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OZET

Amag: Hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN) 16semi hiicrelerinin ilag tedavisi ile yok
edildikten sonra kemik iliginin yeniden yapilandirildig: standart bir tedavi yontemidir.
HKHN sonras1 Dogal &ldiiriicii hiicreler (DOH) kemik iliginde yeniden yapilanan ilk
hiicre grubudur. Nakil sonrasi enfeksiyon olusumunu azaltmast ve GVHD olusumunu
geriletmesi gibi 6zellikleri DOH’lerin klinik acidan &nemli kilmaktadir ayrica farkli
hematolojik hastaliklarda anti-l16semik etkileri tanimlanmistir.Hiicrelerin in-vitro
ortamda ¢ogaltilip kullanilabilmesi ic¢in alternatif besi ve destek ortamlar1 olusturma
yaklagimi kok hiicre ve hiicresel tedavilerin klinik uygulamalarindaki artisa paralel
olarak artmaktadir. Bu amagla trombosit lizatlar1 hiicre ¢ogaltilmasinda etkin bir bi¢imde
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Kordon kanindan elde edilen trombosit lizatlarin
DOH’lerin in-vitro ortamda gogaltilmasinda hiicre ¢ogalmasmm arttirict yonde etkisi

degerlendirildi.

Yontem: Goniillii gebelerden kordon kami toplandi, MNH izolasyonu ve DOH segilimi
yapildi. Trombosit lizat olusumu icin Oncelikle trobositten zengin plazma elde edildi
daha sonrada lizat hazirlandi. Hiicre kiiltiirii ortaminda DOH’ler IL-2 ve trombosit lizat
varliginda uyarildi. Hiicrelerin belirlenmesi, sayimi ve uyarim sonrasi gruplar arasindaki

farklar flow sitometrik yontem ve otomatik hiicre sayimi ile degerlendirildi.

Bulgular: Bu calisma kordon kani kaynakli trombosit lizatlarn DOH’ler iizerine

etkinligini ortaya koyan ilk ¢aligmadir.

Sonu¢: DOH’ler genellikle in-vitro olarak uzun siireli inkiibasyonlar sonunda
cogalabilen hiicre grubudur. Uyarim asamasinda birden ¢ok sitokin kullanim ihtiyact
dogmaktadir. Ayrica ek uyaranlara da ihtiya¢ duyulur. Bu g¢alisma ile elde edilmesi
kolay ve ucuz bir preparatla birlikte IL-2 uygulamasinin kisa siirede dogal oldiiriicii
hiicreler {izerinde proliferasyonu indiikleyebilecegi ilk kez gosterilmistir. Bununla
birlikte inkiibasyon siiresinin uzatilmasi ve trombosit lizat konsantrasyonlarinin

degiskenliklerinin test edildigi ¢calismalar ile desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler :Kordon Kani, Trombosit Lizat, Dogal Oldiiriicii Hiicre, L2



ABSTRACT

Objective: Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a standard treatment for
bone marrow reconstruction after leukemia cells are destroyed by drug therapy. Natural
Killer cells after HSCT are the first group of cells to be engraftment in the bone marrow.
NK cells are clinically important because they can reduce the occurrence of post-
transplant infection and reduce the formation of GVHD, in addition, anti-leukemic
effects have been described in different hematological diseases. Different studies have
been designed for the expansion of NK cells in vitro applications. There is a need to
create alternative nutritional and support medium in cellular therapy applications. For
this purpose platelet lysates are used effectively in cell proliferation. Through the
formation of lysate the factors in the platelet granule are released into the medium. Our

aim is to evaluation of the effect of cord blood platelet lysates on natural killer cells.

Method: Cord blood was collected from volunteer pregnant women then MNH isolation
and natural killer cell selection were performed and platelet lysate was prepared. NK
cells were stimulated in the presence of IL-2 and platelet lysate under cell culture
conditions. Differences between groups were evaluated by flow cytometric method and

automatic cell count.

Results:To our knowledge, this is the first study to demonstrate the efficacy of cord
blood derived platelet lysates on natural Killer cells.

Conclusion: NK cells are usually can proliferate after prolonged incubations in vitro.
There is a need to use multiple cytokines during the NK stimulation phase. This study
demonstrated for the first time that platelet lysates can provide NK proliferation in a
short time with IL 2. However, incubation time should be extended and supported by

studies in which changes in platelet lysate concentrations are tested.

Key Words: Cord Blood, Platelet Lysate, Natural Killer Cell, 1L2
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1. GIRIS

Dogal o&ldiiriici hiicreler (DOH) bagisiklik sistemde &nemli gorevleri olan biiyiik
graniiler lenfosit goriiniimiindeki hiicrelerdir. Tiimor ve viriis ile enfekte olmus hiicreleri
hedef alirlar. Dolasim kaninda ki lenfositlerin % 10-15" ini olustururlar (Aharon, 2006).
DOH’ler, tiimdr ve viriisle enfekte olmus hiicreleri tanryarak &ldiirme ve immiin
diizenleyici sitokinlerin {iretimi olmak {izere iki ana fonksiyona aracilik ederler
(Robertson,1990;Cooper,2001;Fehniger,2003). DOH’ler fonksiyonlarini, yiizeylerinde
ifade ettikleri cesitli aktivator ve inhibitdr reseptorler arasindaki etkilesimler ile
gerceklestirirler. IFN-y, IL-2, IL12 gibi sitokinler tarafindan aktive olurlar
(Fehniger,2003; Aktas,2009). Inhibitér reseptorler bir inhibisyon sinyali olustururken,
aktivator reseptorler DOH aktivasyonunu ve hedef hiicre lizisini baglatirlar. Bu
reseptorler arasinda NKG2A inhibitér, NKG2D ve NKp44 ise aktivator reseptordiir
(Aktas,2009). DOH’ler aktivasyonu takiben uygun hedef hiicrelere karsi sitotoksik
fonksiyonlar sergilemenin yani sira dogal ve kazanilmis immiin yanitlar1 diizenleyen
cesitli sitokinler ve kemokinler salgilarlar (Fehniger,2003).Dogal 6ldiiriicti hiicrelerin
kanser immiinoterapisi ve hematopoetik kok hiicre naklinde (HKHN) 6nemli roller

aldigina dair veriler yapilan klinik ve temel arastirmalarda ortaya konulmustur.

Hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN) losemi hiicrelerinin ilag tedavisi ile yok
edildikten sonra kemik iliginin yeniden yapilandirildigr standart bir tedavi yontemidir.
HKHN sonrast DOH’ler kemik iliginde yeniden yapilanan ilk hiicre grubudur. Nakil
sonrast enfeksiyon olusumunu azaltmast ve GVHD olusumunu geriletmesi gibi
ozellikleri DOH’leri klinik acgidan 6nemli kilmaktadir ayrica farkli hematolojik
hastaliklarda anti-l6semik etkileri tanimlanmustir (Ruggeri,2002;Feuchtinger,2009).
DOH’ler immiinoterapi uygulamalarinda kullanilmak iizere periferik kan disinda kordon
kanindan da elde edilmektedir. Kordon kaninda DOH’ler lenfositlerin % 30> u gibi
yiiksek oranlarda bulunabilecegi gdsterilmistir (Anushruti,2017). DOH’lerin kordon
kaninda periferik kana gore yliksek oranlarda olusunun temel mekanizmasi tam olarak
ortaya konulamamistir. Her iki kaynaktan da elde edilen DOH’lerin in-vitro ortamda
cogaltilmasina yonelik c¢aligmalar devam etmektedir. Temel olarak iki ydntem
kullanilmaktadir. 1- Sitokin uyarimi yontemi ve 2- besleyici/aksesuar hiicre ile kiiltiir

1



yontemi (Markus,2017). Hiicrelerin in-vitro ortamda cogaltilip kullanilabilmesi i¢in
alternatif besi ve destek ortamlar1 olugturma yaklasimi kok hiicre ve hiicresel tedavilerin
Klinik uygulamalarindaki artisa paralel olarak artmaktadir. Bu amagla trombosit lizatlar
Ozellikle mezenkimal kok hiicre cogaltilmasinda etkin bir bi¢imde kullanilmaktadir

(Matthew,2012).

Trombositler temel olarak kanamanin durdurulmasi ve pihtt olusmasinda 6nemli
gorevler iistlenirken son yillarda biyoteknolojik yontemlerin gelismesi ile birlikte ticari
olarak farkli tibbi uygulamalarda siklikla kullanilmaya baslanmistir. Ortopedik,
Oftalmolojik, Dermatolojik, Estetik ve kozmetik alanda barindirdiklar1 biiylime
faktorlerinin iyilestirici-yenileyici 6zelliginden dolay1 genis kullanim alani1 bulmaktadir
(Jeremy,2014). Trombositlerin alfa graniillerinde bulunan PDGF, VEGF, SDF-1, IL-8
gibi 6nemli biyolojik etkileri olan faktdrlerin ayni zamanda tiimoér mikrogevresinde
bulunan ve tiimor hiicreleri tarafindan salgilanan faktorlerden olmasi dikkatimizi ¢eken
bir gozlemdir (Pilar,2013). Bu gozlemimizi destekler nitelikte yakin zamanda
yaymlanan bir ¢aligmada Ozellikle PDGF’ nin tiimér mikro c¢evresinde bulunmasi
DOH’lerin NKp44 reseptorii aracihigr ile aktivasyonunu arttirrp tiimor biiyiimesini

engelledigini ortaya koymustur (Barrow,2007).

Kordon kanindan elde edilen trombositler periferik kan trombositleri ile kiyaslandiginda
uyaranlara daha diigik yanit (hyporesponsiveness) verme egiliminde oldugu
tanimlanmistir (Sola-Visner,2012). Bu ozelligi de kordon kani kaynakli trombosit

lizatlarin allogeneik kullanimda tercih edilebilecegini diistindiirmektedir.

Calismanin Hipotezi (H1) : Kordon kanindan elde edilen trombosit lizatlar1 dogal
oldiirticti hiicrelerin in-vitro ortamda ¢ogaltilmasinda hiicre ¢ogalmasini arttirict yonde
etki eder. Hipotezi test edebilmek i¢in goniillii gebelerden kordon kani toplanacak, MNH
izolasyonu ve dogal dldiiriicii hiicre se¢ilimi yapilacaktir. Trombosit lizat olusumu igin
oncelikle trobositten zengin plazma elde edilecek daha sonrada lizat hazirlanacaktir.
Hiicre kiiltiirii ortaminda dogal dldiirticii hiicreler IL-2 ve trombosit lizat varliginda
uyarilacaktir. Hiicrelerin belirlenmesi, sayimi ve uyarim sonrasi gruplar arasindaki
farklar flow sitometrik yontem ve otomatik hiicre sayimi ile degerlendirilecektir. Lizat

etkinligini test etmek icin ELIZA yontemi ile PDGF seviyeleri incelenecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Dogal Oldiiriicii Hiicreler

Dogal 6ldiiriicii (DOH) hiicreler baslangigta sadece kemik iliginde gelistigi diisiiniilen
Ozellesmis bir hiicre grubudur. Son kanitlar bademcikler, dalak ve lenf nodlar1 da dahil
olmak iizere sekonder lenfoid dokularda da gelisebilecegini ve olgunlasabilecegini
diisiindiirmektedir (Scovilleve ark,2017). DOH’ lerin hiicresel progenitdrleri ve ara
popiilasyonlarinin immiinobiyolojisi, koken spesifik ylizey markerlariin diferansiyel
ekspresyonu ile tanimlanir (Sun ve ark;2011). T-box transkripsiyon faktorleri T-bet ve
eomesodermin gibi kritik transkripsiyon faktérlerinin ekspresyonu DOH’ lere 6zgii
nitelikleri kontrol eder (Simonetta ve ark,2016). DOH’ler, insanlarda dolasimdaki
lenfositlerin % 5-20'sini olusturur (Langers ve ark,2012).DOH’ler 6zgiin fonksiyonlar
ve yiizey antijenlerinin ekspresyonu ile ayirt edilirler. DOH’lerde, T hiicrelerinin
klonotipik T hiicre reseptdrii (TCR) ve bununla iligkili sinyal transdiiksiyon adaptorii
CD3g yoktur. Insanlarda DOH’lerin alt kiimeleri aktive edici Fc reseptériinii, CD16'y1 ve
cogu CD56'y1 eksprese eder.(Lanier ve ark,1986,Lanier ve ark,1989). DOH’ler dogustan
gelen lenfoid hiicreler (innate lenfoid hiicreler) olarak bilinen bir grup lenfosite
benzemektedir (Spits ve ark;2013). Innate lenfoid hiicreler ii¢ farkli gruba ayrilir ve hem
insanlarda hem de farelerde bulunur (Zhang ve Huang,2017). DOH’ler grup 1 Innate
lenfoid hiicreler ile iligkilidir (Kondo,1997). Her ikisi de uyarim sonucu interferon-gama
(IFN-y) ve tiimdr nekroz faktorii (TNF) -a iiretir. Bununla birlikte, grup 1 Innate lenfoid
hiicrelerin aksine, DOH’ler CD8 + sitotoksik T lenfositlerininkine benzeyen sitolitik
fonksiyonlara da sahiptir (Zhang ve Huang,2017).Farelerde DOH’ler 6zellesmis kemik
iligi niglerinde gelisir. DOH hiicre dnciileri (Pre-NKP'ler) olarak tanimlanan bu erken
progenitoriin bir alt kiimesi, IL-2 reseptor  zincirini (CD122) NKP haline getirmektedir
(Male ve ark,2014)

2.2. Dogal Oldiiriicii Hiicre Efektor Fonksiyonlar:

DOH’ler, iki kritik efektdr isleviyle immiinomodiilator etki gosterir. Tk olarak DOH’ler

,malign bir doniisim gecirmis, bir viriis veya baska bir hiicre i¢i patojen ile enfekte

olmus hiicreleri dogrudan lizize ugratabilen sitotoksik lenfositlerdir (Zhang ve

Huang,2017). DOH’lerin sitolitik islevi, degraniilasyon ve &liim reseptdrii ligasyonu
3



dahil olmak ftizere ¢esitli islemlerle baslayabilir. Bu fonksiyon hastalikli ve islevsiz
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in kritik 6neme sahiptir. (Stabile ve ark,2017; Smyth ve
ark,2005). DOH’ler, aktivasyon reseptdr stimiilasyonuna ve ayrica inflamatuar sitokin
kaynakli aktivasyon sinyaline yanit olarak c¢esitli inflamatuar sitokinler {iretebilir
(Fauriat ve ark,2010; Freeman ve ark,2015). DOH efektor fonksiyonlari, bagisiklik
yamtin temel bilesenleridir ve DOH’ler koruyucu bagisikliga aracilik ettigi primer
mekanizmalardir. DOH  sitotoksisitesini ~ diizenleyen molekiiler ~mekanizmalar
tanimlanmistir ve ii¢ ana islem basamagi tanimlanir: 1) hedef hiicre tanima, 2) hedef
hiicre kontagi ve immiinolojik sinaps olusumu 3) DOH kaynakli hedef hiicre 6liimii.
Hedef hiicrelerin DOH’ler tarafindan nasil tanindigi ve hastalikli hiicreleri imha
mekanizmalar tanimlanmistir. Hedef hiicre bir kez tamindiginda, DOH’ler iki temel
mekanizma yoluyla hedef hiicre ile etkilesime girer (Krzewsk ve Strominger,2008).
Birinci mekanizma, hedef hiicrenin apoptotik sinyalini baglatan hedef hiicrenin
yiizeyinde bulunan Oliim reseptorlerinin  aktivasyonunu igerir (Khosravi ve
Esposti,2004). Bu reseptorlerden Fas95 ve CD95Ldir. NK hiicreleri iizerinde mevcut
olan TRAIL, reseptoriidiir. DOH aracili sitotoksisitenin birincil mekanizmasi, litik

molekiillerin hedef hiicreye yonlendirilmis salimini igerir (Bhat ve Watzl,2007).

2.3. Cesitli Hastalik Kosullarinda Dogal Oldiiriicii Hiicrelerin Tedavideki
Uygulamalari
Bugiine kadar, memeli hiicrelerindeki DOH’lerin ¢esitli fonksiyonlar1 tam olarak

anlasilamamistir. Bununla birlikte, DOH eksikligi ile karakterize nadir hastaliklara sahip
hastalardan toplanan veriler, insan sagligima olan etkilerine 151k tutmustur
(Orange,2013). Genetik olarak modifiye edilmis fare modellerini kullanan ¢alismalar,
proinflamatuar ve immiinsiipresif fonksiyonlar1 ile ilgili 6nemli veriler iretmistir
(Zamora ve ark,2015). DOH’ler, inflamatuar uyaranlari iiretir, bunlara yanit verir ve en
cok anti viral bagigiklik ve timoér immiino-gozetimindeki rolleriyle bilinir;bununla
birlikte DOH’ler, patolojik inflamasyonun itici giigleri olarak ¢esitli otoimmiin
bozukluklarda da rol oynamaktadir (Poggi ve Zocchi,2014). Ortaya ¢ikan kanitlar ayrica
DOH’lerin doku onarimi gibi anti-inflamatuar programlar1 diizenleyebildigini
gostermektedir (Jewett ve ark,2013; Kumar ve ark,2013). DOH’lerin adaptif immiin

yanitin bir parcast olarak hareket edip etmedikleri net degildir, ancak birinci basamak



yanit vermeleri ve temel inflamatuar aracilar olarak katkilar1 saglam bir sekilde
kurulmustur. Dogal Oldiiriicii hiicreler viicudumuzdaki tiimér hiicrelerine saldirmada
onemli bir rol oynar ve kanser tedavisi i¢in umut verici bir arag¢ olarak kabul edilir. Son
yirmi yildaki tedavi yaklasimlarinda, endojen DOH’leri aktive etmek veya IL-2 ile
aktive edilen DOH’leri kullanmak iizere IL-2 uygulamasim icermektedir (Keilholz ve
ark,1994). Bobrek hiicreli karsinom, malign glioma ve metastatik meme kanseri
tedavisinde otolog DOH tedavisi denenmistir. Otolog denemelerde ortaya g¢ikan
istenmeyen durumlardan sonra, calismalarda allojenik DOH’lerin  tedavide
kullanilmasina yol agmistir. Bir ¢calismada Rugber ve arkadaslar1 akut miyeloid l6semili
(AML) hastalara verilen alloreaktif DOH’lerin niiksii ve greft reddini ortadan
kaldirabilecegini ayrica GVHD’ye kars1 koruyabildigini gostermistir (Ruggeri ve
ark,2002). Daha sonra, allojenik DOH’ler haploidentik donérlerden hiicre transferinin
de bobrek hiicreli karsinom, metastatik melanom, refrakter Hodgkin hastaligi ve
refrakter AML tedavisi i¢in uygulanmistir. Ayrica ndroblastom, bdbrek, kolon, gastrik
ve yumurtalik kanserleri gibi gesitli solid tiimérlerde de uygulanmistir (Castriconi ve
ark,2004; Carlsten ve ark,2007). DOH transferinin giivenli ve etkili oldugu ortaya
konuldu. Son zamanlarda tekrarlayan metastatik meme ve yumurtalik kanseri olan
hastalarda da benzer ¢aligmalar yapilmistir (Geller ve ark,2011). Allojenik DOH’ler
saglikli donorlerden iiretilebilme avantajina sahiptir ve daha sitotoksik aktiviteye
sahiptir. Ayrica DOH’ler, T hiicrelerinin aksine GVHD'yi indiiklemez. DOH tedavisi
boylece astim, multipl skleroz, diyabet, artrit gibi hastaliklar i¢in de arastirilmaktadir
(Brauner ve ark,2010). DOH’lerin HIV enfeksiyonunun kontroliindeki etkinligi, in vitro
ve in vivo deneylerde gosterilmistir (Alter ve ark,2007). Terapotik uygulama amaciyla,
allojenik DOH’ler gobek kordon kanindan, yetiskin donér aferez iiriinlerinden hatta NK-
92 gibi DOH dizilerinden elde edilebilir. Son zamanlarda, ¢alismalar, insan embriyonik
kok hiicresinden (hESC) ve uyarilmis pluripotent kok hiicresinden (iPSC) fonksiyonel
DOH’lerin in vitro olarak iiretilebildigini gdstermistir (Woll ve ark,2005; Ni ve
ark,2011) hESC ve iPSC'den tiiretilmis DOH’ler giiclii anti-tiimor , anti -HIV aktivitesi
gostermistir ve fenotipik olarak periferik kan kaynakli olanlara benzerdir. Ayrica, daha
yiiksek KIR ekspresyon seviyelerine sahip olduklar1 i¢in kordon kanindan tiiretilen

DOH’ler daha iistiin kabul edilirler. DOH’ler, énceden duyarlilastirma olmadan kansere



ve viriis ile enfekte hiicrelere karst hizli sitotoksisite, dolayisiyla "dogal" oldiirme

yetenegine sahip dogustan gelen immiin efektorlerdir (Phillips ve ark,1992).



2.4. Kordon Kam

Kordon kani, 6nemli bir hematopoietik kok hiicre kaynagidir. 1988 yilindan giiniimiize
kadar 35.000 iiniteden fazla kordon kani kemik iligi nakli amaci ile kullanilmistir
(Mayani ve ark,2020). Hematopoetik kok hiicre naklinden sonra engrafman siiresi ile
kordon kani CD34+ hiicre sayisi ve CFU sayis1 arasinda iligki rapor edilmistir.
Greftlerdeki  diisiik megakaryosit progenitorlerinin  (CFU-MK) kordon kani
transplantasyonundan sonra gecikmis trombosit engrafmani i¢in bir acgiklama olarak
Onerilmistir. Aktif arastirmalara ragmen, gecikmis trombosit engrafmani kordon kani
transplantasyonu da dahil olmak iizere hematopoietik kok hiicre transplantasyonundan
sonra bir sorun olmaya devam etmektedir. Giiniimiizde TNC (ve bir dereceye kadar
CD34 + hiicre konsantrasyonu) kordon kani bankaciligr i¢in birimleri se¢gmek iizere
kordon kan1 hematopoietik potansiyelinin belirleyicileri olarak kullanilmaktadir (Moroff
ve ark,2006). Miadinda dogan bebeklerde normal yetiskinlerde trombosit
konsantrasyonu ve ortalama trombosit hacmi (MPV) tespit edilir CFU-MK sayilar1 tam
déonem ve erken dogan bebeklerin kordon kaninda eriskin periferik kandan daha
yiiksektir. Ayrica, tam donem bebeklerde yiiksek kordon kani trombopoietin
konsantrasyonlari bildirilmistir (Patrick ve ark,1987; Olson ve ark,1992).

2.5. Trombosit Lizat
Kan, diger kaynaklardan elde edilemeyen hem hiicresel hem de protein {iriinlerini igeren

onemli bir terapotik {rlin kaynagidir. Kan bilesenleri, kan bankalar1 tarafindan
hazirlanan tek donérlii veya kii¢lik havuzlu iriinlerdir. Bunlar arasinda kirmizi kan
hiicresi konsantreleri, trombosit konsantreleri ve transflizyon ic¢in plazma ve
kriyopresipitat bulunur. Plazma tiirevleri, plazma fraksiyonlamas: ile biiyiik plazma
havuzlarindan iiretilen tibbi {riinlerdir. Cogu kan iirlinii intravenoz, intramuskuler veya
subkutan kullanim i¢indir. Kandan tiiretilen biyomalzemeler, topikal kullanim igin
olduklari, plazma ve hiicre kaynakli aktif bilesenleri birlestirebildikleri i¢in benzersiz bir
kan tirtinii grubunu temsil eder. Fibrin yapistiricisi , doku hemostazi ve sizdirmazlik igin
gelistirilmis protein bazli bir iirlindiir. Trombosit bazli malzemeler plazma proteinlerini
ve trombositleri birlestirir, yara iyilesmesi ve doku onarmmini arttirmak i¢in kullanilir.

Son otuz yilda, rejeneratif tipta yeni klinik endikasyon spektrumlarina sahip yeni



preparatlar ortaya ciktikca, kan biyomalzemelerinin uretimi ve klinik kullaniminda
biiyiik gelismeler olmustur (Burnouf ve ark,2016).

Trombositler doku onarimi, vaskuler remodeling ve organ rejenerasyonu icin ¢ok
onemlidir. Aktif trombositler, hiicrelerin toplanmasini, biliylimesini ve morfogenezini
destekleyen biyolojik olarak aktif molekiilleri serbest birakir veya yiizeyinde agiga
¢ikarir. Trombosit icinde ¢ogunlukla a-granullerde bulunan biiyiime faktorleri, doku
rejenerasyonunu diizenleyen anahtar faktorlerdir. Trombosit kaynakli biiyiime faktori
(PDGF), distilfiir baglar1 ile baglanmis bir grup homo- (PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-
CC) ve PDGFDD) ve heterodimerik (PDGF-AB) polipeptit dimerlerinden olusur
(Golebiewska ve Poole ,2015; Nurden ve ark,2008). Trombosit a-graniillerinde ¢ok
miktarlarda bulunur. PDGF sert ve yumusak dokularin yara iyilesmesi ve merkezi sinir
sistemi (CNS) gelisimi icin Onemlidir ayrica  osteoblastlar ve farklilasmamis
osteoprogenitor hiicreler, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve gliyal hiicreler i¢in 6nemli
bir mitojendir (Sekido ve ark,1987). PDGF, yara bolgesine nétrofiller ve makrofajlarin
kemotaksisini uyarir ve doku re- epitelyalizasyonuna ve bazi dokularda anjiyogeneze
katilir (Nurden ve ark,2008). Trombositlerin mekanik olarak invitro ortamda
parcalanmasi ile graniil igerikleri agiga ¢ikarilabilir. Trombosit lizat dongiisel dondurma
ve ¢ozme isleminin ardindan graniil iceriginin hiicre kiiltiirii ve doku miihendisligi

alaninda besi ortamina destek olarak kullanilmaktadir (Burnouf ve ark,2016).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Calismaya, Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
dali Dali ameliyathane/dogumhanede dogumlar1 gergeklestirilen ve ¢alismaya katilmay1
kabul eden 10 saglikli gebe dahil edildi. Calismada gebelere yonelik kontrol grubu
yoktur. Helsinki Bildirgesi Kurallar1 geregi bu c¢alisma, Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na sunulmus ve gerekli izinler alindi (Karar
no: 315/02.05.2018 ). Calismaya katilmay1 kabul eden bireylere aydinlatilmis onam
formu okunarak bireylerin ¢alismaya katilmayi kabul ettiklerine dair imzalar1 alindi.
Toplam 10 saglikli vajinal / sezeryan dogum gergeklestikten sonra tibbi atik olan kordon
dokusunun anne tarafinda kalan kismi alt bolgesinden  klemplenip, batikon ile
dezenfeksiyon isleminden sonra 45 derecelik a¢1 ile umblikal vene girildi. Alim
esnasinda akim kontrol edilip kan akimi yavaglayana kadar islem devam ettirildi. Akim
kesilince igne venden c¢ikarilip, ¢ikis noktasinin {ist kismindan tekrar klemplendi. Bu
yontemle toplamda 10 torba kordon kanmi alindi ve alinan kan hiicre izolasyonu i¢in
laboratuara ulastirildi.  Almman Ornekler kayit altina alindiktan sonra transfer
dezenfeksiyonu (torba disindan) yapilarak GMP laboratuvarina alindi. Hacim azaltma ve

mononiikleer hiicre ayristirma islemi gergeklestirildi.

3.2. Mononiikleer Hiicre (MNH) izolasyonu ve DOH Pozitif Secilimi

15ml lik konik tiip i¢inde 3 ml histopaque 1077 iizerine yavasca 6 ml kordon kani
eklendi

Daha sonra 1150 rpm’de 25 dakika santrifiij edilip dansite gradiyentiyle mononiikleer
hiicreler ayristirildi.

Elde edilen mononiikleer hiicreler 3 kez Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi ( PBS) ile
yikandi.

Hiicre peleti 1,1 ml medium iginde resiispanse edildi.

0,1 ml lik kism1 Flow sitometride 7-AAD ile canlilik analizi i¢in kullanildi.

1 ml lik kism1 sonraki deneylerde kullanildi.

Ilgili deneyler igin kullamlmak iizere Dogal Oldiiriicii izolasyonu kit ile yapilmustir.

(pluriSpin® Human NK Cell Enrichment Kit)



3.3. Hiicre Sayim
Hiicre sayimi Coulter (Coulter Electronics Ltd. England) marka otomatik tam kan
sayimi cihazi kullamlarak gergeklestirildi. Es zamanli olarak DOH hiicrelerinin mikro

litredeki miktar1 flow sitometri ile teyit edildi.

3.4. Trombosit Lizat Hazirlanmasi

1. MNH izolasyonu yapildiktan sonra iki farkli santrifiij isleminden sonra

e Birinci santrifiij isleminde 560rpm de 6 dk

e Ikinci santrifiij isleminde 1200rpm de 12 dak.

Trombositten zengin plazma (PRP) elde edilir.

2. Elde edilen PRP daha sonra 50 ml steril tiipe alinir, 2500rpm de 5 dak  santrifiij
edilir. Siipernatant atilir pelet 1 ml hacim icinde resiispanse edilir ve 1,8ml
dondurma tiiplerine alinir.

3. Daha sonra pelet -80 °C de dondurulup (24 saat) daha sonra hizla ¢éziiliir.

Bu islem 3 defa tekrarlanir. Trombosit lizat sonraki uygulamalarda kullanilmak igin -80

OC de saklanir.

3.5. Hazirlanan Trombosit Lizatlarin Mikrobiyolojik Yonden Taranmasi
Hazirlanan lizatlar hiicre kiiltiiri uygulamalarinda kullanilmadan 6nce Triptik soy agar
(TSA) besiyerine ekildi. 48 saat 37 °C de inkiibe edildi. Herhangi bir koloni olmadig:
tespit edildi.

3.6. Hazirlanan Trombosit Lizatlarda Trombosit Kaynakh Bilyiime
Faktori(PDGF) Tayini

1. Her kuyucuga 100 pL standart veya numune eklendi. 37 © C'de 90 dakika inkiibe

edildi.

2. Supernatanat uzaklastirildi. 100 pLL Biyotin igaretli antikor eklendi. 37 © C'de 1 saat

inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonras1 Aspirasyon yapildi ve 3 kez yikama iselemi yapildi.

4. 100 uL. HRP Konjugati eklendi. 37 © C'de 30 dakika inkiibe edildi.

5. Aspirasyon yapildi ve 3 kez yikama islemi yapildi.

6. 90 uL Substrat Reaktifi eklendi. 37 © C'de 15 dakika inkiibe edildi.
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7. 50 uLL Durdurma Soliisyonu eklendi. Hemen 450 nm'de okutuldu.

8. Standart grafigi hazirlandi ve 6rnek igerikleri hesaplandi.

3.7. Hiicrelerin Monoklonal Antikorlarla isaretlenmesi

Flow sitometri tiiplerine alinan hiicreler 10 pul anti- CD3 FITC, 10 ul anti-CD56 PE, 10
ul anti-CD16 APC monoklonal antikorlar1 (moAb) ile 20 dk 25° C de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi 2 defa 400 g de 5 dk santrifuj edilerek PBS ile yikandi. Ayni
islemler antikorlarin izotiplerinin bulundugu ikinci bir tiipe de uygulandi. Canlilik
Olctimii i¢in 10 pl 7-AAD flurokromu kullanildi. Hazirlanan tiiplerdeki antikor renk ve

miktarlar1 tablo halinde asagida belirtilmistir (Tablo 3.1).

Tablo.3.1. Tiiplere konulan moAb renk ve miktarlar

1.tlip 2.tlp 3.tlip

anti-lgG1-FITC 10 ul | anti-CD3-FITC 10 ul 7-AAD 10 ul

anti-lgG2-PE 10 ul | anti-CD56-PE 10 pl

anti-lgG1-APC 10 ul | anti-CD16-APC 10 pl

3.8. Flow Sitometrik Analiz

Analizler BD (Accuri  C6) Flow sitometri cihazi kullanilarak kullanilarak
gergeklestirildi. Parcalanmis hiicre artiklar1 ve elektronik kirlilik 6n saginim ( forward
scatter) iizerinden ayarlama yapilarak uzaklastirildi. Oncelikle hiicreler biiyiikliik ve
graniileritelerine gore hiicrelerin dagilimlarim gosteren 6n (forward) ve yan 90° lik yan
(side) saginim histogrami ile lenfositler kapilanarak bu bolge lizerinden analizler
gerceklestirildi. Ilgili monoklonal antikorun ekspresyonunu saptamak igin analiz
bolgesindeki partikiillerden, negatif izotipik kontroliin florosanindan daha yogun

florosan gosteren bolgeler belirlendi.

3.9. Hiicre Kiiltiirii

Hiicreler 37°C de 5% CO2 °‘li ortamda, %10 fetal dana serumu ve %1
penisilin/streptomisin iceren RPMI besi yerinde uyarilma ve kiiltiir islemi yapildi. Bazal
medyum disindaki uyarma islemlerinde IL-2 ve %10 Trombosit lizat kullanildi. Uyarim
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islemi 72 saat boyunca yapildi. Hiicre kiiltiirinde Nunc ve Greiner marka plastik
malzemeler kullanilmistir. Besi yeri (Gibco -292553), serum(Gibco-41A0525K) ve
antibiyotikler (Gibco-1219997) Gibco’dan alinmustir.

3.10. Istatistik

Degiskenler ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir. Gruplar arasindaki
farklarin istatistiksel anlamliligi icin Mann-Whitney U Testi ve Fredman Testi
yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli fark
tespit edilen degiskenler i¢in p<0.05 kabul edilmistir. Analizler SPSS programinda

yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1.Calisma Gruplan
Bu caligmada kullanilan kan oOrnekleri; calismaya katilmayi kabul eden, 10 saglikli
gebenin dogum sonrasi tibbi atik olan kordon kanlarindan alindi. 1 kan 6rnegi harig

diger drnekler sezeryan dogum sonrasi tibbi atiktan alindu.

Tablo 4.1. Caligmaya katilan goniilliilerin 6zellikleri.

Ad DOGUM | DOGUM AGIRLIK (GRAM)
NO S.AD | YAS| SEKILI SAYISI HAFTA JCINSIYET
1 E. .G 31 S/C 2 38+ 3400/ERKEK
2 EAD | 36 S/C 1 37+ 2985/ERKEK
3 A A 27 Dogal 2 40 2760/KIZ
4 T.C 32 S/C 3 38+ 3290/ERKEK
5 Y. M. 27 S/C 2 37+ 3270/K1Z
6 E.N. 37 S/C 2 38 3046/KIZ
7 AP 31 S/C 1 36 2500/ ERKEK
8 S.B. 34 5/C 2 38 3930/K1Z
9 C.A. 30 S/C 1 40+ 4180 K1Z
10 S.S. 29 S/C 1 39+ 2865/K17Z
4.2. Trombosit Lizat Hazirlamada  Kullamlan Kordon Kam  Kaynakh

Trombositlerin Canhlik, Aktivasyon ve Iimmiinfenotipik Ozellikleri
Kordon kanindan elde edilen trombositler mililitrede 108 hiicre olacak sekilde izole

edildikten sonra canlilik orani ve aktivasyon durumu degerlendirildi. Es zamanl olarak
trombosit belirteclerini tasiyip tasimadigl kontrol edildi. Canlilik oranm1 % 95 ve lizeri
olanlar ve aktivasyon belirteci diisiik ifade edilen trombositler lizat hazirlamada

kullanild1 (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Trombosit lizat hazirlamada kullanilan kordon kani kaynakli trombositlerin canlilik,
aktivasyon ve immiinfenotipik Ozellikleri flow sitometrik histogramlar. a) izole edilen
trombositlerin SSC/FSC histogram: b) Canlilik Analizi 7AAD ifadesi c¢) CD41
trombosit belirteci d) CD62p trombosit aktivasyon belirteci.

43. Trombosit Lizat Hazirlamada Kullamilan Kordon Kam Kaynakh
Trombositlerin Biyolojik Aktivitelerinin (Sterilite) Kontrolii
Izole edilen trombositler lizat hazirlandiktan sonra mikrobiyolojik kontaminasyon

acisindan TSA besiyerine ekim yapilarak kontrol edildi. Lizatlar GMP kosullarinda
hazirlandi. Herhangi bir bakteriyolojik bulas tespit edilmedi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Kordon kan1 kaynakli trombosit lizat hazirlama kosullart ve mikrobiyolojik tarama
sonuglar1.A) Aseptik GMP kosullar ve kiyafetleri B) ve C) TSA besiyerine
mikrobiyolojik ekim ve inkiibasyon sonrast petri goriintiileri. Herhangi bir iireme tespit
edilmedi.

4.3. Kordon Kani Kaynaklh Hazirlanan Trombosit Lizatlardan Trombosit
Kékenli Biiyiime Faktorii (PDGF) Ol¢iimii
Hazirlanan trombosit lizatlardan Eliza yontemi ile PDGF miktar tespit edildi. Lizatlar

dondr kaynakli degiskenligi dislamak i¢in hazirlandiktan sonra havuz yapilarak
donduruldu ve kullanim anma kadar -80 °C de muhafaza edildi. PDGF 6l¢iimii lizat

etkinligini degerlendirmek i¢in sahit parametre olarak kullanildi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Kordon kani kaynakli trombositlerden hazirlanan trombosit lizatlardaki PDGF
miktar1 ve PDGF ELISA standart grafigi. Havuzlanarak hazirlanan lizatlar 3 tekrar
6l¢timii ve ortalamasi. Diliisyon orani1:10

PDGF STANDART GRAFIK

¥=0,0014x+ 01552

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250
pe/mL
Diliisyon Orani _ PDGF Miktan
1:10 2.2 14,6 ng/mL

4.4, Kordon Kaminda Bulunan Dogal Oldiiriicii Hiicrelerin Immiinfenotipik
Ozellikleri.
Calismaya dahil edilen kordon kanlarindan baslangic asamasinda herhangi bir hiicre

izolasyon islemi yapilmadan (tam kan halinde iken) dogal oldiiriicii hiicrelerin

immiinfenotipik 6zellikleri flow sitometrik olarak analiz edildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Kordon kani1 kaynakli dogal oldiiriicii hiicrelerin immiinfenotipik 6zellikleri flow sitometri
histogramlari. a) SSC/FSC histogramu lenfosit kapilama b) CD3- /CD3+ hiicre ayrimi

CD16+CD56+ hiicrelerin segilmesi

4.5.

Kordon

Kanindan

Mononiikleer
CD16+/CD56+ Hiicre Seleksiyonu Yapildiktan Sonra Dogal

Hiicrelerin Immiinfenotipik Ozellikleri.

Dogal oldiiriicii hiicreler kordon kani kaynakli trombosit lizat ile uyarilmadan 6nce iki
basamakta izolasyon islemi gerceklestirildi. Birinci basamakta ficoll ile MNH
izolasyonu yapildi daha sonra ise CD16+/CD56+ pozitif seleksiyon kiti ile konsantre
dogal oldiirticii hiicre silispansiyonlar1 hazirlandi. Uyarim 6ncesi her iki islemin de

etkinliginin degerlendirilmesi i¢in flow sitometrik olarak immiinfenotipik 6zellikleri

degerlendirildi (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).

Hiicre

d) CD16+CD56+ hiicreleri geri kapilama (back gate)
e) - f) CD16 ve CD56 ifadelerinin histogram goriintiileri.

(MNH)
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'
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Sekil 4. 4. Kordon kanindan MNH izolasyonu sonrasit dogal 6ldiiriicii hiicre oranlari. a) CD3-/CD3+

ayrimi b) CD16+CD56+hiicre orani
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Sekil 4. 5. CD16+/CD56+ Hiicre seleksiyonu sonrast dogal 6ldiiriicii hiicre immiinfenotipik
ozellikleri. a) CD3-/CD3+ ayrimi b) CD16+CD56+hiicre orani

4.6. Kordon Kanindan Mononiikleer Hiicre (MNH) izolasyonu Sonrasi

in-Vitro Uyarim.
MNH izolasyonu sonrast hiicreler bazal medium (RPMI), trombosit lizat (%10),

interlokin-2 (500 1U/mL) (IL-2) ve trombosit lizat+IL-2 ile birlikte 72 saat siire ile
uyarildi. Uyarim sonrasi flow sitometrik olarak CD3- CD16+CD56+ hiicrelerin MNH
icindeki oransal degisiklik tespit edildi. Uyarim olmayan grupta baslangi¢ anindaki (TO)
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degerin altinda bir dogal Oldiiriicii hiicre orami tespit edildi. Bu sonuca ek olarak
ortalamalar karsilastirildiginda, IL2+TL grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak
anlaml bir artis tespit edildi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4. 6. Baslangi¢ aninda (T0) ve uyarim sonrasi dogal 61diiriicii hiicre oranlar1. (RPMI:Bazal
medium, TL: Trombosit Lizat (%10), IL-2(500 IU/mL .): interlokin-2)
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Sekil 4. 7. Baglangic aninda (T0O) ve uyarim sonrast dogal dldiiriicii hiicre oranlari (ortalama).
(RPMI:Bazal medium, TL: Trombosit Lizat(%10), IL-2(5001U/mL):
interlokin-2) * p<0,05

4.7. CD16+/CD56+ Hiicre Seleksiyonu Yapildiktan Sonra Dogal Oldiiriicii
Hiicrelerin uyarimi ve Oransal hiicre artisi.
Seleksiyon yapildiktan sonra baslangigta hiicre sayis1 her grup icin 10° olacak sekilde

ayarland1 ve in-vitro uyarim gerceklestirildi. 72 saatlik uyarim sonrasi hiicreler kiiltiir
ortamindan alind1 ve hiicre sayimi gergeklestirildi. Bazal medium ile karsilastirildiginda
tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli artis tespit edildi. Trombosit lizat ve IL-2’nin
birlikte uygulandigi grup en yiiksek hiicre artisinin oldugu grup olarak bulundu (Sekil
4.8.).
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5. TARTISMA

Hematopoez kan yapici kok hiicre grubundan tiim olgun kan hiicrelerinin olusturulup
periferik kana serbest birakilmasi olarak tanimlanan ve siki bir bigimde kontrol edilen
fizyolojik bir siiregtir. Bu siire¢ normal sartlarda disaridan gelen uyarilar ve hiicre igi
faktorlerin koordineli bigimde ¢alismasi ile fizyolojik sinirlar iginde yasam boyunca kan
dokusunun devamini saglar (Kosan ve Godmann,2016). Olgun kan hiicreleri dolasim
kaninda belirli siirlar i¢inde bulunur. Bu hiicrelerden trombositler milimetrekiip de 150
bin ile 450 bin arasinda bir aralikta bulunmasi fizyolojik olarak normal kabul edilir.
Trombositler temel olarak kanin pihtilasmasinda onemli gorevler istlenirken son
zamanlarda biyoteknolojik yontemlerin gelismesi ile birlikte ticari olarak farkli saglik
uygulamalarinda siklikla ~ kullanilmaya baslanmistir.  Ortopedik, oftalmolojik,
dermatolojik, estetik ve kozmetik alanda, barindirdiklar: biiyiime faktorlerinin iyilestirici
ve yenileyici Ozelliginden dolayr genis kullanim alani bulmaktadir (Magalon ve
ark,2014).

Trombositler kaynagi insan olan kisa raf Omriine sahip biyolojik ila¢ olarak
nitelendirilebilinir, bunun yaninda farkli formlarda saklamak, transfer etmek ya da
kullanim dozu belirlemek igin ¢ok sayida ¢alisma yapilmustir. Ornek sayilarindaki
farkliliklar, sitokin ve biliylime faktorii etkileri, mikrocevre kullanilan laboratuvar
yontemleri gibi temel noktalar transfiizyon disindaki klinik kullanimlarda heniiz bir
standartizasyonun olugmasina izin vermemektedir(Cohn ve Lockhart,2015; Busilacchi
ve ark,2013). Dogumdan sonra erigkin donemde sadece kemik iliginde yapilip dolasim
kanina verilen trombositler, gebelik siirecinde anne ve bebek arasindaki dolasimda
gorevli kordon dokusunda da bulunmaktadir. Kordon kanindan elde edilen trombositler
eriskinlerle kiyaslandiginda uyaranlara daha diisiik yanit verme egiliminde oldugu tespit
edilmistir (Sola-Visner,2012). Bu o6zellik laboratuvar destekli klinik uygulamalarda
genis kullanim alani saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Transfiizyon disinda kullanim
i¢in trombositlerin elde edilme yontemleri incelendiginde plazma i¢inde hazirlanip taze
halde kullanilabilecegi gibi tekrarlayan dondurma ve ¢6zme sikluslar1 sonrasinda lizat

haline getirilip klinik kullanima sunulabilecegi goriilmektedir (Hyojin ve ark,2015).
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Hiicre kiiltiirii ve doku miihendisligi i¢in standart in-vitro besi ortami takviyesi ve
biiyiime faktorlerinin kaynagi fetal sigir serumu (FBS) olmustur. 1995 yilinda Lazarus
ve arkadaslarinin ilk raporundan bu yana (Lazarus ve ark,1995), hiicresel tedavilerde
cogunlukla klinik arastirmalar i¢in hiicreler FBS'de kiiltiire edilmistir (Koc ve ark,2001).
FBS kullanimi durumunda, Sigir antijenlerine karst kseno-immiinizasyon risklerinin
bulunmasi, patojenlerin bulagsma riski, FBS toplama yontemleriyle iligkili etik sorunlar
ve potansiyel bulunabilirlik sinirlar1 uygun insan alternatiflerinin iiretilmesi ¢aligmalarin
yogunlagsmasma sebep olmustur (Selvaggi ve ark,1997). Trombosit kaynakli
preparatlarin in vivo kullaniminin yayilmasima paralel olarak in-vitro hiicre
proliferasyonu i¢in trombosit lizatlarinin kullanimi 1980'lerde baslatilmistir. Trombosit
konsantrasyonlarinin lizizinden sonra elde edilen lizatlar, fibroblastlarin, endotel
hiicrelerinin veya timor hiicre dizilerinin in-vitro kiiltiirii i¢in etkili bir sekilde

kullanilmigtir (Holmovist ,1989; Alden ve ark,2007).

Dogal oldiirticii hiicreler bagisiklik sistemde onemli gorevleri olan biiyiikk graniiler
lenfosit goriiniimiindeki hiicrelerdir. Tiimor ve viriis ile enfekte olmus hiicreleri hedef
alirlar. Trombositlerin alfa graniillerinde bulunan PDGF, VEGF, SDF-1, IL-8 gibi
onemli biyolojik etkileri olan faktorlerin ayn1 zamanda tiimor mikrogevresinde bulunan
ve tiimor hiicreleri tarafindan salgilanan faktérlerden olmasi dikkatimizi ¢eken bir
gozlemdir (Pilar,2013). Bu gozlemimizi destekler nitelikte yakin zamanda yaymlanan
bir ¢alismada 6zellikle PDGF’ nin tiimor mikro ¢evresinde bulunmast Dogal dldiirticii
hiicrelerin NKp44 reseptorii araciligi ile aktivasyonunu arttirip tiimor biiylimesini
engelledigini ortaya koymustur (Barrow,2017). Dogal oldiiriicii hiicrelerin in-vitro
ortamda ¢ogaltilmasinda mevcut sartlarda kullanilan yontemlerden sitokin uyarimi
aracilt yontem uygulama olarak daha pratik olmasina ragmen verimlilik olarak daha
diistiktiir. Yaklasik olarak on ila yiiz kat daha yiliksek verimlilige sahip olmasina karsin
destek/aksesuar hiicre temelli olan yontem uygulama zorlugu agisindan sitokin

yontemine gore daha az tercih edilmektedir.

Allojenik trombosit lizat preparati i¢in trombosit konsantreleri ulusal ve uluslararasi
yasal diizenlemelere gore tiretilir. Dondr kalifikasyonu, kanin test edilmesi ve islenmesi

i¢in bilegenler bir¢ok iilkede trombosit konsantreleri lisansli kan merkezlerinin
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sorumlulugundadir ve iyi imalat uygulamalar1 (GMP) ilkelerine uymak zorundadir

(http://www.who.int, 10 Ocak 2020).

Bu c¢alismada Kordon kanindan elde edilen trombosit lizatlarin dogal Oldiirticii
hiicrelerin in-vitro ortamda cogaltilmasinda hiicre ¢ogalmasinmi arttirict yonde etkisi
degerlendirildi. Calismanin tiim agamalarinda GMP ilkelerine gore olusturulmus altyapi
ve proseslere uygun sekilde deneyler planladi ve gerceklestirdi. Oncelikle goniillii
gebelerden kordon kani toplandi, MNH izolasyonu ve dogal oldiiriicii hiicre segilimi
yapildi. Trombosit lizat olusumu ig¢in oncelikle trobositten zengin plazma elde edildi
daha sonrada lizat hazirlandi. Hiicre kiiltiirii ortaminda dogal 6ldiiriicti hiicreler I1L-2 ve
trombosit lizat varliginda uyarildi. Hiicrelerin belirlenmesi, sayimi1 ve uyarim sonrasi
gruplar arasindaki farklar flow sitometrik yontem ve otomatik hiicre sayimi ile
degerlendirildi. Lizat etkinligini test etmek i¢in ELIZA yontemi ile PDGF seviyeleri
Olctldii.

Calismaya 10 saglikli goniillii gebe dahil edildi (Tablo4.1.) dogumlardan biri dogal
dogum dokuzu sezaryen kesi seklinde gergeklesti. Tiim kordon kanlarindan lizat eldesi
ve hiicre izolasyonlar1 basarili sekilde gergeklestirildi. Lizatlar GMP kosullarinda ve
herhangi bir kontaminasyon goézlenmeden elde edildi, sahit parametre olan PDGF
seviyesi yeterli olarak tespit edildi (Sekil 4.2.-Tablo 4.2.). MNH izolasyonu sonrasi
hiicreler bazal medium (RPMI), trombosit lizat (%10), interlokin-2 (500 1U/mL) (1L-2)
ve trombosit lizat+IL-2 ile birlikte 72 saat siire ile uyarildi. Uyarim sonrast flow
sitometrik olarak CD3- CD16+CD56+ hiicrelerin MNH igindeki oransal degisiklik tespit
edildi. Uyarim olmayan grupta baslangi¢ anindaki (TO) degerin altinda bir dogal
Oldiiriicti hiicre orani tespit edildi. Bu sonuca ek olarak ortalamalar karsilastirildiginda,
IL2+TL grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit edildi
(Sekil 4.7.). Seleksiyon yapildiktan sonra baslangigta hiicre sayisi her grup icin 10°
olacak sekilde ayarlandi ve in-vitro uyarim gergeklestirildi. 72 saatlik uyarim sonrasi
hiicreler kiiltlir ortamindan alind1 ve hiicre sayimi gerceklestirildi. Bazal medium ile
karsilagtirildiginda tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli artis tespit edildi.
Trombosit lizat ve IL-2’nin birlikte uygulandigi grup en yiiksek hiicre artiginin oldugu

grup olarak bulundu (Sekil 4.8.). Bildigimiz kadar1 ile bu ¢alisma kordon kani kaynakl
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trombosit lizatlarin dogal Oldiiriicii hiicreler iizerine etkinligini ortaya koyan ilk
calismadir. Dogal 6ldiiriicii hiicreler genellikle in-vitro olarak uzun siireli inkiibasyonlar
sonunda ¢ogalabilen hiicre grubudur. Uyarim asamasinda birden ¢ok sitokin kullanim
ihtiyact dogmaktadir. Ayrica ek uyaranlara da ihtiya¢ duyulur. Bu ¢alisma ile elde
edilmesi kolay ve ucuz bir preparatla birlikte IL-2 uygulamasinin kisa siirede dogal
oldiirticii hiicreler {izerinde proliferasyonu indiikleyebilecegi ilk kez gosterilmistir.
Bununla birlikte inkiibasyon siiresinin uzatilmasi ve trombosit lizat konsantrasyonlarinin

degiskenliklerinin test edildigi ¢alismalar ile desteklenmesi gerekmektedir.

25



6. SONUC ve ONERILER

1. Mononiikleer hiicreler izole edildikten sonra trombosit lizatlar ile uyarildiginda dogal
Oldiirticii hiicre oran1 artmaktadir. IL-2 ve trombosit lizat birlikte kullanildiginda aditif

etki gozlenir.

2. Kordon kani kaynakli trombosit lizatlar dogal 6ldiiriicii hiicrelerin in-vitro ¢cogalmasinda

pozitif bir etki gosterir.

3. Bu calisma inkiibasyon siiresinin uzatilmasi ve trombosit lizat konsantrasyonlarinin

degiskenliklerinin test edildigi calismalar ile desteklenmelidir.
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