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OZET

Kose, S. Endokannabinoidler ve Reseptorlerinin Insan Hematopoetik Kok
Hiicreleri ve Kemik Iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerindeki Varhg ve
Diizeyinin Arastirllmasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Kok
Hlcre Programm Doktora Tezi, Ankara, 2017. Hematopoetik kék hiicre (HKH)
nakli kemik iligi (KI) kanserleri ve yetmezliklerinin tedavisinde mobilizasyon ajanlar
kullanilarak uygulanmaktadir. G-CSF temelli mobilizasyon rejimleri saglikli donor
ve hastalarda basarisiz olabilmektedir. Bu nedenle, yeni mobilizasyon ajanlarina
ihtiya¢ vardir. Endokannabinoidler kannabinoid reseptorleri (CB1, CB2) Uzerinden
beyinde ve periferde etki gosteren lipid yapili endojen esrar ligandlaridir. Bu tez
kapsaminda stresteki beta () adrenerjik sinir asirimi aracili migrasyona benzer
sekilde, endokannabinoidlerin HKH’lerin Ki’nden mobilizasyonunu uyaracag
varsayiminda bulunduk. Bu amagla, G-CSF tedavisi uygulanmis ve uygulanmamis
saglikli HKH nakil donérlerinin KI ve periferik kan (PK) ve MKH’lerinde; AEA ve
2-AG, CB1, CB2, B-AR’ler aragtirilmistir. Periferik kan kok hiicrelerinin (PKKH) 2-
AG, AEA, SDF-1, norepinefrin ve antagonistlerine, MKH’lere gocl transvel
migrasyon sistemiyle analiz edilmistir. MKH’lerin 2-AG ve AEA salgiladigi; bu
maddelerin PK ve KI plazmalarinda bulundugu saptanmistir. MKH’ler B-AR’leri
eksprese etmekte; Ki MNH’ler ve CD34" hiicreler CB1 ve CB2 reseptorlerini
eksprese ederken ve MKH’ler etmemektedir. AEA ve 2-AG, CBl1 ve CB2
reseptorleri lizerinden PKKH migrasyonunu arttirmaktadir. Sonug¢ olarak
endokannabinoid sisteminin KI mikrogevresindeki varligit ve HKH migrasyonunu
arttirdig1 ortaya kondugundan, endokannabinoidlerin klinikte G-CSF aracili HKH

mobilizasyonuna ek olarak iyi bir aday olabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Endokannabinoid, hematopoetik kdk hiicre, mezenkimal

kok hiicre, beta adrenerjik reseptor, migrasyon

(*) Bu galisma 113S819 nolu Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu (TUBITAK) ve 013D04101005 nolu Hacettepe Universitesi Bilimsel

Aragtirmalar Koordinasyon Birimi projesi tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Kose, 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 B-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 -
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 BAR subtypes. The MNCs but not the MSCs expressed CB1
and CB2 receptors by qRT-PCR. AEA and 2-AG stimulated HSC mobilization. p-
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 B-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 (TUBITAK) (Project number 113S819) and Scientific Research
Coordination Unit of Hacettepe University (Project number 013D04101005).
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1. GIRIS

Kemik iliginde (KI), hematopoetik kk hiicrelerin (HKH) kendini yenileme
ve farklilasmalarinin diizenlendigi, hiicreler; hiicrelerarast matriks ve c¢esitli
¢dziinmiis maddelerden olusan mikrogevreye Ki nisi adi verilmektedir (1). ilikte
farkli nis bolgeleri tanimlanmistir (2, 3). Nisteki islev otonom sinir uyarimi, kan
(hematopoez) ve kemik yapiminin (osteogenez) esgiidiimlii galismasiyla saglikli
olarak sirdirulir (4). Ki mikrogevresindeki HKH ve mezenkimal kok hiicreler
(MKH); nisteki sempatik sinir uglarinin uyarimina sirasiyla beta 2 ve beta 3
adrenerjik reseptorler (B2, B3-AR) araciligiyla yanmit verir (5, 6). Dinlenme
kosullarinda endosteal nis bolgesindeki HKH’ler asil olarak osteoblastlara, damarlara
yakin vaskiiler mikrogevrede endotel hiicreleri ve retikiiler hiicrelere tutunur. Bu
kosullarda HKH’ler, KI stromal hiicrelerinden salinan stromal derived factor (SDF-
1) miktar1 ile ters orantili olarak, sirkadiyen ritme gore osilasyonlarla ¢ok diisiik
miktarlarda periferik kana verilir (7). Kanama ya da doku hasari, lipopolisakkarit
(LPS) aracili inflamasyon sinyali, fiziksel egzersiz ve granulocyte colony
stimulating factor (G-CSF) uyarimi gibi stres durumlarinda artmis katesolamin
salinimina bagl olarak HKH’lerdeki B-AR ekspresyonu artar. Buna bagli olarak Ki
nisine salinan SDF-1 diizeyleri diiserken C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4)
duzeyleri yukselir (4, 8).

Kemik iligi HKH’lerinin periferik kana (PK) mobilizasyonu siirecinde
osteoblastlar ve diger stromal hiicrelerden salinan G-CSF, HKH’lerin ¢ogalma ve
farklilagmasini uyarir. Diger yandan egzojen olarak yliksek konsantrasyonda G-CSF
verilmesi HKH’lerin ilikten migrasyonunu saglar. Bu amacla G-CSF Kklinikte

HKH’lerin KI’den mobilizasyonu igin en yaygin olarak kullanilan ilactir (3, 9, 10).

G-CSF U.S. Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanan az
saylda mobilizan ajandan biridir. Giiniimiizde uygulanan HKH nakillerinde G-CSF
genellikle tek basina ve/veya kemoterapoétikler veya CXCR4 antagonisti AMD3100
ile birlikte kullanilmaktadir (11, 12). G-CSF’in tek basma GM-CSF ve/veya

kemoterapotikler ile kombine edilerek kullanildigi nakillerde mobilizasyonun



basarist hastaliga; kisisel farkliliklara ve uygulanan mobilizasyon rejimine gore
farklilik gostermektedir (13, 14). Mobilizasyondaki basarisizlik, hastalarda cesitli
morbidite ve mortalite oranlar1 ile giden olumsuz sonuglara neden olabilmektedir
(11, 12). Mobilizasyonda G-CSF’e gore daha etkili olmasi1 nedeniyle FDA onayi ile
kullanima giren AMD3100 temelli mobilizasyon ajanlar1 ise pahali olduklar1 igin
Klinikte tercih edilmemektedir (12). HKH nakillerinde en 6nemli basamak olan
mobilizasyon asamasindaki basarisizlik, nakilden vazge¢me kararina kadar varan
zorluklara neden olmaktadir (11). Bu nedenle yeni mobilizasyon ajanlarin

arastirtlarak klinik kullanim i¢in denenmektedir (15-17).

Endokannabinoidler vicutta sentezlenip; spesifik etkilerini  klasik
kannabinoid reseptorleri (CB1 ve CB2) Uizerinden gosteren ve kannabis (esrar) gibi
davranan endojen esrar ligandlaridir. Endokannabinoidler, doymamis yag asidi
yapisindadir ve en bilinen iiyeleri anandamid (AEA) ve 2-agilgliserol’dir (2-AG)
(18). Endokannabinoidler ve reseptorleri, basta merkezi sinir sistemi (MSS) olmak
tizere pek ¢ok sistemde dagilim ve etki gosterir (18, 19). Endokannabinoid sistemi
tiyeleri, aclik kontrolii, agr1 algilama, motor fonksiyonlar, kemik metabolizmasi ve
bagisiklik yanitinin diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik siiregte, inflamatuvar
hastaliklar ve tiimorler gibi pek ¢ok patolojik durumda rol almaktadir (20).
Endokannabinoidler, germ hiicreleri ve somatik hiicrelerde ¢ogalma, farklilasma, go¢

ve apoptozis mekanizmalarinda 6nemli gorevler tstlenir (21-26).

Endokannabinoidlerin Ki’ndeki dagilim1 siirl sayida galismada bildirilmistir
(21, 27-30). Kannabinoid reseptor ekspresyonu makrofaj, eritroid, B ve T lenfoid,
mast hiicre hatlar1 (22), kemirgen Ki HKH’leri ve MKH’lerinde saptanmustir (28).
Kannabinoid reseptor aracili hiicre migrasyonu ise kemirici kdkenli myeloid 16semi
hicrelerinde (21), fare mononikleer hicrelerinde (MNH) (24) ve endotel

hlcrelerinde (31) gosterilmistir.

Viicutta yaygin olarak etki gosterdigi bilinen endokannabinoid sisteminin
sitokin aracilit HKH migrasyonunda rol aldig1 bilinmekte, ancak bu medyatérlerin G-
CSF uygulanmis ve uygulanmamis insan KI &rneklerindeki HKH migrasyonuna
kargilastirmali etkisi ve bu etkinin sempatik sinir uyarimi ile olas1 iliskisi

bilinmemektedir. Varsaymmimiza gére, endokannabinoidler KI mikrogevresinde



MKH (zerinden B adrenerjik néral mekanizmalar ve G-CSF ile iliskili olarak HKH
migrasyonunu diizenleyebilir. Tez ¢alismasi, bu varsayinm test etmek Uzere

gerceklestirilmistir.

Bu tez cahsmasinin amaci; viicutta yaygin  olarak  bulunan
endokannabinoidlerden AEA ve 2-AG’nin G-CSF uygulanmis ve uygulanmams Ki
mikrogevrelerinde MKH’ler aracihigiyla HKH’ler iizerindeki reseptoér aracili
migrasyon etkisini B adrenerjik uyarim ile iliskili olarak karsilastirmali bi¢imde
arastirmaktadir. Ikincil amac; mikrogevre kosullarinda etkili oldugu belirlenen
kannabinoid reseptdr agonist/antagonistleri ve/veya B-AR agonist/antagonisti
uygulanarak, insan HKH ile MKH’lerin aralarindaki etkilesimin doz bagimli olarak

diizenlenip diizenlenemeyeceginin belirlenmesidir.
Bu dogrultuda asagidaki arastirma sorulari yanitlanmistir:

1. G-CSF uygulanan ve uygulanmayan insan KI ve periferik kan (PK)
plazmalarinda ve MKH’lerin stpernatantlarinda endokannabinoid (AEA ve 2-
AQG) diizeyi ne kadardir?

2. G-CSF uygulanan ve uygulanmayan insan KI HKH ve MKH’lerinde klasik
kannabinoid (CB1 ve CB2) ve B-AR ekspresyon diizeyleri ne kadardir?

3. Egzojen olarak uygulanan endokannabinoid agonist-antagonistleri, B-AR
agonist-antagonisti, Ki HKH’lerdeki migrasyon yanitin1 doz bagimli olarak nasil

etkilemektedir?

4. Insan KI mikrogevresinde MKH aracili HKH migrasyonunda sempatik sinir
uyarimina benzer sekilde, endokannabinoid reseptor-ligand etkilesiminin roli

nedir?

Tez kapsaminda One siiriilen varsayim ve arastirma sorular1 Sekil 1.1°de

sematize edilmistir.
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Sekil 1.1. Caligmanin sematik varsaymmi. KI mikrogevresinde sempatik sinir
uglarinin varligi; bu sinir uglarindan norepinefrin salinarak 2 ve [B3-AR’ler
tizerinden HKH’lerin mobilizasyonunun arttirdigi bilinmektedir. 3 adrenerjik sinir
asirimi ile uyarilan mobilizasyon mekanizmasina benzer sekilde bu tez kapsaminda;
Ki MKH’lerinden endokannabinoidlerden AEA ve 2-AG’nin salmip salinmadig, Ki
HKH’lerinde kannabinoid reseptorlerinden CB1 ve CB2 reseptorlerinin bulunup
bulunmadigi ve AEA ve 2-AG’nin G-CSF uygulanmis ve uygulanmamis Ki
mikrogevrelerinde MKH’ler araciligiyla HKH’ler iizerindeki reseptor aracili

migrasyon etkisini arttirip arttirmadig stres kosullarinda arastirilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda sayilari Hacettepe Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu iznine gore (Karar No: GO 13/170-17)
belirlenmis 10’ar adet G-CSF uygulanmis ve uygulanmamis donérden elde edilmis

K{’lerine ait hiicrelerde;

1. Endokannabinoid (AEA ve 2-AG) diizeyinin saptanmasi amaci ile; Liquid
Chromatography Electrospray lonization Tandem Mass Spectrometric (LC-ESI-
MS/MS) yontemi ile insan Ki ve PK plazmasindan ve MKH siipernatantindan

salinan endokannabinoidler kantitatif olarak Ol¢iilmiistiir.

2. Kannabinoid reseptér (CB1 ve CB2) ve B-AR ekspresyon dizeylerinin

saptanmasi amaci ile; akim sitometri ve QRT-PCR yontemleri kullanilarak, insan Ki



kaynakli mononikleer (MNH), CD34" hiicreler ve MKH’lerinde CB1, CB2 ve B1,
B2, B3-AR diizeyi ol¢limii gergeklestirilmistir.

3. HKH’lerdeki migrasyon yanitimin belirlenmesi i¢in; Transvel migrasyon
assay kullanilarak, periferik kan kok hiicrelerine (PKKH) egzojen olarak uygulanan
endokannabinoid agonist-antagonistleri, B-AR agonist-antagonistlerine karsi olan

migrasyon yaniti1 doz bagimli olarak saptanmustir.

4, MKH aracih olarak HKH’lerdeki migrasyon yanitinin belirlenmesi icin;
Transvel migrasyon assay kullanilarak, PKKH’lerin, egzojen olarak uygulanan
endokannabinoid agonist-antagonistleri, B-AR agonist-antagonistleri varliginda, LPS

ile uyarilmis ve uyarilmamis MKH’lere karsi olan migrasyon yanitini saptanmaistir.

Klinikte otolog ve allojenik Ki nakillerinde HKH mobilizasyon sorunlarini
cozmek Uzere, G-CSF’e alternatif yeni ¢ozlimler iizerinde ¢alisilmaktadir. CXCR4
antagonisti AMD3100, Amerika Birlesik Devletleri’nde non-Hodgkin lenfoma ve
multipl miyeloma hastalarinda kok hiicre mobilizasyonu i¢in G-CSF’e ek olarak
kullanilmak iizere ruhsatlandirilmistir (32). Tezin basildigi Mart 2017 yili
www.clinicaltrials.gov kaynakli verilere gore kannabinoid sistemi iiyeleri pek ¢ok
hastaligin tedavisinde ila¢ olarak kullanilmak {izere 573 klinik ¢alismada
arastirilmaktadir.  Endokannabinoid aracili  olarak  diizenlenebilir  hiicresel
proliferasyon, farklilagma, migrasyon yanitlari, yakin gelecekte kannabinoid sistemi
bilesenlerinin kok hiicre migrasyon stratejilerinde klinik iiriin olarak yer alabilme

potansiyelini ve bu ¢alismanin yaygin etkisini vurgulamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Kemik iligi mikrocevresi

Kemik iligi mikrogevresi, HKH’lerin kendilerini  yenileme ve
farklilagsmalarinin  diizenlendigi Ozellesmis bolgeleri igerir (1). Nis bolgelerinin,
HKH’lerin  dinlenme ve migrasyonunu gercgeklestirdigi  alanlar  oldugu
varsayilmaktadir (33, 34). Bunlar (i) farklilasma belirteglerini eksprese eden, islevsel
olarak etkin olan ve Ki’ndeki kan damarlarina yakim yerlesik HKH mikrogevresi olan
perivaskiiler nis; (ii) farklilasma belirtecleri tasimayan, sessiz konumdaki ve/veya
kendi kendini yenileme 06zelligi tasiyan, yerlesim olarak kemigin i¢ yiizeyini tercih
eden HKH mikrogevresi olan endosteal nis olarak tanimlanir (35, 36). Bu
bélgelerdeki KI trafigi; otonom sinir sistemi uyarimi, kan (hematopoez) ve kemik
yapiminin (osteogenez) esgiidiimlii caligmasiyla saglikli olarak ilerler. Bu diizeni

saglayan ti¢ sisteme beraberce beyin-kemik-kan tcliisu de denir (4).
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Sekil 2.1. Kemik iligi mikrogevresi. Ki mikrogevresi HKH’lerin sessiz kaldigs,

kendini yeniledigi, c¢ogaldigt ve farklilastigi; damarlarin, sinirlerin, kemik

hiicrelerinin, hematopoetik hiicre alt popiilasyonlarinin ve hiicreleraras1 matriksin
bulundugu ii¢ boyutlu karmasik yapida bir bolgedir. HKH’ler endosteuma yakin
olarak (endosteal nis) sessizliklerini koruyabilir veya damarlara yakin olarak
(perivaskiiler nis) farklilasmaya yonlenebilir. (36) nolu referanstan modifiye edilerek
CAR hiicreleri: MKH:

mezenkimal kok hiicre.

kullanilmustir. CXCL12-abundant reticular hicreler,

Kemik iligi mikrogevresindeki HKH’ler (5, 6, 37) ve MKH’ler (38, 39); nisteki
sempatik sinir uglarmin uyarimina aracilik etmek iizere sirasiyla f2 ve $3-AR’leri
bulundurmaktadir. HKH’ler, dinlenme kosullarinda endosteal nis bolgesinde
osteoblastlara, damarlara yakin vaskiiler mikrogevrede endotel hiicreleri ve retikiiler
hiicrelere tutunur. SDF-1, Ki’'nde 6zellikle nestin pozitif MKH ve CXCL12-abundant
reticular hiicrelerden (CAR hiicreleri) salgilanan, protein yapisinda, hematopoetik

hicreler ve MKH icin kemotaktik etkili bir kemokindir (40). HKH’ler kemik iligi



nisinde membrana bagli SDF-1 diizeyi ile ters orantili olarak, sirkadiyen ritme
uyarak osilasyonlarla ¢ok diisiik miktarlarda PK’ya verilir. Kanama ya da doku
hasar1, LPS aracili inflamasyon sinyali (41), fiziksel egzersiz (4-6, 37) ve G-CSF
uyarimi (37) gibi stres durumlarinda, sempatik hiperaktivite ile sinir uglarindan
artmig katesolamin salinimina bagl olarak HKH’lerdeki B-AR ekspresyonu artar.
Buna bagl olarak Ki’nde membrana bagli SDF-1 diizeyi diiserken CXCR4 diizeyi
yukselir (37). Ayni siirecte osteoklastlardan proteolitik enzim salgis1 uyarilir (42).
Sonug olarak HKH’ler organizmay1 savunmak ya da doku rejenerasyonunu uyarmak

amaciyla perifere mobilize olur (4, 8).

Kemik iligi hiicrelerinde B-AR dagilim simirli sayida calismada
gosterilmistir (5, 6, 37, 43-45). B2-AR akim sitometri ve konfokal mikroskopi ile
fare KI HKH’lerinde (Lin", Sca*, CD117") saptanmustir (43). B-AR antagonistleri ile
yapilan fonksiyonel g¢alisma, B2 ve B3-AR aktivasyonu ile sican hematopoetik
progenitor hucrelerinin (HPH) (44), ve fare HKH ve HPH’lerinin migrasyonunu
arttirdigini - gostermistir  (5). Diger bir calismada, egzojen olarak uygulanan
norepinefrinin  B2-AR (zerinden insan CD34" HPH’lerin ¢ogalmasini ve
migrasyonunu arttirdig1 belirlenmistir (6). Fare KI MKH’lerinde B2 ve B3-AR
aktivasyonunun SDF-1’i azalttig1 ve farelerde G-CSF aracili HPH migrasyonununu
diizenledigi bilinmektedir (37). Ki mikrogevresindeki SDF-1 seviyesi HKH’lerin PK
mobilizasyonu igin indikatordir (45).

G-CSF myeloid hiicrelerden proteazlarin salinarak adezyon molekiillerinin,
hiicredist matriks elemanlarinin, kemokinlerin KI  mikrogevresinden ve
reseptorlerinden kopmasina neden olmaktadir. Boylece Ki HKH’lerinin PK’a
mobilizasyonu slirecinde HKH’lerin ¢ogalma ve farklilagmasini uyararak 6nemli rol
alirlar. Diger yandan egzojen olarak yiiksek konsantrasyonda G-CSF verilmesi
HKH’lerin ilikten migrasyonunu saglar. Bu amagla G-CSF Klinikte HKH’lerin
Ki’nden migrasyonu igin en yaygin ve etkili olarak kullanilan, U.S. Food and Drug
Administration (FDA) tarafindan onaylanan bir mobilizan ilactir (3, 9, 10). Gliniimiiz
uygulanan HKH nakillerinde G-CSF tek basina GM-CSF ve/veya kemoterapotikler
veya CXCR4 antagonisti AMD3100 ile birlikte kullanilmaktadir (11, 12). G-CSF’in

tek basina veya kombine edilerek kullanildigi nakillerde basar1 hastaliga; kisisel



farkliliklara ve uygulanan mobilizasyon rejimine gore degisiklik gostermektedir (11,
12). 2012 verilerine gére G-CSF ve kemoterapétikler birlikte kullanildiklarinda
multipl miyelomada %35; lenfomalarda %35’lere varan mobilizasyon basarisizliklar
gorulebilmektedir (11). AMD3100 temelli mobilizasyon rejimleri ise pahali olduklari
igin klinikte Oncelikli protokollerde yer almamaktadir (12). HKH nakillerinde en
Oonemli basamak olan mobilizasyon asamasindaki basarisizlik, nakilden aferez
yapilan giin sayisinda artisa; fazla maddi kaynak kullanimina; tekrarlayan
mobilizasyon prosediirlerine; invazif olarak KI toplanmasma ve nakilden
vazgecilmesine neden olmaktadir (12). Az sayida kok hiicre toplanmasi ise, greft
kayiplarina; engreftmanin gecikmesine; kanama ve enfeksiyon riskinde artiga; daha
fazla kirmizi kan hiicre transfiizyonuna neden olmaktadir (12). Hali hazirda klinikte
kullanilan mobilizasyon ajanlarinin yetersiz olmasi nedeni ile yeni ajanlar
aragtirtlmaktadir. U.S. National Institutes of Health (NIH) e ait resmi bir veri tabani
olan www.clinicaltrials.gov’un Mart 2017 verilerine gére HKH mobilizasyonu

basligr altinda 215 klinik arastirma bildirilmistir.
2.2. Endokannabinoid sistemi

Endokannabinoidler vicutta sentezlenip; spesifik etkilerini kannabinoid
reseptorleri (CB1 ve CB2) iizerinden gosteren endojen esrar ligandlardir (46).
Endokannabinoidler, doymamis yag asidi yapisindadir ve en bilinen {iyeleri AEA ve
2-AG’dir. 1992 yilinda ilk bulunan endokannabinoid, AEA olmustur (47). Ardindan
2-AG (48, 49) ve diger endokannabinoidler izole edilmistir. Endojen kannabinoid
sistemi (endokannabinoidler) iki klasik kannabinoid reseptorii (CB1, CB2), bir¢cok
ligand ve ligandlarin sentez ve yikimindan sorumlu enzimleri igermektedir (18, 19).
Endokannabinoidler ve reseptorleri, basta MSS olmak {izere pek ¢ok sistemde
dagilim gosterir. Endokannabinoidler ve reseptorleri aclik kontrolii, agr1 algilama,
motor fonksiyonlar, kemik metabolizmasi ve bagisiklik yanitinin diizenlenmesi gibi

bircok fizyolojik sirecte etkilidir (18, 19, 46).
2.2.1. Endokannabinoidlerin ligandlar

Kannabinoid reseptor ligandlar1 kaynaklarina gore; memeli hiicrelerinden

membran fosfolipidlerinin hidrolizi ile Uretilenler, bitkiler (6zellikle Cannabis
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Sativa’dan) tarafindan iiretilen fitokannabinoidler ve sentetik kannabinoidler olarak
tic gruba ayrilir (50). Ligandlar, reseptorlere agonistik veya antagonistik etki
gosterebilir. Viicutta en yaygin bulundugu bildirilen endokannabinoidler olan AEA
ve 2-AG; arasidonik asit tiirevleridir ve hiicre zarinda bulunan gliserofosfolipidlerin
yikimi ile olusur (50). Cannabis sativa bitkisi birgok kannabinoidi igermektedir.
Cannabis sativanin etkilerinin yaklagik ylizde yiiziinden sorumlu etken madde olan
D9-tetrahydrocannabinol (THC) CB1 ve CB2 reseptorlerinin agonistidir (51). Cogu
fitokannabinoid, CB reseptorlerine zayif olarak baglanmaktadir (20). Agonist ve ters
agonist/antagonist olarak fiiretilen birgok sentetik kannabinoid bulunmaktadir (52).
Bunlarin bir kismi yapica (CP55,490 gibi) THC’a benzemektedir (53). Sentetik
kannabinoidlerden bazilar reseptorleri i¢in segici iken (HU308;CB2); WINS55,212-2
ve CP55,490 gibi bazi agonistler secici degildir ve hem CB1 hem de CB2
reseptoriinii uyarir (53). Kannabinoid ligandlar1 ve reseptorleri ile ilgili ¢alismalar
antagonistlerin aslinda ters agonist (doz bagimli antagonist) olduklarini gostermistir

(54).
2.2.2. Endokannabinoidlerin reseptorleri

Kannabinoid reseptérleri G proteini reseptdr siiperailesi iiyesidir. ki klasik
kannabinoid reseptorii (CB1 ve CB2) bulunmaktadir (55). Son yillarda
kannabinoidler i¢in yeni reseptdrler tamimlanmigtir. 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). CBI reseptorii CNR1 geninde kodlanir ve uyarilmasi sinir iletiminin kontroliinii
saglar (59). Merkezi sinir sistemi disinda dalak, tonsil, gastrointestinal sistem, bobrek
ustl bezi, kalp, akciger, tireme organlari, kemik ve sinoviyal eklemler gibi perifer
dokularda eksprese olmaktadir (59, 60). CB2 reseptoriic CNR2 geninde kodlanir ve
ilk olarak dalagin marjinal zonunda bulunan makrofajlarda eksprese oldugu
bildirilmistir (61). Bunun disinda kemik, sinoviyal eklemler ve MSS’nin bazi
bolgelerinde eksprese olmaktadir (59, 62, 63). GPR55 reseptéri GPR55 geninde
kodlanir ve yaygin bir ekspresyon profili vardir. Fakat en fazla ekspresyon bobrek
Ustl  bezinde, gastrointestinal kanalda, beyinde ve kemikteki osteoblastlarla
osteoklasttlarda olmaktadir (64, 65).
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2.2.3. Endokannabinoidlerin sentez ve yikim

Kannabinoidlerin etkinligi, kannabinoid sentez ve yikimi arasindaki dengeye
bagli olarak diizenlenir. Sekil 2.2.°de de goruldigi gibi AEA, N-acyl
phosphatidylethanolamine phospholipase D (NAPE-PLD) enzimi ile NAPE’den
uretilmektedir. NAPE-bagimsiz bir yolak olarak birgok ara metabolit igermektedir
(66). 2-AG membran fosfolipidlerinden phospholipase C (PLC) ve diacylglycerol
lipase alpha ve beta (DAGLo ve DAGL) enzimleri araciligiyla sentezlenir (67).
Alternatif sentez yolaklari da bulunmaktadir (68). 2-AG, fatty acid amide hydrolase
(FAAH) ve monoacylglycerol lipase (MAGL) ile yikilirken AEA sadece FAAH ile
yikilir (69).
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Sekil 2.2. Endokannabinoidlerden AEA ve 2-AG’nin yapim ve yikim basamaklari
gosterilmistir.  (30) nolu kaynaktan modifiye edilerek kullanilmistir. PLC;
Phospholipase C, DAGLa; Diacylglycerol lipase alpha, DAGLJ; 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

Viicutta sinir  sisteminde ve periferde olarak  bulunan

yaygin
endokannabinoidler fizyolojik kosullarda pek ¢ok organ ve sistemde etki

gostermektedir. Bu etkilerin bazilar1 Tablo 2.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Endokannabinoidlerin genel etkileri

YERLESIM | ENDOKANNABINOID |RESEPTOR |FIZYOLOJIK ETKIi
(KAYNAK)
Sinir sistemi |AEA, 2-AG CB1,CB2, |Bellek (70)
TRPV1 Acglik kontrolii (71)
Enerji dengesi ve
metabolizma (72)
Strese yanit (73)
Anksiyete (74)
Agr1 kontrolii (75)
Is1 regiilasyonu (76)
Uyku (77)
Iskelet AEA, 2-AG CB1,CB2, |Kemik yapim ve yikiminin
sistemi GPR55 duzenlenmesi (62, 63, 65)
Bagisiklik  |AEA, 2-AG CB1,CB2 |Dogal bagisikligin Toll-like
sistemi reseptorler Gizerinden
diizenlenmesi (78)
Inflamasyonun énlenmesi
(79)
Kalp damar |AEA, 2-AG CB1, CB2, |Pro-anjiyogenez (80)
sistemi GPR18 Kan basincinda diisme (81)
Sindirim AEA, 2-AG CB1, CB2 Mukozada inflamasyonun
sistemi engellenmesi (82)
Kadin tireme |AEA, 2-AG CB1,CB2 |Oosit maturasyonu, (83)
sistemi Embriyo implantasyonu ve
gelisimi (83)
Erkek Greme |AEA, 2-AG CB1,CB2 |Sperm aktivasyonu (84)
sistemi Sperm Uretiminin
dizenlenmesi (85)
Solunum AEA CB1, CB2 1nﬂamasyonun Onlenmesi
sistemi (86)




13

Endokannabinoidler hiicre diizeyinde pek ¢ok temel mekanizmayi diizenler
(21-26). Bu nedenle implantasyondan, inflamasyona, kok hiicre farklilagsmasindan
kanserlere kadar pek c¢ok hicresel mekanizmada endokannabinoid etkileri
arastirilmaktadir. Bu etkilerden ¢ogalma, farklilagsma, migrasyon ile ilgili ¢alismalar

Tablo 2.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. Endokannabinoidlerin hiicresel mekanizmalari

Kaynak | Kannabinoid | Reseptér | Calisilan Etkili doz Etki
doz

(22) AEA, 8-THC, | CB1, 0.1-10 AEA icin; 10 HKH ¢ogalmast
Cannabidiol, CB2 umol/L umol/L. Digerleri
CP55940 0.1-10 umol/L’de
sabit etkili
WIN55212-2,
Cannabinol

(21) 2-AG, AEA, CB2 300 Nm, 1 2-AG icin; 300 HKH migrasyonu
WIN 55212-2, Um Nm, 1 Um
Cannabinol,
Cannabidiol, AEA icgin; 1 Um
88-THC, &°-
THC, PEA,
POEA,
CP55940,
SR141716
(CBL1 spesifik
antagonist),
SR144528
(CB2 spesifik
antagonist)

(23) AM1241 CB2 HKH koloni
sayisinda artis;
hiicre gogalmasi
ve farklilasmasi

Migrasyon
(24) AEA CB1, Koloniler 0.5 Umdozlarda | HKH Koloni
2-AG CB2 icin0-5Um | 2-AG sayisinda artis;
Palmitoyl migrasyonu hangi hiicre
ethanolamide Migrasyon arttirirken, AEA | ¢cogalmasi ve
(PEA), icin 0-1Um | ve diger farklilagsmast;

2-palmitoyl kannabinoidler
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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
gostermemistir.

Koloniler 5
Um’da artis
gostermistir.

Migrasyon

(25)

AEA, 2-AG

CB1,
CB2

INm-10Um

2-AG i¢in 10Nm,
1Um, 10 Um

AEA icin 10Um

Osteoblast
farklilagmasinda
artis

Osteoblast
proliferasyonunda
artig

(26)

AEA

CB1,
CB2

5Um-20Um

20Um

Kondrosit
apoptozunda artig

2.3.

Kemik iligi ve endokannabinoidler

2.3.1. Endokannabinoidler ve hiicre go¢u

Kannabinoid reseptor aracili hiicre migrasyonu kemiricilerdeki miyeloid

l6semi hiicreleri (21), fare KI MNH (24), fare embriyonik bobrek hiicreleri (87), fare

mikrogliya hucreleri (88) ve endotel hicrelerinde (31) calisilmistir. Genetik olarak

CB2 reseptorl eksprese ettirilen kemirici kdkenli miyeloid I6semi hiicrelerine in

vitro kosullarda transvel assay diizenegi kullanilarak, 300 nM, 1 uM 2-AG ve 1 uM

AEA uygulandiginda 4 saatin sonunda kemoatraktan etki gosterdigi bildirilmistir

(21). Transvel assay kullanilan diger in vitro ¢aligmada, 250 nM dozda uygulanan 2-
AG ve AEA, 4 saatte 8-12 haftalik C3H/Hel fare KI MNH’lerinde migrasyon

saglamistir (24). Farkli kimyasal yapidaki ii¢c CB1 reseptor agonisti, HU-210,
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WIN55212-2 ve AEA, CB1 geni transfekte edilmis insan embriyonik bdbrek
hiicrelerinin (HEK293 hiicre hatt1) migrasyonunu saglamistir (87). Baska bir
calismada 2-AG ve AEA Boyden chamber kullanilarak in vitro kosullarda, 10 uM
dozda uygulandiginda, CB1 ve CB2 eksprese eden yenidogan fare neopallia
mikrogliya hiicreleri ve fare mikrogliya hiicre hattinda (BV-2) migrasyona yol
acmistir (88). Fizyoaktif olmayan bir kannabinoid agonisti olan ‘abnormal-
cannabidiol’in (abn-cbd) 10-100 uM doz araliginda insan umbilikal veni kokenli
endotel hiicrelerinin gogiinii uyardigi in vitro olarak transvel assay kullanilarak
gosterilmistir. Bu etki CB1 ve CB2 haricinde endotel iizerinde bulunan farkli bir

AEA reseptoruniin antagonisti olan 01918 ile 30 uM dozda inhibe edilmistir (31).
2.3.2. Endokannabinoidlerin kemik iligindeki yerlesimi

Endokannabinoidlerin Ki’ndeki dagilimi yakin zamanda genellikle deney
hayvanlarinda gergeklestirilmis sinirli sayida ¢alismada bildirilmistir (21-24, 28, 29).
Endokannabinoid sistemi ile KI hiicreleri arasindaki iliski ilk olarak 1997 yilinda
Valk ve dig. tarafindan bildirilmistir (22). Calismada kemirici Ki hiicreleri ve
hematopoetik buyime faktorlerine [Hepatocyte growth factor (HGF); Interleukin-3
(IL-3), granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), G-CSF ve
erythropoietin (EPO)] bagimli hiicre hatlarinda kannabinoid reseptorlerinin varligi
aragtirtlmistir (22). CB1 reseptoru bir T-lenfoid hiicre hattinda; CB2 reseptorii 26
miyeloid, 6 makrofaj, 3 eritroid, 5 B-lenfoid, 3 T-lenfoid, 2 mast hiicre hattinda RNaz
protection yontemi kullanilarak saptanmistir. Ayni ¢alismada CB2 reseptoriiniin kan
yapimindaki rolii arastirilmis ve AEA’nin in vitro olarak normal fare KI koloni
kalturlerinde IL-3 ile uyarilmig koloni biiyiimesini destekledigi gosterilmistir (22).
Tek basina HGF uygulamasi ile yukarida bahsedilen hiicre hatlarinda zayif, AEA ile
kombine edildiginde ise HGF’ye gore daha giiglii proliferatif etki gdzlenmistir.
AEA’nm proliferasyonu uyarict etkisi IL-3, GM-CSF, G-CSF ve EPO ile artmistir.
Sonu¢ olarak AEA’nin hematopoetik hiicreler i¢in yeni bir biliylime faktori
olabilecegi; bilinen biiylime faktorleri ile kombine kullanilarak sinerjitik etki

saglanabilecegi One siiriilmistiir (22).
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Jorda MA ve dig.’lerinin 2002 yilinda yaptig1 calismada uyarilmamis ve
retroviral indiiksiyon ile CB2 mRNA diizeyi uyarilan kemirici kokenli miyeloid
l6semi hiicreler kullanilmistir  (21). Bu c¢alismada AEA, 2-AG ve diger
kannabinoidler [dogal; 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
hiicrelerinin bu ajanlara dogru migrasyonu arastirilmistir. AEA (1 uM) ve 2-AG’nin
(300 nM and 1 uM) in vitro kosullarda transvel assay yontemi uygulandiginda
hematopoetik hiicreler i¢in kemoatraktan etkili oldugu saptanmistir. Ayni ¢alismada
saglikli dalak ve timus orneklerinde CB2 reseptoriiniin varligi saptanmistir. Buna
gore, B lenfositlerdeki CB2 reseptdriiniin asil islevinin bu hiicrelerde migrasyonunu

diizenlemek oldugu 6ne siirtilmiistiir (21).

Endokannabinoidlerin hematopoetik hiicre migrasyonu ve farklilagmasi
tizerindeki rolii Patinkin ve dig.’leri tarafindan da arastinnlmistir (24). Yapilan
caligmalarda egzojen olarak uygulanan 0.5 uM dozlarda AEA ve 2-AG’nin fare
Ki’nden elde edilen CFU-GEMM (colony-forming unit: granulocyte, erythrocyte,
macrophage, megakaryocyte) kolonilerini 2 katina ¢ikardigi belirlenmistir.
Proliferatif etkinin AEA icin 2-AG’ye gore daha belirgin oldugu bildirilmistir (24).
Ayrica aym ¢alismada 8-12 haftalik C3H/HelJ fare Ki MNH’lerinin migrasyonu 250
nM doz 2-AG ve AEA ile 4 saat igerisinde stimule edilmistir. CB1 ve CB2 reseptor
antagonistleri (sirastyla, SR141716 ve SR144528) ile yapilan ¢alismalarda 2-AG’nin
etkisinin CB1 aracili oldugu; AEA kaynakli migrasyonun ise reseptor aracili

olmadig1 saptanmistir (24).

Scutt ve Williamson’un 2007 yilinda yaptiklari ¢calismada kannabinoidlerin
Ki MKH migrasyonuna etkisi arastirilmistir (28). Sican KI kokenli CFU-F
kilturlerine 2-AG uygulandiginda doz bagimli olarak fibroblastik koloni ve
farklilagmis koloni olusumu ile koloni boyutunda artis oldugu goriilmiistiir. Spesifik
olmayan CB1 agonistleri (CP 55,940 ve WIN 55,212) ve CB2 agonistleri (BML190
ve JWHO015) CFU-F koloni sayisini arttirirken; spesifik CB1 agonistinin koloni
sayisina hichir etkisi olmadig1 belirlenmistir (28). Primer KI kiiltiirlerine 14 giin 1

uM dozda 2-AG uygulamasi ¢ogalmay1 ve kollagen sentezini arttirmistir. Fakat bu
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etki 2-AG’nin Ki stromal hiicrelerine uygulanmasi sonrasinda saptanamamistir.
Bundan dolay1 Ki’nde 2-AG’nin hedef hiicrelerinin stromal hiicreler degil; aksesuvar
hiicreler olabilicegi one siiriilmiistiir. Bu varsaymmi desteklemek iizere KI stromal
hiicrelerinde CB1 ve CB2 reseptorlerinin bulunmadigi; Ki’ndeki kiigiik bir hiicre

grubunda (side population) her iki reseptoriin var oldugu gosterilmistir (28).

Bagka bir ¢aligmada 16semi hastalarindan tani sirasinda veya piirin analogu
tedavisinden sonra alman Ki’ndeki B lenfositlerde CB1 ve CB2 reseptor
ekspresyonu immunohistokimyasal ve akim sitometrik yontemlerle arastirilmistir.
Neoplastik hiicrelerdeki CB1 ekspresyonunun CB2’ye gore daha diisiik oldugu
bildirilmistir (29). Tedaviye yanit veren hastalarda CB1 ekspresyonu azalirken CB2
ekspresyonunda degisiklik gézlenmemistir. Tedaviye yanit vermeyen hastalarda ise
reseptOrlerin miktar1 artmistir. Sonug olarak 16semi tedavisi i¢in endokannabinoid

sisteminin yeni bir hedef olabilecegi 6ne siirlilmiistiir (29).

Ayni grubun 2011 yilinda yayinlanan ¢alismasinda (23) endokannabinoid
sisteminin HKH trafigi ve mobilizasyonu iizerine etkisi arastirilmistir. CB2 ve
agonisti AM1241’in subletal 1sinlamaya maruz kalan farelerde hematopoetik
iyilesmeye katkis1 caligilmistir. Calismanin sonucunda subletal 1sinlanma sonrasi
CB2 knock out (Cnr2(-/-)) farede wild type (WT) fareye gore diisiik koloni olusumu
ve diisiik PK sayimi ile birlikte hematopoetik iyilesmenin azaldigi gézlenmistir.
Subletal 1sinlanma sonras1t WT fareye AM1241 uygulandiginda Ki iyilesmesi
hizlanmus; toplam K1 (yaklasik 2 kat) ve toplam lin"ckit* hiicre sayis1 (yaklasik 7 kat)
artmig, boylece HKH sagkalimi artmistir. Ek olarak AM1241 subletal i1sinlanma
almadan 12 gun once wild type (WT) fareye uygulandiginda, HKH apoptozu
azalmis; sagkalimi artmis, toplam KI ve toplam ckit® hiicre sayis1 artmistir. Sonug
olarak CB2 agonisti AM1241’in subletal i1smmlanma sonrasi HKH apoptozunu
engelleyerek, sagkalimini arttirarak ve hiicre dongiisiine giren HKH sayisini

arttirarak iyilesmeye katki sagladigi saptanmistir.

Baska bir ¢alismada HKH nakli oncesinde, nakil sirasinda ve nakilden 100
gun sonra AEA ve 2-AG’nin stres ve inflamasyon ile iligkisi periferik kanda
arastirtlmig; nakil oncesi ve sonrasinda stres ile IL-6 ve 2-AG’nin korele bir sekilde

artis gosterdigi saptanmistir. 2-AG’nin artis1 alicilardaki stres kosullarina
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baglanmistir (89). Kannabinoidlerin hematopoetik sistemdeki dagilimi ve bu ilgili

organlardaki etkileri ile ilgili galismalar Tablo 2.3’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. Kemik iligi ile ilgili kannabinoid ¢alismalar1

Kemik iligi ile ilgili 6zet kannabinoid ¢calismalar: Kaynak

Miyeloid, lenfoid, makrofaj, eritrosit ve mast hiicrelerini iceren 51 hiicre | (22)
hattinin 45’inde CB1 veya CB2 reseptorleri eksprese olmaktadir. AEA
fare K1 kiiltiirlerinde IL-3 ile uyarilmis koloni biiyiimesini arttirir.

2-AG, HKH’lerde kemoatraktan etkilidir. 2-AG, IL-3 veya G-CSF ile | (21)
birlikte sinerjistik etki gosterir.

AEA ve 2-AG fare kemik iligi kokenli CFU-GEMM kolonilerini uyarir; | (24)
HKH migrasyonunu arttirir.

Kemirici MKH’lerinde CB1 ve CB2 reseptorleri ¢cok disiik miktarda | (28)
saptanirken; HKH’ler her iki reseptorii bulundurur.

Losemi hastalarindan tani1 sirasinda veya piirin analogu tedavisinden | (29)
sonra Ki’ndeki B lenfositlerde CB1 ve CB2 ekspresyonu arastirilmistir.
Neoplastik htcrelerin ylzeyinde CB1 ekspresyonu CB2’ye gore daha
diisiiktiir. Tedaviye yanit veren hastalarda CBI1 ekspresyonu azalmis;
vermeyenlerde artmistir.

CB2 agonisti AM1241 farelerde subletal i1sinlanma sonrast HKH | (23)
apoptozunu engelleyerek, sagkalimini arttirarak ve hiicre dongiisiine
giren HKH sayisini arttirarak iyilesmeye katki saglamistir.

Sonug¢ olarak kannabinoid sistemine ait cesitli endojen ve egzojen
bilesenlerin, hematopoetik sistemin ¢esitli alanlarinda hiicrelerin  ¢ogalma,
farklilasma, gé¢ ve apoptozunu diizenleyerek, fizyopatolojik mekanizmalarda etkili
oldugu bilinmektedir (21-24, 28, 29). Endokannabinoidler ve reseptérlerinin, bazi
deney hayvanlarinda sitokin aracilit HKH migrasyonunda rol aldigi bildirilmistir (23,
24). Ancak bu medyatorlerin insan Ki’nde G-CSF ile iliskili olarak HKH
migrasyonuna etkisi ve bu etkinin sempatik sinir uyarimi ile olasi iliskisi

bilinmemektedir. Varsayimimza gore, endokannabinoidler Ki mikrogevresinde



19

MKH’ler Uzerinden B adrenerjik noral mekanizmalar ve G-CSF ile iliskili olarak
HKH migrasyonunu diizenleyebilir. Tez c¢aligmasi, bu varsayimi test etmek iizere

gerceklestirilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

Deney Tasarimi; Tez calismasi kapsaminda sayilari Hacettepe Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu iznine gore (Karar No: GO
13/170-17) kontrol ve deney gruplari sirasiyla G-CSF uygulanmamis (n=10) ve
uygulanmis (n=10) saglikli donérlere ait Ki ve PK plazmalar;; MNH ve MKH’leri
kullanilmistir. Calisma, Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde (PEDISTEM), merkeze ait alt yapi, laboratuvar ve teknik
donanim kullanilarak, Kok Hiicre Bilimleri Anabilim Dali Doktora Programi

kapsaminda gergeklestirilmistir.

Caligsma; disiplinlerarasi, rastgele secilmis (randomize), kontrol grubu iceren,
ileriye yonelik (prospektif) in vitro deneysel arastirma seklinde planlanmistir.
Bagimli degiskenler, gruplar; bagimsiz degiskenler, AEA, 2-AG, CB1 ve CB2
reseptér, PBl, B2 ve PB3-AR dizeyleri, hicrelerin migrasyonuna ait ol¢im

parametrelerdir.

Giris boliimiindeki arastirma sorularin1  yanitlamak {izere asagidaki is

paketleri gergeklestirilmistir.

3.1. 1Is Paketi 1 (iP1): Hematopoetik ve mezenkimal kok hiicrelerin

izolasyonu, Uretilmesi ve karakterizasyonu

Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
iznine gore (Karar No: GO 13/170-17) yaslar1 10 ve 30 arasinda degisen 3 giin siire
ile 10 pg/kg standart dozda G-CSF uygulanmis (n=10) ve uygulanmamis (n=10)
saglikli donérlere ait KI ve PK plazmalar1 ve KI MNH o6rnekleri kontrol ve deney
gruplarint olusturmustur. Dondrlerin yas ortalamalart gruplar arasinda anlamli fark
gostermemektedir (p=0,353; Tablo 3.1). Bu da deney ve kontrol gruplarinin yas

olarak birbiriyle benzer oldugunu gostermektedir.
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Tablo 3.1. Tez kapsaminda ¢alisilan donoérlere ait demografik veriler gérilmektedir.

G-CSF uygulanan ve uygulanmayan donér gruplari, yas ortalamasi agisindan

benzerdir (p=0,353).

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

Ortalama yas + 15,1+10,2 12,4+7,6
standart sapma

Cinsiyet 8/10 Kadin 5/10 Kadin

3.1.1. Hematopoetik kok hiicre izolasyonu

Donmus haldeki Ki MNH igeren cryovial, 37°C’lik su banyosuna konularak
hiicrelerin ¢6zlilmesi saglanmistir. Hiicrelerin agregat olusturma egiliminden dolay1
MNH ¢6zme protokolii uygulanmistir; ¢oziilen hiicreler dogrudan 15 ml’lik tup
igerisine aktarilmig ve {izerine 1 damla/dk olacak sekilde hazirlanan Dnaz iceren
¢ozme soliisyonundan eklenmistir. Ekleme sirasinda tiip vortekslenmis ve bu islemin
ardindan 10 ml ¢6zme soliisyonu damla damla hiicrelerin iizerine eklenmistir.
Hicreler 430 g’de santrifiij edilerek sayim islemi gerceklestirilmistir. Hiicre sayisi
tripan mavisi boyasi ve Biirker lami kullanilarak, 1:20 sulandirma yapilarak elde

edilmistir.

Belirlenen hiicre sayisina gore, hiicrelerden (i) B1-AR, f2-AR ve B3-AR ve
kannabinoid reseptorlerinin (CB1 ve CB2) akim sitometri ve (ii) gRT-PCR analizi
icin; (iii) CD34 bulunduran (CD34") hiicre izolasyonu amaciyla Magnetic-Activated
Cell Sorting (MACS) yontemi icin ve (iv) MKH Uretimi igin ekim
gerceklestirilmistir.

CD34" hiicre izolasyonu igin ayrilan hiicreler ile manyetik izolasyon
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1). Ureticinin protokoliine gére, MNH’ler MACS
tamponu icerisinde 6dnce FcR bloklama soliisyonu ve sonrasinda manyetik boncuk
tasiyan anti-CD34 antikor ile inklbe edilerek isaretlenmistir. Elde edilen hiicre

stispansiyonu MACS® MS kolonlarina aktarilarak manyetik isaretli CD34" elisyonu
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gerceklestirilmistir. Elde edilen CD34" hiicreler daha 6nce belirtilen yontem ile

saytlmistir (1:1 sulandirma).

insan Kemik iligi

Mononiikleer Hiicreleri Yikama
+Yikama Soliisyonu Sollisyonu
L \
I 1
- — =
Ty
o
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\ o
o -) - |—
+
v
o®
# ﬂ o
\] /
i
MNegatif Pozitif
Fraksiyon = Fraksiyon =
CD34 Negatif CD34 Pozitif
Hiicreler Hiicreler
4 Y.
I; Demir bagh CD34 antikorlari ile Il; Kolon manyetik alandan ayrildiktan
isaretlenen monontkleer hiicreler sonra kolonun yikama solusyonu ile
manyetik alandan gegirilir. CD34 yikanmasi sonrasi demir bagli CD34
pozitif hiicreler kolonda kalirken, antikorlan ile isaretlenen CD34 pozitif
negatif hiicreler yikama soliisyonu mononlkleer hiicreler toplama
ile kolondan toplama tiplnde tiplnde toplanir.
toplanir.

Sekil 3.1. MACS yontemi sematizasyonu. Manyetik izolasyon teknigi ile insan Ki
MNH’lerden CD34" ve CD34 hiicre fraksiyonlarinin elde edilme yontemi sematize

edilmistir.
3.1.2. Mezenkimal kok hicre kulturt ve karakterizasyonu
Mezenkimal kok hicre kaltura

MKH’ler MACS yéntemi ile KI MNH’lerinden elde edilen CD34" hiicrelerin
T75 doku kiiltiir kabina 20x10° hiicre olacak sekilde 10 ml biiyiime besiyeri
(DMEM-LG (Gibco, ABD), %10 fetal bovine serum (Gibco, ABD), %1 antibiyotik
(Penisilin-Streptomisin, Sigma-Aldrich, ABD) ile birlikte ekilmesi ve 37°C, %5
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CO2’li inkubatorde (Thermo Electron Corporation, Almanya) kultire edilmesi ile
elde edilmistir. CD34 hticrelerin kilture edilmesini takiben 24 saat iginde kulttr
kabinin yiizeyine yapigsmaya baslayan MKH’lerin gozlenmesi ile her 3 giinde 1 kez
klltiir kabinin i¢indeki besiyeri bosaltilarak taze besiyeri eklenmistir. Béylece kiiltiir
kabina yapigsmayan hematopoetik hiicreler elimine edilmekte ve sadece adeziv hiicre
ozelliginde olan MKH’ler ¢ogaltilmaktadir. iki hafta iginde adeziv hiicrelerin
cogalarak kiltiir kabint doldurmasi saglanmistir. %70 oranindaki fibroblast
goriinimiindeki hiicreler, PBS ile yikanmis ve 2 ml %0.25 tripsin-EDTA (Gibco,
ABD) uygulanarak adezyon gosterdikleri yiizeyden ve birbirlerinden kopmalari
saglanmigtir. 5 dakika inkiibatorde tutulan, kiiltir kabmnin ylizeyinden ve
birbirlerinden ayrilan hiicreler 8 ml besiyeri ile toplanarak hiicre siispansiyonu elde
edilmistir. Hiicreler, tripan mavisi ile 1:1 oraninda sulandirilarak sayilmistir. Hiicre
sayiminin sonucuna gore 1 T75 kiiltiir kabma 2x10° hiicre 10 ml blyime besiyeri ile
beraber aktarilmis ve 37°C, %5 CO: igeren inkiibatore yerlestirilmistir. Kalan
hicreler ise DMEM-LG, %20 fetal bovine serum ve %10 DMSO (Applichem,
Almanya) iceren dondurma besiyeri ile dondurularak -196°C’lik sivi azot tankinda

saklanmistir. Ayni1 islem hiicreler 3. Pasaja gelene kadar tekrarlanmaistir.
Mezenkimal kék hicrelerin karakterizasyonu
Tiim karakterizasyon calismalari pasaj 3’e getirilen MKH’ler ile yapilmistir.

Morfolojik analiz; MKH’lerin karakterizasyonunda ilk adim hicrelerin
plastik yiizeye yapisabilmeleri ve igsi-poligonal morfoloji gostermeleridir. Bu

ozellikler inverte 151k mikroskobu altinda degerlendirilmistir.
Farkhlasma analizi;

Adipojenik farklilastirma; Uglncil pasajda olan hiicreler 6 kuyucuklu kiilttr
kaplarina 4x10%kuyu olacak sekilde ekilerek ¢ogaltilmaya baslanmistir. Haftada 2
kez besiyeri degistirilerek hiicrelerin %100 yogunluga ulagmasi saglanmistir.
Ardindan tiim kuyucuklar 1 ml PBS ile yikanmis ve adipojenik farklilagmasi istenen
hicreleri igceren kuyucuklara 2 ml adipojenik farklilasma besiyeri [DMEM-LG, %10
serum, 1 uM deksametazon (Sigma, ABD), 60 uM indometazin (Sigma, ABD), 500
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uM izobutilmetilksantin (IBMX, Sigma, ABD) ve 5 pg/ml insiilin (Sigma, ABD)]

eklenmistir. Kontrol kuyucuklarina ise biiyiime besiyeri eklenmistir.

Uc hafta sonunda tim kuyucuklardan besiyerleri toplanmis ve PBS ile
yikama yapilmistir. Yikamanin ardindan yag hiicresine farklilagmasi beklenen
hiicreler 1 ml %10 formaldehit (Sigma, ABD) ile 20 dakika fikse edilmistir.
Fiksasyonun ardindan kuyucuklara 1 ml Oil Red O (ORO) boyasi (Sigma, ABD)
eklenerek 10 dakika beklenmis ve ardindan distile su ile 2 kere yikama yapilmistir.
Dijital gorlintileme sistemi (Olympus, Japonya) ile 151tk mikroskobunda
fotograflandiktan sonra semi-kantitatif sonu¢ almak Uzere, kuyucuklara deterjan
ozelliginde olan %2 igepal/izopropanol (v/v) (Sigma-Aldrich, ABD; DOP Organik
Kimya Sanayi, Tiirkiye) eklenerek boyanin hiicrelerden ekstraksiyonu saglanmistir.
Igepal eklenmesinden 1 saat sonra kuyucuklar icerisinden toplanan igepal-boya
karisimi; yag hiicresine farklilasan hiicre miktarinin belirlenmesi amaci ile 96
kuyucuklu kiltiir kaplarina 100 pl olacak sekilde boliistiirtilmiistiir. Kontrol olarak
ise ORO boyasi kullanarak hazirlanan standartlar kullanilmistir. Kuyucuklar igindeki
karisim ELISA okuyucusunda (Tecan, Avustralya) 492 nm dalga boyunda okutulmus

ve standartlar ile oranlanan veriler grafige gecirilmistir.

Osteojenik Farklilastirma, Tripsinize edilmis olan pasaj 3 MKH’ler 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarma toplam 2x10° hiicre olacak sekilde ekilerek ¢ogaltilmis ve
haftada 2 kez besiyeri degistirilerek hiicrelerin %80 yogunluga ulagmasi
saglanmistir. Ardindan tiim kuyucuklar 1’er ml PBS ile yikanmis ve kemik hiicresine
farklilasmas1 istenen hiicreleri iceren kuyucuklara 2 ml osteojenik farklilasma
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)]
eklenmistir. Kontrol kuyucuklarina biiyiime besiyeri eklenmistir. 3 hafta sonunda

tUm kuyucuklardan besiyerleri toplanmis ve 1 ml PBS ile yikama yapilmustir.

Farklilagsma analizi i¢in %10 formaldehit ile 20 dakika fikse edilen hiicrelerin
uzerine 1 ml Alizarin Red S (ARS) boyas1 (pH= 4.2, Sigma, ABD) eklenerek 10
dakika bekletilmislerdir. Ardindan boya toplanarak kuyucuklar 1 ml distile su ile

yikanmis ve dijital goriintiileme sistemi ile kuyucuklarin fotograflart ¢ekilmistir.



25

Kantitatif sonu¢ almak icin Quantichrom Calcium Assay Kiti (Bioassay
Systems, ABD) kullanilmistir. Bu amagla tiim kuyucuklar 1ml PBS ile yikanarak 500
pl %0.6 M HCI (Carlo Erba Reagent, Fransa) eklenmistir. 5 saat sonunda Hcl
toplanarak tiiplere aktarilmis ve kalsiyum miktarinin belirlenmesi amaciyla 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina 5 pl olacak sekilde bolistiiriilmiis ve iizerlerine 95 pl
sollisyon A ve B’den (1:1) eklenmistir. Kontrol olarak kit i¢cinde bulunan kalsiyum
standartlar1 kullanilmistir. Kuyucuklar ELISA okuyucusunda 620 nm dalga boyunda

okutulmus ve ¢ikan sonuclar grafige gecirilmistir.

Hucre Yuzey Belirteclerinin Analizi; Hdcrelerin yuzey belirteclerinin
analizi i¢in pasaj 3 MKH’ler kullanilmistir. T75 doku kiiltiir kabinda iiretilen
hiicreler PBS ile yikanmis ve ardindan 5 ml tripsin-EDTA eklenerek 37°C’de 5
dakika bekletilmis ve bdylece hiicrelerin yiizeyden ve birbirlerinden ayrilmalar
saglanmistir. Inkiibasyon bitiminde tripsinin etkisini durdurmak amaciyla kiiltiir
kabina serum igeren biiylime besiyeri eklenmis ve hiicreler tiipte toplanmistir. Tripan
mavisi boyas1 kullanilarak sayimi yapilan hiicreler FACS tiiplerine, tiip basma 2x10°
hiicre olacak sekilde 2 ml PBS kullanilarak boliistiirilmiistiir. 1500 rpm’de 5 dakika
santrifiij yapilan tiiplerdeki pellet homojenize edilmistir. Homojenize edilen hiicre
pelleti Gzerine 100 pl ‘PBS-BSA-Na Azide’ (PBN) ile birlikte her birinden 5 pl
olacak sekilde Tablo 3.2’de yer alan antikorlardan eklenmistir. Tiipler +4°C’de ve
karanlikta 30 dakika inkiibe edilmis; inkiibasyon bitiminde 2 kez PBN ile yikama
yapilan tiiplere 200 ul PBN eklenerek FACS ARIA (Beckon Dickinson Biosciences,
ABD) cihazi ile okutulmaya gec¢ilmistir.

Tablo 3.2. Mezenkimal kok hiicre karakterizasyonunda kullanilan yiizey

antijenlerine ait akim sitometri antikorlar1 listelenmistir.

Antikor Florokrom |Marka, Ulke Katalog
numarasi
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, 1gG2 |APC BD Biosciences, ABD (347403

Isaretlenmis hiicrelerin yiizey belirteclerinin analizi toplam 10,000 olgu
(event) okutularak FACS Aria cihazi ile yapilmistir. Analiz i¢in BD FACSDiva

Software v6.1.2 yazilimi (Beckon Dickinson Biosciences, ABD) kullanilmustir.

3.2. 1y paketi 2 (iP2): Endokannabinoid (AEA, 2-AG) diizeylerinin
LC/EPI/MS-MS yontemi ile 6lgimu

Bu is paketinde Ki ve PK plazmasma ve MKH siipernatantina salinan
endokannabinoidlerin miktarlari LC-ESI-MS/MS yontemi ile ol¢iilmiistiir. Kat1 faz
tilketme fazina hazirlik amac ile belirlenen KI ve PK plazmalar1 (250 pl) ve MKH
slpernatantlar1 (7 ml) arsivden (-80°C) ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziilmeleri
saglanmistir. Orneklerin {izerine aym hacimde distile su eklenerek kati faz tiiketme

protokoliine uygun hale getirilmistir.

Kat1 faz tiiketme islemi; Bu c¢alismada polimerik (Strata X, 30 mg/ml)
kolonlar kullanilmistir. Tiikketme 6ncesinde kolon sirasiyla 2 kez 1 ml MeOH (%2100)
ve 2kez 1 ml su ile sartlandirilmistir. Kat1 faz tiiketme i¢in hazirlanan 6rneklerin
kolona yiiklenmesinden sonra, sirastyla 2 kez 1 ml su ve 2 kez 750 ul MeOH igeren
su (55:45, h:h) ile yikanmistir. Ardindan vakum 2 dakika c¢alistirilarak kolonun
kurumasi saglanmistir. Kolondan 2 kez 1 ml MeOH (%100) ile yikanarak 6rneklerin
kolondan eliisyonu gerceklestirilmistir. Eliiat vakumlu santrifiijde 4 saat tutulmus ve
metanoliin uzaklasmas1 saglanmistir. Orneklerin {izerine 100 ul asetonitril eklenerek

kat1 faz tiiketme faz1 tamamlanmistir.

Kromatografik kosullar: Hareketli faz, dortli gradient pompa ile %0.1
formik asit ve asetonitril analiz sirasinda karistirtlarak olusturulmustur. Hareketli

fazin bilesenlerinin her biri 0.45 pum filtreden stizuldikten sonra ultrasonik banyoda
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15 dak tutularak gazi uzaklastirilmistir. Akis hiz1 0.2 ml/dak, enjeksiyon hacmi 5 pl
ve kolon sicakligi 40°C’dir. Analizler Phenomenex C18 model (4 mm x 3.0 mm)
kolonda gerceklestirilmistir. LC-ESI-MS/MS sistemi ile giinlik c¢aligmanin
baslangicinda 20 dakika (akis hizi: 0.2 ml/dak) deiyonize su gegirilmistir.

Dogrusallik; Kalibrasyon egrileri su materyaline 6 ayri derisimde (0.005,
0.01, 0.05, 0.1, 0.5 ve 1 ppm) standart ¢Ozelti eklenerek her AEA ve 2-AG igin
olusturulmustur. Kalibrasyon egrisi her bir AEG ve 2-AG pik alanmin degerin
derisimine karsi grafige gecirilmesiyle olusturulmustur (Sekil 3.2). Yontemlerin
dogrusalligi; kalibrasyon egrilerinin istatistiksel olarak (ANOVA testi)
degerlendirilmesi ile kontrol edilmistir. ANOVA testi ile korelasyon katsayisinin
Oonemi ve regresyon katsayilariin sifirdan farkli olup olmadigir degerlendirilmistir.
Ayrica olmasi1 gereken derisimlere karsi, kalibrasyon verileri kullanilarak bulunan
derisimlerin grafige gecirilerek bir dogru elde edilip edilmemesi ile de yontemin

dogrusallig1 degerlendirilmistir.
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Sekil 3.2. AEA ve 2-AG’ye ait kalibrasyon egrileri gosterilmistir.

Geri kazamim cahsmalari; AEA ve 2-AG i¢in mutlak geri kazanim
caligmalar1 yapilmistir. Mutlak geri kazanimda suya eklenmis AEA ve 2-AG

analizinden elde edilen verilerin, herhangi bir tiikketme islemine maruz birakmadan
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elde edilen verilerin karsilastirilmasi ile degerlendirilmis ve ortalama geri kazanim

hesaplanmustir.

3.3. s Paketi 2 (iP2): Hematopoetik ve mezenkimal kok hiicrelerde B-AR ve

CB1, CB2 reseptorlerinin akim sitometri ve gRT-PCR yOntemi ile analizi

I[P 1°de yapilan c¢alisma kapsaminda arsiv hiicrelerinden elde edilen

MNH’lerin bir kismi IP2 i¢in kullanilmistir.

3.3.1. Hematopoetik ve mezenkimal kok htcrelerde B-AR ve CB1, CB2

reseptorlerinin akim sitometri yontemi ile analizi

Kannabinoid reseptorleri hiicre yizeyinde ve igerisinde yer alan tim
membranlarda bulunabildigi ic¢in, akim sitometri yonteminde bu antikorlarin
kullanildig1 hiicre popiilasyonu permeabilize edilmistir. Permeabilizasyon protokolii

gerektiren antikorlar, markalar1 ve katalog numaralar1 Tablo 3.3 de belirtilmistir.

Tablo 3.3. B-AR ve CB1, CB2 reseptorlerinin akim sitometri ile isaretlenmesinde
kullanilan antikorlar listelenmistir. (*) Endokannabinoid reseptorleri hiicre icinde

bulunduklart i¢in bu antijenlerin analizi i¢in permeabilizasyon yontemi

uygulanmustir.

Antikor Florokrom | Marka, Ulke

Tavsan anti insan B1-AR poliklonal IgG | FITC Bioss, ABD

Fare anti insan $2-AR 1gG1 PE Santa Cruz, ABD
Kegi anti insan B3-AR poliklonal 1gG - Santa Cruz, ABD
Tavsan anti kegi IgG (sekonder antikor), | FITC Abcam, Ingiltere
Tavsan anti insan CB1 poliklonal I1gG (*) | PE Abcam, Ingiltere
Tavsan anti insan CB2 poliklonal IgG (*) | FITC Cayman, ABD

Fare anti insan CD34 1gG1 PE-Cy7 BD Biosciences, ABD
Fare anti insan CD38 1gG1 APC BD Biosciences, ABD




29

IP 1°de elde edilen MNH’ler ve pasaj 2 MKH’ler FACS tiiplerine, siras ile
tiip basina 1x10° ve 2x10° hiicre olacak sekilde 1 ml PBS kullanilarak
boliistiiriilmiistiir. Permeabilizasyon gerektiren antikorlar1 igeren tiiplerle yapilan
deneylerde; negatif kontrol tiiplerinde yiiksek oranda yalanci pozitiflik goriilmesi
uzerine protokol modifiye edilmistir. Buna gore hiicre pelletleri oncelikle 500 pl
perm2 (558052, BD Phosflow™, Becton Dickinson, ABD) soliisyonu ile 8 dakika
oda 1s1sinda inkiibe edilerek permeabilize edilmeleri saglanmistir. PBS ile yikama
amaci ile yapilan 430 g’de 5 dakika santrifiij sonrasi, zemin boyamasinin
(background) azaltilmasi1 amaci ile PBS icerisinde %2 insan AB serumu iceren
soliisyon ile 15 dakika oda 1sisinda inkiibasyon saglanmistir. Inkiibasyon sonrasi
protokol permeabilizasyon gerekmeyen antikorlarin protokolii ile devam etmistir.
Protokolde yapilan bu modifikasyon ile permeabilize edilen hiicrelerde spesifik

olmayan isaretlenmenin 6nemli 6l¢iide diistiigli gozlenmistir.

Homojenize edilen hiicre pelleti Uzerine 100 pl PBS ile Tablo 3.3.’de
belirtilen antikorlardan 5 ul eklenmistir. Tipler +4°C’de ve karanlikta 15 dakika
inkiibe edilmis; inkiibasyon bitiminde 2 kez PBS ile yikama yapilan tiiplere 200 pl
PBS eklenerek akim sitometri cihazi (FACS ARIA, Beckton Dickinson, ABD) ile
okutulmustur (10,000 olgu). Analiz i¢in cihaza ait yazilim (BD FACS Diva Software
v6.1.2 yazilimi, ABD) kullanilmistir.

3-AR antijeni indirekt immiinofluoresan teknigi ile ise yukaridaki paragrafta
anlatildig1 gibi primer antikor ile inkiibasyon sonrasi, siispanse haldeki hiicrelere
sekonder antikordan 5 pl eklenerek ve tiipler +4°C’de ve karanlikta 15 dakika inkiibe
edildikten sonra degerlendirildi. Inkiibasyon bitiminde 2 kez PBS ile ytkama yapilan
tiiplere 200 pl PBS eklenerek akim sitometri cihazinda (FACS Aria, BD, ABD) ile
okutulmustur (10,000 olgu). Analiz i¢in cihaza ait yazilim (BD FACSDiva Software
v6.1.2, ABD) kullanilmistir.

3.3.2. Hematopoetik ve mezenkimal kok htcrelerde B-AR ve CB1, CB2

reseptorlerinin gRT-PCR yontemi ile analizi

RNA izolasyonu igin, [P 1°de yapilan calisma kapsaminda arsiv

hiicrelerinden elde edilen MNH’ler kullanilmistir. Bu IP kapsaminda MNH qRT-
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PCR yontemi ile B-AR ve CB1, CB2 reseptor analizi icin RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir.

Pellet halindeki hucrelerin Gzerine 1ml lizis tamponu (QlAzol lysis buffer,
Qiagen) eklenerek hicrelerin parcalanmasi saglanmistir. Ardindan hiicreler 1,5
ml’lik santriftj tlplerine toplanarak -80°C derin dondurucuda depolanmistir. RNA
izolasyonu igin ticari olarak satin alinan kite (RNA easy mini kit, Qiagen, ABD,
katalog no:74104) ait protokol izlenmistir. Olas1 gDNA kontaminasyonunu onlemek
icin RNA 0rnekleri Rnase-free Dnase Digestion (Qiagen ABD) ile muamele
edilmistir. Elde edilen RNA Orneklerinin kantitatif kontrolii A260/280 ve A260/230
oranlarinin spektrometre cihazt (NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific,

ABD) kullanilarak 6l¢iilmesi ile belirlenmistir.

RNA o6rnekleri olgimden sonra gRT-PCR c¢alismasina kadar -80°C’de
saklanmistir. Komplemanter DNA (cDNA) 200 ng RNA oOrneginden ticari kit
(ProtoScript® First Strand Cdna Synthesis Kit; New England BiolLabs Inc. ABD)
kullanilarak sentezlenmistir. QRT-PCR, PowerUp™ SYBR® Green Master Mix
(#A25741, Thermo, USA) ile ViiIA™ 7 Real-Time PCR System (Thermo, USA)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Secilen genlerin (ADRB1, ADRB2, ADRB3, CNR1
ve CNR2) goreceli mRNA ekspresyon analizi delta delta Ct (AACt) metodu ile
ViiA™ 7 Software (v1.2.4) kullanilarak hesaplanmigtir. TUm hedef genler (ADRB1,
ADRB2, ADRB3, CNR1 ve CNR2), house keeping gen olan ACTB genine gore (beta
aktin) normalize edilmistir. G-CSF uygulanmis donérlere ait Ki MNH ve MKH’leri,
G-CSF uygulanmamis donérlere ait KI MNH ve MKH’leri ile karsilastirilmistir.

3.4. 1s paketi 4 (IP4): Hematopetik kok hiicrelerin endokannabinoidlere

migrasyonun incelenmesi

Bu is paketinde hematopoetik hiicre kaynagi olarak 6 adet saglikli dondrden
aferez yontemi ile toplanan PKKH’lar kullanilmistir. Kullanilan hiicrelerin CD34,
CD38 ve CD34/CD38 ikili isaretlenme yiizdeleri; 1, B2, B3-AR ve CB1 ve CB2
reseptorleri ile isaretlenme yiizdeleri akim sitometri yontemi ile belirlenmistir. Akim

sitometri analizi IP 1°de ayrmtili olarak agiklanmustir.
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Aferez iiriinleri IP 1°de anlatilan ydntem ile ¢oziilmiistiir. Deneyler 3 kuyucuk
tekrarli olarak 6 farkli dondrle gerceklestirilmistir. Kullanilan maddelerin
konsantrasyonlar1 ve ticari bilgileri Tablo 3.4’de, deney diizenegi Sekil 3.3’de

gosterilmistir.

Tablo 3.4. Hematopoetik kok hicrelerin  endokannabinoidlere migrasyonun
incelendigi deney sisteminde kullanilan maddeler. Kullanilan etken maddelerin

adlari, kisa tanimlari, deneylerde kullanilan dozlar1 ve markalar listelenmistir.

Etken Aciklama Doz Marka, Ulke
Madde
SDF-1 Kemotaktik sitokin 200 ng/ml American Research
Products, ABD
AMD3100 | CXCR4 antagonisti 25 pg/mi Sigma, Almanya
Norepinefrin | Adrenerjik norotransmitter | 1 pug/ml Sigma, Almanya
SR59230A | B-AR antagonisti 2,5 uM Sigma, Almanya
AEA CB1 reseptori ful agonisti | AEAL; 30 nM Sigma, Almanya
AEA2; 1 pM
AEA3; 50 uM
2-AG CB2 reseptori ful agonisti | AG1; 30 nM Sigma, Almanya
AG2; 1 uM
AG3; 50 uM
AM281 Selektif CB1 reseptoril 10 uM Tocris, Ingiltere
antagonisti
AM630 Selektif CB2 reseptoril 10 uM Tocris, Ingiltere
antagonisti
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Transwell Migrasyon Assay Ko-kiiltiir Sistemi
HKH HKH HKH HKH
\ MKH
SDF-1 + AMD3100 AEA 2-AG AMD3100
+ + SR59230A
Norepinefrin + SR59230A AM281, AME30 AM281, AM630 AM281

AMB630
+

LPs

Sekil 3.3. Endokannabinoidler ve reseptdr antagonistleri varliginda
gerceklestirilen HKH migrasyon deneyi protokolii sematize edilmistir. ilk deney
sisteminde PKKH’lerin SDF-1 ile reseptori CXCRA4’in antagonisti AMD3100,
norepinefrin ile B-AR antagonisti SR59230A’ya migrasyonu; ikinci deney
sisteminde PKKH’lerin AEA velveya CB antagonistlerine migrasyonu; Gcunci
deney sisteminde PKKH’lerin 2-AG ve onunla birlikte CB antagonistlerine
migrasyonu; dordinci deney sisteminde HKH’lerin MKH’lere gocunun inhibitor ve

antagonistler ile inhibisyonu arastirilmistir.

Transvel kaplar1 deneyden bir gece 6nce PBS ile islatilmistir. Deney giinii
kaplarin alt kisimlarima Tablo 3.4’de belirtilen besiyerleri 600 ul olacak sekilde
eklenmis ve PKKH’leri 100 ul DMEM-HG ile birlikte transvelin iist kismina
eklenmistir. Dort saatlik migrasyon deneyinin ardindan kuyularin alt kisimlarina gog

eden HKH’ler toplanarak; Turk’s boyast ile 1:1 sulandirma yapilarak sayilmistir.

3.5. Is Paketi 5 (IP5): Hematopoetik kok hiicrelerin antagonistler varh@inda

mezenkimal kok hiicrelere dogru migrasyonunun incelenmesi

Bu is paketinde 6 adet saglikli donorden aferez yontemi ile toplanan
PKKH’ler ve G-CSF almamis bir donére ait MKH’ler kullanilmistir. MKH’ler IP
1’de anlatildig1 gibi ¢ogaltilmis ve tripsin enzimi kullanilarak yapistiklar1 ortamdan
kaldirilmislardir. Kuyu basma 5x10* olacak sekilde transvellerin alt kisimlarina
ekilmiglerdir. Ekimi takiben 24 saat sonra G-CSF (10 ng/ml) 3 gun boyunca DMEM
icinde uygulanmistir. Migrasyon deneyinden 4 saat dnce ise belirlenen gruplara 200

ng/ml konsantrasyonda LPS (L5668, Sigma-Aldrich, Almanya) (90) uygulanmustir.
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4. saatin sonunda Sekil 3.3’de belirtilen maddeler Tablo 3.4’de belirtilen dozlarda
MKH’lerin bulunduklar1 kuyulara eklenmistir. PKKH’leri 100 ul DMEM ile birlikte

transvel kabinin iizerine eklenerek migrasyon deneyi baglatilmistir.
Is Paketi 6 (IP6): istatistiksel analiz

Verilerin analizinde IBM SPSS Statistics versiyon 21 paket programi
kullanilmistir. Sayisal veriler, ortalama ve standart sapma degerleri ile 6zetlenmistir.
Verilerin normal dagilip dagilmadig1 Shapiro-Wilk testi ile test edilmistir. Parametrik
varsayimlar saglanmadiginda, sayisal bir degisken bakimindan bagimsiz ikiden ¢ok
grubun karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi, bagimsiz iki grup karsilastirmasinda
ise Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Bagimli gruplarda, ikiden ¢ok grubun
karsilastirilmasinda Friedman testi, iki grup karsilastirmasinda ise Wilcoxon testi
kullanilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Kantitatif

deneyler 3 paralelli ve 2 veya 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hematopoetik ve mezenkimal kok hicrelerin izolasyonu, Uretilmesi ve

karakterizasyonu
4.1.1. Hematopoetik hticre izolasyonu,

Arsivde yer alan KI MNH’ler, basarihi bir sekilde ¢oziilmiis, sayilmis ve
gerekli is paketlerinde kullanilmistir. MACS yontemi ile CD34* hicreler izole

edilebilmistir.
4.1.2.Mezenkimal kok hiicre izolasyonu, ¢cogaltilmasi ve karakterizasyonu

Ekimi gerceklestirilen tiim donorlere ait CD34 hicrelerden MKH’ler

iretilmis ve gerekli is paketlerinde kullanilmistir.

Morfolojik analiz; Hiicrelerin beklendigi iizere plastik kiiltiir kaplarina
yapigabildikleri ve igsi morfolojiye sahip olduklart goriilmektedir. Uretilen
MKH’lere ait 6rnek mikrograflar Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. Ornek olarak verilen 5 dondre ait pasaj 1 MKH Kkiiltiirlerinin inverte 151k

mikrograflaridir; x10.
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Farkhlasma analizi;

Adipojenik farklilastirma; Incelenen tiim donérlere ait MKH’lerin yag hiicre
farklilastirma analizi tamamlanmistir.  Yirmibir giin  boyunca adipojenik
farklilagtirma besiyeri uygulanan pasaj 3 MKH’lerde, Oil Red O (ORO) ile yag
damlaciklarinin olustugu goézlenmistir (Sekil 4.2). Yapilan semikantitatif analiz
sonucu hcrelerin icerdikleri ORO boya miktarlart saptanmistir (Tablo 4.1).
Adipojenik olarak farklandirilan hiicrelerin igerdigi ORO boya miktarinin, kontrol
hlcrelerine oranla fazla oldugu goériilmektedir. Boylece izole edilen ve gogaltilan
hiicrelerin basarili bir sekilde yag hiicrelerine farkllilagabildigi belirlenmistir. G-CSF
uygulanan ve uygulanmayan donoérlere ait MKH’lerdeki adipojenik farklilagsmanin,

benzer oldugu saptanmustir.

Osteojenik Farklilastirma; incelenen tiim dondrlere ait MKH’lerin morfolojik
olarak kemik hiicre farklailagtirma analizi ger¢eklestirilmistir. Yirmi bir giin boyunca
kemik hiicrelerine farklilagma besiyeri uygulanan pasaj 3 MKH’lerin, Alizarin
Kirmizis1 S boyamasi sonrasi inverte 1sitk mikroskobu ile morfolojik analizi
gergeklestirilmistir. Hiicrelerde kalsiyum kristallerinin biriktigi gozlenmistir (Sekil
4.2). Yapilan kantitatif analiz sonucu hiicrelerin kalsiyum miktarlar1 saptanmus,
(Tablo 4.1) ve istatistiksel olarak osteojenik olarak farklilastirilan hiicrelerin icerdigi
kalsiyum miktarinin kontrol hiicrelerine oranla anlamli bigimde yiiksek oldugu
saptanmistir (p=0,002). Buna gore izole edilen ve ¢ogaltilan hiicrelerin basarili bir
sekilde kemik hiicrelerine farklilastigi belirlenmistir. G-CSF uygulanan ve
uygulanmayan dondrlere ait MKH’lerdeki osteojenik farklilagmanin, benzer oldugu

saptanmistir (p>0.05).
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Sekil 4.2. Mezenkimal kok hiicrelerde adipojenik ve osteojenik farklilasmaya ait
mikrograflardir. (A) Donér MKH’leri 21 giin boyunca adipojenik farklilasma
besiyeri ile indiiklendikten sonra ORO ile boyanan hiicrelerde nétral lipid olusumu
gozlendi. (B) Osteojenik farklilagsma besiyeri ile indiiklendiginde ARS ile boyanan
hicrelerde kalsiyum depozitleri gozlendi. (C) Kontrol MKH’lerin ORO ile

boyanmadig1 gozlendi.

Tablo 4.1. G-CSF uygulanan ve uygulanmayan dondrlere ait hiicrelerin osteojenik
farklilagma sonrasi ve kontrol hiicrelerinin ortalama kalsiyum igerikleri ile adipojenik

farklilasma sonrast ve kontrol hiicrelerin ortalama ORO boya miktarlari

gosterilmistir.
G-CSF uygulanmayan grup | G-CSF uygulanan grup
(n=10) (n=10)

Ca (mg/dl) 15,79 +5,1 16,97 + 3,7

ORO (mg/ml) 1,89+1,3 197+15

Hucre Yulzey Belirteclerinin Analizi; Tablo 3.2’de yer alan antikorlar
kullanilarak izole edilen ve ¢ogaltilan pasaj 2 MKH’lerin yiizey antijenik 6zellikleri
belirlenmistir. G-CSF uygulanmis (n=10) ve uygulanmamis (n=10) donorlere ait
akim sitometri ¢alismasinin isaretlenen ortalama hiicre yiizdesi olarak sonuglart Sekil
4.3’de verilmistir. Buna gore Ki’nden izole edilen hiicrelerin CD90, CD44, CD73,
CD29 yiizey molekiillerini eksprese ettigi; CD34, CD45 ve HLA-DR’i kapsayan

diger yiizey molekiillerini eksprese etmedigi/diislik eksprese ettigi saptanmaistir.
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Sekil 4.3. G-CSF uygulanmis ve uygulanmamis MKH’lerin akim sitometri teknigiyle
belirlenen yiizey belirtecleri ile yiizde isaretlenme oranlarina ait ¢ubuk grafiktir.

Gruplar arasinda isaretlenme agisindan anlamli fark bulunmamaktadir.

Boylece analiz edilen hucrelerin yizey molekil 6zelliklerinink MKH  karakterini
yansittigr belirlenmistir. G-CSF uygulanmis ve uygulanmamis gruplardaki MKH
yuzey belirte¢ (CD34, CD45, HLA-DR, CD73, CD44, CD90, CD29) ekspresyonu

benzer olarak saptanmistir (p=>0.05).

4.2 .Endokannabinoid (AEA ve 2-AG) duzeylerinin LC-ESI-MS/MS yontemi ile

olcumu

Bu is paketi i¢in IP1°de kullanilan donérlere ait, arsivde saklanan (-80°C) G-CSF
uygulanmis (n=10) ve uygulanmamis (n=10) toplam 20 donérden Ki ve 20 dondrden
PK plazmas1 6rnegi ve pasaj 1 MKH slpernatant: (n=10) kullanilmistir. Kullanilan
standart Orneklerde AEA ve 2-AG miktarlar1 belirlenebildiginden kullanilan
yontemin dogrulugu onaylanmistir. Donér 6rneklerinde 2-AG ve AEA mililitrede
nanogram (nmol/L) seviyesinde saptanabilmistir. G-CSF uygulanmis ve
uygulanmamis donérlerin Ki ve PK plazmalaria ve MKH superntantina ait 2-AG ve
AEA sonuglarina ait tanimsal veriler Tablo 4.2.’de verilmistir. Buna gore G-CSF

uygulanan ve uygulanmayan gruplara ait 6rneklerde benzer miktarda 2-AG ve AEA
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saptanmistir. G-CSF alan grupta PK plazma 2-AG seviyesi anlamli olarak Ki
plazmasindan daha yiiksek olarak saptanmistir (p=0,011). 2-AG seviyesi her iki
grupta da AEA seviyesinden yliksektir, ancak bu veri istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0,05). G-CSF uygulanan ve uygulanmayan gruplara ait MKH
supernatantlar1 benzer seviyelerde 2-AG ve AEA bulundurmaktadir. Literatiir ile
karsilastirabilmek amaciyla Tablo 4.2°de verilen sayisal data ng/ml birimi ile EK-

1’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. G-CSF uygulanmis ve uygulanmamis donérlerin Ki, PK plazmalarina ve
MKH supernatantlarina ait AEA ve 2-AG miktarlar1 (nmol/L) tabloda verilmistir. (*)
p=0,011

G-CSF Uygulanmamis Grup G-CSF Uygulanmis Grup

AEA (nmol/L) | 2-AG (nmol/L) | AEA (nmol/L) | 2-AG (nmol/L)
PK Plazma | 80,99 131,08 62,09 1655,23

(20,1-188,93) (42,58-1631,76) | (58,12-178,21) | (325,41-1816,14)*
Ki Plazma 77,76 70,38 17,42 30,7

(7,69-286,42) (9,27-402,84) (5,1-534,3) (5,94-400,99)
MKH 5,62 2,24 3,92 1,45
Slpernatant1 | (1,07-10,63) (0,77-6,13) (1,44-8,67) (0,63-12,88)

4.3.Hematopoetik ve mezenkimal

reseptorlerinin akim sitometri ve gRT-PCR yontemi ile analizi

kok hucrelerde B-AR ve CBl, CB2

G-CSF uygulanan ve uygulanmayan insan Ki HKH ve MKH’lerinde klasik
kannabinoid (CB1, CB2) ve B-AR (B1-AR, B2-AR, B3-AR) ekspresyon dizeyleri

akim sitometri ve JRT-PCR yontemi ile belirlenmistir.

4.3.1.Hematopoetik ve mezenkimal kok hicrelerde B-AR ve CB1, CB2

reseptorlerinin akim sitometri ile analizi

Proje kapsaminda G-CSF uygulanmis (n=10) ve uygulanmamis (n=10)

toplam 20 adet dondre ait MNH, CD34" hiicreler ve MKH’ler B-AR (B1, B2-, B3-
AR) ve kannabinoid reseptorleri (CB1, CB2) i¢in analiz edilmistir. MNH, CD34"

hicreler ve  MKH’lerdeki B-AR ve kannabinoid reseptor ekspresyon yizdeleri
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acisindan karsilastirildiginda, B1-AR dagilimi haricinde diger tiim reseptorlerde
gruplar icerisinde anlamli farklilik oldugu saptanmigtir. Sekil 4.4’de G-CSF
uygulanmig ve uygulanmamis dondorlere ait MNH, CD34" hiicre ve MKH’lerin akim
sitometrideki yiizde isaretlenme oranlar grafik olarak; yiizde sayisal verileri EK-1"de

verilmektedir.

Her iki gruba ait MNH’lerdeki B1-AR isaretlenme orani sirasiyla G-CSF
uygulanan grupta %13,9+11,7 ve uygulanmayan grupta %12,0+9,7 olarak saptandi.
Her iki gruba ait MKH’ler B1-AR’ler ile olduk¢a diisiik oranlarda isaretlenmistir
(sirasiyla G-CSF uygulanan grupta %3,7+0,9 ve G-CSF uygulanmayan grupta
%3,1+2,8). Her iki gruba ait CD34" hiicrelerdeki B1-AR (G-CSF uygulanan grupta
%40,2+28,4 G-CSF uygulanmayan grupta %38,4+26,8), diger iki hiicre grubuna
gore daha fazlaydi. Bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05) (Sekil 4.4;
EK-1B).

Deney ve kontrol grubuna ait MNH (G-CSF uygulanan grupta %13,3+£14,5;
G-CSF uygulanmayan grupta %210,7+19,3) ve CD34" hicrelerdeki (G-CSF
uygulanan grupta %24,7£18,8, G-CSF uygulanmayan grupta %14,9+13,7) B2-AR
isaretlenme orani birbiriyle benzerlik gostermistir. Her iki gruba ait MKH’ler, f1-AR
gibi B2-AR ile de olduk¢a diisiik oranlarda isaretlenmistir (G-CSF uygulanan grupta
%2,5+5,6 ve G-CSF uygulanmayan grupta %4,4+0,8). MKH’lerdeki 2-AR dagilimi
MNH ve CD34" hiicrelere gore anlamli bigimde az olarak saptanmustir (sirasiyla
p=0,001 MNH icin, p=0,004 CD34" hicreler icgin). B2-AR dagilimi G-CSF
uygulanan ve uygulanmayan MNH, CD34" ve MKH’lerde deney ve kontrol gruplari
arasinda anlaml farklilik gostermemistir (p>0,05) (Sekil 4.4; EK-1B).

B3-AR tiim hiicrelerde ama en belirgin olarak CD34" hiicrelerde (G-CSF
uygulanan grupta %78,7+26,1 ve G-CSF uygulanmayan grupta %89,8+9,7) yuksek
oranlarda saptanmistir. Bu hiicrelerle MNH ve MKH’ler arasindaki B3-AR
isaretlenme ylizdesi farki istatistiksel olarak anlamlidir (G-CSF uygulanan igin
sirastyla p=0,013, p=0,002; G-CSF uygulanmayan igin sirastyla, p=0,001, p=0,001).
Her iki gruptaki MNH ve MKH’lerdeki (sirasiyla 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) B3-AR isaretlenme oranlar1 birbirine benzer olarak saptandi. f3-AR
dagilimi, deney ve kontrol gruplarinda MNH’ler, CD34" hiicreler ve MKH’lerde
benzer olarak saptandi (p>0,05) (Sekil 4.4; EK-1B).

Deney ve kontrol gruplarinda CB1 reseptdrlerinin CD34" hiicreler (sirasiyla
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) yaygin dagilim gosterdigi; MKH’lerde (G-CSF uygulanan
grupta %0,3+0,3 ve G-CSF uygulanmayan grupta %0,240,3) ise ¢ok diisiik oranlarda
bulundugu saptanmustir. CB1 reseptér dagilimi, MKH’lerde MNH ve CD34"
hiicrelere gére anlamli olarak azdi (sirasiyla p=0,001 ve p=0,001). G-CSF uygulanan
gruptaki MNH’ler ile CD34" hiicrelerdeki CBI1 reseptér dagilimi, G-CSF
uygulanmayan gruba gore anlamli olarak daha fazlaydi (sirasiyla p=0,013 ve

p=0,004) (Sekil 4.4; EK-1B).

Deney ve kontrol gruplarindaki CB2 reseptorlerinin, CB1 reseptorlerine
benzer bicimde CD34" hiicreler (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) yuksek oranda
bulundugu; MKH’lerde (G-CSF uygulanan grupta 9%0,5£0,5 ve G-CSF
uygulanmayan grupta %0,3+0,2) ise bunlara gére anlamli olarak ¢ok diisiik oranlarda
oldugu saptandi (sirastyla p=0,001 ve p=0,004). G-CSF uygulanan ve uygulanmayan
gruplara ait MNH, CD34" ve MKH’lerdeki CB2 reseptor dagilimi birbiriyle farklilik
gostermedi (p>0,05) (Sekil 4.4; EK-2).
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Sekil 4.4. G-CSF uygulanmis ve uygulanmamis donorlere ait MNH, CD34" hiicre ve
MKH’lerin akim sitometrideki yiizde isaretlenme oranlar1 goriilmektedir. Uglii
gruplarda sirasiyla G-CSF uygulanmayan ve uygulanan MNH, CD34" hiicre ve
MKH’ler verilmistir. Gruplarda sirasiyla $1, B2 ve B3-AR; CB1 ve CB2 reseptorleri

i¢in isaretlenme oranlar1 verilmistir. (*) p<0.05

4.3.2.Hematopoetik ve mezenkimal kok hicrelerde B-AR ve CB1, CB2

reseptorlerinin gRT-PCR yontemi ile analizi

Izole edilen total RNA &rneklerinden sentezlenen cDNA’lar kullanilarak
gRT-PCR analizi yapilmis ve kat artig degerleri gz Oniinde bulundurularak
kantitasyon gerceklestirilmistir. Deney ve kontrol gruplarina ait MNH ve MKH’lerde
1 (ADRB1), B2 (ADRB2), B3-AR (ADRB3); MNH’lerde CB1 ve CB2 reseptorlerine
ait (CNR1 ve CNR2) genlerin ifadeleri saptanmustir.

G-CSF uygulanan (n=10) ve uygulanmayan (n=10) dondrlere ait
MNH’lerdeki reseptor ifadeleri karsilastirildiginda, ADRB2 ve CNR2 gen ifade
diizeylerinde anlamli farklilik oldugu; G-CSF uygulanan dondrlere ait MNH’lerde bu
genlerin ifadelerinin uygulanmayan donér grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bi¢cimde artis gosterdigi saptanmustir (sirasiyla p=0,016 ve p=0,041) (Sekil 4.5). G-
CSF uygulanan (n=10) ve uygulanmayan (n=10) dondérlere ait MNH’lerdeki ADRB1,
ADRB3 ve CNR1 gen ifade diizeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05)
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. qRT-PCR ile deney ve kontrol gruplarina ait MNH’lerdeki adrenerjik
reseptér (ADRB1, 2, 3) ve kannabinoid reseptdr (CNR1 ve 2) gen ifadesi analizi
sonuglar1 goriilmektedir. Dikey eksen ACTB genine goOre kat artig ifadesini
gostermektedir. (*) p<0.05

G-CSF uygulanan (n=6) ve uygulanmayan donérlere ait (n=6) MKH’lerde
gRT-PCR yontemi ile ADRB1, ADRB2 ve ADRB3 gen ifadesi saptanirken,
kannabinoid reseptorlerine ait CNR1 ve CNR2 gen ifadesi saptanmamistir. G-CSF
uygulanmis ve uygulanmamis gruplara ait MKH’lerde B1, B2, B3-AR gen ifade

diizeyi agisindan gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir (p>0.05) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. qRT-PCR ile deney ve kontrol gruplarina ait MKH’lerdeki adrenerjik
reseptor (ADRB1, 2 ve 3) ifadesi analizi sonuglar1 goriilmektedir. CNR1 ve CNR2
gen analizi anlamli sonu¢ vermedigi igin tabloya eklenmemistir. Dikey eksen
goreceli gen ifadesini gostermektedir. G-CSF uygulanmis ve uygulanmamis
gruplara ait MKH’lerde B1, B2, B3-AR gen ifade diizeyi agisindan gruplar arasinda

anlamli fark saptanmamustir (p>0.05).

4.4 Hematopoetik  kdk hucrelerin  endokannabinoidlere  migrasyonunun

incelenmesi

Bu is paketinde hematopoetik hiicre kaynagi olarak 3 adet saglikli dondrden
aferez yontemi ile toplanan PKKH’lerin CD34, CD38 ve CD34/CD38 ikili
isaretlenme yiizdeleri akim sitometri yOntemiyle analiz edilmistir. Bu ylizey
belirtecleri ile aferez tirliniiniin i¢erdigi hematopoetik kok ve/veya progenitor hiicre
miktar1 belirlenmistir. Hiicrelerin CD34 isaretlenme yilizdesi %87,9+4,5, CD38
isaretlenme yiizdesi 9%35,5£12,4, CD34/CD38 ikili isaretlenme yiizdeleri
%33,04+12,7 olarak belirlenmistir.

Akim sitometri yontemiyle PKKH’lerinin 1, B2, B3-AR, CB1 ve CB2

reseptorleri i¢in isaretlenme yilizdeleri hesaplanmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. PKKH’larin akim sitometri yontemi ile 1, B2, B3-AR (a), CB1 ve CB2
reseptorleri (b) i¢in isaretlenme ylizdeleri goriilmektedir. Her reseptor igin sirasiyla

MNH’lerin (tum Griin) ve CD34" hiicrelerin isaretlenme yiizdeleri verilmistir.

Sekil 3.3°de belirtilen gruplara gore kurulan deneyde 4 saatin sonunda gog¢

eden MNH’ler Turk’s boyasi kullanilarak sayilmistir. Deney 3 paralelli ve farkh
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dondrden elde edilen MNH hiicreler ile 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Deneyde

kullanilan kimyasallarin bilgileri ve dozlar1 Tablo 3.4’de yer almaktadir.

Elde edilen sonuclara gére PKKH’lerinin SDF-1’e gogleri SDF-1 inhibitori
AMD3100 ile anlamli olarak inhibe olurken (p=0,027); norepinefrine dogru gocleri
B-AR inhibitori SR59230A ile inhibe olmaktadir. Ancak fark istatistiksel olarak
anlamli degildir (p>0.05) (Sekil 4.8). Kontrol olarak, kemoatraktan madde olmadan

HKH g06c¢u analiz edilmis ancak go¢ gézlenmedigi i¢in grafiklere eklenmemistir.
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Sekil 4.8. Hematopoetik hicrelerin kemoatraktanlara (SDF-1 ve norepinefrin) ve
onlarin inhibitdrlerine (AMD3100 ve SR59230A) dogru gogleri sonucu elde edilen
hiicre sayimlar1 gosterilmektedir. Dikey eksen go¢ eden hematopoetik hiicre sayisini;
test edilen etken maddeleri gostermektedir. HKH’lerin SDF-1’e ve norepinefrine
dogru gociiniin sirasiyla SDF-1’in reseptoriine baglanmasini bloke eden AMD3100
ve B-AR blokoriit SR59230A ile inhibe oldugu goriilmektedir. (*) p<0.05

AEA’ya dogru goc¢ eden hematopoetik hiicrelerin sayisinin SDF-1 uygulamasina

oranla artmis oldugu belirlenmistir. Bu artis tiim dozlarda (30 nM, 1 uM, 50 uM)
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gecerli olmakla beraber, 30 nM ve 50 uM AEA’e goc istatistiksel olarak anlamlidir
(swrasiyla p= 0.027 ve p= 0.028). CB1 ve CB2 antagonistleri ile go¢ inhibe anlaml
bicimde inhibe olmustur. AEA ile birlikte selektif CB1 antagonisti AM281 ve zayif
CB2 antagonisti AM630 uygulandiginda go¢ eden hiicre sayisi azalmigtir. 30 nM
AEA’e g0¢ eden hiicre sayist AM281 ile anlamli olarak azalma gosterirken (p=
0,028); 50 uM AEA’e go¢ AM630 ile anlamli bigimde (p= 0,027) inhibe olmustur
(Sekil 4.9). Kontrol olarak, kemoatraktan madde olmadan HKH gogii analiz edilmis

ancak go¢ gozlenmedigi icin grafiklere eklenmemistir.
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Sekil 4.9. SDF-1, AEA ve CB1, CB2 antagonistlerine (AM281 ve AM630) dogru
go¢c eden PKKH sayilar1 gosterilmektedir. Dikey eksen goc eden PKKH sayisini;
yatay eksen test edilen etken maddeleri gostermektedir. PKKH’lerin AEA’e dogru
SDF-1’e oranla daha fazla goc¢ ettigi; goclin antagonistler ile bloke oldugu
gorulmektedir. (*) p<0.05
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Endokannabinoidlerden 2-AG, daha ¢cok CB2 reseptorleri, daha az olarak da
CB1 reseptorleri Uzerinden etki gostermektedir. 2-AG ile gucgli CB2 reseptor
antagonisti AM630 ve zayif CB2 antagonisti AM281 ile yapilan migrasyon
deneyinde 2-AG’e dogru go¢ eden PKKH’lerin sayisinin SDF-1’e g6¢ edenlere
oranla anlamli bigimde artmis oldugu belirlenmistir (30 nM icin p = 0.027, 1 uM igin
p = 0.027, 50 uM igin p = 0.028). Bu artis her {i¢ dozla saglanmissa da 1 uM 2-AG
uygulandiginda en belirgin olarak gozlenmistir. AM281 ve AM630 uygulamasiyla
goc eden PKKH sayist azalmaktadir (AM281 ve AM630 igin sirasiyla 30 nM igin
p=0.027 ve p=0.027; 1 pM icin p=0.028 ve p=0.027; 50 UM igin p = 0.028 ve p =
0.026) (Sekil 4.10). Kontrol olarak, kemoatraktan madde olmadan HKH gocgi analiz

edilmis ancak go¢ gozlenmedigi i¢in grafiklere eklenmemistir.
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Sekil 4.10. SDF-1, 2-AG ve 2-AG ile birlikte CB reseptor antagonistlerine (AM281
ve AM630) dogru goc eden PKKH sayilar1 gosterilmektedir. Dikey eksen goc¢ eden
PKKH sayisini; yatay eksen test edilen etken maddeleri gostermektedir. PKKH’lerin
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2-AG’e dogru, SDF-1’e gore daha fazla gog¢ ettikleri; antagonistler ile go¢iin azaldig:
gorulmektedir. (*) p<0.05

4.5.Hematopoetik kok hicrelerin antagonistler varhginda MKH’lere dogru

migrasyonunun incelenmesi

Bu is paketinde 6 dondre ait PKKH’lerin G-CSF uygulanmis ve LPS ile
uyartlmis MKH’lerine goc¢ii  incelenmistir.  Sonuglar LPS uygulanan ve

uygulanmayan MKH’ler olarak iki grupta incelenmistir.

Sekil 4.11’de CXCR4, kannabinoid ve B-AR inhibitorleri varliginda, LPS
uygulanan MKH’lere dogru gé¢ eden PKKH sayis1 goriilmektedir. Buna gore, LPS
ile uyarilan MKH’lere go¢ eden PKKH sayisi AMD3100 (p=0,046), SR59230A
(p=0,028) ve AM281 (p=0,028) ile anlaml1 olarak azalmaktadir.
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Sekil 4.11. LPS ile uyartlmis MKH’lere dogru go¢ eden PKKH sayilar
gosterilmektedir. AMD3100, SR59230A ve AM281 ile go¢ eden hiicre sayist anlamli
olarak azalmaktadir. (*) p<0.05

Sekil 4.12°de CXCR4, kannabinoid ve B-AR inhibitorleri varliginda, LPS ile
uyarilmayan MKH’lere dogru go¢ eden hematopoetik hiicrelere ait sayisal veriler
sunulmustur. Buna gore, go¢ eden PKKH sayist sirast ile SR59230A, AMD3100,
AM630 ve AM281 ile azalmaktadir. Ancak inhibitor etki, istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0.05).
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Sekil 4.12. LPS ile uyarilmamis MKH’lere dogru go¢ eden PKKH sayilar
gosterilmektedir. AMD3100, SR59230A, AM281 ve AM630 ile go¢ eden hiicre
sayis1 azalmaktadir. Ancak antagonistlerin higbirisi icin inbitér etki istatistiksel

olarak anlamli diizeye ulasmamaktadir (p>0.05).
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5.TARTISMA

Kemik iligi mikrogevresi, HKH’lerin kendilerini yenileme, farklilagsma ve
mobilizasyonlarinin diizenli olarak gergeklestigi 6zellesmis nis bolgelerini igerir (33,
34). Viicutta yaygin olarak etki gosterdigi bilinen endokannabinoid sisteminin
Ki’deki dagilimi sinirhh sayida galismada bildirilmistir (21, 27-30). Baz
endokannabioidlerin sitokin aracili HKH migrasyonunda rol aldig1 bilinmektedir (23,
24). Endokannabinoidler KI mikrocevresinde MKH iizerinden adrenerjik noral
mekanizmalar ile benzer bicimde G-CSF ile iliskili olarak HKH migrasyonunu

diizenleyebilir. Tez ¢alismasinda, bu varsayim test edilmistir.

Bu calismadaki tiim is paketlerinden elde edilen veriler istatistiksel yontemler ile
degerlendirildiginde, egzojen olarak uygulanan ve MKH’lerden salgilanan AEA ve
2AG’nin, in vitro ortamda G-CSF uygulanmis ve uygulanmamis Ki HKH’lerinin
migrasyonunu, adrenerjik sinir agirimi ile meydan gelen goce benzer sekilde uyardigi
saptanmigtir. Asagida; is paketlerinden elde edilen veriler sirasiyla tartisilmis ve
ardindan her boliimle ile ilgili sinirlamalara yer verilmistir. Sonuglar boliimiinde ise

her is paketinden elde edilen nihai sonug¢ 6zetlenmistir.

G-CSF tedavisi uygulanan ve uygulanmayan donérlerden elde edilen Ki

MKH’leri fenotipik ve morfolojik olarak benzer bulunmustur (iP1).

Deney dizeninde 6n goriildiigi iizere kontrol ve deney gruplarini olusturan
sirastyla G-CSF tedavisi uygulanmis (n=10) ve uygulanmamis (n=10), toplam 20
donore ait Ornekler elde edilmistir. Her iki gruba ait demografik veriler
degerlendirildiginde, yas olarak gruplarin benzer olduklar1 ve gecerli giivenilir
bicimde kullanilabilecekleri sonucuna varilmigtir. Bundan sonra her iki gruptan elde
edilen Ki MNH’ler, ¢6zme protokolii uygulanarak basarili bir sekilde ¢oziilmiis,
sayilmis, yiizey antijenik 6zellikleri ve farklilasma potansiyelleri degerlendirilmistir.
G-CSF uygulanan ve uygulanmayan donérlere ait MKH’lerin ylizey antijenik profili
ile adipojenik ve osteojenik farklilasma ozelliklerinin, istatistiksel olarak benzer
oldugu saptanmustir. Osteojenik farklilastirma yapilan MKH’lerin kontrollerine
oranla kalsiyum fosfat miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmus;

adipojenik farklilasmanin ORO boya 6l¢iimii ile yapilan semi-kantitatif analizinde
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deney grubunda kontrole gore anlamli farklilik belirlenememistir. Bununla birlikte
morfolojik olarak farkin saptanmis olmasi, bu deney icin yeterli bir veri olarak kabul
edilmistir. Yine G-CSF uygulanmis ve uygulanmams saglikli donérlere ait Ki
CD34" hiicreler elde edilmis; karakterizasyonlari basarili olarak tamamlanmistir. Bu
asamalardan basariyla gecen, her iki gruba ait hiicreler gerekli is paketlerinde
kullanilmistir. Bu ilk is paketi, sonraki asamalar i¢in olmazsa olmaz bir asama

oldugundan, ¢aligmanin temel standardini olusturmustur.

Etik gerekgelerle insan kaynakli Orneklem sayisinin  az  olmasi
karakterizasyonu iceren bu is paketi i¢in sinirlama olusturmaktadir. Ancak tiim deney
paketlerinde kullanilan 6rneklem sayisi ¢alismanin baslangicinda gerceklestirilen gii¢
analizi ile literatiire dayali olarak hesaplandigindan, sonuglarin gecerlilik ve

guvenilirligi literatiirdeki diger insan ¢alismalari ile benzerlik gostermektedir.

AEA ve 2-AG’nin, tiim donérlere ait KI MKH’lerinden salgilandigi; PK
ve KI nisinde bulundugu belirlenmistir (IP2).

2-AG seviyesi G-CSF uygulanan gruba ait PK plazmasinda Ki plazmasina
gore anlamli bigimde yiiksek olarak saptanmustir. Her iki grupta da 2-AG seviyesi,
AEA seviyesine gore yiiksek olsa da bu veri istatistiksel olarak anlamli degildir.
AEA, G-CSF uygulanmis ve uygulanmamis dondrlere ait Ki ve PK plazma
orneklerinde benzer seviyelerde bulunmustur. Endokannabinoidlerin saglikli
donorlerin PK plazmalarindaki varligi ile ilgili olarak yapilan literatiir incelemesinde
li¢ yayina rastlanmistir. Saglikli donorlerin PK plazmalarinda bulunan AEA ve 2-AG
miktarlarinin 6l¢iildigl ¢aligmada AEA 0,8 = 0,12 nM ve 2-AG 19,0 £ 2,61 nM
olarak saptanmugtir (91). Bir diger ¢alismada, saglikli dondrlerin PK plazmalarinda
AEA ve 2-AG diizeyleri sirasi ile 0,56 ng/ml ve 2,0 ng/ml olarak saptanmistir (92).
Travmatik stres uygulamasi sirasinda alinan insan PK plazma orneklerinde AEA
seviyesi 0,36 + 0,14 ng/ml; 2-AG seviyesi 6,26 = 2,10 ng/ml olarak saptanmistir
(93). Her ii¢ calismaya ait veriler, bu tez kapsaminda kullanilan LC-ESI-MS/MS
yontemi uygulanarak elde edilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen veriler,

yukaridaki ¢alismalarin sonuglar ile benzerlik gostermektedir.


http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Electrospray_ionization
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Literatlrde AEA ve 2-AG diizeylerinin insan veya diger deney hayvanlarinin
Ki plazmasinda 6l¢iimiine ait bir yayma rastlanmamistir. Calismamizda, deney ve
kontrol grubuna ait KI ve PK plazmalarinda AEA ve 2-AG’nin bulundugu
saptanmistir. AEA diizeyi her iki grupta benzer olarak 6l¢iilmiistiir. Bununla birlikte,
G-CSF uygulanan dondr grubundaki 2-AG seviyesi PK plazmasinda ayni grubun
Ki’ne gére anlaml oranda yiiksek olarak bulunmustur. Bu veri, G-CSF uygulamasi
ile 2-AG salgilanmas1 arasinda bir iliski olabilecegini diistindiirmektedir. Tezin
migrasyon is paketlerine ait sonuglar degerlendirildiginde, 6zellikle 2-AG’nin 1uM
dozda HKH’lerin migrasyonunu —-SDF-1 ve AEA’e gbre- daha ¢ok arttirdig
gorilmektedir. 2-AG’nin G-CSF uygulanan grupta Ki’ne gére PK’da fazla olmasi,
uygulanan G-CSF etkisi ile Ki’nden salman 2-AG’nin perifere gecerek HKH
migrasyonunu yonlendirdigi diisiiniilebilir. Literatiirde bu varsayimi destekleyecek

bir bilgi bulunmadigindan, ileri arastirmalar ile desteklenmelidir.

Calismamiza gore saglikli donodrlere ait insan MKH’leri AEA ve 2-AG
salgilamaktadir. MKH siipernatanlarindaki AEA ve 2-AG dizeyleri G-CSF alan ve
almayan gruplarda benzerlik gostermektedir. Bu konu ile ilgili iki yaym
bulunmaktadir. Insan yag dokusu kaynakli MKH’lerin sipernatantlarinda
gerceklestirilen calismada AEA ve 2-AG sirasiyla, 3,5 pmol/mg protein ve 7,3
pmol/mg protein olarak olgiildiigii bildirilmistir (94). Rossi ve digerlerinin
gerceklestirdigi calismada, farkli pasajlardaki insan KI MKH’leri, AEA ve 2-AG igin
analiz edilmistir. En yiiksek miktarda salgilama pasaj 1°de elde edilmis; ileri
pasajlarda salgi miktarinin hizla diistiigli gézlenmistir. Pasaj 1 MKH slpernatantinda
AEA seviyesi 5 pmol/mg protein; 2-AG seviyesi 11 pmol/mg protein olarak
saptanmistir (95). Tez kapsamindaki bu is paketinde ve PKKH:MKH ko-kultur
calismasinda (IPS) pasaj 1 MKH’ler kullamilmistir. Calismamizda MKH
stpernatantinda endokannabinoidler nmol/L birimi Gzerinden LC-ESI-MS/MS
yontemi kullanilarak rapor edilmistir. Buna gére MKH supernatanlarindaki AEA ve
2-AG diizeyleri dogrudan sivi fazdan Olgiilmiistiir. Rossi ve dig. ile Ivanov ve
dig.’nin yaptiklar1 c¢alismada, bizimle benzer olarak LC-ESI-MS/MS teknigi
uygulanmakla beraber; 6rneklerin toplam kuru protein miktar1 dl¢iilmiis; AEA ve 2-
AG diizeyleri bunlar lizerinden oranlanarak hesaplanmigtir. Bu nedenle elde edilen

sayisal veriler, bizim verilerimizle saglikli olarak karsilastirilamamistir.
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Ki MNH’lerinin ve CD34* hiicrelerin CB1, CB2 ve p-AR’leri eksprese
ettigi saptanmustir (IP3).

Akim sitometri ¢alismasi ile MNH’lerin ve CD34" hiicrelerin her iki grupta
CB1 ve CB2 reseptorlerini MKH’lere gore anlamli olarak ylksek duzeyde eksprese
ettigi  gosterilmistir. qRT-PCR ile MNH’lerde CB1 ve CB2 gen ekspresyonu
saptanirken, MKH’lerde bu genlerin ekspresyonuna rastlanmamigtir. CB1 ve/veya
CB2 reseptorlerinin hematopoetik hiicrelerde dagilim gosterdigini bildiren sinirh
sayida yaym bulunmaktadir (22, 28). CB1 reseptor ekspresyonu tek bir kemirici T-
lenfoid hiicre hattinda saptanirken; CB2 reseptorii ¢esitli miyeloid, makrofaj, eritroid,
B/T-lenfoid ve mast hiicre hatlarinda bulunmustur (22). Diger ¢alismada, akim
sitometri yontemi ile sigan Ki hiicrelerindeki CB1 ve CB2 reseptor ekspresyonlari
analiz edilmistir. Buna gére CB1 ekspresyonu MKH’lerde % 4.8 ve HKH’lerde %
13.8; CB2 ekspresyonu MKH’lerde % 3.9 ve HKH’lerde % 12.1 olarak saptanmistir
(28). Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen veriler ile insan primer Ki
hiicrelerinde kannabinoid reseptorleri ilk kez gosterilmistir. Elde ettigimiz veriler ile
literatiirdeki veriler karsilastirildiginda; MKH’lerde daha diisiik (CB1 ve CB2
reseptorleri akim sitometri ¢aligmasinda sifira yakin; qRT-PCR calismasinda hig
saptanamamustir), CD34" hiicrelerde ise daha yiiksek (CB1 ve CB2 reseptorleri akim
sitometri calismasinda sirasiyla G-CSF uygulanmayan grup icin %21,50 (2,6-97,2)
ve %34,20 (1,0-92,3); G-CSF uygulanan grup i¢in %46,40 (3,9-86,5) ve 37,80 (0,4-
80,5) bulunmustur. Veriler arasindaki varyasyonun tiir farkliligindan kaynaklandigi

distiniilmistiir.

Calismamizda, CB1 ekspresyonu en fazla CD34" hiicrelerde saptanmistir ve bu
yiiksekligin G-CSF uygulanmayan grupta MNH ve MKH’lere gore anlamli oldugu
belirlenmistir. Bu veri gRT-PCR yontemi ile de dogrulanmistir. CD34 hiicrelerin
kok hiicre potansiyalleri yuksek oldugu igin ve stres ve enfeksiyon durumlarinda
rejenerasyonu saglayacak asil hiicre grubu olduklarindan bu hiicrelerde farklilagsmis

hlcrelere oranla yiiksek kannabinoid reseptor ekspresyonu beklenebilir.
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Calismamizda, akim sitometri ve QRT-PCR yontemi ile MNH ve MKH’lerin
akim sitometri ile CD34" hiicrelerin degisen oranlarda B-AR alt tiplerini eksprese
ettigi gosterilmigtir. Her iki gruptaki akim sitometriyle CD34" hiicreler p2 ve B3-
AR’leri aym1 grubun MNH ve MKH’lerine gore yiiksek miktarda eksprese
etmektedir. Ancak fark B3-AR icin istatistiksel olarak anlamlidir. Tez kapsaminda
analiz edilen hiicrelerdeki B-AR dagilimi genel olarak daha Once yayinlanan
caligmalara ait veriler ile benzerlik gostermektedir (5, 6, 37, 43, 44)._Lin-, Scal+,
CD117* fare KI HKH’leri ile yapilan ¢alismada B2-AR ekspresyonu akim sitometri
ve konfokal mikroskopi yontemleri ile analiz edilmis ve akim sitometri ¢calismasinda
B2-AR ekspresyonu %90 olarak rapor edilmistir (43). Birgok c¢alismada, B-AR
ekspresyonu gosterilmeden, agonist ve antagonistler iizerinden uyarilan gog
mekanizmas1 islevsel olarak arastirilmistir. B-AR antagonistler uygulanarak
gergeklestirilen fonksiyonel bir c¢alismada; B2 ve B3-AR uyariminin sigan
hematopoetik progenitor hucre (HPH) (44) ve fare HKH ve HPH’lerinin (5) gociniu
arttirdigr  belirlenmistir.  Diger c¢alismada, egzojen olarak norepinefrin
uygulanmasmin insan Ki CD34* HPH proliferasyonunu arttirdigi ve PB2-AR
lizerinden gd¢ mekanizmasini uyardig saptanmistir (6). Fare Ki MKH’lerinde B2 ve
B3-AR aktivasyonu ile SDF-1’in azaldigi ve HPH’lerde G-CSF aracili migrasyonun
diizenlendigi belirlenmistir (37). Molekuler biyolojik ve fonksiyonel parametreleri
kullanarak Ki’de B adrenerjik sinir asirimini ortaya koyan yayinlar, bu tez
caligmasina da temel olusturmustur. Sempatik sinir uyarimina bagli olarak ortaya
cikan ve caligmamiza dayanak olusturan B-AR reseptor aracii HKH goci,

endokannabinoidlerle karsilastirmalr olarak IP5’te tartigilmistir.

Bu is paketinde donérlerin Ki’nden elde edilen CD34" hiicrelerin sayica az
olmasindan dolay1, bu hiicrelerde CB1, CB2 reseptorleri ve B-AR’ler gRT-PCR
yontemi ile analiz edilememistir. Fakat CD34" hiicrelerin B-AR ve CB1, CB2
reseptdr ekspresyonu akim sitometri yontemi ile analiz edilmis ve literatiir ile

uyumlu sonuglar elde edilmistir.
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PKKH’lerin SDF-1, NE, AEA ve 2-AG’e dogru gog ettigi ve bu gociin

spesifik reseptor antagonistleri ile inhibe oldugu gosterilmistir (IP4).

Ki mikrogevresindeki membrana bagl veya solubl haldeki SDF-1 seviyesi
HPH’lerin PK’a mobilizasyonunun gostergesidir (45). Membrana bagli haldeki SDF-
1 ile reseptorii CXCR4 ile arasindaki etkilesimin bozulmasi ve solubl durumdaki
SDF-1’in artis1 ile HKH’ler endosteal nisten ayrilir, farklilasir ve perivaskiiler nige
ileyerek perifere mobilize olur (45). Buna dayali olarak kurguladigimiz migrasyon
deneyinde PKKH’larin SDF-1’e gogleri kontrol olarak kullanilmis ve reseptor
antagonistleri ile reseptdr aracili spesifik etkinin varligi denetlenmistir. PKKH’larin
SDF-1’e gogleri SDF-1 inhibitorii AMD3100 ile inhibe olurken; norepinefrine dogru
gocleri B-AR inhibitoérii SR59230A ile inhibe olmustur. PKKH’larin AEA ve 2-
AG’ye SDF-1’¢ oranla daha fazla gé¢ ettigi ve bu gogiin CB1 ve CB2 reseptorleri

aracili gergeklestigi belirlenmistir.

30 nM, 1 uM ve 50 uM AEA’e dogru go¢ eden PKKH sayisinin SDF-1"e go¢
edenlerden daha fazla oldugu saptanmistir. Gog, 30 nM ve 1uM dozda AEA ile en
belirgindir. 30 nM AEA’e gog, gucli CB1 reseptdr antagonisti AM281 ile; 1 uM
AEA’e goc ise, AM281 ve CB2’ye afinitesi daha yiiksek olan AM630 ile anlaml
bicimde bloke olmustur. Bu sonuglar, AEA’nin 6ncelikli olarak CB1 reseptorleri

aracilifiyla doz bagimli ve spesifik olarak HKH gogiinii arttirdigini gostermektedir.

Bu sonuglar, AEA’nin CB1 reseptorleri aracilifiyla doz bagimli ve spesifik

olarak HKH go¢iinti arttirdigini géstermektedir.

30 nM, 1 uM ve 50 uM dozda 2-AG’ye dogru go¢ eden PKKH sayisinin
SDF-1’e go¢ edenlere oranla anlamli bigimde yiiksek oldugu belirlenmistir. 1 pM 2-
AG’ye goc¢ eden hiicre sayisi en fazladir. Go¢ eden hiicre sayisinda giicli CB2
reseptor antagonisti AM630 daha belirgin olmak iizere anlamli azalma oldugu
saptanmigtir. Bu sonuglar, 2-AG’nin agirlikla CB2 reseptorleri araciligiyla doz

bagimli ve spesifik olarak PKKH gog¢iinii arttirdigini gostermektedir.
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2-AG, daha ¢ok CB2 reseptorleri, daha az olarak da CB1 reseptorleri
uzerinden etki gostermektedir (96). 2-AG ile giiglii antagonisti AM630 ve zayif
antagonisti AM281 ile yapilan migrasyon deneyinde 2-AG’e dogru go¢ eden PKKH
sayisinin SDF-1’e go¢ edenlere oranla anlamli bigimde artmis oldugu belirlenmistir.
Bu artis her ii¢ doz (30 nM, 1 uM, 50 uM) icin gecerli olsa da 6zellikle ilag 1 uM
dozda uygulandiginda daha belirgindir. Antagonistler uygulandiginda gé¢ eden hiicre
sayisinda azalma oldugu saptanmistir. Bu sonucglar, 2-AG’nin agirlikla CB2
reseptorleri araciligiyla doz bagimli ve spesifik olarak HKH gdcilinti arttirdigini

gOstermektedir.

Kemik iliginde endokannabinoid aracili hiicre migrasyonuna ait dort
calismaya rastlanmistir. Jorda ve dig.’lerinin transvel assay kullanilarak
gerceklestirdigi calismada genetik olarak CB2 ekspresyonu arttirilan kemirici
miyeloid I6semi hicrelerine uygulanan 1 uM dozda AEA, ve 300 nM ve 1 uM
dozlarda 2-AG’nin kemoatraktan etkili oldugu belirlenmistir (21). Benzer yontem ile
CBI1 ekspresyonu arttirilan HEK293T hiicrelerine 3 farkli kimyasal 6zellige sahip
CBI1 reseptor agonisti uygulandiginda [HU-210, WIN55212-2 ve AEA (50 uM)] bu
hlcrelerde migrasyonun arttigi transvel assay ile gosterilmistir (87). Diger ¢aligmada;
0.25 pM dozda uygulanan 2-AG and AEA’nin 8-12 haftalik fare KI MNH’lerinin
migrasyonunu sagladigi in vitro kosullarda gosterilmistir (24). Yeni dogan fare
neopalya mikrogliya hiicrelerinin ve bir kemirici mikrogliya hiicre hatt1 olan BV-2
hiicrelerinin CB1 ve CB2 reseptorlerini eksprese ettigi ve AEA ve 2-AG ile bu
reseptorler Gzerinden migrasyonun saglandigi Boyden chamber kullanilarak
gosterilmistir (88). Tez kapsaminda yapilan yapilan transvel migrasyon assay
deneyinin sonugclari ile literatiirden elde edilen veriler karsilastirildiginda; ¢alisilan ve
migrasyonda etkili olan endokannabinoid dozlarinin benzer oldugu goriilmektedir.
Ayrica AEA ve 2-AG’nin kannabinoid reseptorleri tizerinden etkili oldugu literatiirle

uyumlu olarak bu ¢aligmada da gosterilmistir.

Olusturulan transvel assay sisteminde migrasyonun etkili olarak
Olculebilmesi icin kannabinoid reseptorlerini ve B-AR’leri en fazla eksprese eden
hiicre grubu olan CD34" hiicreler kullanilmistir. Etik sinirlamalardan dolayr Ki

orneklerinin kisithh miktarda kullanilabilmesi, buna karsin transvel assay yonteminin
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cok sayida grup ve tekrar gerektirmesi nedeniyle bu deneyde aferez truntnden elde
edilen PKKH’ler kullanilmistir. Bu durum, migrasyon is paketi ile ilgili olarak bir
sinirlama olarak degerlendirilebilir. Sinirlamay1 asmak iizere, Ki mikrogevresindeki
CD34" hiicrelerin 6zelliklerini yansitabildiklerini kanitlamak amaci ile bu hiicreler (i)
CD34 ve CD38 yiizey belirtecleri igin ve (ii) CB1, CB2 reseptorleri ve B-AR’lerin
varlig1 i¢in analiz edilmistir. Analiz sonucunda hiicrelerin kok hiicre niteliginde

olduklar1 ve CB1, CB2 reseptorleri ve f2-AR’leri tasidiklar1 belirlenmistir.

Bu tez kapsaminda transvel deney sistemi ile in vitro kosullarda
olusturdugumuz diizenek, viicuttaki gercek iic boyutlu KI mikrogevresi yapisina
kismen benzerlik gostermektedir. Bu durum, migrasyon is paketinin sinirlamasi
olarak degerlendirilebilir. Bu nedenle, olusturulan migrasyon modelinin in vivo
hayvan deneyleriyle teyid edilmesi gerekmektedir. in vivo hayvan modellerinde
etkinin tekrarlanabilirligi Olgiisiinde gecerlilik ve giivenilirligi kanitlanabilecektir.
Bununla birlikte farkli deney hayvam tiirlerindeki endokannabinoid salgilama
ve/veya kannabinoid reseptor ekspresyon profili farklilik gdsterebileceginden, insan
Ki’ndeki mobilizasyon mekanizmasii tam olarak yansitmayabilir. Buradan yola
cikilarak, sunulan sonuglar insan 6rnekleri kullanilarak elde edildigi igin literatiire

onemli katki saglamaktadir.

PKKH’larin MKH’lere dogru gocii kannabinoid reseptor ve B-AR

antagonistleri ile inhibe olmustur (iP5).

Calismamizda PKKH’larin G-CSF uygulanmigs ve LPS ile uyarilmis
MKH’lere gocu ko-kiiltiir deney sistemi kullanilarak incelenmistir. LPS bakteriyal
enfeksiyonu taklit ederek MKH’ler gibi KI mikrogevresindeki hiicreleri uyarir ve G-
CSF salinimi, adezyon molekiillerinin etkilesiminin bozulmasi gibi bir dizi olay ile
HKH mobilizasyonuna neden olmaktadir (41, 97, 98). Bu nedenle tez kapsaminda
yapilan HKH:MKH ko-kiiltiirii ¢alismasinda MKH’ler LPS ile uyarilarak migrasyon
mekanizmas1 incelenmistir. Kontrol olarak LPS ile uyarilmayan MKH’ler

kullanilmuastir.
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Sonuglar LPS ile uyarilan ve uyarilmayan MKH’ler olarak 2 grupta
incelenmistir. CXCR4, kannabinoid (CB1, CB2) reseptorler ve B-AR inhibitorleri
varliginda, LPS ile uyarilan MKH’lere dogru go¢c eden PKKH sayisi sirasi ile
SR59230A, AMD3100 ve AM281 (CBL1 reseptor antagonisti) ile anlamli azalma
gostermistir. Azalma AM630 (CB2 reseptor antagonisti) ile de gozlense de veri
istatistiksel olarak anlamli degildir. LPS uyaris1 yapilmayan MKH’lere goc; sirasi ile
SR59230A, AM630, AMD3100 ve AM281 ile azalma gostermis ama bu azalma
hi¢bir inhbitér uygulamasi i¢in anlaml diizeye ulasmamistir. MKH aracili PKKH
goclinde endokannabinoidlerin rolii daha o©nce c¢alistlmamistir. Bu c¢alisma
kapsaminda AEA ve 2-AG’nin KI MKH’lerinden endojen olarak salgilandig1 ve
MKH’lerin bu endokannabinoidler araciligi ile CB1 ve CB2 reseptorleri lizerinden

PKKH gogitinii destekledigi in vitro kosullarda gosterilmistir.

Sonuc olarak Ki mikrocevresindeki mobilizasyon siirecinde osteoblastlar
ve diger stromal hiicrelerden salinan G-CSF, HKH’lerin ¢ogalma ve farklilasmasini
uyarir (3, 10). Klinikte, egzojen olarak yiksek konsantrasyonlarda G-CSF verilmesi
HKH’lerin ilikten mobilizasyonunu saglar (9). G-CSF aracili mobilizasyon, tam
olarak aydinlatilmamis birden fazla mekanizmayla gergeklesebilir. Bunlardan birisi
G-CSF ile ilik mikrogevresindeki sempatik sinir uyariminin artigi ve iligkili
endokannabinoid salimi olabilir. Bu tez calismasi kapsaminda G-CSF tedavisi
uygulanmis ve uygulanmamis saglikli dondrlerde Ki ve/veya PK’daki HKH ve
MKH’lerin B-AR’ler ile benzer bigimde endokannabinoid sistemi bilesenlerini
bulundurduklar1 ortaya konmustur. Her iki gruptaki MKH’lerin AEA ve 2-AG
salgilayarak, HKH’lerin tasidiklar1 spesifik CB1 ve CB2 reseptdrleri araciligiyla, doz
bagimli olarak; ve sempatik sinir asirnrmdaki 3-AR’ler ile benzer bicimde HKH’lerin
Ki’nden gog siirecinde rol alabildigi in vitro kosullarda gdsterilmistir. Sekil 5.1°de
tezde Onerilen mekanizmaya ait ortaya konulan bulgular 6zetlenmistir. Buradan
hareketle endokannabinoid sistemi bilesenleri in vivo hayvan modellerinde ve
klinikte yapilacak ¢alismalarda diger mobilizasyon stratejileri arasinda temel olarak

HKH’lerin MKH’lerle olan etkilesimi {izerinden yerini almak i¢in hazirdir.
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Sekil 5.1. HKH migrasyon/mobilizasyonunda endokannabinoid sisteminin etkisi.
Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar ile, endokannabinoidlerden AEA ve 2-AG’nin,
G-CSF tedavisi uygulanmis ve uygulanmamis dondrlere ait Ki MKH’lerinden
salgilandigr; PK ve KI nisinde bulundugu; KI MNH’lerinin ve CD34" hiicrelerin
kannabinoid reseptorleri CB1, CB2’yi ve B2, f3—AR’leri eksprese ettigi; PKKH’lerin
SDF-1, norepinefrin, AEA ve 2-AG’ye dogru gog¢ ettigi, bu gogiin spesifik
antagonistler ile; PKKH’lerin MKH’lere dogru gog¢iiniin kannabinoid reseptor CB1,
CB2 ve B-AR antagonistleri ile inhibe oldugu gosterilmistir.
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6. SONUC

1. Bu ¢alismada G-CSF tedavisi uygulanan ve uygulanmayan donérlerden elde
edilen KI MKH’lerinin fenotipik ve morfolojik olarak benzer oldugu belirlenmistir.
2. Endokannabinoidlerden AEA ve 2-AG’nin, G-CSF tedavisi uygulanmis ve
uygulanmamis donérlere ait Ki MKH’lerinden salgilandigi; PK ve Ki nisinde
bulundugu gosterilmistir.

3. Ki MNH’lerinin ve CD34" hiicrelerin kannabinoid reseptorlerinden CB1,
CB2 ve B2, B3—AR’leri eksprese ettigi belirlenmistir.

4. PKKH’lerin SDF-1, norepinefrin, AEA ve 2-AG’ye dogru gog ettigi ve bu
gdclin spesifik antagonistler ile inhibe oldugu gosterilmistir.

5. PKKH’lerin MKH’lere dogru gogiiniin kannabinoid reseptor CB1, CB2 ve B-

AR antagonistleri ile inhibe oldugu bulunmustur.



62

KAYNAKLAR

1. Schofield R. The relationship between the spleen colony-forming cell and the
haemopoietic stem cell. Blood Cells. 1978;4(1-2):7-25.

2. Wu L, Mo W, Zhang Y, Zhou M, Li Y, Zhou R, et al. Vascular and
perivascular niches, but not the osteoblastic niche, are numerically restored following
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation in patients with aplastic anemia.
Int J Hematol. 2017.

3. Tay J, Levesque JP, Winkler IG. Cellular players of hematopoietic stem cell
mobilization in the bone marrow niche. Int J Hematol. 2017;105(2):129-40.

4. Spiegel A, Kalinkovich A, Shivtiel S, Kollet O, Lapidot T. Stem cell
regulation via dynamic interactions of the nervous and immune systems with the
microenvironment. Cell Stem Cell. 2008;3(5):484-92.

5. Katayama Y, Battista M, Kao WM, Hidalgo A, Peired AJ, Thomas SA, et al.
Signals from the sympathetic nervous system regulate hematopoietic stem cell egress
from bone marrow. Cell. 2006;124(2):407-21.

6. Spiegel A, Shivtiel S, Kalinkovich A, Ludin A, Netzer N, Goichberg P, et al.
Catecholaminergic neurotransmitters regulate migration and repopulation of
immature human CD34+ cells through Wnt signaling. Nat Immunol.
2007;8(10):1123-31.

7. Mendez-Ferrer S, Lucas D, Battista M, Frenette PS. Haematopoietic stem cell
release is regulated by circadian oscillations. Nature. 2008;452(7186):442-7.

8. Motabi IH, DiPersio JF. Advances in stem cell mobilization. Blood Rev.
2012;26(6):267-78.
Q. Bendall L. Extracellular molecules in hematopoietic stem cell mobilisation.

Int J Hematol. 2017;105(2):118-28.

10. Civriz Bozdag S, Tekgunduz E, Altuntas F. The -current status in
hematopoietic stem cell mobilization. J Clin Apher. 2015;30(5):273-80.

11.  Giralt S, Costa L, Schriber J, Dipersio J, Maziarz R, McCarty J, et al.
Optimizing autologous stem cell mobilization strategies to improve patient
outcomes: consensus guidelines and recommendations. Biol Blood Marrow
Transplant. 2014;20(3):295-308.



63

12. Basak GW, Urbanowska E, Boguradzki P, Torosian T, Halaburda K, Wiktor-
Jedrzejczak W. Booster of plerixafor can be successfully used in addition to
chemotherapy-based regimen to rescue stem cell mobilization failure. Ann
Transplant. 2010;15(4):61-7.

13.  Henig I, Zuckerman T. Hematopoietic stem cell transplantation-50 years of
evolution and future perspectives. Rambam Maimonides Med J. 2014;5(4):e0028.

14.  Juric MK, Ghimire S, Ogonek J, Weissinger EM, Holler E, van Rood JJ, et al.
Milestones of Hematopoietic Stem Cell Transplantation - From First Human Studies
to Current Developments. Front Immunol. 2016;7:470.

15.  Hoggatt J, Pelus LM. Eicosanoid regulation of hematopoiesis and
hematopoietic stem and progenitor trafficking. Leukemia. 2010;24(12):1993-2002.
16.  Lapidot T, Petit I. Current understanding of stem cell mobilization: the roles
of chemokines, proteolytic enzymes, adhesion molecules, cytokines, and stromal
cells. Exp Hematol. 2002;30(9):973-81.

17. Mohle R, Bautz F, Denzlinger C, Kanz L. Transendothelial migration of
hematopoietic progenitor cells. Role of chemotactic factors. Ann N Y Acad Sci.
2001;938:26-34; discussion -5.

18. Diaz-Laviada 1, Ruiz-Llorente L. Signal transduction activated by
cannabinoid receptors. Mini Rev Med Chem. 2005;5(7):619-30.

19.  Yazulla S. Endocannabinoids in the retina: from marijuana to
neuroprotection. Prog Retin Eye Res. 2008;27(5):501-26.

20. Mechoulam R. Plant cannabinoids: a neglected pharmacological treasure
trove. Br J Pharmacol. 2005;146(7):913-5.

21.  Jorda MA, Verbakel SE, Valk PJ, Vankan-Berkhoudt YV, Maccarrone M,
Finazzi-Agro A, et al. Hematopoietic cells expressing the peripheral cannabinoid
receptor migrate in response to the endocannabinoid 2-arachidonoylglycerol. Blood.
2002;99(8):2786-93.

22.  Valk P, Verbakel S, Vankan Y, Hol S, Mancham S, Ploemacher R, et al.
Anandamide, a natural ligand for the peripheral cannabinoid receptor is a novel

synergistic growth factor for hematopoietic cells. Blood. 1997;90(4):1448-57.



64

23. Jiang S, Fu Y, Avraham HK. Regulation of hematopoietic stem cell
trafficking and mobilization by the endocannabinoid system. Transfusion. 2011;51
Suppl 4:65S-718S.

24.  Patinkin D, Milman G, Breuer A, Fride E, Mechoulam R. Endocannabinoids
as positive or negative factors in hematopoietic cell migration and differentiation.
Eur J Pharmacol. 2008;595(1-3):1-6.

25.  Smith M, Wilson R, O'Brien S, Tufarelli C, Anderson SI, O'Sullivan SE. The
Effects of the Endocannabinoids Anandamide and 2-Arachidonoylglycerol on
Human  Osteoblast  Proliferation  and Differentiation. PLoS  One.
2015;10(9):e0136546.

26. Gomez R, Conde J, Scotece M, Lopez V, Lago F, Gomez Reino JJ, et al.
Endogenous cannabinoid anandamide impairs cell growth and induces apoptosis in
chondrocytes. J Orthop Res. 2014;32(9):1137-46.

27.  Jiang S, Alberich-Jorda M, Zagozdzon R, Parmar K, Fu Y, Mauch P, et al.
Cannabinoid receptor 2 and its agonists mediate hematopoiesis and hematopoietic
stem and progenitor cell mobilization. Blood. 2011;117(3):827-38.

28.  Scutt A, Williamson EM. Cannabinoids stimulate fibroblastic colony
formation by bone marrow cells indirectly via CB2 receptors. Calcif Tissue Int.
2007;80(1):50-9.

29.  Piszcz JA, Lemancewicz D, Kloczko J, Dzieciol J, Rusak M, Dabrowska M.
Cannabinoid receptors expression in bone marrow trephine biopsy of chronic
lymphocytic leukaemia patients treated with purine analogues. Exp Oncol.
2007;29(3):221-5.

30.  Idris Al, Ralston SH. Cannabinoids and bone: friend or foe? Calcif Tissue Int.
2010;87(4):285-97.

31. Mo FM, Offertaler L, Kunos G. Atypical cannabinoid stimulates endothelial
cell migration via a Gi/Go-coupled receptor distinct from CB1, CB2 or EDG-1. EurJ
Pharmacol. 2004;489(1-2):21-7.

32.  Harvey RD, Kaufman JL, Johnson HR, Nooka A, Vaughn L, Flowers CR, et
al. Temporal changes in plerixafor administration and hematopoietic stem cell
mobilization efficacy: results of a prospective clinical trial in multiple myeloma. Biol
Blood Marrow Transplant. 2013;19(9):1393-5.



65

33. Beerman I, Luis TC, Singbrant S, Lo Celso C, Mendez-Ferrer S. The
Evolving View of the Hematopoietic Stem Cell Niche. Exp Hematol. 2017.

34.  Shimoto M, Sugiyama T, Nagasawa T. Numerous niches for hematopoietic
stem cells remain empty during homeostasis. Blood. 2017.

35.  Ohlstein B, Kai T, Decotto E, Spradling A. The stem cell niche: theme and
variations. Curr Opin Cell Biol. 2004;16(6):693-9.

36.  Geiger H, de Haan G, Florian MC. The ageing haematopoietic stem cell
compartment. Nat Rev Immunol. 2013;13(5):376-89.

37. Mendez-Ferrer S, Battista M, Frenette PS. Cooperation of beta(2)- and
beta(3)-adrenergic receptors in hematopoietic progenitor cell mobilization. Ann N Y
Acad Sci. 2010;1192:139-44.

38. Du Z Wang L, Zhao Y, Cao J, Wang T, Liu P, et al. Sympathetic
denervation-induced MSC mobilization in distraction osteogenesis associates with
inhibition of MSC migration and osteogenesis by norepinephrine/adrb3. PLoS One.
2014;9(8):2105976.

39. LiH, Fong C, Chen Y, Cai G, Yang M. beta2- and beta3-, but not betal-
adrenergic receptors are involved in osteogenesis of mouse mesenchymal stem cells
via CAMP/PKA signaling. Arch Biochem Biophys. 2010;496(2):77-83.

40. Nagasawa T. CXCL12/SDF-1 and CXCR4. Front Immunol. 2015;6:301.

41.  Burberry A, Zeng MY, Ding L, Wicks I, Inohara N, Morrison SJ, et al.
Infection mobilizes hematopoietic stem cells through cooperative NOD-like receptor
and Toll-like receptor signaling. Cell Host Microbe. 2014;15(6):779-91.

42. Hoggatt J, Pelus LM. Many mechanisms mediating mobilization: an
alliterative review. Curr Opin Hematol. 2011;18(4):231-8.

43.  Muthu K, lyer S, He LK, Szilagyi A, Gamelli RL, Shankar R, et al. Murine
hematopoietic stem cells and progenitors express adrenergic receptors. J
Neuroimmunol. 2007;186(1-2):27-36.

44,  Beiermeister KA, Keck BM, Sifri ZC, ElHassan 10, Hannoush EJ, Alzate
WD, et al. Hematopoietic progenitor cell mobilization is mediated through beta-2
and beta-3 receptors after injury. J Trauma. 2010;69(2):338-43.



66

45. Wright DE, Bowman EP, Wagers AJ, Butcher EC, Weissman IL.
Hematopoietic stem cells are uniquely selective in their migratory response to
chemokines. J Exp Med. 2002;195(9):1145-54.

46.  Aizpurua-Olaizola O, Elezgarai I, Rico-Barrio |, Zarandona |, Etxebarria N,
Usobiaga A. Targeting the endocannabinoid system: future therapeutic strategies.
Drug Discov Today. 2017;22(1):105-10.

47.  Devane WA, Hanus L, Breuer A, Pertwee RG, Stevenson LA, Griffin G, et
al. Isolation and structure of a brain constituent that binds to the cannabinoid
receptor. Science. 1992;258(5090):1946-9.

48. Mechoulam R, Ben-Shabat S, Hanus L, Ligumsky M, Kaminski NE, Schatz
AR, et al. Identification of an endogenous 2-monoglyceride, present in canine gut,
that binds to cannabinoid receptors. Biochem Pharmacol. 1995;50(1):83-90.

49.  Sugiura T, Kondo S, Sukagawa A, Nakane S, Shinoda A, Itoh K, et al. 2-
Arachidonoylglycerol: a possible endogenous cannabinoid receptor ligand in brain.
Biochem Biophys Res Commun. 1995;215(1):89-97.

50.  Burstein SH. The cannabinoid acids, analogs and endogenous counterparts.
Bioorg Med Chem. 2014;22(10):2830-43.

51. ElSohly MA, Radwan MM, Gul W, Chandra S, Galal A. Phytochemistry of
Cannabis sativa L. Prog Chem Org Nat Prod. 2017;103:1-36.

52.  Castellanos D, Gralnik LM. Synthetic cannabinoids 2015: An update for
pediatricians in clinical practice. World J Clin Pediatr. 2016;5(1):16-24.

53.  Gurney SM, Scott KS, Kacinko SL, Presley BC, Logan BK. Pharmacology,
Toxicology, and Adverse Effects of Synthetic Cannabinoid Drugs. Forensic Sci Rev.
2014;26(1):53-78.

54,  Pertwee RG.  Cannabinoid  receptor  ligands:  clinical  and
neuropharmacological considerations, relevant to future drug discovery and
development. Expert Opin Investig Drugs. 2000;9(7):1553-71.

55.  Pertwee RG, Ross RA. Cannabinoid receptors and their ligands.
Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 2002;66(2-3):101-21.

56. Baker D, Pryce G, Davies WL, Hiley CR. In silico patent searching reveals a
new cannabinoid receptor. Trends Pharmacol Sci. 2006;27(1):1-4.



67

57.  Toth A, Boczan J, Kedei N, Lizanecz E, Bagi Z, Papp Z, et al. Expression and
distribution of vanilloid receptor 1 (TRPV1) in the adult rat brain. Brain Res Mol
Brain Res. 2005;135(1-2):162-8.

58.  O'Sullivan SE. Cannabinoids go nuclear: evidence for activation of
peroxisome proliferator-activated receptors. Br J Pharmacol. 2007;152(5):576-82.
59.  Galiegue S, Mary S, Marchand J, Dussossoy D, Carriere D, Carayon P, et al.
Expression of central and peripheral cannabinoid receptors in human immune tissues
and leukocyte subpopulations. Eur J Biochem. 1995;232(1):54-61.

60. Idris Al, Sophocleous A, Landao-Bassonga E, Canals M, Milligan G, Baker
D, et al. Cannabinoid receptor type 1 protects against age-related osteoporosis by
regulating osteoblast and adipocyte differentiation in marrow stromal cells. Cell
Metab. 2009;10(2):139-47.

61. Munro S, Thomas KL, Abu-Shaar M. Molecular characterization of a
peripheral receptor for cannabinoids. Nature. 1993;365(6441):61-5.

62. Idris Al, van 't Hof RJ, Greig IR, Ridge SA, Baker D, Ross RA, et al.
Regulation of bone mass, bone loss and osteoclast activity by cannabinoid receptors.
Nat Med. 2005:11(7):774-9.

63. Ofek O, Karsak M, Leclerc N, Fogel M, Frenkel B, Wright K, et al.
Peripheral cannabinoid receptor, CB2, regulates bone mass. Proc Natl Acad Sci U S
A. 2006;103(3):696-701.

64.  Ryberg E, Larsson N, Sjogren S, Hjorth S, Hermansson NO, Leonova J, et al.
The orphan receptor GPR55 is a novel cannabinoid receptor. Br J Pharmacol.
2007;152(7):1092-101.

65.  Whyte LS, Ryberg E, Sims NA, Ridge SA, Mackie K, Greasley PJ, et al. The
putative cannabinoid receptor GPR55 affects osteoclast function in vitro and bone
mass in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A. 2009;106(38):16511-6.

66. Ross RA. The enigmatic pharmacology of GPR55. Trends in
Pharmacological Sciences. 2009;30(3):156-63.

67.  Lauckner JE, Jensen JB, Chen HY, Lu HC, Hille B, Mackie K. GPR55 is a
cannabinoid receptor that increases intracellular calcium and inhibits M current. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2008;105(7):2699-704.



68

68. Murataeva N, Straiker A, Mackie K. Parsing the players: 2-
arachidonoylglycerol synthesis and degradation in the CNS. Br J Pharmacol.
2014;171(6):1379-91.

69. Kapur A, Zhao P, Sharir H, Bai Y, Caron MG, Barak LS, et al. Atypical
responsiveness of the orphan receptor GPR55 to cannabinoid ligands. J Biol Chem.
2009;284(43):29817-27.

70.  Jiang W, Zhang Y, Xiao L, Van Cleemput J, Ji SP, Bai G, et al. Cannabinoids
promote embryonic and adult hippocampus neurogenesis and produce anxiolytic-
and antidepressant-like effects. J Clin Invest. 2005;115(11):3104-16.

71.  Yoshida R, Ohkuri T, Jyotaki M, Yasuo T, Horio N, Yasumatsu K, et al.
Endocannabinoids selectively enhance sweet taste. Proc Natl Acad Sci U S A.
2010;107(2):935-9.

72. Bellocchio L, Cervino C, Pasquali R, Pagotto U. The endocannabinoid
system and energy metabolism. J Neuroendocrinol. 2008;20(6):850-7.

73.  Hill MN, McLaughlin RJ, Bingham B, Shrestha L, Lee TT, Gray JM, et al.
Endogenous cannabinoid signaling is essential for stress adaptation. Proc Natl Acad
Sci U S A. 2010;107(20):9406-11.

74. Haring M, Kaiser N, Monory K, Lutz B. Circuit specific functions of
cannabinoid CB1 receptor in the balance of investigatory drive and exploration.
PL0S One. 2011;6(11):e26617.

75.  Paladini A, Fusco M, Coaccioli S, Skaper SD, Varrassi G. Chronic Pain in the
Elderly: The Case for New Therapeutic Strategies. Pain Physician. 2015;18(5):E863-
76.

76.  Ross RA. Anandamide and vanilloid TRPV1 receptors. Br J Pharmacol.
2003;140(5):790-801.

77.  Wang L, Yang T, Qian W, Hou X. The role of endocannabinoids in visceral
hyposensitivity induced by rapid eye movement sleep deprivation in rats: regional
differences. Int J Mol Med. 2011;27(1):119-26.

78.  Henry RJ, Kerr DM, Finn DP, Roche M. For whom the endocannabinoid
tolls: Modulation of innate immune function and implications for psychiatric
disorders. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2016;64:167-80.



69

79.  Fonseca BM, Correia-da-Silva G, Taylor AH, Konje JC, Bell SC, Teixeira
NA. Spatio-temporal expression patterns of anandamide-binding receptors in rat
implantation sites: evidence for a role of the endocannabinoid system during the
period of placental development. Reprod Biol Endocrinol. 2009;7:121.

80. Zhang X, Maor Y, Wang JF, Kunos G, Groopman JE. Endocannabinoid-like
N-arachidonoyl serine is a novel pro-angiogenic mediator. Br J Pharmacol.
2010;160(7):1583-94.

81.  Matouk Al, Taye A, EI-Moselhy MA, Heeba GH, Abdel-Rahman AA. The
Effect of Chronic Activation of the Novel Endocannabinoid Receptor GPR18 on
Myocardial Function and Blood Pressure in Conscious Rats. J Cardiovasc
Pharmacol. 2017;69(1):23-33.

82.  Gyires K, Zadori ZS. Role of Cannabinoids in Gastrointestinal Mucosal
Defense and Inflammation. Curr Neuropharmacol. 2016;14(8):935-51.

83. Dmitrieva N, Nagabukuro H, Resuehr D, Zhang G, McAllister SL, McGinty
KA, et al. Endocannabinoid involvement in endometriosis. Pain. 2010;151(3):703-
10.

84. Miller MR, Mannowetz N, lavarone AT, Safavi R, Gracheva EO, Smith JF, et
al. Unconventional endocannabinoid signaling governs sperm activation via the sex
hormone progesterone. Science. 2016;352(6285):555-9.

85.  du Plessis SS, Agarwal A, Syriac A. Marijuana, phytocannabinoids, the
endocannabinoid system, and male fertility. J Assist Reprod Genet.
2015;32(11):1575-88.

86.  Turcotte C, Blanchet MR, Laviolette M, Flamand N. Impact of Cannabis,
Cannabinoids, and Endocannabinoids in the Lungs. Front Pharmacol. 2016;7:317.
87.  Song ZH, Zhong M. CB1 cannabinoid receptor-mediated cell migration. J
Pharmacol Exp Ther. 2000;294(1):204-9.

88.  Walter L, Franklin A, Witting A, Wade C, Xie Y, Kunos G, et al.
Nonpsychotropic cannabinoid receptors regulate microglial cell migration. J
Neurosci. 2003;23(4):1398-405.

89.  Knight JM, Szabo A, Zhao S, Lyness JM, Sahler OJ, Liesveld JL, et al.
Circulating endocannabinoids during hematopoietic stem cell transplantation: A pilot
study. Neurobiol Stress. 2015;2:44-50.



70

90.  Crisostomo PR, Wang Y, Markel TA, Wang M, Lahm T, Meldrum DR.
Human mesenchymal stem cells stimulated by TNF-alpha, LPS, or hypoxia produce
growth factors by an NF kappa B- but not INK-dependent mechanism. Am J Physiol
Cell Physiol. 2008;294(3):C675-82.

91.  Jean-Gilles L, Feng S, Tench CR, Chapman V, Kendall DA, Barrett DA, et
al. Plasma endocannabinoid levels in multiple sclerosis. J Neurol Sci. 2009;287(1-
2):212-5.

92.  Quercioli A, Pataky Z, Vincenti G, Makoundou V, Di Marzo V, Montecucco
F, et al. Elevated endocannabinoid plasma levels are associated with coronary
circulatory dysfunction in obesity. Eur Heart J. 2011;32(11):1369-78.

93.  Hauer D, Schelling G, Gola H, Campolongo P, Morath J, Roozendaal B, et al.
Plasma concentrations of endocannabinoids and related primary fatty acid amides in
patients with post-traumatic stress disorder. PLoS One. 2013;8(5):e62741.

94. Ivanov I, Borchert P, Hinz B. A simple method for simultaneous
determination  of  N-arachidonoylethanolamine, = N-oleoylethanolamine,  N-
palmitoylethanolamine and 2-arachidonoylglycerol in human cells. Anal Bioanal
Chem. 2015:407(6):1781-7.

95. Rossi F, Bernardo ME, Bellini G, Luongo L, Conforti A, Manzo |, et al. The
cannabinoid receptor type 2 as mediator of mesenchymal stromal cell
immunosuppressive properties. PLoS One. 2013;8(11):e80022.

96. Gonsiorek W, Lunn C, Fan X, Narula S, Lundell D, Hipkin RW.
Endocannabinoid 2-arachidonyl glycerol is a full agonist through human type 2
cannabinoid receptor: antagonism by anandamide. Mol Pharmacol. 2000;57(5):1045-
50.

97.  Kota DJ, DiCarlo B, Hetz RA, Smith P, Cox CS, Jr., Olson SD. Differential
MSC activation leads to distinct mononuclear leukocyte binding mechanisms. Sci
Rep. 2014,4:4565.

98.  Schuettpelz LG, Link DC. Regulation of hematopoietic stem cell activity by

inflammation. Front Immunol. 2013;4:204.



8.EKLER

71

EK-1 LC/EPI/MS-MS yontemi ile elde edilen datalar ng/ml birimi ile gosterilmistir.

G-CSF Uygulanmamis Grup G-CSF Uygulanmis Grup

AEA (ng/ml) 2-AG (ng/ml) AEA (ng/ml) 2-AG (ng/ml)
PK Plazma 28,12 49,65 21,56 626,98

(7,29-65,6) (16,13-618,09) (20,18-61,88) (123,26-687,93)*
Ki Plazma 27,60 26,66 6,05 11,63

(2,67-99,45) (3,51-152,59) (1,77-185,52) (2,25-151,89)
MKH 1,95 0,85 1,36 0,55
sUpernatanti (0,37-3,69) (0,29-2,32) (0,5-3,01) (0,24-4,88)




EK-2 MNH, CD34" hiicre ve MKH’lerin akim sitometrideki ylizde isaretlenme

yiizde sayisal verileri
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G-CSF Uygulanmamus Grup

G-CSF Uygulanmis Grup

MNH CD34" hiicre | MKH MNH CD34" hiicre | MKH
cB1 18,10 21,50 0,20 20,50 46,40 0,15
(0,8-51,0) | (2,6-97,2) (0,0-1,0) | (2,0-44,0) | (3,9-86,5) (0,0-0,8)
B2 25,40 34,20 0,35 20,40 37,80 0,20
(0,7-71,1) | (1,0-92,3) 0,0-1,7) | (0,3-47,9) | (0,4-80,5) (0,1-0,6)
BLAR | 1830 22,80 4,00 14,25 30,65 2,75
(0,6-22,8) | (1,3-57,6) (2,5-46) | (03-250) | (0,9-62,8) (0,1-8,4)
poar | 430 18,20 0,55 4,60 7,50 0,75
(0,6-44,5) | (4,0-59,1) (0,1-184) | (0,3-60,7) | (1,9-413) (0,1-2,7)
paaR | 420 92,60 28,95 30,90 93,60 15,55
(8,4-98,7) | (31,2-99,4) (5,0-67,5) | (17,5-65,1) | (67,3-995) | (5,8-87,0)
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