde artmış olduğu belirlenmiştir. 

Bu artış her üç doz (30 nM, 1 µM, 50 µM) için geçerli olsa da özellikle ilaç 1 µM 

dozda uygulandığında daha belirgindir. Antagonistler uygulandığında göç eden hücre 

sayısında azalma olduğu saptanmıştır. Bu sonuçlar, 2-AG’nin ağırlıkla CB2 

reseptörleri aracılığıyla doz bağımlı ve spesifik olarak HKH göçünü arttırdığını 

göstermektedir.  

Kemik iliğinde endokannabinoid aracılı hücre migrasyonuna ait dört 

çalışmaya rastlanmıştır. Jorda ve diğ.’lerinin transvel assay kullanılarak 

gerçekleştirdiği çalışmada genetik olarak CB2 ekspresyonu arttırılan kemirici 

miyeloid lösemi hücrelerine uygulanan 1 µM dozda AEA, ve 300 nM ve 1 µM 

dozlarda 2-AG’nin kemoatraktan etkili olduğu belirlenmiştir (21). Benzer yöntem ile 

CB1 ekspresyonu arttırılan HEK293T hücrelerine 3 farklı kimyasal özelliğe sahip 

CB1 reseptör agonisti uygulandığında [HU-210, WIN55212-2 ve AEA (50 µM)]  bu 

hücrelerde migrasyonun arttığı transvel assay ile gösterilmiştir (87). Diğer çalışmada; 

0.25 µM dozda uygulanan 2-AG and AEA’nın 8–12 haftalık fare Kİ MNH’lerinin 

migrasyonunu sağladığı in vitro koşullarda gösterilmiştir (24). Yeni doğan fare 

neopalya mikrogliya hücrelerinin ve bir kemirici mikrogliya hücre hattı olan BV-2 

hücrelerinin CB1 ve CB2 reseptörlerini eksprese ettiği ve AEA ve 2-AG ile bu 

reseptörler üzerinden migrasyonun sağlandığı Boyden chamber kullanılarak 

gösterilmiştir (88). Tez kapsamında yapılan yapılan transvel migrasyon assay 

deneyinin sonuçları ile literatürden elde edilen veriler karşılaştırıldığında; çalışılan ve 

migrasyonda etkili olan endokannabinoid dozlarının benzer olduğu görülmektedir. 

Ayrıca AEA ve 2-AG’nin kannabinoid reseptörleri üzerinden etkili olduğu literatürle 

uyumlu olarak bu çalışmada da gösterilmiştir.  

Oluşturulan transvel assay sisteminde migrasyonun etkili olarak 

ölçülebilmesi için kannabinoid reseptörlerini ve β-AR’leri en fazla eksprese eden 

hücre grubu olan CD34+ hücreler kullanılmıştır. Etik sınırlamalardan dolayı Kİ 

örneklerinin kısıtlı miktarda kullanılabilmesi, buna karşın transvel assay yönteminin 
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çok sayıda grup ve tekrar gerektirmesi nedeniyle bu deneyde aferez ürününden elde 

edilen PKKH’ler kullanılmıştır. Bu durum, migrasyon iş paketi ile ilgili olarak bir 

sınırlama olarak değerlendirilebilir. Sınırlamayı aşmak üzere, Kİ mikroçevresindeki 

CD34+ hücrelerin özelliklerini yansıtabildiklerini kanıtlamak amacı ile bu hücreler (i) 

CD34 ve CD38 yüzey belirteçleri için ve (ii) CB1, CB2 reseptörleri ve β-AR’lerin 

varlığı için analiz edilmiştir. Analiz sonucunda hücrelerin kök hücre niteliğinde 

oldukları ve CB1, CB2 reseptörleri ve β2-AR’leri taşıdıkları belirlenmiştir.  

Bu tez kapsamında transvel deney sistemi ile in vitro koşullarda 

oluşturduğumuz düzenek, vücuttaki gerçek üç boyutlu Kİ mikroçevresi yapısına 

kısmen benzerlik göstermektedir. Bu durum, migrasyon iş paketinin sınırlaması 

olarak değerlendirilebilir. Bu nedenle, oluşturulan migrasyon modelinin in vivo 

hayvan deneyleriyle teyid edilmesi gerekmektedir. İn vivo hayvan modellerinde 

etkinin tekrarlanabilirliği ölçüsünde geçerlilik ve güvenilirliği kanıtlanabilecektir. 

Bununla birlikte farklı deney hayvanı türlerindeki endokannabinoid salgılama 

ve/veya kannabinoid reseptör ekspresyon profili farklılık gösterebileceğinden, insan 

Kİ’ndeki mobilizasyon mekanizmasını tam olarak yansıtmayabilir. Buradan yola 

çıkılarak, sunulan sonuçlar insan örnekleri kullanılarak elde edildiği için literatüre 

önemli katkı sağlamaktadır.  

PKKH’ların MKH’lere doğru göçü kannabinoid reseptör ve β-AR 

antagonistleri ile inhibe olmuştur (İP5).  

Çalışmamızda PKKH’ların G-CSF uygulanmış ve LPS ile uyarılmış 

MKH’lere göçü ko-kültür deney sistemi kullanılarak incelenmiştir. LPS bakteriyal 

enfeksiyonu taklit ederek MKH’ler gibi Kİ mikroçevresindeki hücreleri uyarır ve G-

CSF salınımı, adezyon moleküllerinin etkileşiminin bozulması gibi bir dizi olay ile 

HKH mobilizasyonuna neden olmaktadır (41, 97, 98). Bu nedenle tez kapsamında 

yapılan HKH:MKH ko-kültürü çalışmasında MKH’ler LPS ile uyarılarak migrasyon 

mekanizması incelenmiştir. Kontrol olarak LPS ile uyarılmayan MKH’ler 

kullanılmıştır.  
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Sonuçlar LPS ile uyarılan ve uyarılmayan MKH’ler olarak 2 grupta 

incelenmiştir. CXCR4, kannabinoid (CB1, CB2) reseptörler ve β-AR inhibitörleri 

varlığında, LPS ile uyarılan MKH’lere doğru göç eden PKKH sayısı sırası ile 

SR59230A, AMD3100 ve AM281 (CB1 reseptör antagonisti) ile anlamlı azalma 

göstermiştir. Azalma AM630 (CB2 reseptör antagonisti) ile de gözlense de veri 

istatistiksel olarak anlamlı değildir. LPS uyarısı yapılmayan MKH’lere göç; sırası ile 

SR59230A, AM630, AMD3100 ve AM281 ile azalma göstermiş ama bu azalma 

hiçbir inhbitör uygulaması için anlamlı düzeye ulaşmamıştır. MKH aracılı PKKH 

göçünde endokannabinoidlerin rolü daha önce çalışılmamıştır. Bu çalışma 

kapsamında AEA ve 2-AG’nin Kİ MKH’lerinden endojen olarak salgılandığı ve 

MKH’lerin bu endokannabinoidler aracılığı ile CB1 ve CB2 reseptörleri üzerinden 

PKKH göçünü desteklediği in vitro koşullarda gösterilmiştir.  

Sonuç olarak Kİ mikroçevresindeki mobilizasyon sürecinde osteoblastlar 

ve diğer stromal hücrelerden salınan G-CSF, HKH’lerin çoğalma ve farklılaşmasını 

uyarır (3, 10). Klinikte, egzojen olarak yüksek konsantrasyonlarda G-CSF verilmesi 

HKH’lerin ilikten mobilizasyonunu sağlar (9). G-CSF aracılı mobilizasyon, tam 

olarak aydınlatılmamış birden fazla mekanizmayla gerçekleşebilir. Bunlardan birisi 

G-CSF ile ilik mikroçevresindeki sempatik sinir uyarımının artışı ve ilişkili 

endokannabinoid salımı olabilir. Bu tez çalışması kapsamında G-CSF tedavisi 

uygulanmış ve uygulanmamış sağlıklı donörlerde Kİ ve/veya PK’daki HKH ve 

MKH’lerin β-AR’ler ile benzer biçimde endokannabinoid sistemi bileşenlerini 

bulundurdukları ortaya konmuştur. Her iki gruptaki MKH’lerin AEA ve 2-AG 

salgılayarak, HKH’lerin taşıdıkları spesifik CB1 ve CB2 reseptörleri aracılığıyla, doz 

bağımlı olarak; ve sempatik sinir aşırımdaki β-AR’ler ile benzer biçimde HKH’lerin 

Kİ’nden göç sürecinde rol alabildiği in vitro koşullarda gösterilmiştir. Şekil 5.1’de 

tezde önerilen mekanizmaya ait ortaya konulan bulgular özetlenmiştir. Buradan 

hareketle endokannabinoid sistemi bileşenleri in vivo hayvan modellerinde ve 

klinikte yapılacak çalışmalarda diğer mobilizasyon stratejileri arasında temel olarak 

HKH’lerin MKH’lerle olan etkileşimi üzerinden yerini almak için hazırdır. 
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Şekil 5.1. HKH migrasyon/mobilizasyonunda endokannabinoid sisteminin etkisi. 

Tez kapsamında yapılan çalışmalar ile, endokannabinoidlerden AEA ve 2-AG’nin, 

G-CSF tedavisi uygulanmış ve uygulanmamış donörlere ait Kİ MKH’lerinden 

salgılandığı; PK ve Kİ nişinde bulunduğu; Kİ MNH’lerinin ve CD34+ hücrelerin 

kannabinoid reseptörleri CB1, CB2’yi ve β2, β3–AR’leri eksprese ettiği; PKKH’lerin 

SDF-1, norepinefrin, AEA ve 2-AG’ye doğru göç ettiği, bu göçün spesifik 

antagonistler ile; PKKH’lerin MKH’lere doğru göçünün kannabinoid reseptör CB1, 

CB2 ve β-AR antagonistleri ile inhibe olduğu gösterilmiştir. 
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6. SONUÇ 

1. Bu çalışmada G-CSF tedavisi uygulanan ve uygulanmayan donörlerden elde 

edilen Kİ MKH’lerinin fenotipik ve morfolojik olarak benzer olduğu belirlenmiştir.  

2. Endokannabinoidlerden AEA ve 2-AG’nin, G-CSF tedavisi uygulanmış ve 

uygulanmamış donörlere ait Kİ MKH’lerinden salgılandığı; PK ve Kİ nişinde 

bulunduğu gösterilmiştir.  

3. Kİ MNH’lerinin ve CD34+ hücrelerin kannabinoid reseptörlerinden CB1, 

CB2 ve β2, β3–AR’leri eksprese ettiği belirlenmiştir.  

4. PKKH’lerin SDF-1, norepinefrin, AEA ve 2-AG’ye doğru göç ettiği ve bu 

göçün spesifik antagonistler ile inhibe olduğu gösterilmiştir.  

5. PKKH’lerin MKH’lere doğru göçünün kannabinoid reseptör CB1, CB2 ve β-

AR antagonistleri ile inhibe olduğu bulunmuştur.  
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8.EKLER 

EK-1 LC/EPI/MS-MS yöntemi ile elde edilen datalar ng/ml birimi ile gösterilmiştir.  

 

 G-CSF Uygulanmamış Grup G-CSF Uygulanmış Grup 

 AEA (ng/ml)  2-AG (ng/ml)  AEA (ng/ml)  2-AG (ng/ml)  

PK Plazma  28,12  
(7,29-65,6) 

49,65  
(16,13-618,09) 

21,56  
(20,18-61,88) 

626,98  
(123,26-687,93)* 

Kİ Plazma  27,60  
(2,67-99,45) 

26,66  
(3,51-152,59) 

6,05  
(1,77-185,52) 

11,63  
(2,25-151,89) 

MKH 
süpernatantı 

1,95  
(0,37-3,69) 

0,85  
(0,29-2,32) 

1,36  
(0,5-3,01) 

0,55  
(0,24-4,88) 
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EK-2 MNH, CD34+ hücre ve MKH’lerin akım sitometrideki yüzde işaretlenme 

yüzde sayısal verileri  

 
G-CSF Uygulanmamış Grup G-CSF Uygulanmış Grup 

MNH CD34+ hücre MKH MNH CD34+ hücre MKH 

CB1 18,10  
(0,8-51,0) 

21,50  
(2,6-97,2) 

0,20  
(0,0-1,0) 

20,50  
(2,0-44,0) 

46,40  
(3,9-86,5) 

0,15  
(0,0-0,8) 

CB2 25,40  
(0,7-71,1) 

34,20  
(1,0-92,3) 

0,35  
(0,0-1,7) 

20,40  
(0,3-47,9) 

37,80  
(0,4-80,5) 

0,20  
(0,1-0,6) 

β1-AR 18,30  
(0,6-22,8) 

22,80  
(1,3-57,6) 

4,00  
(2,5-4,6) 

14,25  
(0,3-25,0) 

30,65  
(0,9-62,8) 

2,75  
(0,1-8,4) 

β2-AR 4,30  
(0,6-44,5) 

18,20  
(4,0-59,1) 

0,55  
(0,1-18,4) 

4,60  
(0,3-60,7) 

7,50  
(1,9-41,3) 

0,75  
(0,1-2,7) 

β3-AR 34,20  
(8,4-98,7) 

92,60  
(31,2-99,4) 

28,95  
(5,0-67,5) 

30,90  
(17,5-65,1) 

93,60  
(67,3-99,5) 

15,55  
(5,8-87,0) 
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