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OZET

Amac

Glioblastoma multiforme (GBM) en malign tiimorlerden biridir. Sagkalim
oranlar1 ¢ok diisiik olup tamidan ve standart tedavilerden sonra hayat kalitesi
diismektedir. Radikal cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi ile ortalama sagkalim 14
aydir.Kan beyin bariyeri (KBB) kemoterapotik ajanlarin cerrahiden sonra geriye
kalan tiimor hiicrelerine ulasmasma engel olmaktadir. Ayrica, GBM infiltratif ve

invaziv 6zelliginden dolay1 tiim beyine yayilabilmektedir.

Mezensim kaynakli kok hiicrelerin  (MSC) hasarli dokuya ve tiimére
yonelebilmeleri GBM’de terapdtik ajanlari tasiyabilecek bir araci (vektor) olarak

kullanilabileceklerini diistindiirmektedir.

Bu calismanin amac1 siganda beyin tiimorii modeli olusturmak ve MSC’lerin

tiimore go¢iini izlemektir.

Yontem Gerecler

Bu calismada toplam 24 adet, 200-250 gr agirliginda Wistar albino sican
kullanildi. Siganlar kontrol timér grubu (n=6), timor ekilmeden sham operasyon ve
kars1 hemisfere kok hiicre verilen grup (n=3), tiimor ekilmeden sham operasyon ve
beyin omurilik sivisma (BOS) kok hiicre verilen grup(n=3), tiimor olusturulan ve
kars1 hemisfere kok hiicre verilen grup (n=6), tiimor olusturulan ve BOS’a kok hiicre
verilen grup (n=6) olarak ayrildi. Kontrol ve tiimor gruplarma sag hemisfere RG2
(rat gliomu 2) enjeksiyonu yapildi, sham gruplarinda bos tiimor besi medyas1 verildi.
Cerrahiden 9 giin sonra manyetik rezonans goriintileme (MRG) yapildi. Timor
gruplarinda tiimor teyit edildikten sonra nanoparca isaretli kok hiicre enjeksiyonu
gruplara gore kars1 hemisfere veya BOS’a verildi. Sham gruplarda da kars1 hemisfere
ve BOS’a cerrahiden 9 giin sonra kok hiicreler verildi. Kok hiicreler uygulandiktan 5
glin sonra tiim gruplarda MRG yapildi ve boyutlar1 6lctildii, takibinde sigcanlar

dekapitize edildi. Tiimor ve kok hiicre ekim bdlgesinden koronal olarak ayni planda
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gecen kesitlerden yapilan  preparatlar hemotoksilen eosin ile boyandi ve
histopatolojik olarak degerlendirildi. Ayni1 kesitler nanoparca yoniinden floresan

mikroskobunda degerlendirildi.

Bulgular

Kontrol gruplarinda tiimor olusumu izlendi. Sham gruplarinda bos timor
medyas1 enjeksiyonu yapilan bolgeye BOS’a verilen kok hiicrelerin  gogii
gozlenmedi, ancak hemisfere kok hiicre verilen sham cerrahi + kars1 hemisfere kok
hiicre grubunda 1 siganda kok hiicre enjeksiyonu bolgesinde inflamasyon olustu ve o
bolgede kok hiicre gozlendi, bos tiimor medyas1 enjeksiyon bolgesinde kok hiicre
hicbir denekte goriilmedi . Tiimor grubunda kok hiicrelerin hemisfere enjeksiyonu
sonrasinda kars1 hemsiferdeki tiimore gog ettikleri ve inflamasyon yanitina neden
olduklar1 tiim sicanlarda gézlendi. Timor olusturulan ve BOS’a kok hiicre verilen
grupta tiimorde kok hiicre goriilmedi ancak tiim sicanlarada tiimor alaninda belirgin

inflammatuar yanit gézlendi.

Sonuc¢

Mezensimal kok hiicrelerin tiimoriin kars1 hemisferine enjeksiyonda tiimore
ulastig1 ve inflammatuar yanit baslattigi gézlendi fakat BOS’a enjeksiyonda tiimére
ulagamadig1 goriildii; bununla beraber tiimér lojunda ayni sekilde inflamatuar yanita

neden oldugu gorildi.

Bu calisma; insan kaynakli mezensimal kok hiicrelerin aksonlar boyunca
timore goc ettiklerini, ancak BOS’tan transependimal olarak geg¢emediklerini
gostermistir. Kok hiicrenin varliginda muhtemel hiicrelerden saliman mediatorler
etkisi ile tiimorde inflamasyon olusturdugu ve tiimoriin kiiciildiigii de gozlenmistir.
Kok hiicre tiimor tedavisinde bir tasiyici olarak ancak intraparenkimal uygulama ile
kullanilabilir. Kok hiicrelerin uzak etkisi ile olusan inflammasyon ve tiimoriin

kiigiilmesi ise ileri ¢aligmalarla teyit edilmesi gereken yeni ve 6nemli bir gézlemdir.
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ABSTRACT

Objective

Glioblastoma Multiforme (GBM) is one of the most malign tumors. Survival
rates are too short and quality of life is poor after the diagnosis and the treatment.
With radical surgery, chemotherapy and radiotherapy mean survival is 14 months.
Due to the invasive and infiltrating pattern, GBM can spread to the whole brain. And
Blood Brain Barrier prevents chemothereupatic agents reaching to the remainig

tumor cells after the surgery.

Mesenchymal stem cells (MSC) can migrate to injured tissues or tumor sites.

This gave birth to an idea that they can be used as a vehichle in GBM treatment.

The objective of this study is to create rat brain tumor model and to track

MSCs migrating to the tumor.

Method

A number of 24 female, 200-240 gr., Wistar albino rats were used in this
study. Rats were divided into five groups; control tumor (n=6), sham operation +
MSC to the opposite hemisphere (n=3), sham operation + MSC to Cerebro Spine
Fluid (CSF) (n=3), tumor + MSC to the opposite hemisphere (n=6) and tumor +
MSC to CSF (n=6). RG2 rat glioma was enjected into the right hemispheres to rats
in control tumor and tumor groups, whereares tumor medium was enjected into the
right hemispheres to rats in sham groups. On day 9, after prooving the tumor on the
MRI, MSC with flourescence nanoparticles were injected into the left hemispheres
or into the cisterna magna in either griups. MSCs were also injected the hemisphere
or into the cisterna magna in Sham grups as well. No MSCs were imjected to the
control gruop. On day 14, another MRG scan was taken, tumor dimensions was
calculated and rats were decapitated. Brains were examined under light microscopy

and flourescence microscopy.
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Results

Tumor masses were seen in control gruop. No MSC migration to the tumor
medium injection site was seen in either sham groups; but one rat in sham
hemisphere group showed local inflamation at MSC injection zone. We saw MSC
migration and inflamatury response in all rats when MSCs we injected to the
hemisphere. Inflamatuary response was also seen when MSCs were injected into

cisterna magna but no MSC migration was seen in those rats.

Conclusion

With local injection, MSCs migrate to the tumor and start inflamatuary
response. But no MSC migration was seen when injected into Cerebro Spinal Fluid

(CSF), althought inflamatury response was present in those rats.

This study showed that MSC can migrate to the tumor throught axonal
pathways but MSCs can not pass the epandymal cells. Decreasing in the tumor mass
due to the inflamation was seen, and the inflamation probably was caused by the
mediators secreted by MSCs. Stem cells can be used as vectors when applied
parachymally. The inflamatury response and tumor mass reduction is a new

observetion and its planned to make additional studies to test it.

Keywords: Glioblastoma multiforme, RG2 rat glioma, tracking with

nanoparticle, nesenchymal stem cell

This study is supported by grant from Hacettepe University (013D02101001)
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1.GiRiS

Santral sinir sistemi hastaliklari, 6rnegin demiyelizan ve malign hastaliklar,
insan hayatini sosyal ve ekonomik olarak etkilemektedir. Kan beyin bariyeri bir¢ok
tedavinin hedef noktaya ulasmasini engellemekte; hastaya verilen tedavinin

etkinligini azaltmakta veya tamamen 6nlemektedir.

Kok hiicrelerin hasarli beyin bdlgesine (tlimor veya demiyelizasyon) dogru
go¢ ettikleri gosterilmistir. Kok hiicrelerin kan beyin bariyerini gegebiliyor olmasi,
onlarin hastaliklarin tedavisi i¢in bir ara¢ olarak kullanabileceklerini akla

getirmektedir.

Ozellikle yiiksek dereceli malign beyin tiimdrlerinde, cerrahiden sonra, kalint
timor hiicrelerine ve cevredeki invazyon ve/veya infiltrasyon gosteren hiicrelere,
kemoterapétik ajanlarin kan beyin bariyerini asarak ulasmasi zordur. Invazyon ve
infiltrasyon gosteren timor hiicrelerine kok hiicre ile ulagsmak teorik olarak

miumkiindiir.

Gliomlar eriskin kaynakli primer beyin tliimorlerinin yaklasik %29’unu
olusturmaktadir. Glioblastome multiforme (GBM) gliomlarin %58 m1 teskil
etmektedir. GBM yliksek derecede malign, diffiiz infiltratif bir tlimordiir; disik
sagkalim ile seyretmektedir. Radikal cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi tedavileri ile
ortalama sagkalim 14 ay civaridir. Yiiksek tedavi maliyetleri, hastaya, aileye ve

devlete ylik olmaktadir.

Radyoterapi tiim beyine etkili olmakta fakat bircok kemotdrapatik ajan

yiiksek dereceli glial tiimor tedavisinde kullanilamamaktadir.

Son =zamanlarda yapilan ¢alismalar insan kaynakli kok hiicrelerin
(mezengimal, noronal veya embriyonel) timor alanmma gbé¢ edebildigini

gostermektedir. Ayni zamanda kok hiicrelerin bir vektor olarak kullanilabilecegini ve



yiiklenen citokin, enzim, metalloproteinaz, viral genom veya ilaglar1 tiimdre

tastyabildikleri gosterilmistir.

Biz bu calismada deneysel sigan modelinde beyin tlimorii olusturduk. Tiimor
ekiminden 9 giin sonra sicanlara kranyal magnetik rezonans goriintiileme yaptik.
Takiben ayr1 gruplarda sicanlara tiimoriin karsi tarafindaki hemisferine ve diger bir
gruba sisterna magnaya kok hiicre enjekte edildi. Tiimor hiicrelerini ve kok
hiicrelerini takip edebilmek i¢in kok hiicelere floresan nanoparca ile isaretlendi.
Sicanlar sakrifiye edildikten sonra tiimor lokalizasyonundan ve uzak bdlgelerden
kesitler alindi. Alinan kesitlerde kok hiicrelerin hemisfere enjeksiyonunda tiimore
g0¢ ettigi, sisterna magnaya enjeksiyonunda go¢ edemedigi fakat her iki gruptada

timor alaninda inflammatuar yanita neden oldugu gortldii.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1.Beyin Tiimorleri

Santral sinir sistemi (SSS) tiimorlerinin  goriilme sikhig1 yaklagik
20.59/100.000°dir. Tim kanserler icerisinde tiimore bagh Oliimlerin %9’unu bu
sistemin tiimorleri olusturur. Genis otopsi serilerinin sonuclarina gore intrakranyal
ve intravertebral tiimorlerin goriilme siklig1 %0.8-2 arasinda degismektedir. Hastane

kayitlarinin ise %1 ini olustururlar1].

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2007 smiflamasinda tiim SSS tiimérleri 7 ana
gruba bollinmiistiir[2] (Tablo2.1).

Tablo 2.1. DSO SSS tiimérleri ana gruplari

Noroepitelyal Doku tiimorleri

Kranyal ve Paraspinal Sinirlerin Tiimorleri
Meninkslerin Tiimorleri

Lenfomalar ve Hematopoietik Tiimorler
Germ Hiicre Tlimorleri

Sellar Bolgenin Tiimorleri

Metastazlar

DSO nérepitelyal doku tiimorlerini 9 alt gruba ayirmistir. (Tablo2.2)

Tablo 2.2. DSO Néroepitelyal tiimdrlerin alt gruplari.

Astrositik Tiimorler
Oligodendroglial tiimorler
Oligoastrositik tiimorler

Ependimal tiimorler

Koroid pleksus tiimorleri

Diger noroepitelyal tiimdrler
Noronal ve mikst noroglial tiimorler
Pineal parankimal tiimorler
Embriyonel tiimorler

Noroepitelyal tiimorlerden astrositomlar, oligodendrogliomlar,

oligoastrositomlar ve ependimomlar glial tiimdrler (gliomlar) olarak adlandirilir.



Gliomlarm en sik goriilen tipi astrositik tiimérlerdir. Her tiimor igin DSO

derecelendirilmesivardir. Astrositomlar 4 dereceye ayrilir[3] (Tablo 3).

Santral sinir sistemi tiimorleri en sik meninkslerde goriliir (%35) ve bunu
%15.8 ile glioblastoma takip eder. Meningiomlarin insidans1 100.000°’de 7.49 iken
noroepitelyal tiimorlerin insidanst 100.000° de 6.6’dw, ki bunun % 54’lni

glioblastomalar olusturmaktadir [1].

Tablo 2. 3. DSO Astrositik tiimérler.

DSO Derece 1 Subepandimal dev hiicreli astrositom
Pilositik astrositom
DSO Derece 11 Diffiiz astrositom

Pilomiksoid astrositom
Pleomorfik ksantoastrositom

Oligoastrositom
DSO Derece 111 Anaplastik astrositom
DSO Derece IV Glioblastoma
Gliosarkom

Diistik dereceli astrositomlarda morbiditenin en biiylik nedeni, yliksek
dereceli astrositoma farklilasabilmesidir. Ozellikle 45 yas iizerinde bu oran

artmaktadir[4].

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Derece 1 gliomlarda; o6rnegin pilositik
astrositoma, cerrahi rezeksiyon kiir saglamaktadir. Oysa diffiiz gliomlarda (DSO
Derece II ve iistll) miimkiin oldugunca giivenli sinirlarda en genis rezeksiyon

tedavinin birinci basamagidirve cerrahi sonrasi ek tedavi gerekir [5, 6].

2.2.Gliablastoma Multiforme

Glioblastoma multiforme (GBM) en sik gorilen ve en malign beyin
timoriidir. Ortalama goriilme yas1 56 yastir (50-60 yas). Erkeklerde goriilme orani
bir miktar fazladir (K/E=2:3). Tiim gliomlarin yaklasik %45-50sini olustururlar.
Tan1 konulmadan belirti verme siiresi ortalama 5.4 aydir. GBM hemisferlerde baskin
olmak iizere her bolgede goriilebilir. GBM sirayla frontal (%40), temporal (%25),

parietal (%25) yerlesimlerde goriiliir. Korpus kallosum aracilig ile kisa siirede kars1



hemisfere gecer (sekil 2.1 ve sekil 2.3). Primer olarak kelebek tipi gliom tarzinda
korpus kallosumda yerlesebilir. Derin gri cevher ¢ekirdeklerinden veya beyin
sapmndan  baglamasi oldukca enderdir. Glioblastomada kafa i¢ci basing
artissemptomlari(KIBAS) olarak bas agris1 (%68), bulanti-kusma (%45) diisiik
dereceli gliomlardan daha sik olarak gozlenir. Mental durum degisiklikleri
(%47),motor defisitler (%44) oldukca yaygin olarak saptanir. Epileptik nobet ile
basvuru yaklasik %32’dir. Semptom siiresi kisa olmasma ragmen basvuru aninda
kitle boyutu biiyiikk olup, bir lobu tamamen kaplamis olabilir (sekil 2.2). Timor
icerisine genis kanama olabilir ve hastalar buna bagh olarak iskemik inmeye benzer

bulgular ile basvurabilirler[7, §].

2.2.1.Yayihm ve Metastaz

Infiltratif yayilm diffiiz astrositik tiimdrlerin bir 6zelli§i olmasmna ragmen,
glioblastoma ¢evre beyin dokusuna hizli invazyonu ile nam salmistir. Korpus
kallozumdan kars1 hemisfere gegmesi (sekil 2.1), bilateral simetrik kelebek timor
goriiniimii olusturmasi sik goriilen bir 6zelligidir. Internal kapsiilde, fornikste, optik
radyasyoda ve anterior komissiirde de yayilimi goriilebilmektedir. Hizl1 ve infiltratif
biliylime gostermesine ragmen subaraknoid bosluga invaze olmaya egilim gostermez
ve nadiren beyin omurilik sivis1 (BOS) yolu ile metastaz yapar. Hematojen yayilim
ise olduk¢a nadirdir, ventrikiilo-peritoneal sant yolu ile abdominal metastazi

gorilmistiir[2].



Sekil 2.1. Otopsi vakasinda sol frontal lobda genis yerlesmis ve korpus kallosum
yolu ile kars1 hemisfere gegen glioblastoma [2].

Sekil 2. 2. Otopsi vakasinda sag frontal ve temporal yerlesimli, orta hat siftine neden
olan glioblastoma [2].



Sekil 2.3. Otopsi vakasinda sol bazal ganglionda yerlesmis ve karsi hemisfere
yayilim gostermis glioblastoma [2].

2.2.2.Histopatoloji

Histopatolojisinde niikleer atipi, selliller pleomorfizm, mitoz, endotel
proliferasyonu ile birlikte yeni damar olusumu, nekroz alanlari, bu nekroz alanlarina
uzanan infiltrasyon odaklar1 gozlenir. Nekroz ve endotel proliferasyonu olmazsa
olmaz tanisal 6zelliktir. Fakat tiimor i¢erisindeki heterojenite stereotaktik biopsilerde

tanty1 zorlastirmaktadir[2,7].

Diger bir histopatolojik 06zelligi migrasyon gosterdigi bdlgede tiimor
hiicrelerinin subpial bdlgede ndronlarin ¢evresinde (satellitiozis) ve damarlarin
¢evresinde kiimelesmesidir[2].
2.3.Glioblastoma Tipleri

2.3.1.Kiiciik hiicreli Glioblastoma

Kiigiik, yuvarlak sekilli, hiperkromatik nukleuslu, atipik, monoformik
Ozellikler gosteren hiicre toplulugundan olusmaktadir. Yiiksek proliferasyon

gosterirler[2].



2.3.2.0ligodendroglioma Komponentli Glioblastoma

Oligodendrogliomay1r anmmsatan folikiiller igerirler. Diger glioblastomali
hastalara nazaran daha iyi sagkalimlar1 vardir. Nekroz igerenlerde sagkalim daha

kotidiir[2].

2.3.3.Dev Hiicreli Glioblastoma

Biiyiik, ¢oklu cekirdekli olmalar1 6zelligidir, hiicreler boyut ve pleomorfizm
derecesinde olabilir. Gorilinlislerine ragmen yiiksek malignite ile ilgili degildirler,

hatta daha 1y1 prognostik 6zellikleri mevcuttur[2].

2.3.4.Gliosarkom

Hem glial, hem mezensimal hiicre diferensiyasyonu gosteren glioblastoma
varyantidir. Tim glioblastomalarin  yaklasik %2’sini  olusturur. Sarkamat6z
komponenti yiiksek tiimorlerde (6zelliklede dural baglantis1 olanlarda) mikroskopik
ve radyolojik goriintiisi meningiom ile karisabilir. Epitelyal metaplazi siktir,
kikirdak, kemik, kas veya yag dokusu olusumlar1 goriilebilmektedir. Glioblastoma ile

benzer sagkalim degerleri mevcuttur|2].

2.4. Glioblastoma Ozellikleri

2.4.1. Mikrovaskiiler Proliferasyon

Nekroza ek olarak mikrovaskiiler proliferasyonun olusu glioblastomanin
histopatolojik olarak ayirict 6zelligidir. Isik mikroskobunda, nekroz etrafinda
yumaklar seklinde goziikiir. Cok katmanli mitotik epitel ve diiz kas hiicresinden
olusur (Sekil2.4). Vaskiiler tromboz sik olarak goriliir, iskemik tiimér nekrozu

olugsmasinda etken oldugu diisiiniilmektedir[2].
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Sekil 2.4. Glioblastomada ¢oklu tabaka olusturan mikrovaskiiler proliferasyon[2]

2.4.2.Proliferasyon

Proliferasyon glioblastomada mitozun degisik fazlari ile birlikte nerdeyse her
vakada goziiken bir Ozelliktir. Mitotik aktivite tiimorler arasinda cok degisken
olabilmekte, hatta bir tiimorde bolgesel heterojenite gosterebilmektedir. Ki-67/MIB-1
antikorlar1 ile belirlenen bolinme orani bolgesel degisiklikler gostermektedir.
Ortalama degerler %15-20 civarindadir. Kiiciik, undifferensiye, fuziform sekilli
hiicrelerde genelde yiiksek proliferasyon saptanmaktadir, oysa gemistotik hiicreler
bulunan tiimorlerde daha diisiik saptanmakta. Proliferasyon indeksindeki genis
degerlere ragmen, proliferasyon ve sagkalim arasinda belirgin bir iliski

bulunamamaistir[2].

2.4.3. Anjiogenez

Glioblastoma insanda en iyi vaskiilerize olan tiimordiir. Bunu birkag yol ile
saglar: daha once var olan damarlarin tiimdre migrasyonu, klasik anjiogenez (var
olan damarlardan tiimore yeni kapiller dallar vermesi) ve vaskiilogenez (dolasimda
olan kemik iligi hiicrelerinin perivaskiiler bolgeye yerleserek damar olusturmasi).
Glioblastomada anjiogenezin en itici faktoriin hipoksi oldugu disiiniilmektedir.
Vaskiiler endotelyal biiylime faktori (VEGF) glioblastomada  damar
disfonksiyonunun en 6nemli medyatoriidiir; VEGF tiimor anjiogenezini, damar

gecirgenligini (6dem) ve kemik iligi hiicrelerinin perivaskiiler yerlesiminden
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sorumludur. Epitel hiicrelerine ilaveten diiz kas hiicreleri ve kemik ilgi hiicreleri
vaskiiler remodelling olayinda gorev alir. Goriilen wvaskiiler remodelling

glioblastomanin histopatolojik ayiric1 6zelligidir[2].

2.4.4. Nekroz

Timor nekrozu glioblastomanin olmazsa olmaz 6zelligidir ve varlig1 diffiiz
astrositomda kotii prognozun en gii¢lii belirtecidir. Nekroz goriintiileme teknikleri ile
kontrast tutmayan merkez olarak goriilebilmektedir, ki bu merkez canli olamayan
timor  hiicrelerinden  olugsmakta olup tim tiimér hacminin %80 nini
olusturabilmektedir (Sekil 2.5). Nekroz igerisinde ender olarak canli timor ve damar
yapilar1 goriilebilmektedir. Nekrozun yetersiz kanlanmaya bagli olarak iskemi

sonucu gelistigi diistiniilmektedir[2].

Mikroskop ile goriilebilen bir diger nekroz formu ise ¢oklu, kiigiik, diizensiz
band sekilli hiicrelerin olusturdugu merkezin kiiglik, sik1 yerlesimli glial hiicreler
tarafindan yalanct ¢ok kathi sekilde sarilmasidir (Sekil2.6). Bu nekroz
glioblastomanin ayirict bir 6zelligi olup primer ve sekonder glioblastomada da

goziikebilmektedir[2].

Sekil 2. 5. Glioblastomada nekroz (sagda) ve tromboze damarlar|2].
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2.5. Histiogenez

Glioblastomanin hiicresel kaynagi hep bir aragtrma ve tartisma konusu
olmustur.Yillarca diisiiniilmiistiir ki glioblastomalar, astrosit markerlarini eksprese
ettiginden dolay1, astrosit kokenlidirler. Ancak yapilan kimyasal ve genetik
calismalarin ardindan glioblastomanin prekiirsér hiicrelerden veya ndronal kok
hiicrelerden gelistigi gorilmistiir. Noronal kok hiicrelerin subventrikiiler zonda
yerlesmesi ve glioblastomalarin ¢ikis noktasinin bu bolge olmasi bu gorisi
desteklemektedir. Dahada fazlasi, glioblastoma igerisinde kok hiicre davranisi
gosteren hiicreler izole edilmistir. Bu hiicrelerin kendilerini yenileme ve tiimor

olusturma kabiliyetleri hayvan deneylerinde gosterilmistir[2].

2.6. Tiimor Genetigi

Kromozom ¢alismalar1 sonucunda GBM i¢in Tip I ve Tip II olmak {iizere
klinik prognozlar1 da farkli olan iki ayr1 antiteden bahsedilmektedir. Tip II GBM
(Primer GBM veya GBM de novo)’de 10. Kromozomun uzun kolunda delesyon
(LOH 10q) saptanmis olup, prognoz daha kotiidiir. Ayrica 7.kromozomda epidermal
biiylime baktorii (EGFR) artis1 [7p13-p12] s6z konusudur. Primer GBM olgularinda
diigiik dereceli gliom Oykiisii yoktur. Oysa GBM Tip I (Sekonder GBM)’de

astrositom, -anaplastik astrositom, -GBM gelisim zinciri izleyen etiyoloji soz
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konusudur (Sekil2.7). GBM Tip I’de P53, src ve 10q delesyonu tarzinda kromozom

anomalileri basamakl1 seyretmektedir|[3, 7].

Epidermal biiyiime faktorii glioblastomada ekspresyon artis1 en sik goriilen
genolup %40 oraninda goriilmektedir. Sekonder glioblastomalarda enderdir. Bir
EGFR varyant1 olan EGFRVIII tiimor spesifik olup anti tiimor tedavide hedef olarak

kullanilmas1 umut vericidir[2, 9].

Onuncu kromozom kayiplar1 (LOH 10) glioblastomada goriilen en sik genetik
degisikliktir. Tiim kromozom kaybolabildigi gibi kismi kayiplar da olmaktadir
(10pl14, 10923 ve 10g25 en sik goriilenleridir). Primer ve sekonder gliblastomada

esit oranda goriilmektedir. Tam kayipta ise primer glioblastoma goriilmektedir.[2, 9]

Kiiciik hiicreli glioblastomada siklikla EGFR amplifikasyonu, p16 delesyonu,
PTEN mutasyonu (LOH 10 q23.3) ve LOH 10q beraber goriilmektedir[2, 9].
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Sekil 2.7. Glioblastoma gelisiminde genetik degisiklikler ve zamansal degisim [2, 9].

2.7. Prognostik Faktorler

Tan1 aninda yasin 50’nin altinda olmasi ve Karnofsky performans degerinin
70 ve lzeri olmasi iyi prognostik faktorlerdir. Deoksiriboniikleik asiti (DNA)
alkilleyici ajanlara karsi koruyan OS-metilguanin-transferaz (MGMT) mutasyonu

kemoterapinin etkinligini arttirarak sagkalimi arttirmaktadir [2].



14

GBM i¢erisinde nekrozun varhigi ve genisligi, 10. Kromozomda heterojenite
kayb1 (LOH 10) ve chitinase 3 like protein 1 (YKL 40) adli gbrevi bilinmeyen
proteinin artis1 kotii prognostik faktorlerdir [2].

2.8. Radyoloji

Radyodiagnostik tetkiklerde genellikle santral nekroz kapsayan ve biiyliyen
kitle etkisi ile ¢cevresinde yogun halka tarzinda yeni damar olusumuna baglh boyanma
ile olduk¢a belirgin peritimoral 6dem (vazojenik tipte) gosterir. Korona radiata,
komissiirler, kortiko-spinal traktiis ve 6zellikle korpus kallosum (kelebek tipi gliom)
gibi beyaz cevher olusumlar1 yolu ile invazyon gdésterir, hatta bu yollarda yeni timor

kitleleri olusturarak multifokal glioblastoma goriiniimii olusturabilir[2, 7].

2.9. Tedaviye Yanit Mekanizmalan

Glioblastoma tedaviye olduk¢a direnclidir. Agresif cerrahi rezeksiyon,
radyoterapi (hedefe yonelik ve tiim beyin radyoterapi) ve tolere edilebilecek en
yiiksek doz kemoterapiye ragmen sagkalimda minimal artis olmaktadir. Tedaviye

diren¢ baz1 nedenlere baglanir:

I- Kan beyin bariyerinin parsiyel de olsa korunmasma ve yiiksek tiimor

intersitisyel basinci nedeni ile diisiik ila¢ ulagima.

2- Tek nokta gen mutasyonlari, heterozigosite kaybi, kromozom delesyonlar1
ve tekrar ayarlanmalari, gen amplifikasyonlar1 ve genetik susturulmalar sonucu
olusan genetik kararsizligm birgok genotipik ve fenotipik heterojeniteye neden

olmasi, olusan hiicre topluluklarmin tek bir terap6tik ajana yanit vermemesi

3- Glioblastomanin invaziv 6zelliginden dolay1r korpus kallozumdan karsi
hemisfere gecmesi, beyin sapina, spinal korda ve hatta beyinin diger kan beyin

bariyeri saglam bolgelerine yayilmasi
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4- Timor prekiirsor hiicrelerin varlig1 nedeniyle heterojen hiicre toplulugu ve

prekiirsor hiicrelerin terapotik ajanlara direnci

5- Kemoterapi ve radyoterapinin faydalanimini azaltan DNA tamir

mekanizmalarinin korunmasi

Bu nedenlerden dolay1 tek bir hedefe yonelik terapinin etkili olamayacagi,
bircok hedefe etki edebilecek ajanin daha etkin tedavi saglayabilecegi
diistiniilmektedir|[2].

2.10. GBM’de Tedavi

Cerrahi kabul edilebilir morbidite smirlar1 igerisinde maksimum smirlarda
rezeksiyon uygulanmasiyla histopatolojik taninin elde edilmesinin yani sira
histopatolojiden bagimsiz olarak en iyi tedavi sonuglarinin elde edilmesinde altin
standart olarak kabul edilir. Maksimum giivenli cerrahi (gross total rezeksiyon veya
subtotal rezeksiyon) sonrasi es zamanl giinlik 75 mg/m? temozolomid (TMZ) ile
konvansiyonel 60 Gy radyoterapi ve adjuvan 6 kir TMZ (150-200 mg/m?)

uygulanmasidir[8].

Ortalama sagkalim sadece radyoterapi alan hastalarda 12.1 ay, radyoterapi ile

eszamanlt TMZ ve adjuvan TMZ ile 14.6 ay olarak bulunmustur|8].

Cerrahi rezeksiyon sinirmin disinda invasiv gliom hiicrelerinin olmasi, daha
etkin tedaviyi saglamak i¢in  terapotik ajanlarn  oraya  ulagmasimi
gerektirmektedir[10]. SSS’ni koruyan KBB beyine kiiciik ve biiyiikk bir¢ok
molekiiliin gecisine engel olarak tedavide biiylik zorluklar ¢ikarmaktadmr[11].
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2.10.1. GBM’de Kemoterapi ve Hedefe Yonelik Tedaviler
2.10.1.1.Temozolomid

Temozolomid imidazotetrazin tiirevi, oral biyoyararlanimi yiiksek 2. nesil
alkilleyici ajandir. Gastrointestinal sistemden absorbe olduktan sonra santral sinir
sistemi de dahil olmak {izere biitiin viicut dokularina penetre olur ve spontan olarak
aktif metaboliti olan 5-(3-metil triazenl-yl) imidazol-4-karboksamid’e (MTIC)
dontisir. En sik goriilen yan etkisi trombositopeni olmakla birlikte bulanti,

yorgunluk, basagrisi ve kabizlik gibi istenmeyen etkiler de gozlenebilir

Bir diger alkilleyici ajan olan carmustine (BCNU; bis-chloroethylnitrosourea)
gliomlarin tedavisinde kullanilmakla birlikte glioblastomada belirgin bir faydalanim

saptanmamistir[12].
2.10.1.2. DNA Tamir Enzim inhibisyonu

Metil guanin metil transferaz (MGMT) daha Once bahsedildigi iizere
TMZ’nin alkilleyici etkisini azaltmaktadir. O(6)-benzilguanin (O6-BG) sentezini
durdurarak MGMT miktarin1  azaltmaktadir. Bu yolla TMZ etkinligi
arttirillabilmektedir. Ancak ciddi toksisitesi mevcut olup, kullanildigr zaman TMZ

dozunu diistirmek gerekmektedir ki bu durumda TMZ etkisi de azalacaktir[12].

2.10.1.3.Anjiogenez inhibitérleri

Neovaskiilarizasyon (yeni damar olusumu) malign tiimorlerin karakteristik
ozelliklerinden biridir. Ozellikle yiiksek dereceli gliomlarda tiimor kitlesinin dnemli
bir komponentini endotel hiicreleri olusturur. Malign glial tiimorlerde glial ve
endotelyal hiicreler yiizeylerinde vaskiiler endotelyal biliylime faktorii (VEGF) gibi
bircok proanjiojenik molekiiller sergilerler.Bevacizumab VEGF’e kars1 gelistirilmis
monoklonal bir antikordur. Yapilan faz II calsmasinda, bevacizumab ile kombine
edilen standart tedavi (cerrahi + radyoterapi + TMZ) grubunda ortalama sagkalim

19.6 ay olarak bulunurken standart tedavi grubunda ortalama sagkalim 13.6 ay olarak
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bulunmustur. Noétropeni, trombositopeni, bitkinlik, vendz tromboz, hipertansiyon,
proteiniiri, gastrointestinal kanama, serobrovaskiiler inme gibi yanetkiler

gorilmistiir[13].

Bevacizumab giinler igerisinde damarlar iizerindeki etkisi sayesinde 6demde
ve kontrast ge¢isinde azalmaya neden olmaktadir. Magnetik rezonans goriintiilemede

yalanc1 antitiimor efekti goriilebilmektedir[12].
2.10.1.4. Matriks Metalloproteinaz (MMP) ve integrin inhibitéri:

MMP enzimleri, tiimor hiicreleri ve peritiimoral stromal hiicreler tarafindan
sekrete edilir ve bazal membran invazyonu, anjiogenez, metastaz gibi onkolojik
stireglerde rol alirlar. MMP enzimleri malign glial hiicreler tarafindan sekrete edilir
ve bunun derecesi tlimoriin proliferatif potansiyeli ile dogru orantihidir.
Temozolomid ile kombine MMP inhibit6rii kullanilan bir calismada sonuglar sadece
temozolomid kullanimindan ¢ok farkli olmamakla birlikte 6nemli oranda kas ve

eklem yakinmalar1 bildirilmistir[ 14].

Integrinler angiogenez ve hiicre migrasyonunda rol oynayan molekiillerdir.
Preklinik caliymalarda normal beyin dokusunda bulunmayan bazi integrin
molekiillerinin malign glial tiimorlerde bulundugu bildirilmistir[15]. Integrin
inhibitori Silengitid ile faz I caligmas1 yapilmis; 51 hastanin 2 tanesinde tam yanit, 3
hastada kismi yanit saptanmis olup yan etki olarak trombositopeni, anoreksi,

hiponatremi ve hipoglisemi goriilmiistiir [16].
2.10.1.5.Sinyal Ileti Sistemi inhibitérleri

Malign tiimor hiicreleri kontrolsiiz proliferasyon, invazyon ve metastaz
yapma gibi karakteristik Ozelliklere sahiptir. Bu siire¢ hiicre yiizeyindeki
reseptorlerden c¢akirdekteki sorumlu genlere kadar iletilen bir seri olaylar sonrasi
ortaya ¢ikar. Hiicre yiizeyinde yer alan epidermal biiylime faktorii (EGF) ve platelet
kokenli biiylime faktorii (PDGF) gibi biiyiime faktor reseptorleri bu siirecte dnemli

rol alirlar. EGF reseptor tirozin kinaz inhibitorii ertolinib ile yapilan faz I ve faz 11
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calismalarda celigkili sonuglar elde edilmistir; EGF ekspresyonu yiiksek olan

hastalarda anlamli sonug¢ alirken, diger hastalarda yanit alimamamaistir [17].

2.10.1.6.Diferensiasyon Yapic1 Ajanlar

Vitamin A tiirevleri (retinoidler) niikleer reseptorlerle etkilesim yolu ile hiicre
farklilasmasin1 uyariri proliferasyon ve onkogenekspresyonunu inhibe eder, hiicresel
immuniteyi arttirirlar. Retinoidlerin glioblastoma hiicre dizilerinde apoptozise yol
actig1 da gosterilmistir[18].  Ancak yapilan bir caligmada yeni tani konmus
gliblastoma multiforme hastalarinda radyoterapi ile eszamanli Tmz ve sis-retinoik

asit kullaniminin sagkalima faydasi olmadigi gosterilmistir[19].

2.10.1.7.Gen Tedavisi

Malign beyin tiimorlerinde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapide oldukga yol
kat edilmesine ragmen halen istenen sag kalim oranlar1 elde edilebilmis degildir. Bu

da arastirmacilar1 farkli arayislara itmektedir.

Gen tedavisi, tedavi amaciyla hastanin hiicrelerine bir genetik materyalin
(cogunlukla bir DNA parg¢asinin) transfer edilerek hastanin tedavi edilmesidir. Amag
mutant fenotipt DNA diizeyinde iyilestirerek, anormal geni diizeltmektir. DNA
parcasinin hiicre igerisine sokulmasi islemine “transfeksiyon” denir. Hiicre i¢indeki

gene ise transfer edilmis gen anlamii tagiyan “transgen” adi verilir.

Timor hiicrelerinin herpes simplex viriisiiniin timidin kinaz (HSV-tk) geni
ile transdiiksiyonu takiben bir niikleotid analogu olan gansiklovir tedavisi sonucunda

timor hiicrelerinin 61diigi ilk kez Molten tarafindan gosterilmistir [20].

2.10.1.8.Intihar Gen tedavisi (Enzim/énilag sistemi)

Bu yaklasim memeli organizmalarinda bulunmayan bir enzimi kodlayan
genin timor i¢cine sokulmasi ve ardindan non-toksik bir ilacin sistemik olarak

verilmesi esasina dayanir. Burada secilen intihar geni normal memeli hiicresinde
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bulunmayan bir reaksiyonu katalize eder. Bu reaksiyon sonucu non-toksik on-ilag

selektif olarak toksik formuna doniisiir ve hiicrenin 6liimii gergeklesir.

Inhibitér genlerinden en iyi bilinen herpes simplex viriisiiniin timidin kinaz
genidir. Normalde insan viicudunda bulunmayan HSV-tk geni, timidin kinaz
enzimini kodlar. Timidin kinaz enzimi niikleotid analoglarindan gansikloviri (GSV)

fosforile gansiklovire ¢evirir.

Fosforile GSV ¢ogalan hiicrelerin DNA zincirlerinin olusumuna katilir. DNA
polimeraz enziminin fonksiyonunu bloke ederek DNA zincirirnin uzamasini
durdurur. Bir bagka degisle, bu toksik GSV formu DNA zincir terminatorii olarak

islev gorerek 6zellikle boliinen hiicrelerin 6liimiine neden olur.

Bu tedavi yonteminin ¢6ziilmesi gereken bazi problemleri vardir. Bunlar:
ozellikle derin yerlesimli invaziv tlimorlerde yeter sayida tiimor hiicresinin transfekte
(hedef hiicre igerisine viriisiin girmesi) edilememesi ve kan beyin bariyerinin intakt
oldugu hallerde yeterli konsantrasyonlarda GSV’nin bu engeli ge¢ip tiimor hiicresine
ulasamamasidir. Yiiksek doz GSV-tk enjeksiyonunda hiponatremi, konfiizyon ve
nobet goriilmiis olup sagkalimi uzun olan hastada iyi prognostik faktorler mevcut idi

(geng yas, oligoastrositomdan sekonder GBM olugsmas1)[21-23].

2.10.1.9. Antisens Tedavi

Bu tedavi yaklasimi antisenslerin aracilik ettigi gen inhibisyonu esasina
dayanir. Antisensler kisa DNA parcalaridir. Bu yapilar, mRNA yapismna paralel
(Watson-Crick baz ¢iftleri boyunca) hidrizedir. Antisensler mRNA’ya baglanir,
ribozomlara ulasip onlar1 bloke eder ve protein sentezini durdurur. Antisens DNA
istenmeyen proteinlerin (6rnek c-myc-onkoprotein gibi) mRNA’lar1 i¢in spesifik

olarak dizayn edilmistir [24].
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2.11.2. GBM Tedavi Zorluklar

2.11.2.1. Kan Beyin Bariyeri

Kan beyin bariyeri beyin (KBB) kapillerlerinin luminal yilizeyini olusturan
sik1 kavsaklar (tight junctions) ile birbirlerine baglanan endotel hiicreleri, onlar1 saran
perisit ve ekstraselliiler matriks proteinleri (kollajen, laminin ve heparan), en dista ise
astrositler ve perivaskiiler makrofajlardan  meydana gelen bir engeldir.[25]
Fenestrasyonlarin (endotel hiicreleri arasinda goriilen bosluklar) bulunmamasi,
hiicreleraras1 siki1 kavsaklarin bulunmasi, pinositoz ve transitozun az olmasi,
transselliiler transportun kisitli olmasi ve ¢ok sayida mitokondri bulunmasi kan beyin

bariyerini periferik endotelden farkli kilan 6zellikleridir[25, 26].

KBB’nin 6zellikleri:

a) Kan ile santral sinir sistemi (SSS) arasinda besinlerin ve suda ¢dziinen

maddelerin serbest aligverisini kisitlamak,

b) Toksin, patojen ve viicudun kendi immiin hiicrelerinin gecisini

engelleyerek SSS’ni hasar ve hastaliktan korumak,

c) Ozel tasima sistemleri araciligi ile spesifik molekiillerin tagmmasini

saglamak,

d) Kan ve/veya beyin kaynakli maddelerin

modifikasyonu/metabolizasyonunu saglamak olarak siralanabilir[25].

Beyin kapillerinde degisim genellikle transselliiler yoldan olur. Pinostoz ve
hiicre i¢i gecis yoktur. Bu nedenle sadece kapiller endotel membranindan serbestge
diffiize olabilen, yagda coziinebilir ve kiicik maddeler KBB’den pasif olarak
gecebilir, ki bunlar da tasiyicilar tarafindan SSS dismna tasinmaktadirlar.[25]
KBB’nin 12m? yiizey alani ve toplamda 650 km uzunluga sahip olmasina ragmen

bariyer oldukca etkili oldugu i¢in polar molekiiller ve kiigiik iyonlar gibi yagda
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coziinmeyen maddelerin KBB’den gecisi pratik olarak imkansizdir. Bu nedenle
terapotik degeri oldukga yiiksek olan ¢ogu ilag sistemik olarak kullanilamamaktadir

[25, 26].

2.11.2.2.Beyin Tiimérlerine ila¢ Ulasimim Arttirma Yoéntemleri

Yukarida bahsedilen tedavi amagli kullanilan kemoterapi ve hedefe yonelik
gelistirismis molekiiller ve genlerin giincel kullanimda yer alamamasinin en 6nemli
nedenleri kan beyin bariyerinin olmasi ve glioblastomanin beyin icinde ¢ok uzak
bolgelere invazyon ve infiltrasyon yapabilme 6zellikleridir. Hem tiimoriin en yogun
oldugu bdlgeye tedavi ajanlarini tasimak, hem de invazif hiicrelere ulasmak amaglh

cesitli tastyicilar (vektorler) ve KBB gecebilecek yontemler olusturulmustur.

Osmotik sok uygulamasi (intrakarotid hiperosmolar mannitol veya bradikinin
enjeksiyonu) beyin tiimorlerinde KBB’ni bozarak SSS’ne kemoterapotik ajanlarinin
ulagmasini saglamaktadir. Fakat bu iglem ndbete veya inmeye neden olabilmekte ve

sadece ¢ok onemli durumlarda kullanilmas1 onerilmektedir[27].

Gelistirilen insiilin reseptdr antikorlari, Ox26 antikorlari, lipozomlar,
nanoparglar ve dendrimerler iizerlerine yiiklenen terapétik ajanlart KBB gecerek
SSS’ne tasiyabilmektedir. Fakat bu yontemlerle terapdtik ajanlar endotel hiicrelerini

gecebilsede, hedef hiicreye ulasabilecegi garanti edilememektedir[25, 26].

Kii¢iik molekiillerin hiicre disma ¢ikismi saglayan tasiyicilarm verimliligini
azaltan ajanlarin kullanilmasi; verapamil, siklosporin A, quinidin, valspodar ve

biricodar tedavinin etkinligini arttirabilmektedir[28].

Intra-arteryal ilag enjeksiyonu, ilacin enjeksiyon sonrast SSS’ne yiiksek
konsantrasyonla ulagsmasina ve sistemik dolasima ulaginca konsantrasyonunun
diismesine; yan etkilerinin azalmasi ilkesine dayanir. Fakat yapilan faz III
calismasinda anlamli klinik veri elde edilememistir. Bunun yaninda kateter
komplikasyonlar1 (kanama, enfeksiyon, tromboz, tedaviye bagli norotoksisite,

lokoensefalopati, ipsilateral korliik ve kortikal nekroz) goriilmiistiir[12].
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Intratekal kemoterapi uygulamasi eksternal ventrikiiler drenaj veya Ommaya
rezervuar araciligl ile ventrikiile tedavi verilmesi, veya lomber ponksiyon araciligi ile
beyin omurilik stvisina (BOS) tedavi verilmesi esasia dayanir. Diisiik ila¢ miktarina
ragmen SSS’de yiiksek konsantrasyon ve diisiik sistemik yan etki elde edilir. Ancak
gecirilen cerrahiye bagli olusan skar ve tiimoriin olusturdugu etki nedeni ile BOS
dongiisli bozulmus olabilmektedir. Norotoksisite ve kimyasal menenjit goriilen yan

etkileridir[ 12].

Konveksiyona dayali tedavi direk tiimor igerisine veya ameliyat lojuna
KBB’ni gecemeyen biiylikliikteki molekiillerden olusan terapotik ajanlarin
enjeksiyonudur. Stereotaksik olarak da yapilabilir. Fakat yapilan faz 111 ¢caligmasinda
bir faydalanim goriilmemistir.Bu yontemde sorun tedavinin sadece tiimdriin
etrafindaki infiltrasyon alam1 ile smirli kalinmast ve komplikasyon olarak

enfeksiyona yol agmasidir[12].

2.11.2.3. Vektorler (tasiyici araglar)

Vektorlerin - biiylik c¢ogunlugunu genetik miihendislerince laboratuar
ortaminda hazirlanmig viruslar olusturur. Bu amacgla en sik kullanilan virus
adenovirus, herpes simplex virusu ve retroviruslardir. Bu viriislerin ¢ogalma
yetenekleri alindiktan sonra genetik materyal virus DNA’sma eklenir. Herpes
simplex viriisii bir¢ok hiicreyi enfekte eder ama néronlardaki infeksiyonlarinin uzun

siireli olmas1 nedent ile glial timorlerde tercih edilirler[21].

2.12. Kok Hiicreler ve Genel Ozellikleri

Embriyoda kok hiicreler blastosit icerisinde yerlesmektedirler. Bu hiicreler
embriyonik kok hiicreler olarak isimlendirilmektedir ve insan viicudundaki tiim
hiicre cesitlerine doniisme kapasitesine sahiptirler; bu yetenekleri pluripotent olarak
isimlendirilmektedir. Gelisimin ileri asamalarinda embriyonik kok hiicreler yetiskin
kok hiicrelere donlismektedirler, ki bu hiicreler smirli sayida hiicre ¢esidine
dontisebilme kapasitesine sahip olup bu yetenekleri multipotent olarak

isimlendirilmektedir[29, 30].
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2.12.1. Mezensimal Kok Hiicre Ozellikleri

Viicut icerisinde bircok organ ve dokuda mevcutturlar fakat en ¢cok kemik
iliginde mononiikleer hiicrelerle birlikte bulunurlar. Mezensimal kok hiicreler
hemapoetik ve epitelyal yilizey antijenlerine sahip degildirler, bulunduklar1 dokuya
baghdirlar ve CD29, CD44, CD51, CD73, CD90, CD105, CD166 ve Stro-1 yiizey
antijenlerini degisik kombinasyonlarda tasirlar. Bir dokuya 6zgii belli bir antijen
kombinasyonu saptanmamistir, bu da alinan dokudan izole edilmelerini ve
tanimlanmalarin1 zorlastirmaktadir.  Fakat bir progenitor hiicre olarak kemik,
kikirdak ve yag dokusu gibi bir¢ok hiicre hattina farklilasma 6zellikleri vardir. En
kolay kemik iligi aspirasyonu ile edilebilmektedirler, in vitro ortamda hiicre kiiltiirti
kolay olup immiimodiilatér ozelliklere sahiptirler;T lenfosit prolifeasyon ve
aktivitesini baskilayabilirler, dendritic-cell, B-cell ve natural killer fonksitonlarina
engel olabilirler[31-34], ve hatta travma veya tiimor bolgelerinden gelen sinyallere

g0¢ etme potansiyelleri mevcuttur[35, 36].

2.12.2. Yara iyilesmesinde MSC’nin Rolii

Mezengimal kok hiicreler dmiirlerinin biiylik kismini, bir progenitor hiicre
olarak, istirahat halinde gegirirler. Fakat bir travma aninda, MSC’lerin go¢ 6zellikleri
ortaya cikar ve tercihen travma bdlgesine dogru goc ederler. Ornek olarak, sigan
MSC’sinin iskemik kardiak hasar ve iskemik beyin hasar1 sonrasi iskemik dokuya
go¢ ettigi veo bolgede kaldig1 gosterilmistir[37, 38]. Ayn1 zamanda allogreft organ
reddi sahasina ve akciger hasarma go¢ edebilmektedir[39, 40]. Bu bolgelere goc
ettikten sonra MSC’ler ¢ogalmakta, yetiskin hiicrelere farklilasmakta, doku

onarmminda gorev almakta ve doku tamiri i¢in ek uyaranlar olusturmaktadirlar[35].

2.12.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tiimor Uzerine EtKisi

MSC’lerin tiimor olusumu, yagamasi, biiylimesi ve metastaz iizerine etkilerini
gosteren bircok caligma mevcuttur. Djouad ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada fare
deneysel melanom modelin fareden elde edilen MSC’lerin lokal ve uzak bdlgeye

enjeksiyonu sonucunda tiimor biiyiimesinin arttigi goriilmiistiir[41]. Baska bir grup,
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meme kanseri modelinde MSC uygulanmasi1 sonras1 tiimor biiyiimesini etkilemeden
metastaz oraninin arttigini gostermistir[42]. Daha da fazlasi; midede helikobakter
enfeksiyonu sonrasi olusan kronik enflamasyona uygulanan kemik iligi kaynakli kok
hiicrelerin metaplazi ve displazi gosterdikleri, mide tiimori hiicrelerine farklilasma

potensiyeli oldugu saptanmistir[43].

Yukarida bahsedilenlerin aksine Maestroni ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, Lewis akciger karsinomu ve B16 melanom fare modellerinde fare kemik
ilig1 kok hiicre uygulamasindan sonra hem tiimor biiylikliigiinde hem de metastaz
oraninda diisme saptamistir[44]. Buna ek olarak sigcan kolon kanseri modelinde
MSC’lerin tiimdr biiyiimesini durdurdugu gdsterilmistir[45]. Inflamasyonu ve
vaskiileritesi yiiksek bir tiimér olan Kaposi sarkomunda, fare kaposi sarkomu
modelinde, insan kaynakli MSC’lerin  anti-timoral yanit olusturdugu

bildirilmistir[46].

Mezensimal kok hiicrelerin tiimor ve endotel hiicrelerine etki eden anjiogenez
arttiran bliytime faktorleri salgilayarak (VEGF, FGF[fibroblast growth factor], PDGF
[platelet derived growth factor]) yeni damar olusumunu destekledigi goriilmektedir.
Ayni zamanda MSC’ler endotel hiicrelerine veya perisitlere farklilasabilmektedirler,

bdylece tiimoriin kanlanmas1 artmaktadir [35, 47, 48].

Timorler biylidiikge, fibrovakiiler yapiya ve matriks olusumuna gerek
duyarlar, ki bu da tiimor ile iliskili fibroblaslar (TAF) tarafindan yapilmaktadir.
Tiumor ile iliskili fibroblastlar matriks olusumu, anjiogenez ve hiicre biiylimesinin
yiikseltilmesinden sorumlu tutulmaktadir. Mezensimal kok hiicrelerin TAF’larin
onclisti olduklar1 diistiniilmektedir. Bu bilgiler kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin

timor olusumunda gorev aldiklarini desteklemektedir [35, 48].

2.12.4. Kok Hiicre Gocii Mekanizmalar

Mezensimal kok hiicrelerin yara, travma ve timor bolgelerine goc ettigi
bilinmekle beraber bunu hangi mekanizmalar ile yaptigi net olarak bilinememektedir.

Lokosit goclinii sagladigr gibi, kok hiicre gociinii de inflamasyon sinyallerinin
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sagladig1 disiliniilmektedir. Bu nedenden dolay1 tiimorler iyilesmeyen yaralara
benzetilmektedir [35, 49]. Insulin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1) mezensimal kok

hiicre go¢iinii, sitokin reseptorlerini arttirmaktadir [50].

Kok hiicrelerin glioma hiicrelerine ¢agrilmasinin molekiiler temellerini
arastiran calismalar yapilmistir;  interleukin-8 (IL-8) ve reseptorii chemokine
receptor 1 (CXCRI)[51], stromal-derived factor-1/CXCR4 (SDF-1/CXCR4)
salgilanmasnui/52/, platelet-derived growth factor BB (PDGFBB) intercellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1)ekspresyonunu[53, 54|, macrophage chemoattractant
protein-1 (MCP-1) vestromalcell-derived factor-1 alpha (SDF-1 alpha)[55], tumor
necrosis factor alpha (TNF-0)[56], vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)
[57], vascular endothelial growth factor VEGF VCAM-1 ekspresyonunu

artrrarak|58]kok hiicreleri glioma hiicrelerine ¢cekmektedir.

Ayni zamanda Klopp ve arkadaslar1 tiimdre uygulanan radyasyon tedavisinin

inflamasyon sinyallerini arttirarak kok hiicre go¢iiniin arttigini gostermistir [59].

Gliomaya yonelen kok  hiicrelere  sitokinler, virlisler, matriks
metalloproteinazlary, antikorlar, enzim/Onilag bilesenler yiiklenerek yapilan
calismalarda sonuglar umut verici bulunmustur. Multiple skleroz, ataksik
telenjektazi, iskemik inme, amiyotrofik lateral skleroz gibi hastaliklarda da

kullanilabilnektedirler[60].

2.12.5. Mezensimal Kok Hiicrelerin Vektor Olarak Kullanimasi

Mezensimal kok hiicrelerin tiimor {izerine baskilayic1 veya destekleyici
etkileri ne olursa olsun, MSC’lerin tiimore yonelebildigi belirlenmistir. Bu 6zellikleri
de kanser tedavisinde tiimor hiicrelerine yonelik ajanlarin tasmmmasinda bir vektor

olarak kullanilabilecekleri fikrini dogurmaktaidir[35].

In-vitro ortamda kanser tedavi amagl sayisiz terapotik ajan ve molekiil
denenmistir. Fakat, tedavideki en biiyiik engel terapotik ajan1 normal hiicrelere zarar

vermeden kanser hiicrelerine ulastirmak olarak goriilmektedir. Daha da fazlasi,



26

sistemik uygulanan ajanlar tiimor hiicrelerine ulasmadan aktivitelerini kaybedebilme
veya viicuttan atilarak konsantrasyonlarinin diisme riski vardir. Mezensimal kok
hiicrelerin tiimore yonelmeleri kesfedildikten sonra bu engellerin ¢oziimii ig¢in
gelecek vaat etmektedir. Mezensimal kok hiicrelerin potansiyel avantajlari su

sekildedir:

I- Mezensimal kok hiicrelerintiimdére  yonelimi bir¢ok kanser tiiriinde
gosterilmis olup bu 6zelligi her invazif patern gosteren kanser tiirtinde var olacagi

disiiniilmektedir. Dolayisi ile bir¢ok kanser tiirtinde kullanilabileceklerdir.

2- Kemik iliginden kolay elde edilebilmektedirler ve kolayca hiicre

kiiltiirtinde cogaltilabilmektedirler.

3- Genetik olarak modifiye edilebilirler ve istenilen gen {riiniini

uretebilirler.

4- Hiicre kiiltiiriinde cogaltildiktan sonra tiimore yonlenebilirler ve ¢evresini

sarabilirler.

5- Yiiksek metabolik aktivite ve molekiiler yapilar1 sayesinde yeterli terapotik

ajan sentezi yapabilirler[35].

Interferon B (IFN-B) tiimdr biiyiimesini inhibe eden bir ajandir ve sistemik
enjeksiyon sonrasi hizlica yikilmaktadir[61]. Deneysel fare akciger melanom
modelinde kemil iligi kaynakli, genetik olarak INF- ile modifiye edilmis MSC’lerin

tiimore go¢ ettigi ve tiimor lizerine inhibe edici etkisi oldugu gosterilmistir[62].

Genetik olarak degistirilmis bag dokusu hiicreleri, MSC’ler gibi, bir tasiyici
olarak kullanilabilmektedir. Ornegin Hurwitz ve arkadaslar1 kopege genetik modifiye
kemik iligi hiicreleri enjekte ederek biiylime hormonu ve faktor IX iiretmistir[63].
Evans ve arkadaslar1 insanda artrit tedavisinde interlokin-1 reseptdr antagonisti

eksprese eden fibroblastlar1 kullanmiglar[64].
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2.12.6. GBM Tedavisinde Kok Hiicrelerin Kullanilmasi

Aboody ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada ndronal kaynakli kok hiicrelerin
in vivo ve in vitro ortamda timor hiicrelerine go¢ ettigini gostermistir, bu da kok

hiicrelerin tedavide bir tasiyici olarak kullanabileceginin 6niinii agmistir [65].

Nakamizo ve arkadaslar1 insan mezensimal kaynakl kok hiicelerin (hMSC),
immiin siiprese farelerde olusturulan beyin tiimorii modelinde, kan dolasimi ve
beyin enjeksiyonu sonrasi timore dogru goc¢ ettigini gostermistir. Bunu tiimor
hiicrelerinden salman biliylime faktorlerine (PDGF-BB, EGF, FGF ve VEGF)
baglamis, yaptig1 in vitro ¢calismada PDGF-BB’nin goce en fazla etkisinin oldugunu
gostermistir. Timorli farelere hMSC-IFN-B lokal ve sistemik enjeksiyonunda

sagkalimn arttigini gormiistiir[66].

Yukardaki faktorlere ek olarak IL-8, TGFB, TNFa, neurotroptin-3, IL-18 ve
SDF-1’in de MSC’lerin gdgiine etkisi oldugu bildirilmistir.[67]

Bexell ve arkadaglarinin yaptig1 calismada sican kaynakli mezensimal kok
hiicrelerin 3 ayr1 cesit Fisher rat gliomunda gocii izlenmistir. Timor komsuluguna
enjeksiyonda kok hiicrelerin glioma ulastiklari, fakat uzak enjeksiyonlarda tiimore
ulagamadiklar1 izlenmistir. Yapilan kismi rezeksiyon sonrasi enjeksiyonlarda daha
yogun kok hiicre gocii izlenmis; bu da artmis biiylime faktorii ve sitokin salinimina
baglanmistir. Normal beyin enjeksiyonlarinda ise kok hiicre gocii izlenmemis olup,
yapilan karaciger, dalak ve lenf nodu kesitlerinde kok hiicre saptanmamistir, kok

hiicrelerde proliferasyon ve teratojenite goriilmemistir[68].

Mezensimal kok hiicreler, asil kaynagi olan kemik iligi disinda retinadan, yag
dokusundan, karacigerden, i¢ kulaktan, gastrik epitelden, tendondan, sinovial
membrandan, amniyotik sividan, plasentadan, umblikal kordan, kil folikiiliinden ve
disten de izole edilebilmektedirler. Mezensimal kok hiicre immiin fenotipinde MHC
I, MHCII ,CD40 ,CD80 ve CD86 oldugundan dolayl bagisiklik dis1 olarak

kabul edilebilir ve transplantasyon sonrasi host immiinsupresyonu gerektirmez[69].
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Subventikiiler zonda ve hipokampus dentat girusta néronal kok hiicre oldugu
gosterilmis ve tamir siireclerinde potansiyel olarak rol alabilecegi literatiirde
bildirilmistir [70-72]. Periventrikiiler alanda yerlesmis kok hiicreler gliom olusumu
icin potansiyel bir kaynak olusturmaktadir [73]. Ancak daha Once yapilan
calismalarda digaridan verilen ve deneklerin kendisine ait olan kok hiicreler arasinda
ayirim yapilamamistir. Bu c¢alismada, sigan beynine enjekte edecegimiz insan
kaynakli mezansim kok hiicreleri floresan nanoparca ile isaretlenerek sicanda
bulunan noronal kok hiicrelerden ve kendi kemik iliginden go¢ edebilecek

mezensimal kok hiicrelerden ayirt edilecektir.

2.13. Deney Hayvam Olarak Sican Secilmesi

Sican beyninin fareye nazaran daha biiyiikk olmas1 (1200mg kars1 400 mg),
oliime kadar gecen siirede daha biiyiik tiimor boyutlarina ulagilmasi; dolayisiyla daha
1yi cerrahi, goriintiileme ve tedavi teknikleri uygulanmasi, literatiirde daha genis bilgi
olmasi, yapilacak deneyde sican kullanilmasinin avantajlaridir. Sicanlarin daha
pahali olmasi, beyin tiimorii modellerinin genetik miithendisliginin zor olmasi ve
sayica azlig1 ise dezavantajidir. Bilmek gerekir ki hi¢gbir hayvan beyin tiimorii modeli

Glioblastoma multiformeyi (GBM) birebir taklit edememektedir[74].

2.13.1. RG2 Sigcan Gliomu

RG2 sican gliomu hamile fischer sigana N-etil-nitroziire enjeksiyonu
yapilarak olusturulmustur[75]. Yiiksek derecede invasyon gostermesi GBM’yi iyi
temsil eden bir model olmasmi saglamistir[76]. Genetik calismalar IGF-1, ras,

PDGEFB, Erb3/HER3 mRNA ve siklin D2 ekspresyonunun arttigini gostermistir [77].

2.13.2. Deney Hayvanlarina Magnetik Rezonans Goriintiilleme

Yapilmasi

Magnetik rezonans goriintiileme (MRG) iyonizan radyasyon kullanmadan
yiiksek rezolisyonlu anatomik goriintiilemeler elde etmemizi saglar. MRG bir 6rnege

veya hastaya iyi ayarlanmig radyofrekans vererek 'H protonlarinin relaksasyonunun



29

izlenmesine dayanir. Ayni zamanda MRG proton yogunlugunu, diflizyon siirecini
goriintiilemede de kullanilir[78]. Faucher ve arkadaslar1 glioblastoma hiicrelerini bir
kontrast ajan olan gadolinium oksit ile isaretlemis ve tavuk embriyo modelinde

kontrast tutan tiimorii goriintiilemistir [78].

Yaptigimiz calismada tiimor ekiminden sonra MRG yapilarak tiimor olusumu
gosterilmistir. Bu ¢aligma iilkemizde deney hayvanlarinin magnetik rezonans
goriintiilemelerinin yapildig1 2. ¢calismadir[79]. Tiimor olusumunu invazif olmayan
bir yontemle teyit etmek ve tedavi/vektdr vermek hayvan beyin tiimorii modelinde

onemli bir gelismedir.
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3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3. 1. Kullanilan kimyasal maddeler

DMEM F12 (Lonza)

BioWhittaker™ Cell Culture Media
products, Isvigre

“Dulbecco’s Modified Eagle’s/ Ham’s F12”
(DMEM/Ham’s F12)(1:1)

Biochrom AG, Almanya

Etanol (%100) Merck, Almanya

Fetal s181r serumu (FBS) Biochrom AG, Almanya
Floresan Nanoparga Bilkent Uni. Kimya Boliimii
Formaldehit Vural Medikal, Tiirkiye
Hoechst Molecular Probes, ABD

Ketamin %10 10ml flakon

Richterpharma AG Avusturya

Ksilazin %2 50 ml flakon

Alfasan International BV Hollanda

L-glutamin

Biochrom AG, Almanya

MTT

Sigma, ABD

Penisilin/Streptomisin (10000U/10000pg/ml)

Biochrom AG, Almanya

Tripsin-EDTA c¢ozeltisi

Biochrom AG, Almanya

Xylene

Merck, Almanya

3.1.2. Kullanilan Aletler

Tablo 3. 2. Kullanilan aletler

Dijial Kamera

Nikon DXM 1200, Japonya

Floresan Mikroskop

Nikon Eclipse E 600, Japonya

Hassas Terazi

Shimadzu AX 200, Japonya

Hamiltom 10uL Enjektor

Hamilton Messtechnik GmbH, Almanya

Hiicre Kiiltiirii igin Flask

Greiner bio-one, Almanya

Hiicre Kiiltiir Kuyucuklari Greiner bio-one, Almanya
Isik Mikroskobu Leica, Almanya
Inkiibator Sanyo MCO-18AIC, Japonya

Laminar Hava Akimli Kiltir Kabini

BHG 2000 S/D, D:: Grou Company, Almanya

Menbran Filtre

Millipore, ABD

Mikropipet

Eppendorf, Almanya

pH metre

Sartorius, Almanya

Santrifiij, sogutmali, degisken rotorlu

Hermle Z383 K, Almanya

Steril Pipet

Greiner bio-one, Almanya

Steril Santriftij Tipi

Greiner bio-one, Almanya

Surgical Blade, Braun

Braun, Almanya

Rat stereotaxic standart

Stoelting, Chicago, ABD

Ultra Saf Su Sistemi

Simplicity 185-Millipore, ABD
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3.1.3. Kullanilan Yazihhmlar

Tablo 3. 3. Kullanilan Yazilimlar

Mikroskop dijital kamera yazilimi | Nikon Advanced Research

3.2, Japonya

3.2. In Vivo Calismalarda Kullanilan Hayvanlar ve Anestezi

In vivo caligmalarin gergeklestirilmesi icin Hacettepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 2012/48 nolu izin alimmistir. Caligsmalarda
Yemisci ve ark. [80] ve Gelenetky ve ark. [81] tarfindan gelistirilen yontem modifiye
edilerek kullanilmistir. Bunun i¢in 48 adet Wistar disi sigan (250-300 gr.) tizerinde
calisilmistir. Sicanlara anestezi amaci ile 80 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin
karigimi intraperitoneal olarak uygulanmistir. Sicanlar standart kafeslerde ve standart

sartlarda tutulmustur.

3.3. Sicanlarda Beyin Tiimorii Olusturulmasi

Sicanlarda beyin timorii olusturulmasit amaciyla Yemisci ve ark. [80] ve
Gelenetky ve ark. [81] tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek
kullanilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle tiimor ekiminde kullanilacak olan RG2 hiicreleri
hazirlanmistir. RG2 hiicreleri igin kiiltiir ortami olarak 37°C de %5 CO,’de glukoz
(4.5 gL "), fetal sigir serumu (FBS) (%10), L-glutamin (0.584 g.L '), sodyum
pirtivat (0.11 g.L '), penisilin G sodyum (50 {inite.mL ') ve streptomisin siilfat
(50pg.ml 1) igeren “Dulbecco’s Modified Eagle’s” (DMEM) kullanilmustir. Hiicreler
deney oncesi tripsin-EDTA ¢ozeltisi (%0.002 tripsin-%0.005 EDTA) ile 2 dakika
muamele edilerek hiicre slispansiyonu  hazirlanmistir.  Hazirlanan  hiicre
siispansiyonuna kiiltiir ortamu ilave edilerek 2000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmis,
siipernatant uzaklastirilmis ve taze kiiltlir ortami ilave edildikten sonra mikroskopta
saymi yapilmis ve Sul’de 50x10* RG2 hiicresi olacak sekilde numuneler ekim igin

hazirlanmstir.
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Sicanlara beyin timori olusturmak igin, Oncelikle siganlar stereotaktik
cergeveye (Lab Standard Stereotaxic, Stoelting, Chicago, IL) yerlestirilmistir. Kafa
derisi acildiktan sonra, 50x10* RG2 hiicresi iceren SpL hiicre siispansiyonu,
10uL’lik Hamilton cam siringa (Hamilton, 32G, 700 seri RN) kullanilarak
bregmanin 4mm lateral, 2mm posterior lokalizasyonda 6mm derinlige sag striatuma

enjekte edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1.Stereotaksi cihazinda sigan beynine tiimor hiicreci enjekte edilmesi.

Sicanlara RG2 hiicre implantasyonunun ilk gilinlinden itibaren giinliik
aktivitelerinin ve genel durumlarinin takibi amaci ile goézlem altina alinmustir.
Yapilan degerlendirmeler sonrasinda etrafi ile ilgileri kesilen, kendi kendilerine
beslenemeyen, gozleri kizaran ve disaridan verilen uyarilara yanit vermeyen siganlar

sakrifiye edilmistir.

3.4. Dental Pulp Kok Hiicre (DPKH) izolasyonu ve Hiicrelerin Nanoparca ile

Isaretlenmesi

Hastalardan alinan 20°lik disler tarafimizdan kok hiicre izolasyonu igin

kullanildi. Dige alindig1 giin miidahale etmek 6nemlidir, boyle olmadig: taktirde dis
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pulpa dokusu bozulmaktadir. DPKH izolasyonu i¢in alinan disler kirilip i¢indeki
pulpa dokusu c¢ikarild1 ve %1 penisilin-streptomisin (Hyclone) iceren DMEM F12
(Lonza) ile bir tiiplin i¢ine konuldu. Daha sonra uygun bir makas yardimiyla doku
cok kiiclik parcalara boliindii. Fiziksel yontemlerle parcalanan dokuyu daha fazla
parcalamak i¢in 2 mg/ml collagenasa/ dispase eklendi ve iyice karistirildi. Ornek 37
derecede yarim saat bekletildi. Enzim ve makas yardimiyla par¢alanan doku daha
sonra 1 dakika 500 rpmde santrifiij edildi. Elde edilen pelet DMEM F12 ile 5% CO,
ile 37°C de kiiltiir edildi. Cokeltinin @stiinde yiizen kismi da bazen DPKH verebilir
bu ylizden DMEM FI12 ile kiiltiir edilebilir. Hiicre medyas: haftada 3 kere
degistirildi.

Hiicreler yilizeyi alanin1 kaplayacak duruma geldiklerinde besi ortami, i¢cinde
1:4 oraninda nano pargacik bulunan besi ortamiyla degistirildi ve 5% CO2 ile 37°C
de 24 saat kiiltiir edildi. 24 saatin sonunda hiicreler PBS ile yikanip ardindan tripsinle
topland1 ve sayildi. Hiicreler farelere verilmek iizere Sul PBS’te 5x10° hiicre olacak

sekilde hazirlandi.[82-84]
3.5. VP-6 Nanoparcacigi

Polymer bagli suda ¢oziinebilen nanoparcaciklar hiicre goriintiilenmesi ve
takibi i¢in kullanilan yeni tiir probe tiiriidiir. V6-Nanopargaciklar giiclii bir parlaklik,
artmis photostability, genis bir floresans aralig1 saglarken hiicreler i¢in kuantum
dot’lara ve Oteki boyalara gore daha az zararhidirlar, bundan dolayr V6-
nanoparcaciklar1 var olan diger metaryellerin Oniine ¢ikarmaktadir. Elimizdeki
polymer bagli nanoparcacik floresan yaymakta ve bdylece isaretlenen mesenkimal
kok hiicrelerin enjekte edildigi canlida takibini saglamaktadir. Bu kopolymer Suziki
Coupling polimerizasyon teknigi kullanilanarak sentezlenmis ve ¢dokertme

yontemiyle nanoparc¢aciga dontistliriilmiistiir.

Bu nanoparca Bilkent Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Bolimii

tarafindan hazirlanmistur.
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3.6. Hiicre Canlhiliginin MTT Testi ile Degerlendirilmesi

Cogalma ve sitotoksisite ¢caligmalarinda yasayan hiicre sayismin tespiti i¢in
kullanilan, enzim aktivitesine dayali kolorimetrik bir yontemdir. Bu ydntem canli
hiicrelerin renksiz yada az renkli MTT (3,(4,5-d,metiltiazol-2-il)-2,5 difenil
tetrazolyum bromid)’yi, renkli formozan tiirevlerine doniistiiriilmesi esasma dayanir.
Metod ilk kez 1983 yilinda Mossman tarafindan immiinolojik calismalar i¢in hizli bir
kolorimetrik yontem olarak tanimlanmistir[85]. MTT (sar1) mitokondriyal siiksinik
dehidrogenaz enzimi tarafindan cogalan hiicrelerde formazana (kirmizi-mor)
dontistlir. Sadece indirgenen sekil (formazan) spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilir, bu

nedenle orijinal boya ile herhangi bir girisim olmaz[80].

24 saat nanoparcacik verilmis ve verilmemis hiicreler 96 kuyucuklu
tabagaekildi. Daha sonra Roche MTT Kit Assay kullanilarak MTT yapild1 ve
hiicrelerin yasama aktivitelerine bakildi. Istatistik yapmak icin her grup icin bu islem

3 kere tekrarlandi1 (Sekil 3.2).

120
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Sekil 3.2. Kok hiicreler ve nanoparga isaretli kok hiicrelerin 24 saatlik MTT testi.
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Nanopar¢a 50 ml’de 2 mg, 2.63x10 *M konsantrasyonunda 24 saat boyunca
hiicre kiltiiriinde bekletildi.Bunun sonucunda isaretlenmis hiicrelerin %068’1

yasamsal aktivitelere sahip oldugu gosterildi.

3.7. Manyetik Rezonans Goriintiileme

In vivo deneylerde tiimdr olusumunun tespiti ve alan olarak biiyiikliigiiniin
hesaplanmasi1 i¢in Manyetik Rezonans Gorilintilleme kullanilmistir. Bunun igin
Bilkent Universitesi “Ulusal Manyetik Rezonans Arastirma Merkezi (UMRAM) nde
bulunan MR goriintiileme cihazi (3 Tesla, Magnetom Trio, Siemens, Almanya [slew

rate:200mT/m/ms, maksimum amplitude 45mT/m] kullanilmistir (Sekil3.3).

Timor hiicresi ekimini takiben 9. ve 14. giinde siganlara MR goriintiilemesi
yapilarak timor olusumunun tespiti ve alan Ol¢ciimii yapilmistir. Gorlintiileme
sirasinda siganlara anestezi uygulanmis olup, kiicik FOV ile ile goriintii elde
edebilmek icin bu caligmada kullanilmak tizere UMRAM da kiigiik sarmallar (koil)
gelistirilmis ve kullanilmistir (Sekil3.4).

MR goriintiilemesi icin, aksiyel diizlemde g¢ekim sayis1 (NEX: 5), T2A
(TR/TE  3900/100ms) 2mm'lik goriintiler elde edilmistir.  GOriintiiniin
degerlendirilmesi ve tiimdr alaminin tespiti Hacettepe Universitesi Radyoloji
Anabilim Dali tarafindan gergeklestirilmistir. Olgiimler tiimériin en bilyiik goriildiigii

kesit iizerinde en biiyiik caplar hesaplanarak yapilmistir.



Sekil 3. 3. Siemens 3 Tesla MRG

Sekil 3. 4. Anestezi altindaki sican ve sigan i¢in gelistirilen sarmal.
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3.8. MR Goriintiileme ile Tiimor Biiyiikliigiiniin Tespiti

Sicanlara tiimor hiicresi ekiminden 9 giin sonra MR goriintiileme yapilarak
olusan tiimoriin baglangi¢ buyiikliigii tespit edilmistir. Bu islemi takiben, timor
tastyan sicanlara kok hiicre enjeksiyonu yapilmistir (tlimor kontrol grubuna
uygulanmamistir). Kok hiicre uygulamasindan 5 giin sonra MR goriintiileme tekrari
yapilarak kok hiicre enjeksiyonu sonrasi tiimor alanindaki degisim tespit edilip,

baslangictaki biiyiikliigii ile karsilastirma yapilmistir (Sekil 3.5, Sekil 3.6).

Sekil 3. 5. Tiimor hizasindan gecen aksiyel sican beyin MRG kesiti.



38

A
: Distag"[:e: 2? mm
L]

D[stancsﬁ._z.zl mm

- Y

TA X

Sekil 3. 6. Sekil 3.5’in biiyiitiilmiis hali. Timor boyutlar1 6l¢iiliirken.

3.9. Histolojik Degerlendirme

Sicanlarda MRG ile tespit edilen tiimdr olusumunun teyidi i¢in histopatolojik
calisma yapilmistir. Bunun i¢in, sicanlara uygulana son MR goriintiileme sonrasi
ayni giin siganlar sakrifiye edilmis ve beyinleri ¢ikarilarak %10’luk formalin i¢inde
tespit edilmistir. Daha sonra beyinler 2 mm’lik pargalara ayrilarak parafine
gomiilmiistiir. Bu islemi takiben, parafine gomiilmiis pargalar 6um’lik kesitlere
ayrilmig ve her bir kesit Hematoksilen Eosin (HE) ile boyanarak 151k mikroskobunda
Hacettepe Universitesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan incelenerek tiimor varligi

degerlendirilmistir.
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3.10. Floresan Mikroskobu ile inceleme

Daha oOnceden hazirlanan parafin bloklardan 6um’lik kesitler alinmigtir.
Takiben kesitlerin alindigi lamlar 20 dakika boyunca Xylene soliisyonunda
bekletilerek parafinin erimesi saglanilmistir. Ardindan her bir lam 5’er dakika siras1
ile %100 etanol, %70 etanol, %50 etanol ve distile su igerisinde bekletilmistir.
Lamlar kurutulduktan sonra kesitler bir nukleus boyasi olan Hoechst ile boyanip
lamel 1ile kapatilmistir. Hazirlanan preparatlar floresan mikroskobu altinda

degerlendirilmistir.

3.11. Sicanlarda Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Sicanlara tiimor ekiminden 9 giin sonra ilk MR goriintiilemesi yapilarak
timor olusumu tespit edilmis ve alan hesabi yapilmistir. Gorilintiilemede timor
boyutu 15-30 mm? arasinda olan sicanlar kok hiicre enjeksiyonu yapilacak gruplara
ayrilmistir. Kok hiicre enjeksiyonu, MRG’de tiimor tespiti yapilan giin igerisinde

uygulanmistir.

Nanoparg¢a ile isaretlenmis kok hiicreler hayvanlara verilmeden once steril tiip
icerisine konup, tiip tiim enjeksiyonlar bitene kadar buzlu su icerinde muhafaza

edilmistir.

Kok hiicre gruplarindaki  siganlara SpL icerisinde 500000 kok hiicre
enjeksiyonu yapilmistir. Bu hacim intrahemisferik ve intra sisterna magna
uygulamalar i¢cin sicanlarin tolere edebilecegi maksimum miktar olarak 6n

denemelerde tespit edilmistir.

Kok hiicre enjeksiyonunu takiben 5 giin sonra siganlara 2. MRG yapilmistir,
MRG sonras1 dekapitize edilip beyinleri formaldehit soliisyonu igerisine

konulmustur.

Kok hiicre enjeksiyonu i¢in gruplar su sekilde planlanmistir:



40

A) Kontrol tiimor grubu: tiimdr goriintiilemesinden sonra hi¢bir enjeksiyonun

yapilmadig1 grup (n=6)

B1 )Sham cerrahi + kars1 hemisfere kok hiicre verilen grup: sag hemisfere
SuL timor besi medyumu enjeksiyonu, 9 giin sonra sol hemisfere 500000 isaretli

kok hiicre verilen grup (n=3)

B2)Sham cerrahi+ BOS’a kok hiicre verilen grup: sag hemisfere Syl timor
besi medyumu enjeksiyonu, 9 giin sonra sisterna magnaya 500000 isaretli kok hiicre

verilen grup (n=3)

C1)Tumor + karst hemisfere kok hiicre verilen grup: sag hemisfere SuLl
icerisinde 50000 RG2 rat gliomu enjekte edildikten 9 giin sonra sol hemisfere SuL.
icerisinde 500000 isaretli kok hiicre enjekte edilen grup (n=6)

C2) Timér + BOS’a kok hiicre verilen grup: sag hemisfere SuL igerisinde
50000 RG2 rat gliomu enjekte edildikten 9 giin sonra sisterna magnaya SuL
icerisinde 500000 isaretli kok hiicre enjekte edilen grup (n=6)
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Degerlendirme

Sicanlara uygulanan ikinci MRG sonrasi (timor ekiminden 14 giin ve ilk
MRG’den 5 giin sonra) ayni giin hayvanlar sakrifiye edilmistir, ¢ikarilan beyinlerden
6 um’lik parafin kesitler hazirlanarak ve her bir kesit HE ile boyanarak i1sik

mikroskobunda incelenmistir.

Tim Ornekler iizerinde yapilan histolojik degerlendirilmelerde tiimdériin
varlig1 teyid edilmistir.  Histolojik degerlendirme sirasinda elde edilen 151k
mikroskobu goriintlilerine ait bir ornek sekil 4.1°de verilmistir. Sekil 4.1°de
goriildigi tlizere, timor olusmamis (a) sigan beyninin tiimii HE ile boyamada pembe
renkte izlenirken, tiimoér olusmus (b) sigan beyninde tiimor bolgesi mor renkte

karakterize olmus ve igerisinde nekroz alanlar1 goriilmiistiir.
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B

Sekil 4. 1. Timor olusmamis (A) ve timor olugsmus (B) si¢an beynine ait kesitlerin
Hematoksilen Eosin boyasi ile boyanmasi sonucu elde edilen 151k mikroskobu
gortintiilerine ait bir 6rnek (10 X biiyiitme ile).

C: corpus callosum, V: ventrikiil, K: Koroid pleksus, T: Timor

4.1.1. Kontrol Tiimor Grubu

Olusan tiimoriin hiicre ¢ekirdeklerinin pleomorfik oldugu ve hemoraji,
nekroz, mikravaskiiler proliferasyon gibi GBM tanisnda onemli kriterlere sahip
timorler oldugu histopatolojik olarak gosterildi. Timorler tamamiyla timor

hiicrelerinden olugmakta ve inflammatuar yanit goriilmemekteydi (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2. Kontrol tiimor grubundaki sicandan elde edilen beyin kesitleri.

A) 10 X biiyiitmede sag hemisferde 2 adet timdr odagi ve enjektor giris

yerinde timor olusumu goriilmektedir.
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B) 40 X blyilitmede alttaki timor odagi ( kare ile isaretlenmis alan).

Timor igindeki kanama alan1 goriiliiyor

O) 100 X biyiitmede daire ile isaretlenmis alan. Mikrovaskiiler

proliferasyon (M) ve tiimor sinir1 (kapsiilit) (S) goriilityor.

D) 400 X biiyiitmede hiicre ¢ekirdeklerinin pleomorfik oldugu ve yer yer

hemorajik alanlar oldugu goriiliiyor.

4.1.2. ShamCerrahi ve Kars1 Hemisfere Kok Hiicre Verilen Grup
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Sekil 4. 3. Sham cerrahi + kars1 hemisfere kok hiicre verilen sigan beyninden alinan
kesit

A) Sagda tstte enjektor giris noktasinda (list ok) pial inflamasyon mevcut.
Timor besi medyumu enjeksiyonu bolgesinde (alt ok) inflamasyon gdézlenmedi.

Solda kok hiicre enjekte edilen bolgede (kare) inflamasyon mevcut (10 X biiyiitme)

B) Solda kok hiicre enjeksiyonu yapilan bolgedeki inflamasyon goriilityor

(100 X biiyiitme)

C) Leptomeningeal bolge (iist ok). Yaygin lenfeosit artist mevecut (200 X
biiylitme).

Sham hemisfer grubundaki sicanlarin sadece 1 tanesinde kok hiicre
enjeksiyonu yapilan bolgede inflamatuar reaksiyon gorildii. Diger si¢anlarin
hi¢birinde serum fizyolojik enjeksiyonu ve kok hiicre enjeksiyonu yapilan bolgede

bir reaksiyon goriilmedi.
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Sicanlarm hepsinde leptomeningeal bdlgede, menenjitte oldugu gibi lenfosit

artig1 gorildi

4.1.3. Sham Cerrahi + BOS’a Kok Hiicre Verilen Grup
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Sekil 4.4. Sham cerrahi+ kars1 hemisfere kok hiicre verilen grubundan alinan kesitte;

A) Tim beyin alaninda besi yeri enjeksiyonu yapilan bdlge goriilityor (ok)

(10 X bliylitme).

B)Besi yerienjeksiyonu yapilan bolgede enjektoriin olusturdugu defekt (E)
goriiliiyor (200 X biiylitme).

C) Defektin goriintiisii; inflamasyon veya tiimor gelisiminin olmamasi (400 X

biiylitmede)

Sam BOS grubunda hig¢bir siganda serum fizyolojik enjeksiyonu yapilan
bolgede herhangibir olusum izlenmemistir. Subepandimal bdlgede ise artmis hiicre

hareketi gorildii.



4.1.4. Tiimor + Kars1 Hemisfere Kok Hiicre Verilen Grup
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Sekil 4. 5. Tiimor + hemisfere kok hiicre verilen gruptaki bir sicandan alian beyin
kesitlerinde;

A) Sag hemisferde tiimor olusumu (10 X biiylitmede)

B) Tiimor alani igerisinde nekroz alanlar1 (4000 X biiyiitmede)

C) Tiimdr alani igerisinde pleomorfizm (400 X biiylitmede)
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D) Tiimér alaninin arkasindan alinan kesit, timorle normal doku sinirindan
geemis. Dev ¢ekirdekli histiyosit (H) ve hemosiderinli makrofaj (M) goriiliiyor (400
X biiylitmede).

Timoér hemisfer grubundaki siganlarin  hepsinde tiimor bolgesinde

histiositlerin hakim oldugu inflamatuar reaksiyon goriildii.

4.1.5. Tiimor + BOS’a Kok Hiicre Verilen Grup

Timoér + BOS’a kok hiicre verilen gruptaki tim sicanlarda, timdr +
hemisfere kok hiicre verilen grupta da oldugu gibi, tiimdr bolgesinde histiyositlerin

hakim oldugu inflamatuar reaksiyon gortildii.




Sekil 4. 6. Tiimor + BOS’a kok hiicre verilen gruptaki sigandan alinan beyin
kesitinde;

A) Sag hemisferde ¢oklu tiimor olusumu izleniyor (10 X biiyiitmede).

B) Her iki tiimor odag1 daha yakindan goriiliiyor (40 X biiyiitmede)
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C)Yuvarlak igerisine alinmis alan, pleomorfik hiicreler ve arasinda

inflammatuar hiicreler goriiliiyor (400 X biiylitmede)

4.2. Magnetik Rezonans Goriintiilemelerinin Histoloji ile Karsilastirilmasi

4.2.1. Kontrol Tiimor Grubu
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Sekil 4. 7.Tiimor kontrol grubu, MRG ve histiyoloji karsilastirilmasi

A) Kontrol tiimor grubundaki bir siganin HE kesiti (10 X biiyiitme)

B) Ayni siganin sakrifiye edilmeden 6nce ¢ekilen MRG’de tiimor {izerinden

gecen T2 goriintiisii. MRG’de solda (siganin saginda) kitle goriintiisii (ok).

C) Tiimdr boyutunun 6l¢iilmesi (2.7 mm X 2.9 mm).

4.2.2. Sham Cerrahi Gruplan




Sekil 4. 8.5ham cerrahi gruplurinda MRG ve histiyoloji karsilagtiriimasi

A) Shamgrubundan bir siganin 10 X biiyiitmede HE kesiti

B) Ayni siganin MRG T2 goriintiisii

4.2.3. Tiimor+ KarsiHemisfere Kok Hiicre VerilenGrup
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Sekil 4. 9.Tiimor + karsi hemisfere kok hiicre verilen grupta MRG ve histiyoloji
karsilastirilmasi

A)Tliimor + karsit hemisfere kok hiicre verilen gruptaki bir sicanin HE kesiti

(10 X biiyiitmede)
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B) Ayni siganin MRG T2 goriintiisi. MRG’de tiimor goriintiisii meveut (ok).

C) Tiimdr boyutunun 6lgiilmesi (2.0 mm X 2.7 mm)

4.2.4.Tiimor +BOS’a Kok Hiicre VerilenGrup
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Sekil 4. 10.Ttimor + BOS’a kok hiicre verilen grupta MRG ve histiyoloji
karsilastirilmasi

A) Timér + BOS’a kok hiicre verilen gruptaki bir siganin 10 X biiylitmede
HE kesiti

B) Ayni siganin MRG T2 goriintiisi. MRG’de tiimor goriintiisii meveut (ok).
C) Tiimdr boyutunun 6lgiilmesi (3.7 mm X 4.5 mm)
4.3. Floresan Mikroskobi Degerlendirilmesi

Floresan mikroskobu, organik ve inorganik maddelerin yansitma ve emme
ozelliliklerinin yaninda fosforensmi ve florensanini degerlendiren geligsmis bir 151k
mikroskobudur. Ornek belli bir dalga boyundaki 1sik ile aydinlatilir, bu 1s1k
floroforlar (floresan 6zellik gosteren maddeler) tarafindan emilip daha yiiksek dalga
boyuna sahip 151k yansitirlar. Bu yansitilan 151k emisyon filtresinden gectikten sonra
mikroskop okiilerine yansitilir. Ayni anda yalnizca 1 filtre kullanilabilmektedir,
dolayist ile 1 renk tonunda goriintii almabilmektedir. Farkli renk tonlarindaki
goriintiiler ayni alanin farkl: filtreler (mavi, kirmizi, yesil) ile resimlerinin ¢ekildikten

sonra resimlerin {ist iiste konmasi ile elde edilir[86].



59

Calismada kullandigimiz ornekler bir DNA isaretleyici olan Hoechst ile
boyanmistir. Hoechst hiicre ¢ekirdeklerini isaretleyip mavi filtrede ¢ekirdekleri

goriiniir hale getirmektedir.

Kok hiicreleri isaretlemek icin kullandigimiz nanoparg¢a yesil filtrede

(absorbance 450 nm, intensity 540 nm) floresans vermektedir.

Sican beyninden elde ettigimiz preparatlarda damar epitel duvari, eritrositler
ve diger hiicreler de otofloresan 1g1k yaymaktadir. Kullanilan nanopargalar1
ayirtetmek i¢in ayni alan1 hem yesil hem de kirmizi filtrede karsilagtirildi

(nanopargalar sadece yesil filtrede floresans vermektedir).

4.3.1. Kontrol Tiimor Grubu

Hig¢ kok hiicrenin verilmedigi sadece timor olsturulan grupta yesil filtrede

nanoparcaya ait goriintii bulgusu elde edilmemistir (Sekil 4.11).




60



61

Sekil 4. 11.Tiimor kontrol grubunda tiimor alanindan alinan kesitte floresan
mikroskobi incelemesi

A) HE kesittekontrol grubundaki bir sigcanda olusmus c¢oklu timor
odaklar1(10 X biiylitmede)

B) Alttaki tiimor odagmin mavi filtrede goriintiisii. Timor smirlari igerisinde
artmis ¢ekirdek sayisi ve nekroz bolgesinde azalmis ¢ekirdek sayisigdze carpiyor (40

X biiylitmede)

C) Isaretlenmis alanin mavi filtre goriintiisii (200 X biiyiitmede)
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D) Isaretlenmis alanin kirmizi filtre gériintiisii (200 X biiyiitmede)

E) Isaretlenmis alanin yesil filtre goriintiisii (200 X biiyiitmede)

4.3.2. Sham Cerrahi + Kars1 Hemisfere Kok Hiicre Verilen Grup

Bu grupta kok hiicre enjeksiyon alaninda kok hiicreler gorilmistiir.
Inflamasyon sadece bir sicanda gériilmiistiir. Diger siganlarin kok hiicre enjeksiyon
bolgesinde inflamasyon goriilmemistir. Tiimor besi medyumu enjeksiyonu yapilan

bolgede hicbir siganda kdk hiicre veya inflamsyon goriilmemistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4. 12. Sham cerrahi + kars1 hemisfere kok hiicre verilen gruptaki sigandan
alman kesitte kok hiicre enjeksiyonu yapilan bolgenin floresan mikroskop
incelemesi.

A) HE kesit; Kare icerisine alman bolge floresan mikroskobu altinda

incelendi (10 X biiyiitmede)

B ) Mavi filtrede tiim hiicre ¢ekirdekleri boyanmasi(400 X biiyiitmede)

C) Kirmizi filtrede otoflorosan veren epitel hiicreleri goriilmesi(400 X

biiyiitmede)
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D) 400 X biiyilitmede yesil filtrede, otoflordsan veren hiicrelerin disinda daha

parlak yesil florésan veren kok hiicre isaretlemekte kullanilan nanopargalar

goriilmektedir.
4.3.3. Sham Cerrahi + BOS’a Kok Hiicre Verilen Grup

Sham cerrahi + BOS’a kok hiicre verilen grupta tiimor besi medyumu

enjeksiyonu yapilan bolgede kok hiicre veya inflamsyon goriilmedi (Sekil 4.13)




Sekil 4. 13.Sham cerrahi + BOS’a kok hiicre verilen gruptaki sicanda floresan
mikroskop incelemesi.

65



66

A) Sham cerrahi + BOS’a kok hiicre verilen gruptaki bir sicandan HE Kesit
(10 X biiylitmede)

B) Timor besi medyumuenjeksiyonu yapilan bolge isaretlenmesi (100 X

biiylitmede)

C) Timor besi medyumuenjeksiyonu yapilan bolgenin mavi filtre altindaki

goriintiisii (200 X biiyiitmede)

D) Tiimor besi medyumu enjeksiyonu yapilan bolgenin mavi kirmizi

altindaki goriintiisii (200 X biiyiitmede)

E) Timor besi medyumu enjeksiyonu yapilan bolgenin yesil filtre altindaki

goriintiisii (200 X biiyiitmede)

4.3.4. Tiimor + Kars1 Hemisfer’e Kok Hiicre Verilen Grup

Timoér + karst hemisfere kok hiicre verilen grupta tiim siganlarda timor
alaninda kok hiicreler goriildii. Ayrica tiimoriin i¢cinde yaygin bir inflammatuar yanit,

histiositler, lenfositler ve makrofajlar goriildii. Bu grupta timorin yerini

inflamasyonun aldig1 ve tiimoriin biiyiimedigi goriildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4. 14.Tiimor + kars1 hemisfere kok hiicre verilen gruptaki siganda timor
alaninin floresan mikroskop incelemesi.

A) Timor + karst hemisfer’e kok hiicre verilen gruptaki sigandan alinan HE

kesit (10 X biiyiitmede)

B) Timér alani, floresan mikroskobu ile incelenen isaretlenmis kisim

(daire)(40 X biiylitmede)

C) Mavi filtrede isaretlenmis tiimoér alani, tiim hiicrelerin cekirdekleri

goriiliiyor (400 X biiyiitme)

D) Kirmiz1 filtrede isaretlenmis tiimor alani. Otofloresan veren eritrosit ve

epitel hiicreleri goriiliiyor(400 X biiylitme)

E) Yesil filtrede isaretlenmis tiimor alani. Otofloresan veren eritrosit ve epitel
hiicrelerinin disinda daha parlak yesil olan kdk hiicrelerin isaretleyici nanoparcalari

(400 X biiyiitmede)

4.3.5. Tiimor + BOS’a Kok Hiicre Verilen Grup

Timor + BOS’a kok hiicre verilen gruptahicbir sigcanda tiimor alaninda kok
hiicre goriilmedi. Kok hiicrenin tiimor alaninda goriilmemesine ragmen timor i¢inde

inflammatuar yanit gozlendi (SEKIL 4.15).
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Sekil 4. 15.Ttimor + BOS’a kok hiicre verilen gruptaki sicanda tiimor alaninin
floresan mikroskop incelemesi.

A) Timor + BOS’a kok hiicre verilen gruptaki sicandan HE kesit. Coklu

timor olusumu goriiliiyor (10X biiyiitmede)

B) Alttaki tiimor odagi. Floresan mikroskobu ile incelenen kesim daire ile

isaretlenmistir (40 X biiylitmede)

C)Mavi filtrede hiicre niikleuslarmnin izlenmesi (200 X biiylitmede).

D) Kirmizi filtrde otofloresan veren hiicreler (200 X biiyiitmede) .
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E) Yesil filtrede otoflordsan veren hiicrelerin goriilmesi. Incelenen tiim
alanlarda kok hiicrelerin isaretlendigi yesil nanopargalarin goériilmemesi (200 X

biiylitmede).
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada mezensimal kok hiicrelerin beyinde glial tlimore gog ettigi ve

onlarmn tiimor tedavisinde bir arag olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.

Daha Once yapilan ¢alismalarda fare ve sigan beyin tiimorii modellerinde
mezensimal ve noronal kok hiicrelerin intravendz ve hemisferik uygulamalarda
tiimore go¢ ettigi gosterilmistir[ 10, 60, 65, 66, 68, 87]. Yapilan bir baska ¢alismada
verilen kok hiicrelerin sadece tiimor igine verildiginde go¢ edebildigini, ayni
hemisferde uzak bir noktadan veya karsi hemisferden tiimdére gegemedigini

gostermektedir[68].

Bu calismada verilen yesil floresan proteinin kok hiicrenin yasami ve
migrasyonu lizerine etkisi degerlendirilmememistir. Biz calismamizda MTT assay ile
isaretleyici nanoparcanin kok hiicre yasami iizerinde etkisi olmadigini gdsterdik. iki
calismada da hiicreleri MRG’de goriilebilen paramanyetik parcaciklar ile ile
isaretleyerek MRG ile in vivo olarak takip etmek miimkiin olmustur. Ancak bu
parcaciklarin kok hiicrelere gecis oranlar1 ve canli sistemlerde toksisitesi tartigma

konusu olmustur [88].

Bu c¢aligmalarda kok hiicreler sistemik vendz yoldan veya ventrikiil igine
verilmistir. MRG ile kiyaslandiginda histopatolojik incelemelerde de kok hiicrenin
timor i¢cinde oldugu goriilmistiir. Bu calismalara bizim yaptigimiz c¢alismanin
istlinliigli daha basit ortamlarda ve daha kisa siirede kok hiicre i¢cine nanoparga
verebilmek ve hiicrelere veya canlinin kendisine toksik etki olusturmamaktir.
Ventrikiil i¢ine verilen kok hiicrenin gecisinin gosterildigi calisma bulgularinin tersi
olarak bizim g¢alismamizda tiimoriin ancak karst hemisferine kok hiicre enjekte
edince kok hiicrelerin tiimdre goc¢ ettiklerini; intraventrikiiler olarak BOS’a kok
hiicre enjeksiyonu yapinca tiimoére goc¢ olmadigini gordik. Calismamizin eksik
yonlerinden biri sistemik yoldan kok hiicre vermeyisimiz olabilir. Ileride yapmay1
planladigimiz ¢alismalarda kuyruk veni veya femoral ven yolu kullanilarak kok

hiicre vermeyi ve tlimore gogiinii izlemeyi planliyoruz.
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Magnetik Rezonans Goriintiilleme deney hayvanlarinda beyin timori ve kok
hiicre caligmalarinda son zamanlarda birkag¢ ¢alismada kullanilmis yeni bir yontemdir
[88]. Ulkemizde de deney hayvanina MRG yapilmasi yeni bir uygulama olup, ilk kez
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Eczacilik Fakiiltesinde “malign gliomlarin
tedavisi i¢in lipit ile islevsellestirilmis PLGA nanopartikiillerin tasarimi, in vitro ve
in vivo degerlendirilmesi” adli master tezinde kullanilmistir [79]. Bizim ¢alismamiz
iilkemizde hayvan beyin timori goriintiilemesinde MRG’nin kullanildig1 ikinci
calismadir. Bu calismalar1 yapabilmek amaci ile sigan kafasina 6zel koil dizayn
edilmesi ilk kez Uluslararas1 Magnetik Rezonans Arastirma Merkezi’nde (UMRAM)
yapilmistir. Bu sayede MRG tiimor olusumunun gosterilmesinde ve ancak tiimor
teyit edildikten sonra kok hiicre uygulanmasinin giivenilir olarak yapilmasina izin

vermistir.

Manyetik resonans goriintiilemenin calismaya katkilarmmn yaninda MRG
merkezinin bagka bir liniversitenin kampiisiinde olusu, deney hayvanlarinin uzun yol

tasinmasi deney stirecinde zorluklara ve ek morbidite/mortaliteye neden olmustur.

Yapilan diger calismalarda kok hiicreler mikroskop altinda CD 133
antikorlariile degerlendirilmis. Bu isaretleyiciler genel bir kdk hiicre isaretleyicisi
olup hem konagin kendi kok hiicrelerini hem de verilen hiicreleri isaretlemektedir.
Yaptigimiz calismada kok hiicreler enjeksiyon yapilmadan 6nce floresan nanoparca

ile isaretlenerek konagin kendi kok hiicrelerinden net olarak ayirt edilebilmislerdir.

Calismamiz siganda glioma olusturma deneysel modeli lizerine kurulmustur.
Literatiirdeki hayvan beyin tiimorii modellerinde dogal olarak bagisiklik sistemi
olmayan atimik ve ¢iplak (genetik olarak immiinsiiprese) fare ve siganlar tercih
edilmektedir. Genetik olarak immiinsiiprese hayvan kullanilmayan birka¢ deneyde
ise hayvanlar deneyden 48 saat 6nceden baglanilarak tiim deney boyunca siklosporin
ile immiinsiiprese edilmistir. Yaptigimiz c¢alismada Wistar sicanlarin bagisiklik
sistemi normal olarak ¢aligmaktaydi ve herhangi bir immun supresyon uygulanmadi.
Hayvanlarin immiinsuprese olmamasi nedeni ile tiimor hiicresi enjeksiyonu sonrasi
timor olusma orani diisik kalmistir (66 siganda 21 tiimdr). Ancak immunsuprese

olmayan ve insan sistemine daha yakin olusturdugumuz deneysel modelde diger
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calismalarda gozlenmeyen yepyeni bir bulgu ile karsilastik; bu da kok hiicreler
tarafindan induklenen ve tiimdriin regresyonuna neden olan yogun inflammatuar
yanit. Sadece kok hiicre verilen deneklerde (hem hemisfer, hem de BOS gruplarinda)
ve bu deneklerin istinasiz hepsinde tiimoriin histiosit, makrofaj ve lenfosit gibi
inflammatuar hiicreler ile sarilmasi literaturde daha once sadece bir ¢alismada
gosterilmistir [52]. Bu inflammatuar yanit kok hiicrenin tiimore ulagsmadigi BOS’a
ekilen grupta da gozlendiginden kok hiicre tarafindan salinan muhtemelen parakrin

faktorler yoluyla oldugunu diisiindiirmektedir.

Boyle bir yanit gérmemizi birka¢ nedene bagladik;

a) Deney hayvanlarinin immiinsiiprese olmamasi.

b) Tiimoriin sican kaynakli olmasi, kok hiicrelerin insan kaynakli olmas1 ve

“graft vs host” reaksiyonu olusmasi.

c¢) Disten elde edilen mezensimal kok hiicrelerin kok hiicre agacinda daha {ist
bir seviyede olmasi (daha multipotent), salgiladiklar1 sitokinler araciligi ile

inflamatuar yanita neden olmasi.

Gelecekte inflammatuar etkiyi incelemek i¢cin immiinhistokimyasal
calismalarin yapilmast ve bagka bir tiimér modelinde (U87 insan kaynakli
Glioblastoma hiicre hatt1) mezensimal kok hiicrelerin uygulanmasi planlanmaktir. Bu
sirpriz bulgunun daha fazla arastirilmas: i¢in ileride yapmayir plandigimiz
calismalarda inflammatuar yanita neden olan bu faktorleri arastrmayr ve
bulgularimiz teyit etmek icin baska bir GBM hiicre hatt1 ile tiimér modelini tekrar

etmeyi amaglamaktayiz.

Kok hiicrelerin glioma iizerinde izole etkisi net olarak bilinmemekle birlikte

literatiirde mevcut bazi ¢alismalar bu etkileri arastirmistir.

Sasportas ve arkadaslar1 fare beyin glioblastoma modelinde kaspaz aracili

apopitozu indiikleyen sitokin tiimor nekroz faktor apopitoz ligandi (TRIAL) eksprese
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eden mezensimal kok hiicrelerinin timor {izerine etkilerini gozlemlediler.
Mezensimal kok hiicrelerinin tiimore go¢ edebilmelerine ragmen tiimor {izerine
hicbir etkisini gérmediler. Oysa TRIAL eksprese eden MSC’lerin tiimor boyutlarmi
anlaml 6l¢iide kiictlttiigiinii tepit etmislerdir[89].

Bir diger TRIAL kullanilan ¢aligmada, Menon ve arkadaslar1 bir lentoviriis
vektorii i1le TRIAL genini NSC’lere aktardilar. Takiben farede olusturduklar
glioblastoma modeline, tiimoriin kars1 hemisferine NSC’leri enjekte ettiler. Alinan
kesitlerde NSC’lerin tiimorii ¢evresini sardigi ve igine ilerledigi goriildii. TRIAL

iceren NSC’lerin ise tiimori kiigiilttiigli gorildi[90].

Jin ve arkadaslarinin yaptig1 calismada sican beyin tiimorii modelinde néronal
kaynakli kok hiicreler (NSC) kullandilar. Bir grupta kok hiicrelere citozin deaminaz
(CD) ile yiiklenirken, diger grupta kok hiicrelere CD geni lentoviriis vektorii ile
aktarildi. Sadece kok hiicre verilen kontrol grubunda timér biiylimesine etki
olmazken, CD yiiklii NSC verilen grupta tiimor boyutunda azalma gorildii, CD geni
aktarilan NSC’lerin oldugu grupta ise tiimor boyutunda daha belirgin azalma oldugu
gortiildii. Bu ¢aligma kok hiicrelerin vektor olarak kullanilabileceginden dte genetik

uygulamalarm umut verici oldugunu gosterdi[91].

EGFRvVIII bir EGFR mutasyonu olup tiim glioblastomalarin %20-30°da
goriilmekte, tiimore spesifik bir antijen olup normal beyin hiicrelerinde yoktur, bu
ozelligi ise onu 1iyi bir hedef yapmaktadir. Balyasnikova ve arkadaslarmin yaptigi
calismada EGFRVIII antikoru eksprese eden MSC’lerin etkilerini EGFRVIII
reseptorii mevcut glioblastoma hattinda gozlemlediler. Hiicre kiiltiiriinde tiimor hiicre
sayisin1 anlamli diisirmedigi goriildii. Oysa fare modelinde modifiye MSC’lerin
tiimOr boyutu anlamdi oranda diisiirdiigii ve farenin sagkalimimi arttirdigr goriildii.

EGFRWVIII antikoru olmatan MSC’lerin tiimdr boyutuna bir etkisi goriilmedi[92].

Hamada ve arkadaslar1 yaptig1 calismada fare gliom modelinde interlokin-2
(IL-2) eksprese eden MSC’lerin tiimori kii¢iiltmesinin yaninda MSC’lerin
salgiladiklar1 mediatorlerin de tedavide etkili oldugunu savundu. Noron kaynakli

bliylime faktoriinlin ndron apopitozunu Onleyerek koruyucu etki yaptigini,
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anjiopeptin-1 ile tiimor vaskiileritesini azalttigi ve gecirgenligi azaltarak 6demi
onledigini, MSC’lerin tiimor etrafinda toplanarak bir bariyer olusturup timor

hiicrelerinin yayilimini engelledigini savunmuslardir[87].

Kok hiicrelerin neden olabilecegi malignite ise bir endise konusudur. Yapilan
uzun donem mezensimal kok hiicre Kkiiltlirlerinde kok hiicrelerin transforme
olabilecegi goriilmiistiir. Bu transforme olan kok hiicrelerin fareye enjeksiyon sonrasi
akcigerde malignite olusumu gozlemlenmistir. Bu olay kok hiicre tedavisinin

giivenirligini sarsmaktadir[93].

Yapilan baska bir ¢alismada, néronal kdk hiicreler (NSC) hem in vitro hem
de in vivo ortamde test edildi. In vitro ortamda ndronal kok hiicrelerin hem ndronal
kaynakli tiimdre (sican gliom ve insan glioblastoma hiicreleri) ve noronal olmayan
timore (melanom ve prostat kanseri) go¢ edebildikleri goriildii. Takiben fare fare
modelinde sican gliom, insan glioblastoma ve melanom hiicreleri subkiitan ekim
yapildi, NSC’ler kuyruk veninden enjekte edildi, NSC’lerin ekstrakranyal néronal ve
noronal dis1 timdre gd¢ edebildikleri gosterildi[94].

Yang ve arkadaslar1 ise farede beyin sapinda gliom olusturup hem MSC’lere
hem de embriyonik fibroblast (NIH3T3) hiicrelerine TRIAL ekleyip tiimdr lizerine
etkilerini gozlemlemisler. TRIAL-MSC ve TRIAL-NIH3T3’iin farelerde sagkalimi
arttirdigini, oysa sistemik TRIAL enjeksiyonunun ve sade MSC’lerin sagkalimi
etkilemedigini bildirmislerdir. MSC’ler gibi NIH3T3’iin de gd¢ kabiliyeti oldugunu

ve bir tastyici olarak kullanilabilecegini savundular[95].

Kok hiicreler bagka molekiilleri detasiyarak tedavide rol almislardir; beyin
sapt gliomu modelinde mikro RNA[96] ve TRIAL [97] tastyict olarak

kullanilmiglardir.
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6. SONUC

Bu calismada;

e Magnetik Rezonans Goriintiileme ile sican beyni gibi kiigiik bir organin

patolojisinin dahi goriintiilenebilecegi

e Mezensimal kaynakli kok hiicrelerin lokal uygulama ile beyin dokusu

icerisinde go¢ ederek tiimore ulasabilecegi

e Mezensimal kaynakli kok hiicrelerin Beyin Omurilik Sivismna

enjeksiyonunda tiimore ulasamadigi

e Insan dental kaynakli Mezensimal Kok Hiicrelerin RG2 tiimér iizerinde

inflamatuar etkisinin oldugu

Tespit edilmistir.
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