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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIiYET HAKLARI BEYANI

Enstiti tarafindan onaylanan lisansisti tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima
acma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen
kullanim haklari digindaki tim fikri mulkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da
bir bolimnidn gelecekteki gcalismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari
bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek
yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve
sahiplerinden vyazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak
kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yénerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Agik Erigim
Sisteminde erisime agcllir.

o Enstitl / Fakilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. @

e Enstitl / Fakillte ydnetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime
acilmasi mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir.

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmistir. ®

...... U A
Gulsena TONYALI

1% isanstistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisanstistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii (izerine enstitii veya
fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
ybéntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danigmaninin énerisi ve enstitii
anabilim dalinin uygun gériisi (izerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alt
ayl asmamak lizere tezin erisime agiimasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya givenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve glivenlik, saglik vb.
konulara iligkin lisansdstii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluglarla yapilan isbirligi protokolii ¢cercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise,
ilgili kurum ve kurulugun o6nerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun gériisii iizerine iiniversite yénetim
kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitli veya faklilte tarafindan gizlilik kurallari
cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danigmaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii (izerine enstitii veya fakiilte
yoénetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu c¢alismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglart bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Duygu UCKAN CETINKAYA
danigmanliginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitlisi Tez Yazim Y 6nergesine gore yazildigini beyan ederim.

Gilsena TONYALI



TESEKKUR

[k olarak, dgrencileri olmaktan gurur duydugum, bilimsel ve insani kimliklerini 6rnek
aldigim, yasadigim her sorunda, ne olursa olsun destek ve yardimeci olan, tecriibeleriyle
bana yol gosteren, farkli ve genis bakis agilar1 kazandiran, arastirma disiplinlerini
Ogreten, istedigim alanda ¢alisma yapmam i¢in gerekli maddi ve manevi destegi
saglayan, benim i¢in manevi anlamlar1 bir danismandan ¢ok daha fazla olan degerli
danigmanlarim Prof. Dr. Duygu U¢kan Cetinkaya ve Prof. Dr. Yasemin Balaban’a
tesekkiirii bir borg bilirim. Her zaman bana 6rnek olduklari gibi bir arastirmaci ve insan
olmaya ve onlar1 en iyi sekilde temsil etmeye calisacagim.

Calismalarim yiiriitiirken imkanlarin1 kullandigim Hacettepe Universitesi Kok Hiicre
Uygulama ve Arastirma Merkezi ekibine (PEDI-STEM), Kok Hiicre Anabilim Dali
Ogretim iiyeleri, degerli hocalarima yardimlart ve bana Ogrettikleri her sey icin
tesekkiir ederim.

Bir sorun yasadigimda ne zaman, nerede, hangi giin olursa olsun bana yardim eden,
destek olan, abla bildigim Dr. Emine Kilig, Dr. Cansu Ozdemir Saka ve Dr. Esin
Alpdiindar Bulut ile, birlikte ¢alistigim PEDI-STEM ekibinden kiymetli arkadaglarim
Aynura, Berna, Mustafa, Burcu, Ozgiir Dogus, Bihter ve Mehmet Emin; siz
olmasaydiniz merkez ¢ok tatsiz bir yer olurdu. Hacettepe Universitesi Gastroenteroloji
Bilim Dali’ndan Cem Simsek ve Tevhide Sahin, sizler de iyi ki varsiniz. Ev arkadasim
Sila, yiiksek lisansim boyunca daima bana destek oldun, nice giinlerimiz olsun. Ve bir
tesekkiirde yaz okulunda tanistigim, dert ortagim Nezaket Altintas’a.

Son ve en biiyiik tesekkiiriim, beni bugiinlere gelirken verdigim her kararda
destekleyen, her tiirlii fedakarlig1 yapan, gézyasimi silen, giiliislerime eslik eden,
sonsuz glivenle hayallerime destek olan ve asla pes etmeme izin vermeyen canim
annem ve babama, onlardan uzakta olmami hi¢ istemeseler de onlar icin burada
oldugumu bilen, hayattaki yasam kaynagim olan kardeslerime... Iyi ki benim

ailemsiniz.



Vi

OZET

Tonyall G., Kemik iligi Yag Tabakasindan Elde Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin
Karakterizasyonu ve Subkutan Yag ve Kemik iligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreleri
ile Karsilastirilmasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre
Programn Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2020. Kemik iligi yag dokusu (KIY) diger
adipoz dokulardan farkli 6zelliklere sahiptir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarla kemik
iligi yag dokusunun akut myeloblastik 16semi (AML) gelisimi/progresyonu iizerine
etkileri gosterilmig, farkli tip kanserlerde de kemik metastazlarina katkilar
bildirilmistir. Bu tez calismasinda, saglikli donoérlerin ve 16semiye yatkinlik
olusturdugu bilinen Fankoni anemili hastalarm KIY tabakasindan elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) karakterizasyonu yapilmis, in vitro adipojenik
uyartya cevaplari incelenmis ve standart yontemle KI mononiikleer hiicrelerinden elde
edilen KI-MKH’ler ve subkutan yag dokusundan (SKY) gelistirilen MKH’ler ile
Karsilastirilmistir. Bunun yaninda, 16semik hiicre ile KI mikrogevre etkilesiminde ve
16semi patogenezinde rolii olabilecegi ileri siiriilen molekiillerden galektin-3, FABP-
4, Leptin-R, PDGFR-a ifadeleri de incelenmistir. Literatiirde KIY dokusu ile yapilan
calismalardan farkli yéntemle KIY tabakasinin kiiltiirii ile elde edilen MKHlerin, Ki-
MKH ve SKY-MKH’lerinden farkl1 6zelliklere sahip oldugu, adipojenik gen ifadeleri
ve cevap olugma siirelerinde farkliliklar bulundugu, adipojenik uyarim altinda
molekiiler degisimlerin farklilik gosterdigi, FA hastass MKH’lerinin  adiposit
farklilasma cevaplarinin da saglikli Ki-MKH ve KIiY-MKH’lerinden farklilik
gdsterdigi saptanmis, bu durumun FA hastalarinda Ki’de adipojenik disregiilasyonuna
isaret edebilecegi diistinlilmiistiir. Ayrica AML (HL-60) hiicreleri ile ko-kiiltiir
ortaminda meydana gelen fenotipik degisiklikler arastirilmis, 6n veriler elde edilmis,

ileri aragtirmalarin yapilmas1 hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kok hiicre, adiposit, kemik iligi yag dokusu, 16semi, Fankoni

anemisi
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ABSTRACT

Tonyal G. Characterization of The Bone Marrow Adipose Layer Derived Mesenchymal
Stem Cells and Comparison With Subcutaneous Adipose And Bone Marrow MSCs.
Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Master of Science Thesis in
Stem Cell Program, Ankara, 2020. Bone marrow adipose tissue (BMAT) has different
properties than other adipose tissues. Recent studies have shown the effects of bone
marrow adipose tissue on development / progression of acute myeloblastic leukemia
(AML), and its contribution to bone metastases in different types of cancer. In this
thesis study, characterization of mesenchymal stem cells (MSCs) obtained from fatty
layer of bone (BMAT-MSC) of healthy donors and patients with Fanconi anemia (FA),
who are known to be susceptible to leukemia was performed, their response to in-vitro
adipogenic stimulation was assessed and compared with the results of bone marrow
MSCs (BM-MSC) obtained from mononuclear cells by standart methods and with
MSCs generated from subcutaneous fat tissue MSCs (SCF-MSC). In addition, the
expressions of galectin-3, FABP4, Leptin-R, PDGFR-a, which are suggested to have
a role in the interaction of leukemic cell with bone marrow microenvironment and in
the pathogenesis of leukemia, were examined. MAT-MSCs, unlike other studies in the
literature, obtained from the fatty layer of the BMAT-MSCs were shown to have
differences in adipogenic gene expression profiles and response times to adipogenic
stimulation when compared to those of BM-MSCs and SCF-MSCs. The adipogenic
gene expression pattern of FA patients MSCs was also different compared to those
from healthy donors suggesting that BM adipogenic dysregulation in FA patients. In
co-culture experiments with AML (HL-60) cells, changes in surface molecule
expressions were detected on MSCs. Further studies are required for confirmation of

the preliminary reults.

Keywords: Stem cell, Adipocytes, Bone Marrow Adipose Tissue, Leukemia, Fanconi

anemia
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Kok hiicre hiyerarsisi 5
Hematopoetik kok hiicre hiyerarsisi. 7

Kemik iliginde hematopoetik nis elemanlari. CXCL-12 bagiml retikiiler hiicreler
(CAR), hematopoetik kdk hiicreler (HKH), mezenkimal kok hiicreler (MKH) ve
diger hematopoetik nis elemanlarina ait sematik ¢izim gosterilmektedir. 12

Santrifiij sonras1 ayrilan kemik iligi yag tabakasi, plazma ve eritrositler. Kirmizi
halka plazma katmanmin iizerinde toplanan kemik iligi yag tabakasini
gostermektedir. 28

Insan adipoz dokusundan enzimatik pargalama ile kok hiicre izolasyonu.
Ameliyathaneden liposuciton ile toplanan ve steril kosullarda laboratuvara
getirilen yar1 kat1 subkutan yag dokusu materyalinin (A) enzimatik muamele ile
pargalanmasi (B) ve yikama ile islemlerinden sonra (C-D) kalan pelletin
goriintiisii (E) ve kiiltiir kabina ekilmis hali (F) gosterilmektedir. 31

Saglikli bireylere ait KIY-MKH’lerine (A) ve SKY-MKH’lerine (B) ait pasaj
sifir inverted mikroskop goriintiileri gosterilmektedir. x4 biiyiitme. 37

Saglikl bireylere ve FA hastalarina ait KI-MKH ve KIY-MKH’lerinin izolasyon
sonras1 kiiltiirde cogaltilmalar1 sirasinda gegen ortalama siire gosterilmistir
(n=3). 37

Saglikli bireylerden alinan subkutan yag doku kokenli MKH’lerin, pasaj sifir (A,
B), pasaj iki (C) ve pasaj iigteki (D) morfolojilerinin inverte mikroskobundaki
gorlntiileri gosterilmektedir. x4, x10 bilyiitme. 38

Saglikl KIY-MKH’leri ile SKY-MKH’lerine ait mitotracker ve Wright boyamasi

goriintiileri. Floresan mikroskop ile cekilmis KIY-MKH (A) ve SKY-
MKH’lerine (B) ait mitotracker boyamasi ve saglikli Ki-MKH (C, D), KiY-
MKH (E) ve SKY-MKH’lerine (F) ait inverted mikroskopta ¢ekilmis Wright
boyamasi goriintiileri gosterilmektedir (x20 biiyiitme). 39

Saghkli Ki-MKH ve KIiY-MKH’leri ile SKY-MKH’lerinin ¢ogalma
kapasitelerinin incelenmesi. y ekseni dublike olarak c¢alisilan Grneklerin
absorbans degerlerine ait ortalamalar1 alinarak olusturulmustur. 40

FA hastas1 KI-MKH (A, B) ile FA KIY-MKH (C, D), saglikli KI-MKH (E, F)
ile saglikli KIY-MKH (G, H) ve SKY-MKH’lerine (1, 1) ait Oil Red O boyamasi.
Goriintiiler adipojenik farklilastirma protokolii uygulanmis MKH’lerin Oil-Red-
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4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

xiii

O boyamasi yapildiktan sonrasi ¢ekilen inverte mikroskop goriintiileri
gosterilmektedir. x4 ve x20 biiyiitme. 43

FA hastas1 KI-MKH (A) ve KIY-MKH (B), saglikli Ki-MKH (C) ve KIY-MKH
(D) ile SKY-MKH’lerinin (E-F) osteojenik Alizarin Red S boyamasina ait
inverte mikroskop goriintiileri. x20 biiyiitme. 44

Adipojenik farklilastirma yapilan 6rneklerin semi-kantitatif analiz grafikleri.
Saglhikli KI-MKH ve KiY-MKH’lerinin (A), FA hastast KI-MKH ve KiY-
MKH’leri (B), FA hastas1 KI-MKH ve saglikli KI-MKH’leri (C), FA hastast
KIY-MKH ve saghikli KIY-MKH’leri (D) ile saglikli KIY-MKH ve SKY-
MKH’lerinin (E) karsilagtirilmali bar grafikleri gosterilmektedir. 45

Adipojenik farklilastirmanin onuncu ve yirmibirinci giinlerinde yapilan gen
ekspresyon incelemelerine ait bar grafikleri. Iki gozlem noktasi arasinda
toplanan hiicrelerin LPL, AdipoQ, UCP-1, DiO-2, PARP-1 ve PPARy gen
ifadelerine ait bar grafikler gosterilmektedir. 48

Herhangi bir uyarima maruz kalmamis MKH'lerin gruplandirma analizine ait
dendogram grafigi. Adipojenik uyarima maruz kalmayan saglikli Ki-MKH ve
KIY-MKH, FA hastas1 KI-MKH ve KIY-MKH ile SKY-MKH’ye ait alt1 genin
her grup i¢in, kendi i¢cinde kiyaslanmasi ile elde edilmistir. 49

On ve yirmibir giin boyunca adipojenik farklilagtirma uygulanmis MKH’lerin
dendogram grafigi. Grafik alt1 genin her grup i¢in birlikte degerlendirilmesiyle
elde edilmistir. 49

Saglikli KI-MKH ve KIY-MKH’lerinin HL-60 hiicreleri ile yapilan ko-
kiiltiirlerin akim sitometrik grafikler. Saglikli Ki-MKH’lerine palmitik asit (PA)
uygulanmadan yapilan ko-kiiltiirde Gal-3 ve Lep-R ifadeleri (A-B), saglikli Ki-
MKH’lerine PA uygulanarak yapilan ko-kiiltiirde Gal-3 ve Lep-R ifadeleri (C-
D), saglikli KIY-MKH’lerine PA uygulanmadan yapilan ko-kiiltiirde Gal-3 ve
Lep-R ifadeleri (E-F) ve saglikli KIY-MKH’lerine PA uygulanarak yapilan ko-
kiiltiirde Gal-3 ve Lep-R ifadeleri (G-H) dotplot olarak gosterilmektedir. 51
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1. GIRIS

Mezenkimal kok hiicreler (MKH); kendilerini yenileyebilme ve bag dokusu
kokenli hiicrelere farklilagsma 6zelligine sahip, immiinmodiilor 6zellikli multipotent
kok hiicrelerdir. Ayrica, kok hiicrelerin yasamlarini idame ettirdikleri ‘nig’denilen 6zel
alanlarin ana stromal elamanidir (1). Bag dokusu elemani olan kemik iligi kokenli
mrrler (KI-MKH), kemik iligi nisindeki adipojenik ve osteojenik hiicrelerin koken
aldiklar1 hiicrelerdir. Hiicre-hiicre ve hiicre-matriks iliskileri kurarak ve bulunduklari
alanin mikrogevre 6zelliklerine gore gerekli kemokin, sitokin, biiylime faktorii gibi

molekiilleri salgilayarak parakrin etkiler gosterir ve nis regiilasyonunu saglarlar (2).

Farkli tiplerdeki hematolojik malignitelerde Ki-MKH’lerinde defektler
bildirilmis, hematopoetik nisin elemanlar1 olan bu hiicrelerin 16semi gelisiminde ve
seyrinde dnemli role sahip oldugu ileri siiriilmistiir (3, 4). Yakin zamanlarda yapilan
calismalar ise, bu konuda 6zellikle kemik iligi yag (KIY) dokusunun énemine isaret

etmektedir.

Yag dokusu beyaz, kahverengi ve her ikisinin 6zelliklerini tasiyan bej yag
dokusu seklinde siniflanir. Subkutan yag (SKY) dokusu beyaz yag dokusu (white
adipose tissue/WAT) ozelliginde olup temel gorevi enerji iiretimi, kahverengi yag
dokusunun (Brown adipose tissue /BAT) ise termoregiilasyondur. KIY dokusunun ise
beyaz ve kahverengi yag dokusu ile benzer 6zellikler gostermekle beraber hepsinden

farkli 6zelliklere sahip oldugu ileri siiriilmektedir (5, 6).

Son yillarda yapilan caligmalarda, 16semi patogenezinde ozellikle KI yag
dokusu kokenli MKH’lerin (KiY-MKH) anahtar rol aldigi, 16semik hiicre ile KI
adipositlerinin karsilikli dinamik etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan lipoliz ve serbest yag
asitlerinin tedaviye direngli 16semik klonlarin ortaya ¢ikmasinda rol aldig gosterilmis,
ayrica ¢esitli kanser tiirlerinin kemik metastazlariyla da iligkili oldugu bildirilmistir (7-
10). Kemik iligi (KI), yagdan zengin bir doku olup hematopoezin diizenlemesinde
kritik role sahiptir. Ancak bu hiicrelerin karakteristik ozellikleri ve patoloji
olusumundaki rolleri hakkinda halen ¢ok az sey bilinmektedir. Aplastik anemi ve
kalitsal kemik iligi yetmezliklerinde, Ki’de hematopoetik hiicrelerin yerini

adipositlerin doldurdugu bilinmektedir. KIY dokusunun o6zelliklerinin ortaya



cikarilmasi, saglikli hematopoezin siirdiiriillmesi ve hematopoez patolojilerinin
gelisme mekanizmalarinin  anlagilmasi, hedefleyici stratejilerin  gelistirilmesi
yoniinden onemlidir. Bu nedenle saghikli ve KI yetmezligi olan hastalarin KIY

dokusunun tanimlanmasina, 6zelliklerinin ortaya konmasina ihtiya¢ vardir (11).

Kalitsal KI yetmezliklerinden biri olan Fankoni anemisi (FA); DNA hasar
tamirinde rolii olan FANC genlerinde mutasyon sonucunda olusan, otozomal resesif
kalitilan nadir bir hastaliktir. DNA tamir defekti ve kromozomal kiriklarla seyreden
bu hastalik; hipoplastik ya da aplastik anemi, epiteliyal malignensi ve myelodisplastik
sendrom (MDS) ile akut myeloid 16semi (AML) gelisimine yatkinlik olusturmaktadir
(12). Bu ozellikleri nedeniyle FA, 16semi gelisim mekanizmalarini aragtiran bilim
insanlarmin biiyiik ilgisini cekmektedir. Buna karsin, farkli genotip, fenotip gosteren
bu hastalikta malignite egilimi olusmasina katki saglayabilecek mikrogevresel
faktorler yeterince aydinlatilmamistir. FA hastalarinda kemik defektlerinin 6n planda
olmas1 nedeniyle hastalarin MKH’lerinin arastirildig1 calismalar olmakla beraber KIY

dokusunun incelendigi higbir ¢aligmaya rastlanmamustir.

KIY dokusunun tanimlanmasi/karakterizasyonu konusunda literatiirde
kisithiliklar vardir. KIY dokunun elde edilis yontemleri degiskendir. Hayvan
deneylerinde, genellikle, kemiklerin ¢ikarilmasi ve ilik yag dokusunun buradan direkt
izolasyonu yapilirken insanlarda ¢ok farkli yontemler kullanilmaktadir. Caligmalarin
bir kisminda, KIY dokusu ortopedik cerrahi ameliyatlar1 sirasinda ya da agik
kiriklardan izole edilmis, digerlerinde ise KI aspirasyonu ile elde edilen ve
mononiikleer hiicrelerin (MNH) kiiltiirde ekilmesi ve yapisan hiicrelerin pasajlanarak
cogaltilmast sonucu elde edilen KIi-MKH’lerinin adiposit yoniinde in vitro
farklilagmasinin uyarilmasi sonucu elde edilen hiicreler KIY dokusu hiicreleri olarak
tanimlanmustir (9, 13). Bu ¢eliskilerin ortadan kaldirilmas: ve KIY dokusunun iyi
tanimlanarak standardizasyon saglanmasina yonelik 2020 yilinda bir rehber
hazirlanmis, KIY dokusunun kritik dnemine deginilmistir (11). Bu tez ¢alismast ile
hakkinda pek az bilgi sahibi olunan ve ¢ok giincel olan bu alana, insan KIY dokusunun
ozelliklerinin arastirilmasi yoluyla katki saglamak amagclanmistir. Saglikli Ki nakli
vericilerinden alinan Ki aspirasyon materyallerinin lipid tabakasmdan KIY dokusu

MKH’lerini temsil etmek tizere stromal hiicreler gelistirilerek detayl karakterizasyonu



yapilmis ve standart yontemle Ki mononiikleer hiicrelerinden gelistirilen Ki-
MKH’leri ve subkutan yag doku kokenli MKH’ler (SKY-MKH) ile karsilastiriimistir.
Benzer sekilde, AML gelisimine yatkinlik olusturan bir hastalik olan FA hastalarinin
Ki’den elde edilen Ki-MKH ve KIY-MKH’lerinin de karakterizasyonu yapilmis, in
vitro adipojenik uyarim altinda molekiiler degisimleri incelenmistir. Ayrica bu tez
calismasinda KI stromal hiicrelerinin (Ki-MKH, KIY-MKH) malign hiicrelerle
etkilesim halinde olduklarini bildiren ¢alismalardan yola ¢ikilarak saglikli Ki donérii
ve FA hastalarindan gelistirilen KI-MKH ve KiY-MKH’lerinde AML-mikrogevre
etkilesiminde rolii oldugu ileri siiriilen molekiillerin (Galectin-3 (Gal-3), fatty acid
binding protein-4 (FABP-4), leptin receptor (Lep-R), platelet derived growth factor-
alpha (PDGFR-a,)) ifadeleri incelenmis, ayrica KI-MKH ve KIY-MKH’lerinde AML
hiicreleri (HL-60) ile ko-kiiltiir ortaminda ve uzun zincirli yag asidi olan palmitik asit

(PA) maruziyeti sonrast degisimler incelenmistir (14-18).



2. GENEL BILGILER
2.1. Kok Hiicreler ve Nis

Kok hiicreler, kendini yenileyebilme ve gerektigi durumlarda viicudumuzda
Ozellesmis olarak bulunan pek cok hiicre tipine farklilasma yetenegine sahip az
sayidaki hiicrelerdir. Farklilagabilme kapasiteleri ve klonojenik ozelliklerine gore
“totipotent, pluripotent ve multipotent” kok hiicreler olarak ayirilabilirler. Totipotent
kok hiicreler, zigotta morula evresinde olan ve plasentayi ve tek bagina bir organizmayi
olusturabilme yetenegine sahip olan hiicrelerdir. Pluripotent kok hiicreler, embriyoda
bulunan hiicrelerdir (EKH). Her 3 germ yapragindan kdken alan tiim hiicrelere
farklilagabilirler ancak bir organizmay1 tamamen olusturamazlar. Multipotent kok
hiicreler ise bu hiyerarsinin en altinda yer alir ve erigkin kok hiicreler olarak bilinirler
(19) (Sekil 2.1). Dogumdan sonra bir organizmada bulunan kok hiicreler, eriskin tip
multipotent kok hiicrelerdir. Neredeyse her dokuya veya organa ait fonksiyonel
hiicrelerin arasinda kendi mikrogevrelerinde, 6zel ismi ile ‘nig’adi verilen bolgelerde
yasamlarini idame ettirirler. Nis, en basit agiklamasiyla sessiz durumdaki (Go
fazindaki) kok hiicrelerin en ¢ok bulundugu, korundugu 6zellesmis alanlar olarak
tanimlanabilir. Nise gelen cesitli uyaranlar sayesinde kok hiicreler, belirli araliklarla
hiicre siklusuna girerek asimetrik veya simetrik boliinme gerceklestirirler. Boylece
sayilarini sabit tutmanin yaninda farklilasarak ait olduklar1 dokunun hasar tamirini ya
da yenilenmesini saglarlar (20, 21). Patolojik veya stres durumlarinda bu iki boliinme
tipi arasindaki dengede bir bozulma meydana gelir. Bu bozulmayla birlikte kok hiicre
havuzu bozulur ve gesitli yetmezlikler, patolojiler ve hematolojik maligniteler gelisir

(22).

Kok hiicreler, bulunduklar1 dokuya ait tiim hiicre tiplerine farklilagsabilme
Ozelligine sahiptirler. Hematopoetik kok hiicrelerin (HKH) tiim kan elemanlarini
olusturmasi, mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) tiim konnektif dokuya ait hiicrelere
farklilasabilmesi, noral kok hiicrelerin ise sinir sistemi elemanlarin1 olugturmasi gibi
doku/organ spesifik somatik kok hiicreler olarak da adlandirilirlar. Multipotent
hiicrelerin farklilagsmasi sirasinda kokliiliikk 6zellikleri giderek azalir, sadece belirli
hiicre tiplerine farklilasabilirler. Bu asamadaki hiicreler, farklilagma potansiyellerine

gore oligopotent, bipotent veya unipotent olarak adlandirilirlar (19).
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Sekil 2.1. Kok hiicre hiyerarsisi

Multipotent 6zellikte olan bu hiicrelerin kendini yenileme ve farklilasma
kapasiteleri pluripotent olan EKH’lere gore kisitlidir. Son yillarda laboratuvar
ortaminda, somatik hiicrelere embryonik kokliilik genlerine ait transkripsiyon
faktorlerinin aktarimi ve/veya baska yontemlerle embryonik kok hiicre benzeri
pluripotent karakterde hiicreler elde edilebilmektedir. Bu hiicrelere uyarilmis
pluripotent kok hiicreler (uPKH) denilmektedir. Bu hiicreler organizmada bulunmayip
viicudun herhangi bir hiicre tipinden laboratuvar ortaminda elde edilir ve ilag

arastirmalari, hastalik modelleme arastirmalarinda kullanilirlar (23, 24).

Giinlimiizde tedavi amacgli kullanilan kok hiicreler arasinda en basta,
Ki/hematopoetik kok hiicre nakli amagh ve yaygin kullanilan HKH’ler gelmektedir
(25). Bunun yaninda, son 10-15 yildir, rejeneratif tip amagli uygulamalarda klinik
calisgma kapsaminda MKH’lerin kullanimi1 da giderek yayginlasmaktadir (26).
UPKH’lerin ise laboratuvarda c¢ok fazla isleme maruz kalmalar1 nedeniyle klinik
kullanimlar1 agisindan riskleri tartisilmakta olsa da rejeneratif potansiyeli heyecan
uyandirmaktadir (27). Bu konuda basta Japonya olmak iizere az sayida kontrollii klinik
calismada uPKH kokenli hiicreler kullanilmaya baslanmis olup halen gilivenilirlik
yoniinde kapsamli ¢aligsmalar yiiriitiilmektedir. EKH’lerin ise pluripotent 6zellikleri
nedeniyle avantajlart olmasima ragmen kullaniminda etik kisithiliklar ve onkojenik

transformasyon riskleri vardir (28, 29).



2.1.1. Hematopoetik Kok Hiicreler

Insanda kan hiicreleri Ki’de yapilmaktadir. intrauterin hayatta ise kan yapimi
yolk kesesi, aorta gonadal mezonefroz, plasenta, karaciger, dalak ve sonraki aylarda
da Ki’de gerceklesmektedir. Dogum sonrasi tamamen Ki’ye gecer. Hematopoetik
dokular, viicudun rejeneratif kapasitesi en yiiksek dokularindan birisidir. Eriskin Ki’de
giinde yaklasik 1 trilyon hematopoetik hiicre olugsmaktadir. Bunlar arasinda eritrositler,
trombositler, beyaz kiireler (I16kosit) ve diger hiicre tipleri yer alir. Bu hiicre tiplerinin
hepsi HKH’den koken almaktadir. Saglikli bir organizma igin saglikli hematopoezin
kritik Oonemi vardir. Hematopoetik hiicreler, viicudun mikroorganizmalarla veya
tehlike uyaranlar1 ile savasindan kanamanin durdurulmasi, dokulara oksijen
saglanmas1 gibi yasam i¢in tiim kritik fonksiyonlarin yiiriitiilmesi i¢in ¢ok kritik bir
hiicre tipidir. HKH’lerin varligi ¢ok eski yillardan beri ileri siiriilmekle beraber ilk kez
1960’11 yillarda Till ve McCulloch tarafindan hayvan deneylerinde kanitlanmis ve
hematopoezde hiyerarsik model tanimlanmistir. En erken progenitor olarak bilinen
“long term” HKH’nin (LT-HKH) basamaklar halinde farklilasmis hiicreleri
olusturdugu bu klasik hematopoez semasina gore kok hiicrenin olgunlagma stirecinde
kokliiliik 6zelligi giderek azalir, farklilasan hiicre tipine ait 6zellikler ortaya ¢ikar. LT-
HKH ardindan “short term” HKH (ST-HKH), sonra 6ncii (progenitdr) hiicreler gelisir.
Multipotent projenitdr (MPP) hiicreler ise daha sonra ortak (common) myeloid ve ortak
lenfoid kok hiicrelere farklilasarak tiim kan elemanlarini olustururlar (30, 31). Sekil

2.2°de hematopoieitk kok hiicre hiyerarsisinin sematik gosterimi verilmektedir.
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Sekil 2. 2. Hematopoetik kok hiicre hiyerarsisi.

Hematopoez, siirekli devam eden bir siiregtir. Kan hiicrelerine devamli ihtiyag
vardir. Stres, kanama, enfeksiyon durumlarinda artan ihtiyaca bagli olarak belirli
hiicresel elemanlarin yapimi artar. Hematopoezin bazal durumda siirdiiriilmesi ve/veya
artan ihtiyacin karsilanmasinda kok hiicrelerin aktivitesini, farklilasacagi yon hiicresel
elemanlarinin belirlenmesinde hematopoetik mikrogevre dnemli rol oynar. KI stromal
hiicreleri ve mikrogevreyi olusturan hiicresel elemanlar, ekstraseliiler matriks, biiyiime
faktorleri, kemokin, sitokin, hormon, metabolit, tiim solubl faktorler ve fiziksel, noral
uyarilar, sinyal iletileri ve molekiiler faktorler ile hematopoez diizenlenir. Yakin
zamanda yapilan caligmalarda hematopoezin klasik hiyerarsik modelinin mutlak
olmadig1, kok ve oncii hiicre popiilasyonlarin homojen olmadigi, HKH’ler arasinda da
belirgin heterojenite ve belirli bir seri hiicrelerine yonelenler oldugu (6rnegin
megakaryosit primed HKH’ler) ileri siiriilmiis, 6zellikle stres uyaranlarina maruz
kalma durumunda HKH’lerin hiyerarsik basamaklardan gegmeden direkt belirli bir

seri hiicrelerine farklilasabilecegi gosterilmistir (32, 33).

HKH’lerin tanimlanmasinda hiicre yilizey belirteclerinin analizi en sik
kullanilan yontemlerdir. Bir hiicrenin kok hiicre olarak adlandirilmasi i¢in en basta
olgunlasmis serilere ait belirte¢leri bulundurmamasi gerekmektedir. HKH’lerin
notrofil, lenfosit, monosit gibi hiicrelere ait belirtegler yoniinden negatif olmasi
gereklidir. Bu duruma “soy hatt1 negatif” olma durumu denmektedir. Bunun yaninda
HKH’yi tanimlayici bir belirte¢ olarak CD34 pozitifligi kullanilmaktadir. CD34

sadece hematopoetik degil endotel Oncii hiicrelerde de pozitiftir. CD38 ise, kok



hiicrenin olgunlasma basamaklar1 sirasinda ortaya ¢ikmaktadir. Bilinen en erken
progenitorler olan LT-HKH’ler CD34", CD38" ve soy hatti belirtegleri yoniinden
negatif olmakla taninirlar (34-36). Bu fenotipik 6zellikler yaninda son yillarda yapilan
caligmalarda LT-HKH’lerin metabolik 06zellikleriyle de tanimlanabilecegi
gosterilmistir. Daha immatiir olan LT-HKH’lerin genellikle glikolitik metabolizma ile
enerji sagladigi ve mitokondrial oksidatif fosforilasyonun daha diisiik oldugu
bildirilmis, bu nedenle metabolik parametrelerle de HKH’lerin ayrilabilecegi ileri

striilmiistir (37, 38).

2.1.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

Konnektif dokusu kokenli olan ve kok hiicre mikrogevresinin oncii stromal
eleman olan MKH’ler son yirmi yilda rejeneratif tip alaninda 6ne ¢ikmakta olan bir
hiicre tipidir. Ilk kez 1960’11 yillarda Friedenstein ve arkadaslar1 ex vivo K1 kiiltiirleri
yapmiglar ve fagositik olmayan, non-hematopoetik karakterde, igsi goriiniimlii, adeziv
Ozellikli bir hiicre grubunu izole ettiklerini bildirmislerdir (39). 1991°de bu hiicrelere
Al Caplan tarafindan “mezenkimal kok hiicre” adi verilmistir (40). Daha sonra bu
hiicrelerin klonal ¢ogalma 6zellikleri ve in vitro kosullarda farklilasma potansiyelleri
kesfedilmistir (41). Ilerleyen calismalar ise bu hiicrelerin konnektif dokuya ait kemik,
kikirdak, kas, yag dokusu, tendon, ligament ve stromal hiicrelere farklilasma
kapasitelerinin oldugunu gdstermistir (42). Bu hiicreler, plasenta, KI, adipoz doku,
sinovial sivi, dental dokular gibi hemen hemen her dokudan izole edilebilmekte ve
dokularin islevlerinin yerine getirilmesinde stromal destek saglayarak ve sekretuvar
ozellikleriyle kritik rol oynamaktadirlar. KI nisinin 6nemli elamanlarmdan olan
osteoblastlar ve adipositler de bu hiicrelerden koken alirlar. Ki’deki hiicre
poplilasyonunun yaklagik %0,002’sini olusturduklar diistiniilmektedir. Hiicre-hiicre,
hiicre-matriks iligkileri ve salgiladiklar1 solubl faktorler ile de parakrin etki gostererek
diizenleyici gorev iistlenirler. Bu sebeple viicutta meydana gelen hasarlarda hasarli
bolgeye gog etme yetenekleri vardir (43). MKH’ler International Society Cellular
Therapy (ISCT) standartlarina gore, in vitro kiiltiir kosullar1 altinda koloni olusturan
birim-fibroblast (CFU-F) ozelligi gosteren, plastige yapisan hiicrelerdir (44). Bu
hiicrelerin sayilari ¢ok az oldugu i¢in arastirma veya klinik kullanim i¢in in vitro kiiltiir

ortaminda ¢ogaltilmalar1 gerekmektedir.



Kiiltlir kosullarinda c¢ogaltilan MKH’lerin tanimlanmasinda, plastik adheran
hiicreler olmalari, ytlizey fenotipleri ve farklilasma 6zelliklerinin gosterilmesi gerekir.
Yiizey molekiilleri olarak, stromal belirtegler yoniinden pozitif, hematopoetik
belirtecler yoniinden negatif olmalar1 gerekmektedir. Homojen olmamakla beraber,
stromal belirteglerden genellikle; CD73 (ecto-5’-nucleotidase, SH3, SH4), CD90
(Thy-1) ve CD105 (endoglin, SH2, TGFB-RIII) pozitiftirler. Buna karsin, CD14,
CD11b, CD45, CD34, CD79 veya CD19 ve HLA-DR gibi hematopoetik yiizey
belirtegleri bakimindan negatiftirler (45). MKH karakterizasyonu igin in vitro ortamda
bu oOzelliklerinin de gosterilmesi gerekir. MKH’ler, in vitroda ekzojen biiyiime
faktorlerinin eklenmesiyle uygun kosullar saglandig: takdirde kemik, yag ve kikirdak
dokularina farklilagabilme 6zellikleri gosterirler. Bunun disinda MKH’lerin klinikteki
potansiyel terapotik etkilerini ortaya ¢ikaran en onemli 6zellik immiinmodiilatuar
olmalar1 ve ¢ogu zaman immiinsupresif etki gostermeleridir. Bu 6zellikleri sayesinde
MKH’ler immiin sistemden kacgabildikleri i¢in allojenik olarak, HLA doku uyumuna
gerek bile gerek kalmadan nakil edilebilirler (46). Otokrin ve parakrin etkileri
sayesinde graft versus host hastaliginda, allograft organ nakillerinde reddin
onlenmesinde, otoimmiin hastaliklarin tedavisinde ve KI transplantasyonu sonrasi
HKH’lerin uzun dénemli engraftmaninda ve onlarin nise tutunmasinda katkilar1 vardir
(39, 47, 48). Ayrica organ, doku hasarlarmin onariminda énemli role sahiptirler. Bu
ozellikleri nedeniyle halen ¢ok sayida klinik caligma yiiriitiilmektedir. Bu hiicrelerin
intravendz veya lokal uygulanmasinin genellikle giivenli oldugu, kisa siirede ciddi yan
etki riskinin diisiik oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, malignitesi olan
bireylerde stroma destegi saglayarak malign hiicrelerin de artmasina yol agabilecegi
goz Oniinde bulundurulmalidir. Etkinlik yoniinden degerlendirildiginde hayvan
deneylerinde oldukca dikkat c¢ekici sonuglar elde edilmesine ragmen insanlarda
yapilan klinik ¢alismalar, minimal/parsiyel cevap alindigin1 gostermekte, bu sonuglar
da MKH uygulamalarinda heniiz optimal uygulama yontemlerinin olusmamis

olduguna isaret etmektedir.

MKH kaynag olarak en ¢ok kullanilan doku Ki’dir. K1 aspirasyonunun invaziv
islem gerektirmesi nedeniyle alternatif kaynaklar da arastirilmistir. Bunlar arasinda
Ozellikle son yillarda kordon kani/kordon dokulart ve lipoaspirasyon atik

materyallerinden elde edilen adipoz doku kokenli MKH’ler yer almaktadir (49).
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Cagimiz hastaliklarindan obezitede liposuction, abdominoplasti gibi yontemler sikga
kullanilarak fazla yag alinmig olur. Bu sirada oldukg¢a yiliksek miktarlarda atik yag
ortaya ¢ikar. Arastirmacilar adipoz dokunun stromal vaskiiler fraksiyonunu incelerken
bazi hiicrelerin MKH karakteri tasidigin1 ortaya g¢ikarmistir (49). De Ugarte ve
arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismayla bu hiicrelerin diger dokulardan elde edilen
MKH’ler ile ayn1 oranda farklilagma kapasitesine sahip oldugu ortaya g¢ikarilmistir
(50, 51). Aynt MKH’ler gibi CD73", CD105" ve CD45", CD34", HLA-DR’tirler (49,
52). Gobek kordonu kokenli MKH’ler de diger kaynaklara kiyasla daha fazla
immiinsupresif 6zellik tagimalari ve atik iriin olmalar1 nedeniyle tercih edilen MKH

kaynagi dokular arasindadir.

2.1.3. Kemik iligi Kok Hiicre Nisi

Kli, basta HKH’ler olmak iizere viicudun k&k hiicre ydniinden en zengin
dokularindan birisidir. Mezodermden koken alan hematopoetik, endotel ve
mezenkimal kok/Onci hucreleri barindirmaktadir. MKH’ler, HKH’ler ile hiicre-hiicre
iliskileri kurarak, ayrica HKH nin ekstraseliiler matrikse tutunmasi, ¢esitli sekretuvar
faktorlerle HKH’ nin farklilagmasiin uyarilmasi ya da baskilayarak kok hiicrenin
siklusun GO fazinda kalmasini veya gerektiginde kendini yenileyerek ya da diger
dokulara mobilize olmasini saglayarak saglikli hematopoezin siirdiiriilmesinde kritik
rol oynarlar. Endotel oncii hiicreler de HKH ile ve MKH’ler ile siirekli etkilesim
halinde olup solubl faktorlerin salinimi yoluyla hematopoezin diizenlenmesine katki

saglarlar. Bu dzellikleriyle, Ki ortam1 HKH’ler i¢in ideal bir nis ortami olusturur (1).

K&k hiicrelerin daha yogun bulundugu veya fonksiyonlarinin kritik oldugu K1,
cilt, intestinal sistem, ndéronal doku, germ dokusu gibi bir¢ok dokuda kok hiicre nisleri
tamimlanmustir (53). Saglikli hematopoezin siirdiiriilebilmesinde K1 nisi kilit rol oynar
(54). KI nisi temel olarak perivaskiiler ve endosteal/osteoblastik nis olarak ikiye
ayrilmaktadir (Sekil 2.3). Endosteal niste osteoblastlar, osteoklastlar, Schwann
hiicreleri yer almakta iken, perivaskiiler niste siniizoidal endotel hiicreleri, CXCL-
12°den zengin retikiiler (CAR) hiicreler, KIY adipositleri ve stromal hiicreler olarak
bilinen KI-MKH’leri bulunur. Endosteal nisin osteoblast ve kalsiyumca zengin ve
hipoksik oldugu bilinmektedir. Endosteal nis i¢inde regiilator T lenfositler sayesinde

bir ¢esit immiin sistemden kagis alani olusturulur ve bu alanda kok hiicreler hiicre
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dongiisiine girmeden yagamini idame ettir ve burada her tiirlii toksik ve dis etkilerden
korunmus olur (55, 56). Perivaskiiler nis ise endoteliyal progenitor hiicreler ve
sinlizoitlerce zengin, daha az hipoksik/normoksiye daha yakin olan nig bolgesidir.
Herhangi bir sebeple hiicre dongiisiine giren kok hiicreler perivaskiiler nise yonlenerek
siniizoitlerden dolasima katilirlar. N-kaderin, hiicre-hiicre adezyonunda rol oynayan
ve kok hiicrelerin nislerinde oturmasi veya nisten ayrilmasinda etkili oldugu bilinen
bir transmembran proteinidir. HKH’ler ile N-kaderin® endosteal nis osteoblastlari
arasinda giiglii bir baglanma vardir (57, 58). Bu bag sayesinde stromaya tutunarak
dongiiye girmeden kalan HKH’ler homeostaz durumunda sessiz kalma / kendini
yenileme / farklilagsma arasindaki dengeyi koruyabilirler. Son yillarda yapilan
calismalar, perivaskiiler alanlarda da sessiz (GO fazinda) HKH’lerin yiiksek oranda

bulundugunu gostermistir (54).

MKH’ler, tiim hiicresel nislerin ortak stromal hiicresi olarak karsimiza ¢ikar.
MKH?’lerin osteoblastlara, adipositlere, kondrositlere ve perisitlere farklilagarak nise
katkida bulunduklari kabul edilir. Ekstraseliiler matriks (ESM) bilesenlerini ve diger
solubl faktorleri sentezlerler (59). Stromal hiicreler, hiicre kaderini belirleyecek
sinyallerin saglanmasinda énemli rol oynarlar. KI stromasinda yer alan adipositlerin
de hematopoezin diizenlenmesinde 6nemli gorevleri vardir. Nisi 6zetleyecek olursak;
dokuya ait fiziksel yapinin 6zellikleri (basing ve sinirlar gibi), hiicre-hiicre veya hiicre-
ESM etkilesimleri, lokal veya viicudun herhangi bir bolgesinden gelen parakrin ve
endokrin sinyaller ile sinirsel aktiviteler sonucu olusan metabolitler kok hiicre
niglerinin hiicrelerden ve hiicresel olmayan modiilatorlerden olusan kok hiicrelerin

yasamlarini idame ettirdikleri 6zel alanlar olarak tanimlayabiliriz (33, 60, 61).
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Sekil 2. 3. Kemik iliginde hematopoetik nis elemanlari. CXCL-12 bagiml retikiiler
hiicreler (CAR), hematopoetik kok hiicreler (HKH), mezenkimal kok hiicreler (MKH)
ve diger hematopoetik nis elemanlarina ait sematik ¢izim gosterilmektedir.

Kli, yag dokusunun yogun oldugu bir dokudur. KI adipositleri hematopoetik
nigin onemli elemanlaridir (62). Kemik iligi aspirasyon materyallerinin mikroskobik
incelemelerinde bu durum ¢ok belirgin olarak gozlenmekte, dzellikle hematopoezin
defektif oldugu aplastik anemi, FA, MDS gibi Ki yetmezligi hastaliklarinda, KIY yag
dokusunun belirgin arttig1 gézlenmektedir (63). Uzun yillar K adipositlerinin Ki’de
sadece fiziksel olarak destek olma 6zelligi 6ne ¢ikarken giiniimiizde metabolik olarak
cok aktif hiicreler oldugu, hematopoez diizenlenmesinde kritik role sahip olduklari,
bunu yaninda malign hematopoez ile de iliskili olabilecekleri ortaya ¢ikmis ayrica Ki
adipoz dokusunun diger adipoz dokulardan farkli, 6zel islevleri oldugu ortaya

konulmustur (3).

2.2. Adipoz Dokusu ve Yag Metabolizmasi

Adipoz doku, viicudumuzun destek ve bag dokusu olmasinin yaninda endokrin
gorevleri de olan bir dokudur. Ayrica salgiladigi adipokinler ile otokrin ve parakrin

diizenleyici olarak rol oynar (6, 64). Onceleri beyaz, kahverengi ve bej adipoz doku
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olmak {izere alt tiplere ayrilsa da son yillarda KIY dokusu dérdiincii bir adipoz doku
cesidi olarak kabul edilmektedir (5, 6). Farkli tiplerde yag dokulara ait olan adipositler
viicudun enerji depolama ve termogenezinden sorumludur. Kahverengi yag doku
mitokondri igerigi yoniinden zengin olup, belirgin UCP-1 (Mitochondrial brown fat
uncoupling protein 1) ifade etmeleriyle ayirt edilirler. Serbest yag asitlerini yikarak
bebeklerde ve kiigiik memelilerde 1s1 tiretimini saglar (65). Beyaz yag doku ¢ogunlukla
yetigkin insanlarda, alt viicut veya karin kisimlarindaki biiytlik deri alt1 yag depolarini
olusturur ki bu da viicudun toplam yag dokusunun %85’ini olusturur. Bu bolgeler
disinda omental, mezenterik ve retroperitoneal alanlarda da beyaz yag doku depolari

mevcuttur.

2.2.1. Kemik iligi Yag Dokusu

Mezenkimal kok hiicrelerden kdken alan adipositler Ki mikrogevresinin en
onemli ve aktif hiicresel elemanlaridir. Serbest yag asitleri ve adipokinlerin
sentezlenmesi yoluyla dogrudan veya dolayli olarak kemik yeniden modellenmesi ve
hematopoez iizerinde (yani K1 nisi iizerinde) etkilidirler. KIY dokusu, dogumda distal
iskelet bolgelerinde olusmaya baslar (sar1 ilik; constitutive marrow adipose
tissue/cMAT), yasam boyunca da hematopoetik ilikte adiposit iiretimi devam eder
(kirmizz ilik; regulated marrow adipose tissue/rMAT) (66). Hayvan deneylerinde bu
iki farkli yag dokusunun adipositlerinin farklilik gésterdigi; kirmizi ilik adipositlerinin
sar1 ilige gore daha kiiciik, daha fazla doymus yag asidi icerigine sahip ve adipojenik
transkripsiyon faktorlerinden CEBP/o ve [ ifadelerinin daha diisiik oldugu
bildirilmistir. insanda, KIY dokusu miktarinin; yaslanma, menopoz, anoreksiya
nervoza gibi diger metabolik durumlar ve kemik mineral yogunlugunun kayb1 ile de
iliskili oldugu bildirilmistir (67). Kirmiz1 ilikteki KIY dokusu miktar1 yas ilerledikce
artmaktadir; 70 yasinda bir kiside iligin yaklasik %70’ini kaplamakta ise de kisiden
kisiye onemli degisiklikler bulunmaktadir. Yaslanma siirecinde kemik kitlesinde
azalma, yag dokusunda subkutan dokudan, K1, kas, karaciger gibi ektopik bdlgelere
yoneldigi bildirilmistir (68).

Son yillarda, KIY dokusunun metabolik hastaliklar, kemik metabolizmasi,
yaslanma ve kanser ile kritik iliskisinin ortaya koyulmasiyla birlikte 2015 yilindan
itibaren “The International Bone Marrow Adiposity/BMA Society” yillik toplantilar:
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yapilmaya baslanmustir. KIY dokusu, osteoporoz, diyabet, anoreksi, 16semi ve bazi
tedavilerin (kortikosteroid, radyoterapi, kemoterapi vb) etkileri ile yakindan ilgilidir.
Bu o6zellikleriyle farkli disiplinlerden arastiricilarin ilgisini gekmekte olan bir alandir.
Calismalar arasinda karsilastirma ve objektif degerlendirme yapilabilmesini miimkiin
kilmak, metodolojiler, problemler ve gelecek hedefleri ortaya koymak amaciyla BMA
Dernegi tarafindan yapilan 2017 yili toplantisinda KIY dokusunun tanimlanmas: ve
standardizasyon saglanmasina yonelik rehber hazirlanmasi girisimleri baslatilmis ve
2020 yilinda yaymlanmistir (11). Bu rehberde, Ki adipositlerinin histomorfometrik
incelenmesi, in vivo ve in vitro goriintiileme yontemleri ile incelenmesi, hiicre
izolasyon ve ilgili metodolojilerin belirlenmesi, in-vivo modiilasyon ve in-vivo izleme
yontemlerinin (lineage tracing) gelistirilmesi konular1 iizerinde durulmus ve KI
adiposit bankalama konular1 giindeme getirilmis, konuyla ilgili eksiklikler, zorluklar
tartistlmistir. Bu kapsamda, 6zellikle metodolojik harmonizasyon geregine, etkili
faktorlerin net olarak belirlenmesine, KIY dokusunun diger dokulardan farkinin
belirlenmesi i¢in yontemlerin tanimlanmasina ve Ki adipositleri ifadesi baskilanmis
hayvan modellerine ihtiyag oldugu kanaatine varilmistir. Bu gelismeler, KIY dokusu
ile ilgili ¢calismalarin 6nemini ortaya koymaktadir. Bu dokunun endokrin/metabolik
yonden 6nemi yaninda, 6zellikle lokalizasyonu itibariyla da hematoloji alani ile yakin

iliskisi agiktir.

Diger yag dokularindan farkl olarak KIY dokusunun en kritik rolii hematopoez
regiilasyonunun saglanmasidir (56, 69). Hematolojik malignite gelisiminde ve
patofizyolojisinde malign hiicre-KIY adipositlerinin karsilikl1 etkilesiminin rolii vardir
(3). KIY dokusunda meydana gelecek degisikler ¢esitli patolojilere yol agabilir veya
hastaligin seyrinin degismesinde rol oynayabilir. Lipid metabolizmasinin kok hiicre
biyolojisi ve 16semi ile yakin iliskisi nedeniyle hedeflenmis tedavi adayr molekiiller
arastirilmaktadir. Preadipositlerden adiposit farklilasmasi asamasinda sitoplazmada
biriken lipidin o6zellikleri adiposit siniflandirilmasinda belirleyici faktorlerden
birisidir. Beyaz yag hiicreleri unilokiiler 6zellikte ve tek bir lipid damlasi igerir,
sitoplazma ve ¢ekirdek perifere itilmistir. Kahverengi yag hiicreleri ise daha kiigiik
olup multilokiiler lipid damlalari i¢erir, mitokondri igerigi yoniinden daha yogun olup
vaskiilarize 6zelliktedir. KIY dokusu adipositleri beyaz yag hiicreleri gibi unilokiiler

morfolojide olsa da elektron mikroskopik incelemeler ve fonksiyonel analizlerin
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sonucu beyaz ve kahverengi yag dokusundan farkli 6zellikte oldugu ve metabolik
olarak kahverengi yag dokusuna daha yakin oldugunu, farkli onciil hiicrelerden
gelistigini diisindiirmiistiir (13, 70). K1 adipositlerinin siniizoid endotel hiicreleri ile
yakin komsulukta oldugu, LepR+ perisiniizoidal hiicrelerden, hatta farkli bolgelerden
(6rnegin endosteal ve perivaskiiler bolgeler) ve farkli tip prekiirsor hiicrelerden

gelistikleri ileri stirtilmektedir.

KiY dokusunun lokalizasyonu disinda diger yag dokulardan farklari,
osteojenik transkripsiyon faktorlerini daha yiiksek oranda ifade etmesi ve Ki-
MKH’lerinin Leptin reseptor ifade eden Lep-R* subpopulasyonundan gelismis
olmasidir. Ayrica, adipokinler icerisinde metabolizma yoniinden avantajli olan
adiponektin yapiminin KiY dokusunda beyaz yag dokusuna gore daha fazla oldugu,
bu ozellikleriyle de daha farkli endokrin fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir
(13).

Beyaz yag dokusu siirsiz olarak genisleyebilmekte, buna karsin KIY dokusu
kemikler igerisinde yer kisitliligi nedeniyle sinirl 6l¢lide genisleyebilmektedir. Ayrica
hematopoetik ve kemik doku hiicreleri ile komsuluk nedeniyle farkli diizenlemeye
sahiptirler. Kalori kisitlandiginda beyaz yag dokusunda azalma olurken kirmizi ilik
yag dokusunda (rMAT) artis gozlenmektedir (71). Kalori kisitlamasi ile birlikte
egzersiz durumunda ise aksine KIY dokusunda kiigiilme gézlenmektedir. Bu bulgular
KIY metabolizmasimin beyaz yagdan farklilik gdsterdigini ortaya koymaktadir. Kalori
kisitlanmasi halinde hiicrede yag asit tutulmasindan (uptake) sorumlu bir molekiil olan

CD36 ifadesinin artmasmin KIY dokusu artigina katki sagladig ileri siiriilmiistiir (72).

KIY dokusu ile ilgili calismalarda en dnemli konulardan birisi bu hiicrelerin
izolasyonu ve tanimlanmasidir. Farkli yontemlerin kullanimi1 nedeniyle arastirma
sonuglarmin degerlendirilmesinde zorluk yasanmaktadir. KIY dokusu eldesi amaciyla
kullanilan ydntemler arasinda; Ki-MKH’lerinin izole edildikten sonra in vitroda
adiposit yoniinde uyarilmasi, kollajenaz ile primer KIY adipositlerinin enzimatik
piirifikasyon ydntemiyle eldesi, total KIY dokusunun doku eksplant1 gibi yontemler
vardir (73). Farkli calismalarda KIY adipositlerinin interlokin-6 (IL-6), makrofaj
inflamatuar protein-la (MIP-1a), graniilosit koloni uyarici faktor (G-CSF), graniilosit
makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF), kemokin ligand-1 (CXCL1), kemokin
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ligandi-2 (CXCL-2) ve interlokin-8 (IL-8) salinimi yaptiklari ve bu sitokinler
tarafindan da osteoklast farklilasmasmin ve aktivasyonunun uyarilmasi KIY
dokusunun kok hiicre trafiginde de rolii olduguna isaret etmektedir (74). Bu 6zellikler
KIY dokusunun sekretuvar dzelliklerini gdstermektedir. Bu sitokinler disinda basta
leptin ve adiponektin olmak tizere adipokinlerin de salinimi olmaktadir (13). Son
yillarda ileri teknolojik yontemler, tek hiicre analizleri, yiiksek verimlilikte
teknolojilerin kullanilmasi hiicrelerin detayli karakterizasyonunu miimkiin kilmas.
Diger taraftan giincel goriintileme teknikleri ile in vivo KIY dokusunun
gorlintiilenmesi ve kantifikasyonu miimkiin olmustur. Proton manyetik rezonans
spektroskopi, 9.4T MR goriintiileme teknikleri, mikro CT bazli Ki dansite dl¢iimleri,
hayvanlarda kemiklerin osmium boyanmasi ve mikro CT goriintiileme ile ileri goriintii

isleme tekniklerinin kullanim1 bu konuda 6nemli adimlardir (75).

2.2.2. Losemi ve Yag Metabolizmasi

Serbest yag asitleri (SYA) sentezinin kanser biyolojisinde énemli rolii oldugu
son yillarda ¢ok vurgulanan bir konu olup kanser tanisi, seyri ve tedavisinde potansiyel
bir hedef olarak biiyiik ilgi uyandirmaktadir. Kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerde
baskilanmis olan yag asit sentez mekanizmalarin1 harekete gecirerek kendi yag asit
kaynaklarini temin ettigi bildirilmistir. Mikrogevrenin bu mekanizmadaki rolii Yang
ve ark.’nin 2019 yilinda yaptiklari ¢alismada KIY dokusunun 16semi gelisimi sirasinda
degisime ugrayarak 16semik hiicrenin proliferasyonunu, progresyonunu desteklemek
tizere lipoliz yoluyla serbest yag asitleri temin ettigi ileri siirmiislerdir (10). 2016
yilinda yapilan bir ¢alismada ise adipoz dokunun malign hematopoetik kok hiicreler
icin ekstramediiller bir rezervuar haline geldigi tanimlanmis ve timor gelisimini
destekledigi bildirilmistir (76). Ye ve ark.’nin fare blast krizli kronik myeloid 16semi
(KML) modelinde yaptigi bu c¢alismada, adipoz dokuya yerlesen 16semik kok
hiicrelerin (LKH) pro-inflamatuar bir fenotip sergiledigi ve gonadal yag dokuda
lipolizi indiikledigi, bu mekanizmanin da Idsemide ekstramediiller tutulum
gelismesinde rol oynadigi gosterilmistir. Gonadal yag dokunun lipolize ugramasiyla
beraber LKH’lerde &zellikle yag asidi translokazi olarak bilinen CD36’y1 eksprese
eden bir alt popiilasyon cogalir ve lipolizi indiiklemeye devam eder. Bu CD36"

hiicreler adipoz dokuda zenginleserek kemoterapiden de korunur (77).
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Yag asitleri membran yapitasi olmalarimin yani sira viicutta enerji kaynagi
olarak da kullanilirlar. Kanser hiicreleri enerji metabolizmalarinda genel olarak
glikozu kullansalar da prostat kanseri ve 16semiler gibi bazi kanser tiirlerinde, hiicreler
enerji kaynagi olarak yag asitlerinin B-oksidasyonunu tercih ederler. Kanser hiicreleri
bu metabolizmay1 kendi yararlarina kullanabilmek icin leptin ve adiponektin gibi
diizenleyici adipokinleri tretirler (17). SYA’lar, ¢esitli hiicre tipleri i¢in 6nemli bir
enerji kaynagi olsa da bu besin maddelerinin yiiksek konsantrasyonlarina kronik
maruziyet sonrasinda lipotoksisite adi verilen bir siire¢ baglar. Bu siiregte hiicre
fonksiyonlart bozularak reaktif oksijen radikalleri olusumu, seramid sentezi ve
endoplazmik retikulum (ER) stresi gibi olaylar ger¢eklesmeye baslar. Kanserde hiicre
bliylimesi ve proliferasyonu enerji gerektirir. Biyosentez faaliyetleri, viicudun
yapitaglar1 olan protein, lipid, yag aside ve niikleik asit sentezi ile hiicre béliinmesi
saglanir. Kanser metabolizmasinin temeli lipid metabolizmasinin sekillenmesi ile
saglanir. Kanserde kanda SYA diizeylerinde 6nemli degisimler olmaktadir. Membran
ozelliklerinin kazandirilmasi, protein modifikasyonu, sinyalizasyon degisimleri ve
kanser gelisim mekanizmalarinin tetiklenmesinde rol oynarlar. Bazi proteinlerin
ifadesinin degisimi, onkogen aktivasyonu da yag asit seviyelerinin artmasinda rol
oynar. Bu konuda, bir lipid saperonu olan olan FABP-4’iin tiimor mikrogevresinde
bulunan adipositlerden saglandigi ve AML gelisiminde rolii oldugu gosterilmistir (78).
Yag asit metabolizmasinin 16semi biyolojisinde roliinii gdsteren diger bir gozlem, yag
asit oksidasyonunun inhibe edildigi durumlarda l6semik hiicrelerin apoptoza duyarl
hale gelmesidir (79). Palmitik asit (PA) (hekzadekanoik asit) 16 karbonlu doymus bir
yag asidi olup, hiicreler iizerinde lipotoksisiteye bagli ER stresi olugsmasinda rolii
vardir (80). Viicutta karbonhidratlarin fazlas1 PA’ya ¢evrilir. Yag asit sentezinde ilk
olusan yag asidi PA olup daha uzun zincirli yag asitlerinin onciiliidiir. Bu 6zellikleriyle
de viicudun ana bilesiklerinden biridir. Canlilarda en sik rastlanan doymus yag
asididir. Negatif geri bildirim mekanizmasi ile fazla yag asit sentezini baskilar. Ayrica
baz1 proteinlere palmitil grubu eklenerek proteinlerin membranda lokalize
olmasi/konumlanmasi saglanir. Membran fosfolipidlerinin de 6nemli bir bilesenidir.
Yag metabolizmasinin ve serum yag asit diizeylerinin 16semi gelisim siirecinde 6nemli
degisiklikler gosterdigi bildirilmis, lipidlerin AML heterojenliginde ve seyrinde
potansiyel rolleri tizerinde durulmaktadir (81). Doymus yag asitlerinin DNA hasar
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tamir mekanizmalarini da etkileyerek timor gelisiminde rolleri bildirilmistir (82).
SYA sentezinin timor gelisimi ve progresyonu ile iligkisi farkli solid tiimdrlerde de
bildirilmis, meme kanserinde tiimor hiicrelerinin endojen yag asidi sentezledikleri
gosterilmistir. Literatiirde PA’nin 16semi hiicrelerinde apoptotik etkiye sahip oldugu
ve 3T3-L1 gibi preadipositik hiicre hatlarinda lipolitik etkiye sebep oldugu
gosterilmistir. Ancak bu durumu etkileyen cesitli faktorler vardir, maruziyet dozu,
stiresi 6nemlidir (83). Diger ¢alismalarda PA’nin lipolizi uyararak AML hiicrelerinin
gelisimine katki sagladigi da bildirilmistir (84). Ayrica diger yag asitlerinin sentezi
icin de prekiirsordiir. PA’ nin mikrogevre iizerinde etkileri yeterince arastirilmamis bir

konudur.

Kanserde hiicre biiylimesi ve proliferasyonu enerji gerektirir. Biyosentez
faaliyetleri, viicudun yapitaslari olan protein, lipid, yag aside ve niikleik asit sentezi ile
hiicre boliinmesi saglanir. Kanser metabolizmasinin temeli lipid metabolizmasinin
sekillenmesi ile saglanir. Kanserde kanda SYA diizeylerinde 6nemli degisimler
olmaktadir. Membran Ozelliklerinin  kazandirilmasi, protein modifikasyonu,
sinyalizasyon degisimleri ve kanser gelisim mekanizmalarinin tetiklenmesinde rol
oynarlar. Bazi proteinlerin ifadesinin degisimi, onkogen aktivasyonu da SYA
seviyelerinin artmasinda rol oynar. Bu konuda, bir lipid saperonu olan olan FABP-
4’{in tiimdr mikrogevresinde bulunan adipositlerden saglandigi ve AML gelisiminde
rolii oldugu gosterilmistir. Yag asit metabolizmasimin l6semi biyolojisinde roliinii
gosteren diger bir gozlem, yag asit oksidasyonunun inhibe edildigi durumlarda

16semik hiicrelerin apoptoza duyarli hale gelmesidir (79).

Yakin zamanda yapilan bir calismada da ise AML hastalarinin tani1 aninda
plazma lipidom incelenmesi sonucunda plazmada lipidlerinin, muhtemelen artmis yag
asidi oksidasyonu sonucu azaldig1, arasidonik asit ve prekiirsorlerinin kotii prognoz ile
iligskili oldugu ve metabolik degisimlerin hastalarin blast sayilar1 ile korelasyon
gosterdigi bildirilmistir (85). Onceki ¢alismalarda da AML hiicrelerinde bazi lipidlerin
l6kositlere gore daha diisiik oldugu gosterilmistir. Normal olgun nétrofillerle
karsilagtirildiginda, doymamais yag asitleri ylizdesinin artmasiyla toplam kolesterol ve
kolesterol / fosfolipid oraninda azalma olmustur (86). Bu ¢alismada da plazma total
yag asitleri ve kolesterol seviyeleri diisiik gézlenirken, SYA’da artis ve artmis yag asit

oksidasyonu ile birlikte sfingolipidler, fosfokolinler, trigliseridler ve kolesterol
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esterlerinde azalma gozlenmistir. Baska bir ¢alismada da yag asidi oksidasyonunun
farmakolojik inhibisyonunun, MKH besleyici tabakasi iizerinde kiiltiirlenen AML
hiicrelerinin ¢ogalmasini geciktirdigini gosterilmisti. Yazarlar, seramid tliretimi gibi
oksidatif olmayan yag asidi metabolizmasina gegisin hiicre sagkalimini

azaltabilecegini 6ne stirmiislerdir (87).

Yag asit oksidasyonu kanser hiicresinin temel Ozelliklerinden biri olarak
gorilmektedir. Serbest yag asiti dongiisli insiilin ile yakin iligski gostermektedir.
Fizyolojik kosullarda insiilin, adipositlerden, katekolamine bagli lipolizi inhibe eder,
SYA’ni azaltir. Benzer sekilde, plazma SY A’lar1 de insiilin sekresyonunu etkiler (88).
Diger taraftan PA’nin de insiiline benzer sekilde adipositlere glukoz gecisini artirdig
gosterilmistir (89). PA’nin yag hiicrelerine glukoz gegisini arttirma mekanizmalari iyi
bilinmemektedir. Yakin zamanda yapilan calismada intraseliiler Ca*? bagimli bir
mekanizmanin etkili oldugu gosterilmistir (90). PA’nin hiicreye glikoz girisi
tizerindeki uyarici etkisinin yag dokusunda diizenleyici bir mekanizmay1 temsil ettigi
ve insiilinden bagimsiz bir gliserol fosfat kaynagi saglayarak lipolizin uyarilmasi
sirasinda fazla SYA salimimini sagladigr ileri siirtilmektedir. Bu 6zellikler, PA’nin
glikoz metabolizmasi tizerindeki etkilerini ve kanser patofizyolojisine bu mekanizma

tizerinden de olas1 etkilerini akla getirmektedir.

Adipositlerde lipoliz, aclik ve toklukta farklidir. Karbonhidratlar yeterli/fazla
oldugunda glikoz ile enerji saglanir. Lipoliz minimal iken lipogenez artmistir.
Dokularda trigliserit birikimi olur. Aksine aglikta ise trigliseritten yag asit salinimi

olur.

Bilindigi iizere hematopoezde pek ¢ok sitokinin ve parakrin etkenin varligiyla
regiile edilen kompleks bir homeostaz mekanizmasi vardir. Ko-kiiltiir kosullarinda
uygulanan PA’nin da hiicreler iizerinde yag asidi metabolizmasi iizerinden ve
adipojenik farklilastirma etkisi ile degisiklikler yaptigi bildirilmektedir (88). Bu
sebeple 16semik faktdrlerin nise etkisinin incelenmesi amaciyla adipogenezi ile iligkili
molekiillerin ifadelerine bakilmigtir. Bunlardan birisi tip 1 sitokin reseptorlerinden
olan leptin reseptoriidiir (LepR). Leptin geni kromozom 7 iizerinde yer alir ve 16 kD
agirliginda 167 aminoasitlik bir protein olup adipositlerden salinan bir adipokindir.

Besin alim1 ve metabolizmasini regiile eder (91). Dolasimdaki leptin seviyesinin artisi
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ile viicut enerji depolamasina giderek adipoz dokuda yag birikimini saglar. Boylece
adipositlerde yag depolamasi baslar. Ayrica myeloid ve eritroid serinin gelisimini
sitimiile eder. Leptin-R ise IL-6 reseptorii, G-CSF reseptorii ve 16semi inhibitori ile
sekans benzerligi sergiler. Hematopoetik sitokin siiper ailesine ait bir reseptordiir. Ki-
MKH’lerinde JAK/STAT yolag: iizerinden etki gosterir. K562, HEL ve MO7E gibi
16semik hiicre hatlarinda oldukga yiiksek oranlarda tespit edilmistir. Yeni tant ve
tekrarlayan AML, KML ve ALL hastalarinda da gosterilmistir. Obezite ile kotii
prognostik 16semiler arasinda bir iliski oldugu da gosterilmistir (92, 93). Losemi dahil
kanser biyolojisiyle iliskilendirilen bir diger adipokin adiponektindir. Aktive edilmis
protein kinaz (AMPK), p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) fosforilasyonu
ve peroxisome proliferator-activated receptor-alpha (PPAR-a) ligand aktivitesi dahil
olmak iizere bir dizi dokuya bagl sinyal transdiiksiyon olayini baslatir (94). 30 kD
agirligina sahip bu molekiiliin yapilan calismalar ile 16semik hastalarda saglikli
kontrollere gore diisiik oranda ifade edildigi goriilmiistiir (95). Ayrica Ki interstisyel
stvisinda da asagi regiile edildigi gosterilmistir. Bu iki molekiil, 16semi
patogenezindeki etkilerinin yani sira erken ve ge¢ adipojenik belirtegler olmasi

sebebiyle karakterizasyon testlerinde kullanilmistir.

Calismamizda incelenen bir diger molekiil olan Gal-3, N-asetilgalaktozamin
residiilerine afinitesi olan bir karbonhidrat baglayici proteindir (96). Hiicre i¢inde
niikleus ve sitoplazmada lokalize olarak bulunmasiyla birlikte hiicre yiizeyine ve
ekstraseliiler alana da taginan bir molekiildiir. Kanser progresyonunda Gal-3, epitelyal
mezenkimal gecis (EMT) siirecinde etkili olan bir¢ok molekiil ile iliskili olup kanser
migrasyonu-invazyonu iizerinde etkilidir. Baz1 kanser tiirlerinde yiiksek ifade olurken
MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hattinda asagi regiile oldugu tespit edildiginden
doz bagimmli etkisi oldugu diigiiniilmektedir. Hela hiicre hattinda Gal-3’iin
MAPK/ERK-1/2 yolag: iizerinden hiicre gogiinii arttirdigr gosterilmistir. MKH’lerde
Gal-3’iin artis1 ile artan hiicre gogii, RhoA GTPaz aktivitesinin inhibisyonuna ve
artmis pERK1/2 ve pAkt’ye baghdir. Losemik kok hiicrelerde de yiiksek ifade
olmakta, kemoterapi direnci ile de iligkilendirilmektedir (15, 97).

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR-y), yag asidi
depolanmasini tesvik eden ve glikoz homeostazini etkileyen adipokin ve hormonlarin

ekspresyonunu diizenler. Dolayisiyla, PPAR-y ligandlarinin pleiyotropik etkilerinin
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net sonucu, insiilin duyarliliginin gelismesidir. Bu sebeple obezite, diyabet ve kanser
gelisiminde 6nemli bir yeri vardir (98). Boyd ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
PPAR-y agonistlerinin in vivo uygulanmasi sonucu losemik biiyiime baskilanmis,
saglikli hematopoezin siirdiiriilmesinde onemli olan KI adipogenezini indiikledigi

gosterilmistir (99).

PDGFR-a, trombosit tiirevi biiyiime faktorii ailesinin {iyeleri i¢in bir hiicre
ylizeyi tirozin kinaz reseptoriinii kodlar. Bu biiyiime faktorleri, MKH igin
mitojendirler. PDGFR-a ile iliskili birgok AML vakasi, 6zellikle diger eszamanli
sitogenetik anomaliye sahip olanlar, tedavide imatinib direncini gésterir. ETV6-ABL1
gibi nadir translokasyonlar1 olan hastalar iyi tanimlanmamaktadir ancak imatinibe
siirl yanit ve kotli sonuglarla agresif bir klinik seyir izliyor gibi goriinmektedir (18).
PDGFR-a ve/veya Lep-R pozitif fibroadipojenik prekiirsorler, perivaskiiler hiicreler
MKH’lerin kii¢iik bir subpopulasyonunu olusturmaktadir (100).

Yag asit oksidasyonu bir¢ok hiicre tipinde “uncoupling” ve/veya termojenik
fenotip ile asosiyedir. Malign hiicrelere yasam avantaji saglayan molekiillerden birisi
uncoupling proteinler ‘dir (UCP). UCP-1 kahverengi yag dokusunda agirlikli olarak
bulunan ve termogenez regiilasyonunda etkili bir molekiildiir (101). Soguga maruziyet
sonrast UCP-1 ifadesinde artis olmaktadir. Literatiirde, MKH-l6semik ko-kiiltiir
ortaminda losemik hiicrelerin yasamini desteklemek iizere mitokondrial
fonksiyonlarin baskilanmas1 yerine mitokondrial metabolik yonelim oldugu
gosterilmistir. MKH’lerin 16semik hiicrelerde mitokondrial “uncoupling” i uyardiklar
ve UCP-2 birikimine yol agtiklar1 gdzlenmis, 10semik hiicrelerin glukoz/pirtivat
oksidasyonu yerine metabolik yeniden programlanma ile yag asit oksidasyonuna
yoneldiklerini diisiindiirmiistiir. UCP-2 ifadesinin kemorezistan kanser hiicrelerinde
yiiksek oldugu ve bu yiiksekligin apoptoz esigini yiikselterek apoptozis direncine yol
actig1 gosterilmistir (102). Bu tez kapsaminda, KiY dokusunun &zelliklerinin

belirlenmesi amaciyla UCP-1 ifadesine de bakilmistir.

Bu tez calismasinda lipid metabolizmasini diizenleyici molekiillerden birisi
olan ve inflamasyon ve 16semi ile iligskilendirilen FABP-4’te (fatty acid binding
protein-4) incelenmistir. FABP-4 adiposit ve makrofajlarda ifadesi yiiksek olan bir

molekiildiir ve basta diyet olmak iizere ¢evre kosullariyla kolaylikla etkilenmektedir.
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Ayrica birgok kanser hiicrelerinde de ifade olmaktadir (9). AML blastlarin
adipositleri metabolik degisime ugratarak hormon sensitif lipazin fossforilasyonunu
saglayarak lipoliz olusturulmasinda rol oynar. Ko-kiiltiire maruz kalindiginda FABP-
4 mRNA ifadesinin blastlarda ve adipositlerde arttig1 gosterilmistir. Ayni grubun diger
bir calismasinda da AML hiicrelerinde FABP-4 ifadesindeki artisin vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (VEGF) sinyali ile olustugu ve AML biyolojisinde FABP-
4/DNMT1 regulator “feedback loop” un onemi gosterilmis ve terapotik hedef

olabilecegi vurgulanmustir (14).

2.3. Fankoni Anemisi

Fankoni anemisi (FA), konjenital anomaliler, Ki yetmezlikleri ve kansere
yatkinlik ile seyreden, otozomal resesif olarak kalitilan bir genetik instabilite
sendromudur. Sadece FANCB geni X-bagimli olarak kalitilir. Diinya ¢apinda 200.000
insanda 1 kiside goriilmektedir. FA genleri, DNA replikasyonu ve gen transkripsiyonu
sirasinda meydana gelen DNA interstrand ¢apraz baglarinin tamirinde goérevlidir. FA
genlerinde ortaya ¢ikan, bilinen 22 mutasyon sonucu olusur. Bu genlerden FANCC,
DNA hasar tamirinde rol oynar ve bu mutasyona sahip hastalarda mutajen ajanlara
kars1 asir1 bir duyarlik vardir. FANCC mutasyonunda kromozomal kiriklarinin
gosterilmesi tanida 6nemli rol oynar. Hastalarda cesitli anomaliler (boy kisaligi,
mikrosefali, mikroftalmi, pigmentasyon anomalileri, kemik defektleri, i¢ organ
anomalileri) yaninda ilerleyici KI yetmezligi bulgulari ve malignite egilimi (akut
myeloblastik l16semi, non-hematolojik solid tiimorler-bas boyun, cilt vb) cok artmistir.
Bu hastaligin izleminde saglikli vericilerden hematopoetik kok hiicre nakli yapilmasi
hem agir KI yetmezliginin, hem de 18semi riskinin ortadan kaldirilmasi /minimalize

edilmesi agisindan 6nemli yer tutar (12, 103, 104).

FA hastalarinda genotip-fenotip iliskisi baz1 mutasyonlarda oldukca spesifiktir.
Ornegin FANCG hastalar1 ve onun bialelik null mutasyonu olan FANCA ile FANCC
hastalar1 karsilastirildiginda, agir Ki yetmezlik bulgular1 ve artmis 16semi insidansi
izlenmektedir. Yine de ayn1 mutasyona sahip olan bireylerde bile bazen hastalik
fenotipi farkli olabilmekte, baz1 hastalarda anomaliler minimal olmaktadir. FA
hastalar1 mutajen ajanlara, kimyasallara, cevre kirleticilerine, ksenobiyotiklere ve

zararl 1sinlara ¢ok duyarhdir (105). Hastalarda var olan genetik defektin yaninda,
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hastalik fenotipinin ortaya c¢ikmasinda cevresel faktorlerin de etkisinin Onemli
olacagindan yola ¢ikilarak bu tez ¢alismasinda, hastalarda hayati 5Sneme sahip olan Ki
yetmezligi ve 16semi gelisimi siirecinde lokal KI mikrogevresinin etkisi hakkinda fikir
sahibi olmak amaciyla FA hastalarmim KI-MKH ve KIY-MKH’lerinin incelenmesi
planlanmistir. Literatiirde, FA hastalarinda kemik defektlerinin 6n planda olmasi
nedeniyle hastalarin MKH’lerinden osteojenik farklilagma asamasinda sorun
olabilecegi, bunun da hematopoez iizerinde olas1 olumsuz etkilerinden yola ¢ikilarak
yapilan ve FA Ki-MKH’lerinin incelendigi ¢alismalarda MKH’lerde farkli defektler
saptanmistir. Laboratuvarda FA HKH’lerinin ¢ogaltilmas1 zor olup, hipoksik ortam ve
0zel kosullar gerektirmekte, buna karsin MKH’lerin in vitro iiretiminde ¢ok 6nemli bir
problem ile karsilasiimadigi gdzlenmistir. Literatirde FA hastalarinm  KI
mikrocevresinin incelendigi c¢alismalarda yilizey belirtegleri acisindan saglikli
MKH’ler ile benzer olduklari ancak kiiltiir sirasinda senesense girdikleri ve uzun siire

proliferasyon kapasitelerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir (106, 107).

Ayrica stem cell factor (SCF), IL6, transforming growth factor-f (TGF-B)
seviyelerinde tespit edilen degisiklikler ve bununla muhtemel iliskisine deginilerek
PBX/Knotted 1 Homeobox 2 (PKNOX2) transkripsiyon faktoriiniin ifadelerinde de
degisiklikler bildirilmistir (108, 109). Diger taraftan FANCC ve FANCG homozigot
mutant farelerde (FANCC™~; FANCG/double knockout) MKH’lerin hematopoez
destekleyici 0Ozelliklerinin bozuldugu, bunun da kismen, MKH’lerin osteojenik
farklilasmasinin bozulmasiyla iliskili olabilecegi gosterilmistir. Yine bu ¢alismada,
diger c¢alismalarin aksine FA hastalarmin  da Ki-MKH’lerinde osteojenik
farklilagmada azalma ve hematopoez destekleyici 6zelliklerde bozulma gosterilmistir
(110). Bu nedenle MKH/HKH ko-transplantasyonunun potansiyel yararlarina

deginilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Bireyler

Bu tez calismasinda, Ki nakli vericisi olan saglikli bireylerden ve FA
hastalarindan alinan Ki 6rnekleri ile cesitli sebepler ile karin ig¢inden yag dokusu
alinmasi gereken saglikli vericilerden “/iposuction” yontemi ile alinan yar1 kati/sivi
yag drnekleri ile calisilmistir. Calisma icin Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu izni (Karar No GO 18/1113-20) alinmis, ¢alismaya
dahil edilen tiim &rnekler igin HU Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi
“Biyobanka Bilgilendirilmis Onam Formu” imzalanmstir. K kaynakli MKH’ler HU
fhsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Kemik iligi Transplantasyon Unitesinde nakil
amactyla saglikli vericilerden toplanan Ki’den, FA hasta ornekleri HU Ihsan
Dogramaci Cocuk Hastanesi Hematoloji Bilim Dal1 ve Kemik iligi Transplantasyon
Unitesi takibinde olan hastalarin KI transplantlarindan énce alman KI aspirasyon
materyalinden, subkutan yag doku &rnekleri ise HU Eriskin Hastanesi Plastik Cerrahi
ve Rekonstriiktif bolimiinde rekonsriiktif amaglh toplanan lipoaspirat materyalinden
elde edilmis; tiim 6rnekler, PEDI-STEM (HU Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama
Merkezi) laboratuvarina steril bir sekilde getirilmis ve biitiin calismalar PEDI-STEM

laboratuvarlarinda yapilmistir.

Tez calismasi kapsaminda onam formlari alman saglhikli KI nakli donérii olan
kisilerin KI &rneklerinden KI/KIY-MKH’leri ve tansiyon, obezite, diyabet gibi kronik
rahatsizliklart olmayan ve cerrahi rekonstriiksiyon amaciyla alinan subkutan yag
dokusu alian saglikli kisilerin atik olan 6rneklerinden MKH izolasyonu yapilmistir.

Bireylere ait demografik bilgiler Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Bireylere ait demografik ve klinik bilgiler

Birey Kodu Yas Cinsiyet Klinik Bilgiler

Dondr 1 19 Erkek Saglikl Ki nakli donérii

Donor 2 18 Kadin Saglikl K1i nakli donérii

Dondr 3 14 Erkek Saglikli Ki nakli donérii

FA1 13 Erkek DEB (+), Sitopeni, Konjenital Anomali (+)
DEB (+), Sitopeni (+), Multipl Konjenital

FA2 4 Kadin Anomali, Biiyiime geriligi, FANCG

FA3 16 Erkek DEB (+), Monozomi 7, Sitopeni (+), FANCA

SKY-1 21 Kadin Saglikli donér, Non-Obez

SKY-2 27 Kadin Saglikli, Non-Obez

SKY-3 14 Erkek Saglikli, Non- Obez
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3.2. Gerecler ve Yontemler

Hiicre kiiltiirii igin cesitli kimyasal ve soliisyonlar kullanilmistir. Insan
lipoaspirat materyallerinden MKH izolasyonu sirasinda enzimatik par¢alama igin 1:1
oraninda kollajenaz Tip-I ve dispaz ¢ozeltisi kullanilmistir (Sigma, ABD). Izolasyon
sonrast MNH sayimi i¢in Turks boyas1 (Sigma Aldrich, ABD), pasajlama sirasindaki
hiicre sayimlari i¢in tripan mavisi (Applichem, Almanya) kullanilarak hemositometre
ile (Neaubauer, Almanya) sayim yapilmistir. Hiicre kiiltlirii sirasinda hiicreler steril
kiiltir kaplarina ekilmis (Eppendorf, Almanya) ve biiyiime besiyeri (DMF-10)
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium- Low glucose, DMEM-LG) (Lonza, Isvigre) ile
37°C %5 CO2’li nemli inkiibatorde (HeraCell 150) (Thermo Fisher, ABD)
cogaltilmistir. Besiyerine ek olarak %40 MCDB 201 mediumu (with trace elements)
(Sigma Aldrich, ABD) %1 L-glutamin (Gibco, ABD), %10 fetal sigir serumu (FBS)
(Gibco, ABD), %1 Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep) (10.000 U/ml Penisilin ve
10.000 pg/ml Streptomisin) (Gibco, ABD) eklenmistir. HL-60 hiicreleri i¢in (ATCC,
ABD) %10 FBS ve %1 L-glutamin igeren DMEM-LG c¢ogaltma besiyeri
kullanilmistir. Hazirlanan tiim soliisyonlar ve malzemeler saklama kosullarina gore
uygun sicakliktaki buzdolaplarinda muhafaza edilmistir (+4°C, Bosch, Almanya
/Sanyo, Japonya) Tiim hiicreler mikoplazma agisindan mikoplazma kiti (MycoAllert™
Mycoplasma Detection Kit) (Lonza, Isvigre) ile spektrofotometrik olarak (Lucetta
Luminometer) (Lonza, Isvicre) degerlendirilmistir. Cogalan hiicreleri yapistiklari
ylizeyden kaldirmak amaciyla %0,05°lik tripsin-EDTA ¢ozeltisi (Gibco, ABD), akim
sitometrik boyamalar i¢in akiitaz (Stemcell Technologies, Kanada) kullanilmistir.
Tripsin islemi sirasinda yikama icin fosfath tuz tamponu ¢ozeltisi (PBS) (Sigma-
Aldrich, ABD) manuel olarak ddH>O (Barnstead NanoPure Diamond) (Thermo
Fisher, ABD) ile hazirlanmigtir. Ko-kiiltiirlerde kullanilan palmitik asitli (Sigma,
ABD) besiyeri, DMEM igine %]1°lik yag asidi igermeyen sigir serum albumini (BSA)
(Sigma, ABD), %1 L-glutamin ve %21 Pen-Strep ile hazirlanmistir. Biiyiime
dinamiklerinin saptanmasi ve doz denemesi igin WST-1 testi (Roche, Almanya)
yapilmistir. Manuel olarak hazirlanan besiyerleri 0,22 pm’lik filtrelerden (Merck

Millipore, ABD) gegirilerek sterilize edilmistir.
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Manuel olarak hazirlanan biiyiime besiyeri, dondurma besiyeri ve PBS 0,22
uM’lik filtreden (Millipore, ABD) gegirilerek sterilize edilmistir. Cogalan hiicreleri
daha sonra kullanilmak iizere dondurabilmek i¢in dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma-
Aldrich, ABD) kullanilmis, énce -80°C sogutucuda (RS Biotech, US) daha sonra -
196°C azot tankinda (Chart Industries, ABD) depolanmustir.

Elde edilen hiicrelere yonlendirilmis farklilastirma protokolii uygulanarak
karakterizasyon testleri yapilmistir. Adipojenik farklilastirma i¢in gereken besiyeri
taze ve manuel olarak diisiik glukoz igeren DMEM-LG’ye ek olarak %10 FBS (Gibco,
ABD), %1 Pen-Strep, %1 L-glutamin, 1uM deksametazon (Sigma -Aldrich, ABD), 5
pg/ml insiilin (Sigma-Aldrich, ABD), 500 uM 3-izobiitil-1-metilksantin (IBMX)
(Sigma-Aldrich, ABD) ve 60 uM indometazin eklenerek hazirlanmistir. Farklilastirma
protokolii sonrast Oil-Red-O boyas1 (Sigma-Aldrich, ABD) ile mikroskobik
goriintiileme (Olympus, Japonya) yapilmistir. Osteojenik farklilastirma i¢in 100 nM
deksametazon, 0,2 mM L-askorbik asit (Sigma-Aldrich, ABD) ve 10 mM -
gliserofosfat (Sigma-Aldrich, ABD) igeren DMEM kullanilmistir. Protokol sonrasi
Alizarin Red S (Sigma, ABD) boyamasi ile mikroskobik goriintiileme yapilmistir.
Farklilagtirmalarin kantitatif analizi Oil-Red-O boyasmin (Sigma, ABD) seri
diliisyonlart ve Quantichrom Calcium Assay kiti (Bioassay Systems, ABD)
kullanilmigtir. Olgiimler ELISA okuyucu (Sunrise) (TECAN, Isvigre) kullanilarak
yapilmustir. Tiim hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1 biyogiivenlik diizeyi-II olan laminar akigh

kabinde (HeraSafe KS12) (Thermo Fisher, ABD) yapilmustir.

Hiicrelerin yiizey belirteclerini belirlemek amaciyla BD Accuri C6 akim
sitometri cihazi (BD Biosciences, ABD) kullanilmistir. Bu isaretlemelerin analizi ise
BD CSampler Analysis (BD Biosciences, ABD) programinda yapilmistir. Kullanilan
yliizey isaretgilerine ait bilgiler Tablo 3.2°de verilmektedir.
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Tablo 3.2. Hiicre yiizey belirteglerinin belirlenmesinde kullanilan antikor paneli

Antikor Katalog No Marka

CD73 550257 BD Pharmingen
CD105 562408 BD Pharmingen
CD90 555595 BD Pharmingen
CD47 323106 BiolLegend
CD45 345808 BD

CD29 303008 BioLegend
CD34 343504 BiolLegend
CD11b A87782 Beckman Coulter
HLA-DR 11-9952-42 E-Bioscience
CD44 560533 BD Pharmingen
Galektin-3 125405 BiolLegend
FABP-4 30143-05171 Assay Pro
Leptin-R FAB867A R&D
PDGFR-a DAB1264P R&D

CD38 345806 BD

CD36 555454 BD

Molekiiler analizler qRT-PCR yontemi ile yapilmistir. QIAZOL (Qiagen,

Almanya) liziz ajani ile toplanan 6rneklerden Bio-Rad iScript cDNA Synthesis Kiti ile
kalip DNA’lar iiretilmis ve Bio-Rad SYBR Green Master Mix kiti ile PCR reaksiyonlari

kurulmustur (Bio-Rad, ABD). Okumalar Roche Light Cycler ile cihazi ile yapilmig

olup Tablo 3.3.te analiz edilen genlere ait primer dizileri verilmistir.

Tablo 3.3. Molekiiler analizlerde degerlendirilen genlere ait primer dizileri

Gen Forward Primer (5'>3) Reverse Primer (5'=>3)

B-aktin | AAA ATCTGG CACCACACCTTC |AGCACA GCCTGG ATAGCA
LPL CCG CCG ACC AAAGAAGAG AT GCT ACT CCG GGA ATG AGG TG
Adipo- |CTG ATT CCA TAC CAG AGG GGC

Q TC GAG TCG TGG TTT CCT GGT CAT
UCP-1 |CTGGAATAGCGGCGTGCTT AAT AAC ACT GGA CGT CGG GC
Di0O2 |TAACAACTCGGATGGGTGCT GAC GCC TTG GGA GGT ATG AG
PPARy |ACA GAC AAATCAACCGCCCA AGG GCT TGT AGCAGGTTGTC
PARP-1 | GCT CCT GAA CAATGC AGA CA TCCTGATGATCT CGGCTTCT

3.2.1. Insan Kemik Iligi Orneklerinden Mezenkimal Kok Hiicre Eldesi

Kemik iligi Orneginden Kemik iligi Yag Mezenkimal Kok Hiicrelerinin
Izolasyonu

Ameliyathane kosullarinda iliak kemikten toplanan KI, prezervatifsiz heparin

igeren enjektor icerisinde steril kosullarda laboratuvara getirildi. Literatiirde yer alan
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bir makale modifiye edilerek kullanilmistir (73). Laminar akish kiiltiir kabini
igerisinde steril kosullarda falkon tiipler igerisine aktarilarak 2300 rpm’de 5 dakika
santrifiij (Centrifiige 5810 R) (Eppendorf, Almanya) edildi. Santrifiij sonras1 Sekil
3.1.’de gosterildigi gibi plazmanin iistiinde biriken KIY tabakasi toplanarak T 25 doku
kiiltirii kabina 5 ml DMF-10 igerisine sayim yapilmadan ekilerek pasaj sifir olarak
adlandirildi. Altta kalan plazma kismi ependorf icine alinarak -80°C’de depolandi.

Sekil 3.1. Santrifiij sonrast ayrilan kemik iligi yag tabakasi, plazma ve eritrositler.
Kirmiz1 halka plazma katmaninin {izerinde toplanan kemik iligi yag tabakasini
gostermektedir.

Hiicre igeren kistm ise mononiikleer hiicre ayrimi ve Ki-MKH eldesi igin
kullanildi. KIY tabakasindan direkt ekim yapilan kiiltiir kab icindeki besiyeri iki-iig
giin sonra atilarak kiiltiir kabinin i¢i yapismayan hiicrelerden arindirmak icin PBS ile
yikandi. Taze besiyeri eklenip yeterli yogunluga ulasincaya kadar haftada iki kez
besiyeri degistirilerek 37°C’de %5 CO’li ortamda ¢ogaltildi. Ortalama 10 giin sonra
%90 yogunluga ulasan KIY-MKH’lerine mikoplazma testi yapildi. Mikoplazma testi
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temiz ¢ikan ornekler tripsinizasyon islemi i¢in hazirlandi. Gerekli tiim soliisyonlar en
az 30 dakika oda 1sisinda bekletilerek kullanildi. Laminar akigh kiiltiir kabini igerisine
alinan kiiltiir kab1 igerisindeki medium uzaklastirildi. Kiiltiir kabinin i¢i bir kez 5 ml
PBS ile yikandi. Kiiltiir kab1 igerisinde tabana yapisik halde bulunan hiicreleri
yapistiklart yiizeyden ayirmak i¢in 1 ml (T 25 igin) %0,05 tripsin/EDTA soliisyonu
eklendi. Kiiltiir kab1 yaklasik 5 dk boyunca 37°C ve %5 CO2’li nemli inkiibatorde
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler mikroskop altinda incelendi. Ayrismanin
gerceklestigi gbzlemlendiginde tripsini inhibe etmek amaciyla kiiltiir kab1 i¢ine 2 ml
taze DMF-10 eklendi ve hiicre silispansiyonu toplanarak falkon igerisine aktarildi.
Kiiltiir kab1 i¢i medium ile bir kez daha yikanarak kalmasi muhtemel hiicreler de
toplanip falkon igerisine aktarildi. Tripan mavisi soliisyonu ile hiicre sayimi1 yapilarak,
deney planina gore yeni kiiltiir kaplarina ekilerek pasaj bir’e gecilmis oldu. Hiicreler,
karakterizasyon ve deneylerin yapilacagi pasaj iig-dorde kadar benzer sekilde
pasajlanarak ¢ogaltildi. Kalan hiicreler i¢in dondurma protokolii uygulandi. Hiicreler
1500 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek besiyeri uzaklastirildi. Pellet ¢oziilerek buz
iizerinde, MKH sayist 0,5-1x10%500-1000 ul %10 DMSO iceren DMEM-LG
dondurma mediumu ile karistirilarak kriyoviyal tiiplere aktarildi. Tipler yavas-
kademeli dondurma saglayan saklama kabi1 Mr. Frosty Freezing Container (Thermo
Fisher, ABD) icine yerlestirilerek -80°C’ye alind1. 1 giin saklama kabinda muhafaza

edildikten sonra viyaller -196°C azot tankina alindh.

Insan Kemik Iligi Orneginden Mononiikleer Hiicre izolasyonu ve MKH
Gelistirilmesi

Ameliyathane kosullarinda iliak kemikten toplanan KI, prezervatifsiz heparin
igeren enjektor igerisinde steril kosullarda laboratuvara getirildi. Fikol ile dansiteye
gore ayristrma yontemi kullanilarak mononiikleer hiicre izolasyonu protokolil
uygulandi. Gelen Ornek steril kosullarda falkona alindi. 2300 rpm’de 5 dk
santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 ayrilan plazma toplanarak -80°C’ye alindi. Ki’nin
hiicresel bilesenlerini iceren kisma ilk gelen kan 6rnegi miktar1 baz alinarak 1:1
oraninda PBS eklenerek seyreltme yapildi. Bagka bir falkon tiip igerisine ayn1 hacimde
oda sicakliginda bulunan fikol (Biowest, US) eklendi. Ardindan 2000 rpm’de 15 dk
sliresince, oda sicakliginda frensiz santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda buffy coat

tabakas1 pastor pipeti yardimi ile yeni bir tiip icerisine alindi. Tiip igerisine 5 ml PBS
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eklenerek 1500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi1 siipernatant atilarak
hiicre pelleti resiispanse edildi, ardindan Turk’s boyasi ile boyanarak hemositometri
(Neubauer, Almanya) ile sayim yapildi. Hiicre sayim1 sonrasi, yaklasik 10x10° MNH
T 75 Kkiiltiir kabma (Eppendorf, Almanya) ekilerek MKH elde edilmesi planlandi.
Artan hiicreler dondurma protokoliine bagli kaliarak bir kriyoviyalde yaklasik 20x10°
MNH olacak sekilde donduruldu. Yaklagik 7-10 giin yeterli yogunluga ulasana kadar
haftada 2 kez besiyeri degisimi yapildi. Yeterli yogunluga ulasan pasaj sifir hiicrelere
mikoplazma testleri yapildi ve tripsin protokoliine uygun olarak pasaj bir MKH eldesi
icin tripsinize edildi. Deney planina gore yeni kiiltiir kaplarina ekilerek kiiltiire edildi.
Hiicreler, karakterizasyon ve deneylerin yapilacagi pasaj tig-dorde kadar benzer
sekilde pasajlanarak cogaltildi. Kalan hiicreler i¢in dondurma protokolii uygulanda.
Hiicreler 1500 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek besiyeri uzaklastirildi. Pellet ¢oziilerek
buz iizerinde, MKH sayis1 0,5-1x10%/500-1000 ul %10 DMSO igeren DMEM-LG
dondurma mediumu ile karistirilarak kriyoviyal tiiplere aktarildi. Tipler yavas-
kademeli dondurma saglayan saklama kabi1 Mr. Frosty Freezing Container (Thermo
Fisher, ABD) igine yerlestirilerek -80°C’ye alind1. 1 giin saklama kabinda muhafaza

edildikten sonra viyaller -196°C azot tankina alindi.

Subkutan Yag Dokusundan MKH Eldesi

Cesitli sebepler ile karin iginden yag dokusu alinmasi gereken saglikli, obezite
ve diyabeti olmayan gen¢ dondrlerden “liposuction” ydntemi ile alinan OSrnekler
islenmek tizere laboratuvara getirildi. Hiicre izolasyonu literatiirdeki bir yayindan
modifiye edilerek yapilmistir (111). Falkon tiip igerisine aktarilan 6rnek tizerine 1:1
oraninda PBS eklendi. 430 g’de 10 dakika frensiz santrifiij edildi. Yag tabakasi
toplanarak yeni bir tiipe aktarildi. Uzerine toplam hacmin yaris1 kadar PBS ile
hazirlanmis %0,1 kollajenaz-dispaz (1:1) enzim karisimi eklenerek 1 saat 37°C sicak
su banyosunda yavasca calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde enzimatik
yikim1 durdurmak i¢in 1:1 oraninda DMF-10 eklendi ve 600 x g’de 5 dakika santrifiij
yapildi. Pellet 6nce 70 pm’lik daha sonra 40 pm’lik hiicre siizgecinden gegirildi. Pellet
yogunluguna gore T 75 doku kiiltiir kabina biiyiime besiyeri ile ekim gerceklestirildi.
Yeterli yogunluga ulasan pasaj sifir hiicrelere mikoplazma testleri yapildi ve tripsin
protokoliine uygun olarak pasaj bir MKH eldesi i¢in tripsinize edildi. Deney planina

gore yeni kiiltiir kaplarina ekilerek kiiltiire edildi. Hiicreler, karakterizasyon ve
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deneylerin yapilacagi pasaj lig-dorde kadar benzer sekilde pasajlanarak ¢ogaltildi.
Kalan hiicreler i¢in dondurma protokolii uygulandi. Hiicreler 1500 rpm’de 5 dk
santrifiijlenerek besiyeri uzaklastirildi. Pellet ¢oziilerek buz lizerinde, MKH sayis1 0,5-
1x10%/500-1000 pl %10 DMSO igceren DMEM-LG dondurma mediumu ile
karigtirilarak kriyoviyal tiiplere aktarildi. Tiipler yavas-kademeli dondurma saglayan
saklama kabi Mr. Frosty Freezing Container (Thermo Fisher, ABD) igine
yerlestirilerek -80°C’ye alindi. 1 giin saklama kabinda muhafaza edildikten sonra

viyaller -196°C azot tankina alind1.

Sekil 3.2. insan adipoz dokusundan enzimatik parcalama ile kok hiicre izolasyonu.
Ameliyathaneden liposuciton ile toplanan ve steril kosullarda laboratuvara getirilen
yar1 kat1 subkutan yag dokusu materyalinin (A) enzimatik muamele ile pargalanmasi
(B) ve yikama ile islemlerinden sonra (C-D) kalan pelletin goriintiisii (E) ve kiiltiir
kabina ekilmis hali (F) gosterilmektedir.

3.2.2. insan Ki, KiY ve SKY Kokenli MKH’lerin Ozelliklerinin
Incelenmesi

MKH’lerin Akim Sitometri Ile Immiinfenotipik Karakterizasyonu

Dordiincii pasaja getirilen hiicreler bulunduklar: kiiltlir kabindan kaldirilarak

1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek besiyeri uzaklastirildi. Ardindan hiicreler
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resiispanse edilerek PBS ile 1500 rmp’de 5 dk yikandi. Daha sonra hiicreler resiispanse
edilip 100 pul boyama tamponu (BD Staining Buffer) (BD Biosciences, ABD)
eklenerek, onceden antikorlarin dagitildigi oldugu tiiplere, tiip basma 1x10° hiicre
olacak sekilde dagitildi. Tiipler oda sicakliginda ve karanlikta 15-20 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda tiiplere 1 ml PBS eklenerek 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
eklenerek baglanmamis antikorlarin uzaklastirilmas: saglandi. Hiicreler resiispanse
edilerek iizerlerine 300 pl PBS eklendi. Isaretlenmis hiicrelerin yiizey belirteglerinin
belirlenmesi icin BD Accuri C6 akim sitometri cihazinda (BD BioScience, ABD)
toplam 10.000 olgu okutuldu. Analiz icin BD CSampler Analysis yazilimi (BD
BioScience, ABD) kullanildi.

Adipojenik Farkhlastirma ile MKH Karakterizasyonu

Farklilagtirma testleri i¢in pasaj Tlige getirilen hiicreler tripsinizasyon
protokoliine uygun olarak kaldirildi. RNA izolasyonu i¢in 6 kuyucuklu plakaya,
boyamalar i¢in 12 kuyucuklu plakalara ekildi. Haftada 2 kez besiyeri degistirilerek
kuyulardaki hiicre yogunlugunun %95-100’e ulagsmas1 saglandi. Daha sonra biitiin
kuyucuklar 1 ml PBS ile yikand:1 ve adipojenik farklilagmasi istenen hiicreleri iceren
kuyucuklara 2 ml adipojenik farklilagsma besiyeri eklendi. Farklilagtirma besiyerinin
eklendigi giin sifirici giin olarak kaydedildi. Kontrol kuyucuklarina DMF-10 eklendi.
Karakterizasyon i¢in ayrilan plakalarin onuncu ve yirmibirinci giinlerinde kiiltiir
sonlandirilarak kuyular RNA izolasyonu yapilmak iizere lizis ajani i¢ine alinarak -
80°C’de izolasyon giiniine kadar saklandi. Boyamalar icin ayrilan plakalar
farklilagsmanin yirmibirinci giiniinde sonlandirildi. Biitlin kuyucuklar bir kez PBS ile
yikandiktan sonra hiicreler %10 formalin soliisyonu (Sigma, ABD) ile 20-25 dk oda
sicakliginda fikse edildi. inkiibasyon sonrasi formalin uzaklastirildiktan sonra biitiin
kuyucuklar 2 kez PBS ile yikanarak 1 ml Oil Red O (ORO) boyasi eklendi ve 10 dk
oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 biitiin kuyucuklar 2 defa distile su
ile yikandi. Daha sonra hiicrelerdeki lipid birikimini gostermek amaci ile dijital
goriintiileme sistemi ile kuyucuklarin fotograflar: ¢ekildi. Adipojenik farklilagsmanin
semi-kantitatif degerlendirilmesi amaciyla kuyucuklara deterjan 6zelliginde olan %4
Igepal/izopropanol eklenerek 1 saat inkiibasyona birakildi bu siiregte boyanin
hiicrelerden  ekstraksiyonu  saglandi.  Kuyucuklar  igerisinden  toplanan

Igepal/izopropanol ve boya karisimi, 96 kuyucuklu plakalara 100 pl olacak sekilde
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boliistlirtildii. Kontrol olarak ise ORO boyasi kullanarak standartlar hazirland.
Kuyucuklar igerisindeki karisim ELISA okuyucusunda 492 nm dalga boyunda

okutuldu.

Osteojenik Farkhlastirma ile MKH Karakterizasyonu

Farklilastirma testleri i¢in pasaj Tlge getirilen hiicreler tripsinizasyon
protokoliine uygun olarak kaldirild1 ve boyamalar i¢in 12 kuyucuklu plakalara ekildi.
Haftada 2 kez besiyeri tazelenerek kuyulardaki hiicre yogunlugunun %60’a ulagmasi
saglandi. Daha sonra biitlin kuyucuklar 1 ml PBS ile yikandi ve osteojenik farklilasma
besiyeri eklendi. Osteojenik farklilasma besiyerinin eklendigi giin sifirinci giin olarak
kaydedildi. Kontrol kuyucuklarna DMF-10 eklendi. Kiiltiir yirmibir giin sonra
sonlandirildi. Biitiin kuyucuklar PBS ile yikandiktan sonra Alizarin Red S (ARS)
boyamast i¢in segilen kuyular %10 formalin soliisyonu ile fikse edildi. Formalin
uzaklagtirildiktan sonra kuyulara 1 ml ARS boyasi eklenerek 10 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 kuyular 2 defa distile su ile yikandi. Daha sonra hiicrelerdeki
kalsiyum fosfat mineral depozitlerini géstermek amaciyla dijital goriintiileme sistemi
ile kuyucuklarin fotograflari cekildi. Hiicrelerdeki Ca*? miktarinin degerlendirilmesi
icin boyama yapilmayan kuyulara 1 ml 0,6 M HCL eklenerek 4 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklarin igerigi 96 kuyucuklu plakaya 100 pl olacak
sekilde bolustiriildii. Quantichrom Calcium Assay Kiti prosediiriine gore islem

yapildi. Kuyucuklar ELISA okuyucusunda 620 nm dalga boyunda okutuldu.
WST-1 Testi lle MKH’lerin Cogalma Kapasitelerinin Degerlendirilmesi

WST-1 bir ¢esit tetrazolyum tuzudur. Prolifere olan hiicrelerin tetrazolyum
tuzunu kullanarak formazan tirtinleri olusturmasi sonucunda ortamda bir renk degisimi
meydana gelir. Bu degisim mikroplate okuyucusunda okutularak o6l¢giim sonucu
degerlendirilir. Hiicre canliligt kayboldugunda mitokondriyal fonksiyon ve sonug
olarak tetrazolyum tuzunu formazana cevirebilme yetenegi azalir. Boylece bu
kimyasal sayesinde hiicre canliligi tespit edilmis olur. Bu deney biiyiime
dinamiklerinin incelenmesi amaciyla yapilmistir. Pasaj tice getirilen MKH’ler
tripsinize edildi ve 96 kuyucuklu plakalara kuyu basi 10.000 MKH olacak sekilde
ekildi. 37°C, %5 CO2’li inkiibatorde bir giin kiiltiire edildi. Analizin yapilacag: giinler
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her bir kuyucukta bulunan besiyeri i¢in %10°u kadar WST-1 soliisyonu eklendi.
Plakalar WST-1 kimyasali eklendikten sonra 4 saat siiresince 37°C, %5 CO2’li
inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde mikroplate okuyucuyla 450 nm’de
Olgim yapildi. Metabolik aktivitenin belirlenmesinde asagidaki formiilasyon

kullanildz:

% Metabolik aktivite = ([A Kontrol— A smek] / A kontrol) x 100
A Kontrol: Kontrol 6rneginin absorbansi

A smek: Test edilen 6rnegin absorbans

RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve qRT-PCR ile Adipojenik Gen
Ifadelerinin Degerlendirilmesi

Daha 6nce lizis ajani igine alinip saklanan mRNA 6rneklerine manuel mRNA
izolasyonu protokolii uygulandi. Buz icerisinde ¢oziilmesi saglanan drneklerin lizerine
200 pl kloroform eklenerek vortekslendi (DragonLab, Cin). Ornekler +4°C°de 12000
xg’de 15 dk santrifiijlendi. RNA iceren faz yeni tiipe aktarildi ve iizerine -20°C’de
sogutulmus 750 pl %100 saflikta molekiiler derece etanol (Sigma, ABD) eklenerek 45
dakika -20°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 6rnekler +4°C°de 12000 xg de 15
dakika santrifiijlendi. Pellet iizerine -20°C’de sogutulmus 750 ul %75’lik etanol
eklenerek +4°C’de 7500 xg’de santrifiijlendi. Pellet iizerine 30 pl niikleaz icermeyen
su eklenerek resiispanse edildi. mRNA miktarlari, A260/A280 ve A260/A230 oranlari
spektrofotometre cihaziyla (Nanodrop) (Thermo Scientific, Almanya) Olgiilerek
ornekler -80°C’de saklandi. mRNA &rnekleri Bio-Rad iScript cDNA sentez Kiti
kullanilarak kalip elde etmek i¢in cDNA’ya gevrildi. Elde edilen cDNA’lar ile Tablo
3.3.’te belirtilen genlere ait ifadeler Bio-Rad iTaq Universal SYBR Green Supermix
kiti kullanilarak gqRT-PCR reaksiyonu ile degerlendirildi. Bu genlere ait ifadeler Ki-
MKH, KIY-MKH ve SKY-MKH’lerinde bazal durumda ve adipojenik farklilasma

uyarilmasini takiben 10. ve 21. giinlerde incelenmistir.
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3.2.3. MKH ve HL-60 Hiicreleri ile Yapilan Ko-kiiltiir Cahsmalar1

HL-60 Hiicrelerin Kiiltiirii ve Cogaltilmasi

Azot tankinda yer alan hiicreler buz igerisine alinarak laminar kabine getirildi.
Sicak suyla hizlica ¢oziilerek DMEM-LG igine %1 L-glutamin, %10 FBS eklenmis
besiyerine alindi. 1500 rpm’de 5 dk yikandi. Siipernatant uzaklastirildi ve pellet
resiispanse edildi. Tripan mavisi ile sayilan hiicreler, 2-3 X 10° hiicre/ml olacak sekilde
T 75’¢e ekilerek dikey bir sekilde 37° C, %5 CO2’li inkiibatorde cogalmaya birakildi.
Haftada 2 kez besiyeri degisimi yapildu.

MKH ve HL-60 Hiicrelerine Uygulanan Ko-kiiltiir Kosullari

Literatiirdeki yayinlarda kanser hiicreleri ile tiimor dokusunun etrafinda yer
alan stromal hiicrelerin daha uzak bolgelerdeki hiicrelerden farkli karakterde oldugu
bilgisine ulasilmigtir. Bu sebeple ko-kiiltiirlerde trans-well sistemi yerine direk kiiltiir
metodu segilmistir (112, 113). Pasaj iige getirilmis olan Ki-MKH ve KiY-MKH’leri 6
kuyucuklu plakalara ekildi. %90 yogunluga ulasincaya kadar haftada iki kez besiyeri
degistirilerek ¢ogaltildi. Yeterli yogunluga ulasan hiicrelerin besiyeri uzaklastirilarak
kuyular 1 kez PBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler kontrol kuyular1 hari¢ 24 saat %1
yag asidi igermeyen sigir serum albiimini (BSA), %1 L-glutamin ve Pen-Strep igeren
DMEM-LG ile hazirlanmig 200 pM palmitik asit (PA) soliisyonu ile inkiibe edildi. 24
saat inkiibasyon sonrasinda PA’l1 besiyeri uzaklastirtlip kuyular 2 kez PBS ile
yikandiktan sonra her kuyuya MKH ve HL-60 orani 1:5 olacak sekilde yine %1 yag
asidi igermeyen BSA, %1 L-glutamin igeren DMEM-LG ile HL-60 hiicreleri ekildi.
24 saatlik inkiibasyon bitiminde HL-60 hiicreleri toplanarak falkon i¢ine alindi.
Kuyular 2 kez PBS ile yikanarak kalan HL-60 hiicreleri de toplandi. MKH’ler akiitaz
ile normal tripsinizasyon protokoliine gore kaldirilarak toplandi. Molekiiler analizler
gRT-PCR analizi igin ekilen MKH’ler ve HL-60’lar 1 ml QIAZOL liziz ajan1 i¢ine

alindi.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasi kapsaminda saglikli Ki ve K1Y, FA hastalarinin Ki ve KiY kokenli
MKH’leri ile SKY-MKH’leri olmak tizere 5 ayri1 grupta yapilan analiz sonuglari

asagida verilmektedir.

4.1. Hiicrelerin izolasyonu ve In Vitro Cogaltilmasi

4.1.1. Kemik Iligi Aspirasyon Materyallerinden KiY-MKH ve Ki-MKH

Eldesi ve Cogalma Kapasitelerinin Incelenmesi

K1 aspirasyon drneklerinin biiyiik bir kisminda, santrifiij sonrasi gozle goriiliir
bir yag tabakasi1 dikkati ¢ekmekte, bu yag tabakasinin miktar1 kisiden kisiye
degismektedir. Calismamizda, KIY-MKH’lerinin elde edilmesi icin bu yag
tabakasimnin direkt kiiltlirii yapilmis, birka¢ pasaj cogaltildiktan sonra deneylerde
kullanilmistir. KI aspirasyon materyali, hematopoetik hiicrelerden zengindir ve ¢ok
diisiik oranda da stromal hiicre icermektedir. Bu yontemle elde edilen primer
hiicrelerin, kirmizi ilikte hematopoetik hiicrelerin arasina karismis olan diizenleyici
yag dokusunu (rMAT) temsil edecegi disiiniilmiistiir. Deneylerde, hiicrelerin
pasajlamalarla iyi gelistirildigi ve ayn1 Ornekten hem KiY-MKH hem de KI-
MKH’lerinin elde edildigi 6rnekler kullanilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde
saglikli dondrler ve hastalar arasinda yapilan karsilastirmalar disinda her hasta ve
donériin KIY-MKH 6rnegi, kendi igerisinde, standart yontemle Ki’den izole edilen
klasik KI-MKH’lerle karsilastirilmustir.

Kiiltiir kabina ekim sonras1 tabana yapisan hiicreler pasaj sifir sonunda %80
yogunluga ulasincaya kadar cogaltilmistir. Pasaj bir ve sonrasi ekimlerde ise tiim
orneklerde cm?’ye 2000-3000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmis ve yine %80
yogunluga ulastiklarinda tripsinizasyon islemi ile pasajlanmigtir. Hiicrelerin
karakterizasyon testleri ve deneyler pasaj dértte yapilmigtir. Kiiltiir sirasinda KIY ve
SKY orneklerinden izole edilen ise pasaj sifir 6rneklerde MKH tabakasi {izerinde
hematopoetik kolonileri ve ya§ vezikiillerini andiran hiicre kiimelesmeleri
goriilmiistiir. Bu durum KI-MKH Kkiiltiirlerinde gdzlenmemis ve pasaj atlatma
isleminden sonra bu yapilar kaybolmustur. Sekil 4.1.’de pasaj sifir KIY ve SKY’den

izole edilen hiicrelere ait inverted mikroskop goriintiileri gésterilmektedir.
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Sekil 4. 1. Saglikli bireylere ait KIY-MKH’lerine (A) ve SKY-MKH’lerine (B) ait
pasaj sifir inverted mikroskop goriintiileri gosterilmektedir. x4 biiyiitme.

Saglikl1 ve FA hastalarinin Ki-MKH ve KIY-MKH’lerinin kiiltiirde pasajlanana
kadar gegen siirelerini gosteren grafik Sekil 4.3.’te verilmistir. Bireyler arasi
farkliliklar nedeniyle istatistiksel degerlendirme yapilamamustir.

Pasaj Dinamikleri

Saghkl Ki-MKH ~ Saglikh KiY-  FAKI-MKH  FA KiY-MKH SKY-MKH
MKH

20
18
16
14
1
1

N

Ortalama Gun
o

ON PO ®

mPO-P1 mP1-P2 mP2-P3

Sekil 4.2. Saglikli bireylere ve FA hastalarina ait Ki-MKH ve KIY-MKH’lerinin
izolasyon sonrast kiiltiirde ¢cogaltilmalar1 sirasinda gecen ortalama siire gosterilmistir
(n=3).

SKY-MKH’leri, obez olmayan ve saglikli bireylerden cerrahi rekonstriiktif
sebeplerle karin i¢inden alinan subkutan yag dokuya ait lipoaspirat materyallerinin
enzimatik muamelesi sonucu kiiltiire ekilmesi ve pasajlanmasi ile elde edilmistir. Sekil
4.3.’te SKY-MKH’lerinin mikroskopik gériintiileri verilmektedir. KIY-MKH’lerinde
oldugu gibi pasaj sifirda hiicre kolonileri olusmus ve vezikiiler olusumlar/yag
hiicrelerini andiran yapilarin oldugu goézlenmis ve pasaj atlatma islemi sonucu

kaybolmuslardir.
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Sekil 4. 3. Saglikli bireylerden alinan subkutan yag doku kékenli MKH’lerin, pasaj

sifir (A, B), pasaj iki (C) ve pasaj tigteki (D) morfolojilerinin inverte mikroskobundaki
goriintiileri gosterilmektedir. x4, x10 biiyiitme.

Hiicre morfolojilerinin daha iyi degerlendirilmesi, KIY-MKH’lerinin beyaz/
kahverengi yag dokusuna ait 6zelliklerinin SKY-MKH’leri ile karsilastirmak ve
hiicrelerde belirli bir bolgede mitokondriyal yogunluk olup olmadigimi gézlemlemek
amaciyla mitotracker green boyamasi, ayrica Wright boyamasi yapilmstir.
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Sekil 4.4.’te SKY ve KiY-MKH’lerine ait mitotracker green boyamas: ve Ki-
MKH, KIY-MKH ve SKY-MKH’lerine ait Wright boyamalari gosterilmektedir.
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Sekil 4.4. Saglikli KIY-MKH’leri ile SKY-MKH’lerine ait mitotracker ve Wright
boyamas1 gériintiileri. Floresan mikroskop ile ¢ekilmis KIY-MKH (A) ve SKY-
MKH’lerine (B) ait mitotracker boyamasi ve saglikli KI-MKH (C, D), KIY-MKH (E)
ve SKY-MKH’lerine (F) ait inverted mikroskopta ¢ekilmis Wright boyamasi
gorilintiileri gosterilmektedir. (x20 biiyiitme).
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Sekil 4.5.’te cogalma kapasitelerini degerlendirmek i¢in yapilan WST-1 analiz
sonuglar1 verilmistir. Bu test sirasinda daha 6nce hiicreleri dondurulan donér 2’nin Ki-
MKH’si ¢ogaltilamadigindan degerlendirilememistir. Grafikte her birey ayr1 ayri

gosterilmektedir.

WST-1 analizi
0,8
0,7
0,6
0,5

0,4
0,3
0,2
o1 II

1.GUN 3.GUN 6.GUN

Ortalama Absorbans
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W Donér-1 Ki Dondr-1KiY mDonér-2 KIY mSKY-1  mSKY-2

Sekil 4.5. Saglikli KI-MKH ve KIY-MKH’leri ile SKY-MKH’lerinin ¢ogalma
kapasitelerinin incelenmesi. y ekseni dublike olarak calisilan 6rneklerin absorbans
degerlerine ait ortalamalar1 alinarak olusturulmustur.

4.2. MKH’lerin Fenotipik Ozelliklerinin incelenmesi

FA hastalarindan ve saglikli dondrlerden elde edilen Ki-MKH, KIY-MKH ve
SKY-MKH’lerinin hepsinde akim sitometri ile stromal belirteglerden CD29, CD44,
CD105, CD 73 ifadelerinin yiiksek oranda pozitif oldugu, hematopoetik belirteglerden
CD34, CD45 ve CD 11b ifadelerinin ise ¢ok diisiik oldugu gozlenmistir (FA-3
hastasinda yiiksek goriilen CD11b ifadesinin bireyin 6zel durumuna bagli olabilecegi
distiniilmiis ve tekrart planlanmistir). Akim sitometri ile ylizey belirte¢ ifadeleri
degerlendirildiginde saglikli kontrol KI-MKH ve KiY-MKH’leri, FA hastalarinin
KIMKH ve KiY-MKH’leri ile SKY-MKH’leri stromal belirtecler yoniinden yiiksek
pozitif, hematopoetik belirtegler yoniinden negatif olup MKH karakter 6zelliklerini
tasidiklar1 goriilmistiir. Tim 6rneklere ait sonuglar Tablo 4.1.’de hematopoetik ve
stromal belirteclerin akim sitometrik dl¢lim degerlerine ait yiizdeler verilmektedir.
Donér 2°ye ait dondurulmus olan Ki-MKH’leri ¢ogaltilamadigindan bireye ait veriler

gosterilememistir.
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Tablo 4.1. Genel mezenkimal kok hiicre belirteglerinin incelenmesine ait yiizde

veriler

CD11B|CD 34 [CD73 |CD146 |CD47 |CD29 |CD105 |CD44
Donér-1 Ki 0,9 1,3 100 - 94,6 100 96,9 | 99.7
Donor-1 Kiy| 0,4 2,0 99,7 - 99,8 100 99,7 | 98,6
Donor-2 Kiy| 0,3 0,7 99,9 | 94,0 29,5 100 999 | 994
FA 1 Ki 2,0 0,2 959 | 94,0 95,0 100 97,5 | 99,7
FA 2 Ki 30,4 2,4 100 98,0 100 100 99,8 | 994
FA 1 KiY 21,0 0,2 95,4 - 98,4 100 97,4 | 99,7
FA 2 KiY 64,5 0,9 99,5 | 94,0 99,2 100 100 99,5
SKY-1 3,3 0,5 99 75,9 50,7 100 98,6 | 98,2
SKY-2 1,7 0,4 99,9 | 69,2 59,4 100 98,2 | 994

Tablo 4.2.°de ise standart MKH belirtecleri disinda 16semi-KI mikrogevre

iligkisinde rolii oldugu diisiiniilen molekiillerin akim sitometri ile ifade diizeyleri

gosterilmektedir.

Tablo 4.2. Losemi-KI mikrogevresi ile iliskilendirilen molekiillerin akim sitometrik
6l¢tim yiizdelerine ait grafik

LEP-R FABP-4 GAL-3 PDGFR-A
Donér-1 Ki 9,0 2,2 56,1 12,7
Donér-1 KiY 27,2 0,8 62,4 6,5
Donér-2 KiY 7,4 0,4 52,3 0,5
FA1KIi 14,7 0,7 3,4 15,9
FA2 Ki 35,3 0,6 59,9 2,2
FA1 KiY 12,6 0,6 29,5 9,5
FA2 KiY 30,9 0,6 71,6 26
SKY1 11,1 0,6 56,3 1,6
SKY2 13,9 0,1 60,3 0,5

Bu incelemelerde, Gal-3 ifadesinin %50-60 seviyelerinde olup her iki FA
hastasinda da ¢ok farkli oldugu (bir hastada KI-MKH! de <%3, diger bir hastada ise
KI-MKH’de>%70); FABP-4 ifadesinin tiim gruplarda <%?2 oldugu, LepR ifadelerinin
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de %9 ile %15 arasinda degistigi, bir FA hastasinin Ki-MKH ve KIiY-
MKH’lerinde>%30 oldugu; PDGFR-o. diizeylerinin ise Ki-MKH’lerde %6-15 iken
SKY-MKH’lerde <%2 oldugu gorilmiistiir. Tim degerlendirmelere ait temsili

orneklerin akim sitometri ile histogram goriintiileri EK-4’te verilmistir.

4.3. MKH’lerin In Vitro Farkhlasma Potansiyeli

Tiim farklilastirma deneyleri pasaj dortte yapilmis olup kalitatif ve kantitatif
olarak degerlendirilmistir. Tim gruplarda MKH’lerin her 2 yonde farklilasma
potansiyelinin  bulundugu  goriilmiis, ancak, bireyler arasinda boyanma
yogunluklarinin farkli oldugu gozlenmistir. Sekil 4.6.°da her gruptan se¢ilmis

orneklere ait kalitatif boyama goriintiileri verilmistir.
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Y

Sekil 4.6. FA hastas1 KI-MKH (A, B) ile FA KiY-MKH (C, D), saglikli Ki-MKH (E,
F) ile saghkli KIY-MKH (G, H) ve SKY-MKH’lerine (I, 1) ait Oil Red O boyamasi.
Goriintiiler adipojenik farklilagtirma protokolii uygulanmig MKH’lerin Oil-Red-O
boyamasi yapildiktan sonra ¢ekilen inverte mikroskop goriintiileri gosterilmektedir. x4
ve x20 biiyiitme.
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Sekil 4.7. FA hastas1 KI-MKH (A) ve KIY-MKH (B), saglikli Ki-MKH (C) ve KiY-
MKH (D) ile SKY-MKH’lerinin (E-F) osteojenik Alizarin Red S boyamasina ait
inverte mikroskop goriintiileri gosterilmektedir. x20 biiyiitme.

Sekil 4.8.°de adipojenik farklilastirmalara ait kantitatif analizlerine ait grafikler

gosterilmektedir.
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Sekil 4.8. Adipojenik farklilastirma yapilan 6rneklerin semi-kantitatif analiz grafikleri.
Saglhkli KI-MKH ve KIY-MKH’lerinin (A), FA hastas1 KI-MKH ve KIY-MKH’leri
(B), FA hastas1 KI-MKH ve saglikli Ki-MKH’leri (C), FA hastas1 KIY-MKH ve
saglikli KIY-MKH’leri (D) ile saglikli KIY-MKH ve SKY-MKH’lerinin (E)
karsilastirilmali bar grafikleri gosterilmektedir.
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4.3. MKH’lere Ait Adipojenik Gen Ekspresyonlarinin incelenmesi

Adipojenik gen ekspresyonu analizleri, in vitro kosullarda adipogenezin
uyarilmasi i¢in standart besiyerine 1uM deksametazon, 2 pg/ml insulin, 500 uM 3-
izobiitil-1-metilksantin (IBMX) ve 60 uM indometazin eklenmesiyle elde edilen
adipojenik farklilastirma besiyerine maruz birakilan hiicreler ile gergeklestirilmistir.
Adipojenik farklilastirilmanin baslatildig1 giinden itibaren kontrol grubunda ve 10 ve
21. giinlerde bes gruba ait hiicrelerin gen ifadeleri qRT-PCR ile incelenmistir. Bu
amacla PPARy, LPL, AdipoQ gibi adipojenik farklilagmanin erken ve ge¢ donem
belirteglerinin yaninda genellikle beyaz, bej ve kahverengi yag dokuyu ayirt etmekte
kullanilan UCP-1 ve Dio-2 ifadeleri FA hastalari Ki-MKH ve KIY-MKH, saglikli Ki-
MKH ve KIY-MKH’leri ile SKY-MKH’lerinde degerlendirilmistir. Grafiklerin ¢izimi
icin Graphpad Prism 8 programi kullanilmis, parametrik testlerden tek yonliit ANOVA
testi, Post-Hoc testleri ad1 verilen ¢oklu karsilastirma testlerinden grup-igi varyansin
homojen olmasi nedeniyle Tukey Testi uygulanarak analiz gerceklestirilmistir.
Verilerden elde edilen grafikler, bes gruba ait birer donoriin dublike ¢alisiimasiyla elde
edilmesi nedeniyle istatistiksel olarak yorum ve anlamlandirma yapilmamasi uygun

goriilmiistiir. Bar grafikleri Sekil 4.9.’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.9. Adipojenik farklilagtirmanin onuncu ve yirmibirinci giinlerinde yapilan gen
ekspresyon incelemelerine ait bar grafikleri. Iki gdzlem noktasi arasinda toplanan
hiicrelerin LPL, AdipoQ, UCP-1, DiO-2, PARP-1 ve PPARYy gen ifadelerine ait bar
grafikler gosterilmektedir.

Bu ¢alismada yer alan bes grubun birbiriyle ne kadar benzer ya da farkli oldugunu
gorebilmek i¢in hiyerarsik gruplandirma analizi (hierarchical cluster) yapilmistir.
Hiyerarsik kiimeleme analizinde qRT-PCR kantifikasyonu i¢in 2"delta delta CT-log2
metodu ile normalize edilen veriler kullanilmistir. Analiz; R yazilimindaki R cluster
paketi ve hclust fonksiyonu ile gerceklestirilmistir. Kiime ayrigtirma metodlarindan
ortalama "average" kiimeleme ile gruplar arasindaki biitlin uzakliklar hesaplanmis ve
bu hesabin ortalamasi iki grup arasindaki uzaklik olarak kabul edilerek dendogramlar
olusturulmustur. Dendogram degerlendirilirken, tek bir dondr verisiyle olusturuldugu
g0z Oniinde bulundurulmalidir. Farklilagtirma yapilmayan o6rnekler ile olusturulan
dendogram grafigi Sekil 4.10.’da gdsterilmekte olup, saglikli ve FA hastast KIY-
MKH’leri kendi KI-MKH’lerine goére, saghkli ve FA hastass MKH’lerini
karsilastirabilmek icin FA hastast KI-MKH’si ve KIY-MKH’si saglikli KI-MKH ve
KIY-MKH’ye gére, SKY-MKH’leri ile KIY-MKH’lerini karsilastirabilmek icin KIY-
MKH’leri SKY-MKH’lerine gore normalize edilerek analiz edilmistir. Sekil 4.11.’de
verilen dendogram grafigi ise adipojenik farklilastirma uygulanan MKH’lere ait olup

her grubun kendi kontroliine gore normalize edilmesiyle hazirlanmstir.
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Sekil 4.10. Herhangi bir uyarima maruz kalmamis MKH'lerin gruplandirma analizine
ait dendogram grafigi. Adipojenik uyarima maruz kalmayan saglikli KI-MKH ve KIY-
MKH, FA hastas1 KI-MKH ve KIY-MKH ile SKY-MKH’ye ait alt1 genin her grup
i¢in, kendi i¢inde kiyaslanmasi ile elde edilmistir.

Cluster Dendrogram

KONTROL —

I

2 3 4 56 7 8
|

- |
1
— 3
= ,—‘—\ - _
— - - — ,—‘—\ ‘.g :g
5 o - - > >
3 — I —_ —_ = 1C =c 9 —
T < 5 5 3 T > > T =
= > > 2 3, 3 e b X ¥
> — (=] 8 g — —
X o~ — o [=] [=] > > & E
w = g > T = = =
I I < — N b hs
._ x = 4 = < <
:0 = 5 = X [ N
c c 0 —
8 < 8 5 g
= %] Q_ [s] DO
z : 5 C
3 g =) =
0 o T
(%]
dist(GT)

helust (*, "average")

Sekil 4.11. On ve yirmibir giin boyunca adipojenik farklilastirma uygulanmis
MKH’lerin dendogram grafigi. Grafik altt genin her grup i¢in birlikte
degerlendirilmesiyle elde edilmistir.



4.4. Ki ve KiY-MKH’lerinin HL-60 Hiicreleri ile Ko-Kiiltiirii
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Ki MKH’lerinde lipid metabolizma degisikleri olusturmak ve AML (HL-60)

hiicreleri ile karsilikli etkilesimlerini uyarmak amaciyla ko-kiiltiirler diisiikk serum

ortami1 (%2 FBS) ve PA uyarimi altinda yapilmis, ko-kiiltiir sonras1 hiicrelerde AML

patogenezi ile iliskili olabilecegi 6ngoriilen molekiillerin ifade diizeyleri incelenmis,

molekiillerin ifade degisimleri Sekil 4.12.°de dotplot olarak Tablo 4.3’te ise

yiizdelerine ait tablo seklinde verilmistir.

Tablo 4.3. Ko-kiiltiir sartlarinda MKH’ler tizerinde incelenen belirtegler. Akim
sitometri ile incelenen belirteglere ait ylizde veriler verilmistir.

PA Uygulanmamis PA Uygulanmis
Gal-3 |Lep-R |CD36 |FABP-4 |Gal-3 |Lep-R |CD36 |FABP-4
Ki-MKH 6,7 0,0 - 0,1 0,3 0,0 0,0 0,0
KiY-MKH | 12,4 0,1 0,0 - 22,6 0,6 0,1 -
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Sekil 4.12. Saglikli KI-MKH ve KiY-MKH’lerinin HL-60 hiicreleri ile yapilan ko-kiiltiirlerin akim sitometrik grafikler. Saghkli Ki-
MKH’lerine palmitik asit (PA) uygulanmadan yapilan ko-kiiltiirde Gal-3 ve Lep-R ifadeleri (A-B), saglikli KI-MKH’lerine PA uygulanarak
yapilan ko-kiiltirde Gal-3 ve Lep-R ifadeleri (C-D), saglikli KIY-MKH’lerine PA uygulanmadan yapilan ko-kiiltirde Gal-3 ve Lep-R
ifadeleri (E-F) ve saglikli KIY-MKH’lerine PA uygulanarak yapilan ko-kiiltirde Gal-3 ve Lep-R ifadeleri (G-H) dotplot olarak
gosterilmektedir.

51



52

5. TARTISMA

Tiimdr mikrogevresinin 6nemli bir bileseni olan ve kanser hiicreleri ile yakin
temas ve karsilikli etkilesim halinde bulunan adipositlerin kanser gelisimi ve seyri ile
yakin iliskisi oldugu bildirilmektedir. Yakin zamanlarda yapilan ¢alismalarda, 16semi
patogenezinde &zellikle KIY dokusunun anahtar rol aldig1 gdsterilmis, ayrica cesitli
kanser tiirlerinin kemik metastazlariyla da iliskili oldugu ortaya konulmustur (114).
Beyaz yag dokusundan farkli 6zelliklere sahip olan ve normal ve anormal hematopoez
ile iliskilendirilen bu hiicrelerin karakteristik 6zellikleri ve patoloji olusumundaki
rolleri hakkinda halen ¢ok az sey bilinmektedir (9). Son yillarda 16semi tedavisinde
lipid metabolizmasma yonelik hedeflenmis stratejilerin gelistirilmesinin  6nemi
iizerinde durulmaktadir (115, 116). Bu durum da Ki mikrogevresinde lipid
metabolizmasi ile direkt iliskili olan KIY dokusunun detayli incelenmesinin énemini

ortaya koymaktadir.

Kli, adipositlerden zengin bir dokudur. Hematopoez regiilasyonunda rolii
vardir. Aplastik anemi, Ki yetmezliklerinde KI aspirasyon/biyopsi materyallerinin
incelenmesinde hematopoetik hiicrelerin yerini adipositlerin aldigi, adipositlerin
sayica ¢ok arttif1 goriilmektedir. Diger taraftan adipogenez ile osteogenez arasinda da
ters iliski vardir. MKH’lerden adipogenezin uyarilmasi durumunda osteogenezin
baskilandig1 dikkati ¢ekmektedir. KIY dokusunun hematopoez diizenlenmesindeki
aktif roli son yillarda vurgulanmakta, hematopoez iizerinde bazen baskilayici, bazen
de uyarici, diizenleyici role sahip oldugu, patolojik hematopoez gelisiminde de rolii
olabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu dzellikleriyle, KIY dokusu subkutan yag dokudan
farklilik gostermektedir. Saglikli hematopoez yaninda 16semik hiicre proliferasyonu
icin gerekli olan SYA’y1 temin ederek losemi gelisimine katkida bulundugu

bildirilmistir (117).

Kanser hiicresi ile yakin komsulukta olan adipositlerin kanser hiicresi ile
etkilesiminde farkli mekanizmalar icerisinde en temel olani, adipositlerde uyarilan
lipoliz sonucu agiga ¢ikan SYA'’lari, kanser hiicrelerinin yasama ve ¢ogalma igin
kullanmasidir (10). Bu durum, solid tiimorlerle yakin komsulukta olan adipositlerde
oldugu gibi Ki-adipositlerinde de gdsterilmis, solid dokuda kanser hiicresinin yakin

cevresinde olan adipositlerin daha uzak yerlesimde olanlara gore daha kiicilik olduklari
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bildirilmistir (118). Ki dokusunun solid bir doku olmamasi ve ldsemilerde
incelemelerin ¢ogunlukla Ki aspirasyon materyallerinde yapilmasi nedeniyle KiY
adipositlerinin incelenmesinde zorluklar vardir ve tipik 6zellikleri bilinmemektedir.
Literatiirde, KIY dokusunda hem beyaz hem de termoregiilasyonda rolii olan
kahverengi yag dokusuna ait 6zelliklerin oldugu bildirilmis, bej adiposit olarak
adlandirilan hiicrelere yakin oldugu, ya da tamamen farkli bir yag dokusu tipi oldugu

ileri siiriilmektedir (13, 69)

Insanlarda KIY dokusunun incelendigi ¢alismalarm bir kisminda kalca protezi
nedeniyle ¢ikarilan iliak kemiklerin yagl kisimlarinin enzimatik yontemle muamele
edilip kiiltiirti sonucu gelistirilen hiicreler kullanilmistir (119). Ancak kalga replasmani
yapilan bireylerin ¢ogunlukla ileri yasta olup, bu hastalarda osteoartrit veya baska
patolojiler s6z konusu olabilir. Bu durumun inflame adipoz dokuyu ve saglikli insan
KIY dokusunu temsil etmek icin uygun olmayacag diisiiniilmiistiir. Ayrica, bu
caligmalarda iligin yagh kismi kullanilmistir. Bu dokunun cMAT dokusunu temsil
ettigi bu nedenle de hematopoez regiilasyonunda rolii olan ve hematopoetik hiicreler
arasinda kalan rIMAT dokusunu temsil etmek icin ideal yontem olmadig: diisiintilerek
bu tez ¢aligmasinda direkt KI aspirasyon materyalinden kiiltiir yapilarak adiposit
onciilerinin zenginlestirilmesi planlanmistir (13). Literaratiirde insanlarda yapilan
diger calismalarda ise KI-MKH’lerinin in-vitro adiposit farklilasmas1 uyarimi sonrasi
elde edilen hiicrelerin KIY adipositleri oldugu ileri siiriilmiis, KIY dokusunu inceleyen
hayvan caligmalarinda ise tavsan, sican ve farelerin sakrifiye edilmeleri sonrasi
cikarilan kemiklerin yagl kisimdan kiiltiir yapilmas: veya seleksiyon yontemleri

kullanilmistir (120-122).

Insan KIY dokusunu incelemeyi amagladigimiz bu tez ¢alismasinda Ki
aspirasyon materyalinin santrifiijii sonrasi iistte kalan yag tabakasindan MKH’ler
gelistirilmis; bu hiicrelerin adiposit- “primed” MKH veya pre-adiposit (veya adiposit
onciisii/prekiirsér) olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmiistiir. KI aspirasyon
materyalinde temel olarak hematopoetik hiicreler bulunmaktadir. Aspirasyon sirasinda
stromadan da ¢ok az sayida hiicre koparak toplanan aspirasyon iiriiniine karigmaktadir.
Hematopoetik hiicreler igerisine karigan bu hiicrelerin diisiik molekiil agirligina sahip
olmalar1 ve i¢erdikleri yag molekiillerinin de etkisiyle santrifiij sonras1 diger hiicreler

gibi pellet olusturmayip yag tabakasmin igerisine karigsmis olabileceklerinden yola
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cikilmistir. Bu ydntemle KI materyalinde var olan adipositlerin, in-vitro adipogenez
uyarilmasina ihtiya¢ duyulmadan fiziksel O6zellikleri nedeniyle zenginlestirilerek
kiiltiirde ¢ogaltilabilecegi, bu hiicrelerin de KIY dokusunu daha iyi temsil edilecegi
diistiniilmiistiir. Ki aspirasyon &rneklerinin biiyiik bir kisminda, kisiden kisiye
degismekle beraber santrifiij sonrasi gozle gorilir bir yag tabakasi dikkati

¢ekmektedir.

Calismamizda, bu yag tabakasimin direkt kiiltiirii ile gelistirilen hiicrelerin
(KIY-MKH), standart yontemle K1 aspirasyon materyalinden gelistirilen Ki-MKH’ler,
ayrica liposuction oOrneklerinden elde edilip c¢ogaltilan SKY-MKH’leri ile
karsilastirilmistir.  Sonucta, KIY-MKH’lerinin, kiiltirde adezyon gdstermeleri,
standart MKH karakterizasyonu i¢in gerekli olan fenotipik 6zelliklere sahip olmalari
(pozitif stromal, negatif hematopoetik belirtegler) ve in-vitro adipojenik ve osteojenik
potansiyeli tasimalar1 nedeniyle KI-MKH ve SKY-MKH’lerine benzerlik
gostermekte, ancak bazi protein ve gen ifade analizlerinde ve adipojenik uyarima

cevaplarinda farkliliklar oldugu tespit edilmistir.

In vitro adipojenik uyarim altinda MKH’lerin adiposit yoniinde farklilagmasi
bu hiicrelerin karakterizasyonu i¢in gereken temel ozelliklerden biridir. Beklendigi
gibi Ki-MKH, KiY-MKH ve SKY-MKH’lerinin hepsinde, in vitro adipogenez
uyarilmasini takiben 21. giinde yapilan Oil-Red O boyamasi ile adipositlerin gelistigi
gorilmiis, 10. ve 21. giinlerde yapilan qRT-PCR analizlerinde de uyarim yapilmamis
kontrol Orneklerine gore adipojenik gen ifadelerinde artis goriilmiistiir. Molekiiler
analizlerde, her gruptan birer drnekte (saghkli Ki-MKH ve KIY-MKH, FA hastas1 Ki-
MKH ve KIY-MKH ile SKY-MKH) ikiser replika ile alt: gen (PARP1, PPARy, UCP-
1, Dio-2, Adiponektin, LPL) analiz edilmistir. Analizler birer 6rnek tizerinden oldugu
i¢in yorum yapilamasa da saglikli KI-MKH ve KIY-MKH ile FA hastas1 KI-MKH ve
KIY-MKH, saglikli Ki-MKH ve KiY-MKH ile SKY-MKH’leri arasinda farkliliklar
gozlenmistir. Genel olarak adipojenik uyarima cevap yoniinden, histokimyasal, semi-
kantitatif ve molekiiler analizler degerlendirildiginde hem saglikli kontrol
orneklerinde hem de FA hastas érneklerinde KIY-MKH’lerinin Ki-MKH’lerine gére
adipojenik farklilagsma 6zelliklerinin azalmis oldugu izlenimi edinilmistir. Bu durum,
KIY-MKH’lerinin adipojenik farklilasmasinda gecikme/ de-diferansiye veya farkli

regiilasyon olabilecegi seklinde yorumlanmis ve MKH arastirmalarinda yaygin
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kullanilan ve de daha ziyade beyaz adiposit gelisimini uyaran farklilasma
protokolunun uygulanmasi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak, bu sonuca
varabilmek i¢in daha fazla bireyde ve tekrarli analizlere ihtiyag vardir. Beyaz yag doku
olan SKY ile KIY farkliliklarin1 ortaya koymak i¢in yapilan karsilastirma sonucu da
PARP1, PPARy, AdipoQ, UCP-1 ve LPL ifadelerinde bazi degisiklikler oldugu
dikkati ¢ekmis, iki farkli yag doku hiicrelerinin adipogenez agisindan farkli 6zellikleri
oldugu izlenimi edinilmistir. Calismamizin diger kisithiligi, analizlerin 10. ve 21.
giinlerde yapilip adiposit yoniinde uyarimin erken donemlerinin incelenmemis
olmasidir. Ayrica, kahverengi yag dokusu gelisimini uyaran hipotermik ortam veya
farkli uyaranlarin kullanimi ile de hiicre tipleri arasinda adipojenik cevap farkliliklar
daha net ortaya konabilecektir. Calismamizda kisith 6rnek sayisina ragmen hiyerarsik
gruplandirma sonucu ¢izilen dendogram grafiginde de KI-MKH, KiY-MKH ve SKY-
MKH’lerinin, ayrica FA hastasi orneklerinin de adipojenik uyarim altinda ve
uyartlmamis durumlarda alti gen acisindan ifade farkliliklar1 gosterdigi dikkati
cekmistir.

Bu tez calismasi, KI aspirasyon materyalinin yag tabakasindan gelistirilmis
KIY-MKH’lerinin  kirmizi ilik igerisine serpismis olan diizenleyici (r-MAT)
adipositleri temsil edebilecegi ve beyaz yag dokusundan farkli regiilasyona veya farkli
ozelliklere sahip olacaklar: diistliniilerek planlanmistir. Elde edilen 6n bulgular kisith
ornek sayilarina ragmen bu diislinceyi destekleyici yondedir. FA hasta 6rneklerinin
saglikli kontrol ornekleri ile karsilastirilmasinda da adipojenik uyarim histokimyasal
analizleri ve gen ifadelerinde farkliliklar oldugu goriilmiis, FA hasta 6rneklerinin olasi
bir adipojenik disregiilasyon yoniinden incelenmesinin énemini diisiindiirmiistiir. FA
hastalarinda KI yetmezligi ve/veya AML gelisiminde adipojenik disregiilasyon ve
lipid metabolizmasi degisikliklerinin katkisi literatiirde yakin zamana kadar giindeme

getirilmemis konulardir (123).

Farkli kaynaklardan gelistirilen hiicrelerin morfolojik degerlendirilmesinde de
bazi degisiklikler gozlenmistir. Ayrica, pasaj bitiminde yaklasik %80 doygunluk
durumunda iken yapilan hiicre sayimlarinda KIY-MKH ve SKY-MKH’lerine gore Ki-
MKH sayisinin daha yliksek olmasi da yag kokenli hiicrelere gore daha kiiciik boyutta

olmalarina baglanmistir.
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Fankoni anemisi, FANC genlerinde olusan mutasyonlar sonucunda DNA hasar
onariminda bozukluklar, kromozom kiriklari, konjenital anomaliler ve kanser
yatkinlig1 ile karakterize bir hastaliktir. Bu hastalarda AML gelisimi riski yiiksektir
ancak hastalarda KI yetmezligi bulgularinin ortaya ¢iktig1 veya AML gelistirdikleri
yas biiyiik degiskenlik gostermektedir. Bunda, farkli genlerdeki farkli mutasyonlarin
oldugu kadar cevresel kosullarin da etkisi olabilecegi, zenobiyotik maruziyetleri
sonucu KIY dokusunda biriken toksik maddelerin KIY adipositlerinde modifikasyona
yol agmasmnin rolii oldugu diisiiniilmiistiir. Bu sebeple bu bu calismada FA KiY-
MKH’leri de incelenmistir (12). Literatiirde, bu konularla ilgili kisith sayida ¢aligma

vardir. KIY dokusu konusu ise FA agisindan ele alimamistir

Literatiirde FA hastalarnin Ki mikrogevresinin incelendigi ¢alismalarda FA
hastalarinda Ki-MKH’lerinin immiinfenotipinin kontrol MKH’leri ile benzer oldugu,
farklilagsma potansiyelinin, immun modulatuvar ve hematopoez destek 6zelliklerinin
korundugu, ancak uzun siire proliferasyon kapasitelerinin daha diisiik, SCF ve IL-6
seviyelerinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. FANC genlerindeki mutasyon
nedeniyle beklenildigi gibi mitomycin C’ye asir1 duyarlilik ve senesens gosterdigi
bildirilmis, bu 6zelliklerin de FA’de KI yetmezligi gelisiminde rolii olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (106). Grubumuzdan yapilan bir ¢alismada da FA hastast MKH’leri diger
caligmalarla uyumlu olarak kontrol MKH’lerle genel olarak benzer 6zellikte bulunmus
ancak belirli mutasyon (FANCD?2) tasiyan ve losemi yatkinligi digerlerine gore
yiiksek olan hastalarda ise Ki niginin énemli komponenti olan TGF-B ifadesinin
olmadig1 goriilmiistiir (109). Calismanin devaminda FA MKH’lerinde bakilan HOX
ve TALE transkripsiyon faktorlerinin ifadeleri genel olarak kontrollerle benzer
bulunmus, sadece TALE grubu tiyesi olan PKNOX2, FA hastalarinda diisiik bulunmus
ve TGF-B diizeyleri ile iligkisi glindeme getirilmistir (108). Diger taraftan FANCC ve
FANCCq -/- farelerde MKH’lerin hematopoez destekleyici 6zelliklerinin bozuldugu,
bunun da kismen, MKH’lerin osteojenik farklilasmasinin bozulmasiyla iligkili
olabilecegi gosterilmis, bu ¢alismada, diger caligmalarin aksine FA hastalarmin da
osteojenik farklilagsmada azalma, ve hematopoez destekleyici 6zelliklerde bozulma
gosterilmistir (110). Elde edilen farkli sonuglar, hastalar ve MKH’lerin heterojen
subpopulasyonlari ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Son yillarda yapilan

caligmalar HKH ve kanser kok hiicre biyolojisinde metabolik farktorlerin 6nemine
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deginmektedir. FA MKH’lerinden gliserofosfolipidlerin TLR4 sinyali iizerinden
hematopoetik disregiilasyona yol agtig1 gdsterilmis, ve gliserofosfolipid biyosentezi

modifikasyonunun hematopoez diizenlenmesinde rolii olabilecegine deginilmistir

(124).

Bu tez ¢aligmasinda, adipojenik uyarim altinda ve bazal durumda saglikli Ki
ve KIY &rnekleri ile kiyaslandiginda, FA 6rneklerinin adipojenik uyarima cevabinda
gozlenen farkliliklarin daha fazla sayida hasta 6rneginde gosterilmesi halinde bu
hastalarda KIY dokusunun hematolojik patolojilerin gelisimine muhtemel katkilari
giindeme gelecektir. Kanser gelisiminde kronik inflamasyon durumunun da etkisi
vardir. FA hastalarinda KI inflamasyonu vardir. Bu nedenle, FA’de 18semi
yatkinliginda adipoz doku inflamasyonunun da arastirilmasinin 6nemli oldugu
diisiiniilmiis, ancak bu konu bu tez kapsamina dahil edilmemistir. Caligmamizda, FA
hastasi oOrnekleri yiizey belirtegleri agisindan degerlendirilmis, standard MKH
belirteglerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Losemi-mikrogevre iliskisinde rolii olan
molekiiller (galektin-3, LepR, FABP4, PDGFR-a) de incelenmis, ancak bireyler
arasindaki farkliliklar ve hasta sayilarinin kisitli olmasi nedeniyle istatistiksel
degerlendirme miimkiin olmamistir. Insanlardan elde edilen biyolojik orneklerle
yapilan ¢aligmalarda 6rnekler arasinda heterojenite olmasi bilinen bir problemdir. Bu
heterojenite daha ¢ok fonksiyonel testlerde ortaya c¢ikmaktadir. Yiizey belirtegleri
yoniinden genel olarak bir benzerlik olsa da uyarim altinda farklilagma potansiyelleri
onemli oranda degiskenlik gosterebilmektedir. Saglikli vericilerin drneklerinde bile
genetik yapi, yas, cinsiyet, farkli c¢evresel faktorlerin etkisiyle farkliliklar
saptanmaktadir. Bu ¢alismada Ki 6rneklerinin alindig1 saglikli KI nakli donérlerinin

yagslari, adolesan/geng eriskin yasta olan SKY dondrleri ile benzer tutulmustur.

Diger taraftan, lipid metabolizmas: aghik ve tokluk durumunda biiyiik
degiskenlik gostermektedir. Toklukta, adipositler hiicre icerisinde lipid depolamakta
iken aclik durumunda enerji liretimi i¢in lipoliz ile serbest yag asitleri agiga ¢ikar ve
yag asit oksidasyonu ile yiiksek verimlilikte enerji tiretimi saglanir (79). Cok yakin
zamanda yapilan bir calismada KIY dokusunun subkutan yagdan farkli olarak aglik
durumunda da lipolize direngli oldugu bildirilmis (125), bu durum, KIY dokusunun
hematopoezin siirdiiriilmesi i¢in korundugu seklinde yorumlanmistir. Bu durum, solid

tiimorlerde gosterilmis olan adiposit-kanser iliskisinin Ki’de 16semi gelisimi/seyri ile
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iliskisini gosteren ¢alismalarla desteklenmistir. Bu calismada da, KI-MKH ve KIY-
MKH’leri diisiik serum ortamina (%2 FBS) maruz birakilmis, ancak K1I adipositlerinin
lipolize direngli oldugu bilgisinin 1s1ginda diger bir uyaran olarak da PA ile muamele
edilmislerdir. Viicutta sentezlenen diger uzun zincirli yag asitlerinin prekiirsorii olan
PA’in ayrica lipolizi uyardigi, bazi durumlarda ise negatif geri bildirim ile inhibe ettigi
bildirilmigtir. Literatiirde, adipositlerden timor hiicrelerine serbest yag asidi
transferinde etkili faktorlerin baginda FABP-4’{in geldigi bildirilmistir. FABP-4’{in
ko-kiiltiir sonrast tiimoér hiicrelerinde ekspresyonu artmaktadir. FABP-4’{in
inhibisyonu, kanser hiicrelerinde lipid birikimin azalmasina ve tiimdr gelisimin
durmasina/yavaglamasina yol agtigi gosterilmistir (9). Bu 6zellikler, timdr hiicresine

serbest yag asidi transferinin hedeflenmis tedavi potansiyeli tagidigini géstermektedir.

Bu tez ¢alismasinda, FABP-4’iin yaninda 16semi-Ki mikrogevre iliskisinde
rolii olmasi nedeniyle Gal-3, LepR ve CD36 ifadeleri de incelenmis, diisiik serum
ortaminda ve PA maruziyeti ile KI ve KIY-MKH’lerinde Gal-3 seviyelerinde azalma
gdzlenmistir. Calisma birer drneklem ile yapildigindan yorum yapilamamistir. On
calisma niteliginde olan bu sonuglarin ileri ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
FABP-4 ifadelerinin gRT-PCR ile dl¢iilmesi, diger belirteclerin tekrar edilmesi ve
hormon sensitif lipaz (HSL) gibi diger adipojenik ve lipogenez/lipoliz belirteglerine

de bakilmasi planlanmigtir.

Ozetle bu calismada, literatiirde bildirilen ¢alismalardan farkli olarak KIY
tabakasindan gelistirilen MKH’lerin karakterizasyonu yapilmis, in-vitro adipojenik
uyarima cevap yoniinden KI-MKH’leri ve SKY-MKH’lerinden farkli ozellik
gosterdikleri gdzlenmis, FA hastalarmm da Ki-MKH ve KIY-MKH’lerinde saglikli
kontrollere gore farkliliklar saptanmistir. Cok kisitli 6rnek sayisi ile elde eden 6n
bulgularin hasta sayilar1 artirilarak desteklenmesi halinde KiY-MKH’lerinin beyaz
adipoz doku olan SKY-MKH’lerinden farkli bir regiilasyona sahip oldugu, FA
orneklerinde ise adipojenik disregiilasyona isaret edebilecegi diisliniilmiistiir. Bu
bulgular da, bu durumun 16semi gelisimi/seyri ile iligkisinin detayli arastirilmasinin

geregini ortaya koymustur.
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6. SONUCLAR

Saglikli Ki nakli donérleri veya FA hastalarinin K1 aspirasyon érneklerinin yag
tabakasinin hiicre kiiltiiriine ekimi ve ¢ogaltilmasi sonucu KIY-MKHleri elde
edilir.

KIY-MKH’leri, KI mononiikleer hiicrelerinin dansite gradient ydntemi sonrasi
kiiltiirii ile elde edilen Ki-MKH’leri ile karsilastirildiginda genel MKH
ozellikleri (adezyon, stromal fenotip, in vitro adipojenik ve osteojenik
farklilasma potansiyeli tasimalar1) yoniinden benzerlik gosterir. In vitro
adipojenik uyarima cevaplarinda KIY ile Ki-MKHleri arasinda histokimyasal
analizler, adipojenik gen ifade diizeyleri ve cevap siireleri arasinda farkliliklar
oldugu izlenimi edinilmis, KiY-MKH’lerinin adipojenik farklilasmasinda
gecikme veya kullandigimiz farklilastirma protokoliine uymayan, farkli tipte
adiposit gelisimine egilimli olduklar seklinde degerlendirilmistir.
Hematopoetik hiicrelerin yogun bulundugu KI aspirasyon 6rneginin
icerisindeki yag tabakasindan hiicre kiiltiiriinde zenginlestirilerek elde edilmis
olmalar1 ve Ki-MKH’lerle adipojenik uyaranlara cevap yoniinden farkliliklar:
nedeniyle KIY-MKH’lerinin, diizenleyici adipoz dokuyu (rMAT) temsil
edebilecekleri diigtintilmiistiir. Bu 6n deney sonuglarinin daha fazla sayida
ornekle desteklenmesi halinde, bu yontemin, literatiirde insan veya hayvan
orneklerinde iligin sar1 yag dokusundan elde edilen ve konstitutif (c(MAT) yag
dokusuna gore hematopoez diizenlenmesinde rolii olan adipositleri
zenginlestirmek yoniinden avantajli oldugu diistiniilmiistiir.

KIY-MKH’lerin, beyaz yag dokusunu temsil eden subkutan yag dokusundan
elde edilen MKH’lerle (SKY-MKH) karsilastirilmasi sonucu da genel MKH
ozellikleri yOniinden benzerlik bulunmus, in vitro adipojenik uyarima
cevaplarinda ise adipojenik gen ifade diizeyleri ve cevap siiresinde K1Y ile
SKY-MKH arasinda farkliliklar oldugu goriilmiis olup SKY-MKH’lerinin
adipojenik farklilasma &zelliklerinin KIY-MKH’lerinden farkli oldugu
izlenimi edinilmistir.

FA hastalarinin KIY ve Ki-MKH’lerinin incelenmesinde de saglikli KIY-
MKH ve Ki-MKH’lerle kiyaslandiginda uyarim altinda adipojenik gen

ifadelerinde bazi farkliliklar tespit edilmis, adipogenez cevabinda gecikme
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oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu bulgularin, ileri ¢aligmalarla desteklendigi
takdirde FA hastalarinda Ki adiposit farklilasmasinda bir disregiilasyona isaret
edebilecegi diistiniilmiistiir.

Bu bulgular, diinyada son 5 yildir tanimlanmaya calisilan ve KIY dokusunun
tamimlanmasi ve in Vitro, in vivo metodolojik harmonizasyon saglanmasina
yonelik rehberin 2020 yilinda yaymlandigr diisiiniildiiglinde konunun
giincelligini ve arastirilmaya acik bir alan oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu caligmada elde edilen 6n bulgularin ileri ¢alismalarla desteklenmesi ve

detaylandirilmast hedeflenmistir.
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EK- 4: MKH’lerin akim sitometrik karakterizasyonlarina ait histogramlar
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EK-4: Histogramlar (Devam)
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