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OZET

Esterifikasyon Reaksiyonuyla anti-CD24 Kaplanmis Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Noroblastoma Hiicrelerine Yonlendirilmesi

Amag: Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) kanser hiicreleri tizerindeki iKi yonli etkisi
yapilan farkli caligmalarla gosterilmistir. MKH’ler bu etkilerini 6zellikle salgiladiklar
sitokinler sayesinde parakrin yolla sergilemektedirler. Kok hiicre basina diisen kanser
hiicresi oraninin bu etkilesimde belirgin bir rol oynadigi ortaya konmustur. Sunulan bu tez
calismasinda MKH’lerin yiizeyine anti-CD24 antikoru baglanarak yapilan modifikasyonla,
MKH’lerinin noroblastoma hiicrelerine yonlendirilmesi, bu yonlendirme siirecinde

MKH’lerin ve néroblastoma hiicrelerinin iki yonlii etkilerinin incelenmesi amaglanmastir.

Yontem: Calismada palmitik asitin esterifikasyon reaksiyonu araciligi ile palmitlenmis 1gG
(PPG)’nin, hiicrelerle karistirilarak hiicre zarmna entegre olmasi saglanmigtir. Hiicreler
{izerindeki toksik etkisi WST-8 testi ile degerlendirilmistir. Ikinci kaplama adiminda, uygun
antikorlar PPG kapli hiicrelere ilave edilmis ve CD24 antikoru PPG’ye baglanmistir.
Wharton Jeli kaynakli mezenkimal kok hiicre (WJ-MKH)’lerin CD24 antikoru ile
kaplanmasi sonrasinda olusturulan anti-CD24+WJ-MKH ile noroblastoma hatt1 hiicreleri
(SH-SY5Y) arasinda direkt ko-kiiltiir yontemi uygulanmistir. Ko-kiiltiirii takiben morfolojik
analizler, WST-8, canli-6lii boyamasi, MDA analizi ve gen ekspresyon profilinin gergek
zamanli PZR ile analizleri gerceklestirilmistir. Bu analizler ile direkt ko-kiiltiirdeki kok
hiicre ve noroblastoma hiicreleri arasindaki etkilesimin canlilik, proliferasyon, ROS (Reaktif
Oksijen Tiirleri) olusumuna katkis1 ve gen ekspresyon profillerine etkisi gibi parametreler

incelenmistir.

Bulgular: Kaplama i¢in PPG’nin %80 canlilig1 koruyan kiiltiirdeki dozu 20 pg/mL olarak
belirlenmistir. Ticari olarak elde edilen anti-CD24 antikoru ve PPG bilesiginin
saflastirmalart FPLC yontemiyle gergeklestirilmistir. Hiicrelerin PPG kaplama verimi IgG-
PE (565 nm) boyanmasiyla belirlenmistir. WI-MKH’leri anti-CD24 ile kaplama yonteminin
hiicreler i¢in toksik olmadigi, hiicrelerin ¢cogalma oranlarina etki etmedigi ve hiicreleri 6liime
gotlirmedigi gozlenmistir. ROS miktarinin anti-CD24+WJ-MKH ile yapilan ko-kiiltiir
gruplarinda daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Deney gruplar ile yapilan gen ekspresyon
analizleri ile kok hiicre belirteci, hiicre gogalmasi, apoptoz ve anti-kanser gibi etkiler
incelenmistir. Bu bulgular arasinda anti-CD24+WJ-MKH bulunan gruplarda IL-1b, Ki-67,



BMP-2 ve IL-6 gibi genlerin ekspresyonlarinda farkli paternler gdzlenmistir.

Sonug: Hiicreleri kaplama i¢in uygun PPG dozu belirlenmistir. WJ-MKH’leri PPG ile
konjuge anti-CD24 antikoru ile kaplama sonrasindaki canlilik, proliferasyon, metabolik
aktiviteleri incelenmistir. Yapilan analizlerin sonucunda, antikor ile kaplama isleminin
hiicreler tizerinde toksik bir etkisi olmadigi, antikor aracili yonlendirme isleminin hiicrelere
zarar vermeden verimli bir sekilde gergeklestirildigi goriilmektedir. Anti-CD24+WJ-MKH
ile noroblastoma hiicrelerinin ko-kiiltiirii yapilan deney gruplarinda kaplama yapilmayan
gruplarla karsilastirildiginda ROS miktarinda artis gozlenmistir. Ko-kiiltiir gruplarinda
gerceklesen gen ekspresyonu profillerindeki degisimler antikor kaplayarak yonlendirme
isleminin hiicrelerde bazi yolaklar1 degistirdigini ve MKH’lerin noroblastoma (SH-SY5Y)
hiicreleri lizerinde normalden daha farkli etkilere sahip olmasini sagladigini géstermektedir.
Gergeklestirdigimiz antikor aracili yonlendirmenin kanser hiicrelerini hedefleyen tedavi

yaklagimlarinda potansiyele sahip oldugu ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Wharton Jeli Mezenkimal kok hiicre, Noroblastoma, SH-SY5Y, CD24,

palmitasyon



ABSTRACT

Directing Mesenchymal Stem Cells Coated with Anti-CD24 Antibody by
Esterification Reaction to Neuroblastoma Cells

Obijective: The bidirectional effect of mesenchymal stem cells (MSCs) on cancer cells has
been demonstrated in various studies. MSCs exhibit these effects through paracrine
signaling, particularly via cytokines they secrete. It has been established that the ratio of
tumor cells per stem cell plays a curicial role in this interaction, complicating the analysis
due to the heterogeneous distribution of cells in culture. This thesis aims to redirect MSCs
to neuroblastoma cells by modifying the surface of MSCs with anti-CD24 antibody and to
investigate the mutual effects of MSCs and neuroblastoma cells during this direction process.

Method: In this study, palmitoylated IgG (PPG) was integrated into the cell membrane
through an esterification reaction with palmitic acid. The toxic effect on cells was evaluated
by WST-8 assay. For coating, appropriate antibodies were added to cells which coated with
PPG, and CD24 antibodies were bound to PPG. Direct co-culture was applied between anti-
CD24+WJ-MSCs (Wharton’s Jelly Mesenchymal Stem Cells) and neuroblastoma cells (SH-
SY5Y) following the coating of WJ-MSCs with CD24 antibodies. Morphological analyses,
WST-8, live-dead staining, MDA analysis, and real-time PCR analysis of gene expression
profiles were performed after co-culture. Parameters such as vitality, proliferation,
contribution to ROS formation, and effects on gene expression profiles between stem cells

and neuroblastoma cells in direct co-culture were examined.

Results: The dosage of PPG that maintained 80% viability in culture was determined to be
20 pg/mL for coating. Commercially obtained purifications of anti-CD24 and PPG (IgG1)
antibodies were performed using FPLC. The coating efficiency of cells with PPG-anti-1gG
was determined by IgG-PE (565 nm) staining. It was observed that the anti-CD24 coating
method on WJ-MSCs did not affect the cells' proliferation rates or lead to cell death. The co-
culture groups with anti-CD24+WJ-MSCs exhibited higher levels of ROS. Gene expression
analyses with experimental groups examined stem cell markers, cell proliferation, and anti-
cancer effects. Among these findings, different patern in IL-1b, Ki-67, BMP-2 and IL-6,

expressions was observed in groups containing anti-CD24+WJ-MSCs.

Vi



Conclusion: An appropriate dosage of PPG for cell coating was determined. The vitality,
proliferation, and metabolic activities of WJ-MSCs coated with PPG-conjugated anti-CD24
antibodies were examined. The analyses suggest that the antibody coating process did not
have a toxic effect on the cells and that the antibody-mediated targeting was efficiently
conducted without harming the cells. An increase in ROS levels was observed in co-culture
groups with anti-CD24+WJ-MSCs compared to groups without coating. Changes in gene
expression profiles in co-culture groups indicate that the antibody-mediated redirection
altered certain pathways in cells, resulting in MSCs having different effects on SH-SY5Y
cells than usual. It is anticipated that the antibody-mediated targeting we conducted holds
potential in therapeutic approaches targeting cancer cells.

Keywords: Wharton’s Jelly Mesenchymal Stem Cells, Neuroblastoma, SH-SY5Y, CD24,
palmitoylation
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1. GIRIS

1.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler kendini yenileme potansiyeli ve yiiksek cogalma kapasitesine sahip
hiicre tipleridir. Kok hiicrelerin bu 6zellikleri onlarin uzun zamandir rejeneratif tip ve
hiicresel tedaviler alaninda 6n siralarda tercih edilmesini saglamaktadir. Kok hiicreler
farklilasma kapasitelerine gore ve gelisimsel donemlere gore olmak iizere farkli iki
yontemle smiflandirilabilirler. Farklilasma potansiyeline gore kok hiicreler; totipotent,
multipotent ve unipotent olarak ayrilirken, gelisimsel donemlere gore kok hiicreler ise

embriyonik kok hiicreler ve embriyonik olmayan kok hiicreler olarak ayrilmaktadirlar.

Embriyonik koék hiicreler (EKH), blastosistlerin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen
pluripotent hiicrelerdir ve ilk olarak 3,5 giinliik fare blastosistlerinin i¢ hiicre kitlesinden
elde edilmistir (Evans ve Kaufman, 1981). Bu hiicreler yiiksek oranda kendini yenileme ve
cogalma kapasitesine sahiptir. EKH’lerin rejeneratif olarak yiiksek potansiyelleri olmasina
ragmen farklilasma siirecindeki teratom olusturma ozelligi bu rejeneratif potansiyelin
kullanilmasia engel olusturmaktadir (Lee, Park, Forget, ve Gaines, 2009). EKH’ler
hastalik modellemeleri ve ilag gelistirme deneyleri gibi in vitro ¢alismalarda siklikla
kullanilmaktadir. Fakat EKH’lerin tedavide direkt kullanimlar1 etik nedenlerden dolay1
yasalarla sinirlandirilmistir (Taupin, 2006).

Embriyonik olmayan kok hiicreleri kaynaklarina gére hematopoetik kok hiicreler
(HKH), mezenkimal kok hiicreler (MKH), noral kok hiicreler (NKH) ve Epitelyal Kok
Hiicreler (EpKH) vb. olarak siniflandirabiliriz. HKH’ler kemik iliginde bulunur ve
viicudun tim kan hiicrelerini itiretmekten sorumludur. Kemik iligi nakli gerektiren
durumlarda gibi hematolojik hastaliklarin tedavisinde uzun yillardir klinik uygulamalarda

kullanilmislardir (Terry ve ark., 2022).

NKH’ler beyin dokusunda bulunur ve yasam boyunca noronlar ve glia hiicrelerinin
tiretiminden sorumludurlar. NKH’ler, Parkinson Hastaligi, omurilik hasarlar gibi ¢esitli
sinir sistemi hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilabilecek potansiyele sahiptir (Storch,

Sabolek, Milosevic, Schwarz, ve Schwarz, 2004).



EpKH’ler cilt, bagirsak ve diger organlarda bulunmakla beraber epitelyal dokularin
yenilenmesi ve onarimindan sorumludurlar. Yanik ve yara olusumu gibi cilt hasarlari i¢in
tedavi potansiyeline sahip olmalarinin yani sira doku miihendisligi uygulamalarinda da

kullanilabilmektedirler (Chen, Przyborowski,ve Berthiaume, 2009).
1.1.2. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

MKH’ler, ilk defa Fridenshtein tarafindan 1982 yilinda tanimlanmistir. MKH’ler
rejeneratif tip alaninda biiyiik ilgi gérmektedir. MKHler, farkli hiicre tiplerine farklilasma
yetenekleri ve immiinmodiilator 6zellikleri nedeniyle ¢esitli klinik deneylerde ve hiicresel
terapilerde kullanilmistir (Zhao, Ren, ve Han, 2016). Bununla birlikte, birgok klinik
arastirmanin odak noktasinin, MKH’lerin in vitro ¢oklu potansiyel kapasitelerinden ziyade

terapOtik potansiyeline kaydigi bilinmektedir (Caplan, 2017).

MKH’ler karakteristik 6zellik olarak kiiltiir yiizeyine yapisabilen, kolonizasyon
gosteren, kendine 6zgii hiicre ylizey antijen eksprese eden ve osteojenik, adipojenik,
kondrojenik yonde farklilasma egilimi olan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin izolasyon ve
kiiltiiriiniin kolay olmasi ayrica yiiksek eX Vivo potansiyelinin olmasi tedavi edici
ozelliklerini 6ne ¢ikarmaktadir. MKH’ler immiin diizenleyici 6zellikleri ve rejenerasyon
kapasiteleri nedeniyle klinik kullanima girerek Avrupa Birligi Tip Ajanst (EMA)
tarafindan Ila¢ Hiicre (Cell Drug) kapsamina almmistir. Uretim siirecinde hiicrelerin
onemli 6l¢iide manipiilasyonuna veya bunlarin heterolog kullanimina dayali olarak ileri
tedavi tibbi triinleri (ATMP’ler) olarak siiflandirilir (MSCs: Clinical Applications and
European Regulatory Aspects, 2013). MKH’ler hiicre yiizey belirtecleri yoniinden CD13,
CD29, CD44, CD90, CD73, CD105, CD46, CD166, HLA-ABC pozitif; CD3, CD8,
CD11b, CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR negatif olmalart
ile karakterizedir (Dominici vd., 2006).

MKH’lerin kolay izolasyonlar1, ex vivo manipiile edilebilmeleri, immiinolojik olarak
etkileri, hasarli bolgeye go¢ edebilme yetenekleri ve farkli hiicre dizilerine farklilagsma
kapasiteleri hiicresel tedavi amacli kullanimlar1 agisindan onlar1 énemli kilmaktadir.
MKH’lerde yapilan genetik miidahaleler bu hiicrelerin sag kalim siiresini, engraftmanlarini
ve hasarli bdlgeyi iyilestirme kapasitelerini gelistirmeyi amaclamaktadir (Hodgkinson,
Gomez, Mirotsou, ve Dzau, 2010). MKH’lerin hasarli bolgeye go¢ ederek o bolgedeki



hiicreyle filizyon yetenegine sahip olmasi da doku tamirine katki saglamakta ve bir¢cok

arastirma i¢in yeni bakis agilar1 saglamaktadir (Fu ve ark., 2019).

1.1.2.1. Wharton Jeli Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler (WJ-MKH)

Wharton Jeli (WJ), Thomas Wharton tarafindan ilk defa 1656 tanimlanmistir. Bu
doku amniyotik epitel ile umbilikal damarlar arasinda yer alan gébek kordonunun mukoza

bag dokusudur. McElreavey, 1991 yilinda MKH’leri gébek kordonunun WJ kismindan

izole eden ilk kisidir (McElreavey, Irvine, Ennis, ve McLean, 1991).

Embriyonik kok hiicrelerle yakin bir ontogenetik iliskiye sahip olduklari i¢in, ekstra
embriyonik dokudan tiiretilen mezenkimal kok hiicrelerin immiin ayricalikli 6zelliklere ve
daha genis bir multipotent plastisiteye sahip olduklar1 ve diistiniilmektedir (Pappa ve
Anagnou, 2009). Ustelik ekstra embriyonik dokularn dogumdan sonra atilmasi, bu

hiicrelerin kolay izole edilebilmeleri ve etik sorunlar olmadan kullanilabilmeleri avantaj

saglamaktadir.
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Sekil 1.1. WJ-MKH’lerin farklilasma potansiyelleri, kendini yenileme ve immiinmodiilator

ozellikleri (Marino ve ark., 2019).

WJ-MKH’ler farkli mekanizmalar yoluyla B hiicreleri, T hiicreleri ve Dogal

Oldiiriicii (NK) hiicrelerin immiinsiipresyonuna aracilik eder. MKH lerin salgiladigi IDO,



PGE2, sHLA-GS5 gibi ¢oziiniir faktorler, T hiicre ve NK hiicrelerinin fonksiyonlarini
baskilayabilmektedir. Ek olarak MKH’ler, dendritik hiicreleri (DC) inhibe ederek ve
regiilator T hiicrelerinin (Treg’ler) artmasmi indiikleyerek dolayli olarak immiin

baskilamaya aracilik edebilir (Sekil 1.1).

Yapilan bir calismada WJ-MKH’ler, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler
(Ki-MKH), adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AD-MKH) ve adet kanindan
iretilen MKH’ler ile karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonucunda WJ-MKH’lerin daha
yiliksek proliferatif kapasite gosterdigi bildirilmistir. WJ-MKH’ler, daha az c¢evresel
miidahaleye, yani dokular tlizerindeki hasar gecmisi ve yasam tarzindan kaynaklanan
etkilere daha az maruz kalan, korunan bir yenidogan dokusundan tiiretilmis ¢ok geng
hiicrelerdir. Bu durum daha homojen bir hiicre popiilasyonunun elde edilmesini saglayarak
terapotik uygulamalarin verimini artirabilir (Paladino, De Rodrigues, Da Silva, ve
Goldberg, 2019).

WJ’den tiiretilen kok hiicrelerin terapotik faydasi, bu hiicrelerin rejeneratif ve
immiinmodiilatdr potansiyellerinden kaynaklanmaktadir. WJ-MKH’lerin ayrica Ki-
MKH’lere kiyasla daha gii¢lii immiinmodiilator 6zellikler sagladiklar1 diistiniilmektedir (D.
W. Kim ve ark., 2013).

1.1.3. Mezenkimal Kok Hiicreler ve Kanser Tliskisi

MKH’ler tiimér hiicreleriyle karsilastiklarinda dualistik yani iki yonlii bir davranig
sergilemektedirler. Bazi ¢alismalarda MKH’lerin  anti-tiimorojenik  &zellikleri
gosterilirken, bazi ¢aligmalarda ise pro-tlimorojenik 6zellikleri gosterilmektedir (Musial-
Wysocka, Kot, ve Majka, 2019) (Sekil 1.2). MKH’lerin pro-tiimorojenik etkilerinin altinda
yatan potansiyel mekanizmalar sunlar1 igerebilir: (1) fibroblastlar, perisitler ve diger bag
dokular1 dahil olmak {izere kanserle iliskili hiicresel bilesenlere farklilasarak kanser
mikrogevresine katkida bulunmak; (2) ndrojenik ve anjiyojenik faktorlerin (6rn. VEGF,
vaskiiler endotelyal biliylime faktorii) salgilanmasi yoluyla neovaskiilarizasyonun
arttirilmasi; (3) kanser hiicrelerinin biiylimesini tesvik eden biiylime faktorlerinin
iretilmesi; (4) metastazi arttirmak ve kanser hiicrelerinin hayatta kalma oranini arttirmak
icin ¢ozlinebilir faktdrlerin serbest birakilmast; (5) bagisiklik sisteminin kanser gelisimini

destekleyecek sekilde diizenlenmesi (Yu, Chan, Fung, ve Chan, 2021).
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Sekil 1.2. MKH’lerin pro-tiimdr ve anti-tiimor aktiviteleri (Hmadcha, Martin-Montalvo,
Gauthier, Soria, ve Capilla-Gonzalez, 2020).

MKH’lerin hedefe yonelik tedavilerde birgok tiimdr tipinde araci olarak kullanimlari
son zamanlarda olduk¢a one ¢ikmaktadir. IFN-1p ifade eden AD-MKH’lerin MCF-7
(meme kanseri hiicre hatti) hiicrelerinin biiylimesini in vitro kosullarda baskiladigi

gosterilmistir (Ryu ve ark., 2014).



(> & o o o o o o o

. Kan Damar Limeni
- > 4
MKH @ .
A S .

integrinier, T
Adezyon Reseptorleri
Y Y Y Y Y Y YN NUENE NN
- ® |(@ | @ ® o e
Timor Mikrogevresi < Endotelyum
v w
v XA / Kemotaktik gradyan tarafindan

yonlendirilen tiimor dokusuna goéc¢

Sitokinler
(TGF, FGF,IL-8, vb.)

+ Kemokinler
{(SDF-1(CXCL12), CXCL13, CCL20, vb.)

«» Kemotaksis Reseptorleri
' (CXCR4, CXCRS5, CCR1, vb.)

Sekil 1.3. MKH’lerin tiimoér bdlgesine gocii. Bu siire¢ temel olarak timor
mikrogevresinden salgilanan sitokinler veya kemokinler tarafindan yonlendirilmektedir
(Zhang, Huang, Su, ve Gao, 2021).

MKH’ler kanser hiicreleri ile direkt temas veya ¢oziiniir faktorleri (PGE2, 1DO,
TSG6, NO ve TGF-p) salgilayarak parakrin sinyallerle T lenfositlerin, antijen saglayan
hiicrelerin ve NK’larm proliferasyonunu, aktivasyonunu ve etkilerini, interferon-gamma
(IFNy) tiretimini regiile edebilmektedirler (Terzioglu Usak ve ark., 2017).Noroblastoma ile
ilgili yapilan bir ¢calismada MKH’lerin sistemik olarak uygulanmasi sonucunda timor
biliylimesini ve sag kalimini etkilemezken, intratiimdral uygulanmasiyla noroblastoma
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmesi yoluyla tiimor biiylimesini azalttig1 ve bu yolla

tedavi edilen farelerde sag kalim siiresini uzattig1 gosterilmistir (Bianchi ve ark., 2012).

MKH’ler ile kanser hiicreleri arasindaki etkilesim karmasik ve cok yonliidiir.
Dogrudan etkilesimler hiicre membran proteinleri etkilesimlerini, trogositozu ve hiicre
fiizyonunu igerirken, dolayli etkilesimler mRNA’larin ve proteinlerin salinimini, ayrica
biiylime faktorleri ve metabolitler gibi ¢oziinebilen bilesenleri icermektedir (Melzer, von
der Ohe, ve Hass, 2018 ; Melzer, Yang, ve Hass, 2016). Bu etkilesimler her iki hiicre
tipinde de fonksiyonel degisikliklere yol agabilir. Bdylece kanser kok hiicre nisi
olusturulmasina ve yeni tiimor hiicre popiilasyonlarmin ortaya c¢ikmasina katkida

bulunabilir. MKH’ler ayn1 zamanda kanser ilerlemesini, timor bilylimesini ve metastazi



destekleyebilen ya da inhibe edebilen ¢esitli hiicre sinyal yolaklarini aktive eden faktorler
araciligiyla etkileyebilir (Torsvik ve Bjerkvig, 2013).

1.2. Noroblastoma

Noroblastoma adrenal medulla ve sempatik ganglionlarda goriilen, noral krista
kokenli bir tiimordiir. Noroblast adi verilen olgunlagsmamuis sinir hiicreleri kontrolsiiz bir
sekilde cogaldiginda ortaya ¢ikar. Adrenal bezler, karin, gogiis, boyun ve pelvis de dahil
olmak iizere viicudun ¢esitli yerlerinde tiimorler olusturabilen néroblastlarin anormal

cogalmasi ile karakterizedir. (Shohet ve Foster, 2017b).

Noroblastoma en sik goriilen ekstrakraniyal solid tiimordiir. Tiim ¢ocukluk cagi
malignitelerinin %8-10 kadarini olusturur (Demirkaya ve Sevinir, 2006). Bebeklik
doneminde spontan gerileme yagayan birkac olgu haricinde hastalarin yaklagik %65’inde
tan1 aninda metastatik bulgu vardir. Terapdtik yaklasimlara ragmen, cogunda ya hastaliga
direng ya da relaps egilimi vardir (Ladenstein ve ark., 2018). Kanser hiicrelerinin ¢ogalma

hizinin artis1 veya azalist bu hiicrelerin mikrogevresiyle oldukea ilgilidir (Yu ve ark., 2021).
1.2.1. SH-SYS5Y Noroblastoma Hiicre Hatti

Uc farkli néroblastoma hiicre hatt1 fenotipi tanimlanmistir. Néroblastik (N-tipi),
diiz veya substrata yapisan (S-tipi) ve ara tip (I-tipi) olmak {izere ayrilmiglardir (Campos
Cogo ve ark., 2020). Farklilasmamis formda, SH-SY5Y hiicreleri morfolojik olarak
ndroblast benzeri, polarize olmayan hiicre govdeleri ile az sayida, kesik uzantilariyla
karakterizedir. Hiicreler kiimeler halinde biiylimeye meyillidir ve merkezi bir bolgede
kiimeler olusturabilirler (Kovalevich ve Langford, 2013). SH-SY5Y hiicreleri, ortam
kosullarina bagh olarak kolinerjik, adrenerjik veya dopaminerjik dahil olmak tizere ¢esitli

noronal fenotiplere dogru yonlendirilebilir (Xie, Hu, ve Li, 2010).

SH-SYSY  hiicre hatti, 1970 yilinda 4 yasindaki bir disinin metastatik
noroblastomunun kemik iligi biyopsisinden kiiltiirde olusturulan ve ii¢ tur klonal se¢imden
gecmis olan SK-N-SH hiicre dizisinin bir alt hiicre hattidir (Biedler ve Schachner, 1978).
SH-SYSY hiicre hatt1 i¢in yapilmis ilk karakterizasyonlarda orta derecede dopamin-f-
hidroksilaz aktivitesi ve diisiik seviyelerde kolin asetil-transferaz, asetilkolinesteraz ve
butirilkolinesteraz, bazal noradrenalin salinim1 ve tirozin hidroksilaz aktivitesi gosterdigi

belirtilmistir (Xicoy, Wieringa, ve Martens, 2017).


https://link.springer.com/article/10.1186/s13024-017-0149-0#ref-CR6
https://link.springer.com/article/10.1186/s13024-017-0149-0#ref-CR7

Yapilan galismalarda bu hiicrelerin hem adherent hem de yiizen kiiltiir sistemleri ile
kiiltiire edilebildigi gosterilmistir. SH-SYSY hiicreleri, néronal belirteclerle karakterize
edilen daha olgun bir néron benzeri fenotipe farklilastirilabilmektedir. Kiiltiir ortamini
manipiile ederek SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerinin, néron benzeri fenotipe sahip
hiicrelere farklilastirilabilmesi, sinirbilim arastirmalari alaninda sayisiz fayda saglamstir.
Bu hiicreler bir hiicre dizisi olarak kabul edildiginden, primer insan ndron kiiltiiri ile ilgili
etik kaygilar mevcut degildir (Ross, Spengler, ve Biedler, 1983). Bu durum da bu
hiicrelerle ¢alismay1 avantajli hale getirmektedir. SH-SYSY hiicreleri Parkinson,
Alzheimer, ndrotoksisite, iskemi veya Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) gibi hastaliklarin

arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir.
1.4. CD24 Yiizey Belirteci

CD24, glikosil-fosfatidil-inositol (GPI) baglantili bir glikoproteindir. Yogun N-bagli
ve O-bagli glikozilasyonu olan 27 amino asitten olusan bir membran proteinidir (Huang,
Lv, ve Zhao, 2016). CD24 proteini onciil B lenfositler, notrofiller ve bazi epitelyal
hiicrelerde eksprese edilir, ancak T-hiicreleri, monositler ve kan sistemi disindaki
hiicrelerde eksprese edilmez. B hiicreli 16semi, akciger karsinomu, néroblastoma ve renal
hiicreli karsinoma gibi bir¢cok kanserde ekspresyonu gosterilmistir. CD24’lin fonksiyonel
rolii, ligandlarla birlesme veya sinyal iletimine katilma yoluyla ger¢eklesmektedir. CD2’{in
tiimor metastaz1 ve prognozu ile iligkili oldugu kanitlanmistir. Birgok kanser tipinde asir1

ekspresyonu gozlenmistir (Gilliam, Menon, ve Pruszak, 2017).

[k tanimlandig1 giinden bu yana CD24’iin 6nemi farkli alanlarda ortaya konmustur.
Immiinolojide CD24, éncelikle T lenfositlerin yanitlari i¢in ortak uyarici bir molekiil ve
otoimmiinitenin diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir. Bagisiklik sisteminde CD24,

hiicre cogalmasi ve klonal genislemenin diizenlenmesinde dnemlidir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, CD24’{in tiimdriin fagositozdan kagmasinda
oynadig1 rol “beni yeme” sinyalini kullanarak hareket ettigi hipoteziyle agiklanmaktadir.
CD24’iin bagisiklik sistemi ile tiimdr hiicreleri arasindaki etkilesimin ara yiiziinde yeni bir
role isaret etmektedir ve CD24 ifadesi, makrofaj fonksiyonu temelli tedavilere kars1 yaniti
inhibe edebilecek sekilde, mevcut immiinterapilere karsi potansiyel bir bakis agisi
saglamaktadir (Yang, Zhu, Yang, ve Yang, 2023). Ayrica CD24 temelli terapiler hali

hazirda uzun zamandir farkli hastaliklar i¢in kullanilmaktadir (Tablo 1.1).



Tablo 1.1. CD24 temelli terapiler (Altevogt, Sammar, Hiiser, & Kristiansen, 2021).

MHC smif I ile
iligkili zincir A
(MICA) ve
CD24’e yonelik
bir mAb'den
olusan bi-
spesifik antikor
(BsAb)

uzerindeki cG7-
MICA ve anti-tumor
etkinligi

Ad Tedavi Tiirii Aciklamalar Y1l | Sonuglar

SWA11 mAb 1gG2a Insan kanser 2013 | Timdr bliytimesinin
mADb fare hiicrelerinin CD24 gecikmesi,
anti-insan ile hedeflenmesi degistirilmis sitokin
CD24 ortami saglanmistir.

ALB9 mAb 1gG1 Nu/nu farelerde insan | 2011 | Tiimor bilyimesinin ve
mAD fare anti- | mesane kanseri metastazin azaltilmasi
insan CD24 hiicreleri Lu-L2'nin saglanmistir.

tedavisi
SWA11l IgG2a mAb Immiin yetmez 2019 | Multiple Myeloma’da
farelerde miyelom hiicre biiyiimesinin
hiicrelerinin tedavisi engellenmesi ve timor
ilerlemesi 6nlenmistir.

SWA1l.dgA mAb SWA1l Stinger matrisinde 1993 | Siinger matrislerdeki
ve deglikozile | kiigiik hiicreli akciger kiigiik timor
edilmis risin A | kanseri hiicrelerinden
zinciri ksenogreftlerinin klonojenik SW2
arasindaki tedavisi hiicrelerinin segici
antikor-ilag olarak ortadan
konjugati kaldirilmstir.

(ADC)

SWA11.dgA | Antikor-ilag SCID farelerinde 1996 | Uzamis yasam siiresi
konjugati insan BL-38 Burkitt gbzlenmistir.
(SWA11 mAb | lenfomasinin tedavisi
ile deglikozile
risin A zinciri
arasinda)

SWAI11-ZZ- | ADC (SWA11l | Farelerde ADC'nin 2011 | Insan HT29 CRC

PE38 mADb ile toksik olmamasi hiicrelerinin
Pseudomonas ¢ogalmasinda azalma
exotoxin gozlenmistir.
arasinda)

HN-01 Anti-CD24- Farelerde hepatik 2019 | Apoptoz indiiksiyonu
ADC, antikor- | karsinoma tagtyan ve timdr biiylimesinin
nitrik oksit HN-01'in tedavisi baskilanmasi
konjiigati saglanmustir.

cG7-MICA | NKG2D ligand1 | n vivo, NK hiicreleri | 2019 | NK hiicrelerinin alimu,

sorafenibe artirilmis
yanit saglanmustir.




Anti-CD24- | mAb CD24+ over kanser 2019 | Efektor hiicreler etkili

CAR SWAI1L’intek | hiicrelerine oldiirme sergilemistir.
zincirli hedefleme
degisken
fragmanindan

tiiretilen CAR’1
eksprese eden

NK hiicreleri
Anti-CD24- | mAb Farkli PAC 2012 | CD24’e 6zgii efektor
CAR SWAI1L’intek | ksenogreftleri tasiyan hiicreler farelerin
zincirli SCID farelerine yasam siiresini
degisken intratimoral uzatmuastir.

fragmanindan enjeksiyon
tiiretilen CAR’1

eksprese eden T

hiicreleri

1.4.1. CD24 ve Kanser iliskisi

Kanserde CD24, hiicre gog¢ilinil, istilasini ve cogalmasini diizenler ve kotii prognozun
patoloji biyobelirtecidir. Son zamanlarda tiimor hiicrelerindeki CD24’ilin, bagisiklik
sistemi iizerinde bir fren gorevi gorebilecegi bildirilmistir (Altevogt, Sammar, Hiiser, ve
Kristiansen, 2021). Aktive edilmis endotel hiicreleri ve trombositler tarafindan ifade edilen
bir yilizey molekiilii olarak, P-selektin (CD62P), CD24 ile baglanan en ¢ok calisilan
ligandlardan biridir. Bu etkilesimin, CD24 ifade eden tiimdr hiicrelerinin migrasyonunu ve
yayilmasini hizlandirabilecegi belirtilmistir (Yeini ve ark., 2021). E-selektin (CD62E),
CD24 igin bagka bir ligand olarak tanimlanmaktadir. CD24’iin E-selektin ile etkilesimde
bulunarak tiimor hiicrelerinin metastazini etkileyebilecegine dair kanitlar sunulmustur ve
ayni zamanda aktin filamentlerinin yeniden diizenlenmesini saglayarak, CD24’iin hiicre
yiizeyindeki adezyon kompleksleri iizerinde etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir (Yang ve
ark., 2023). CD24 igin bilinen bir diger hiicre membran ligandi L1 hiicre adezyon
molekiliidir (L1ICAM). CD24%{in, a2,3-sialik asit araciligiyla L1’in fibronektin tip 1l
alanina ve ayni1 zamanda Lewis(x) araciligiyla TAG-1 (Transient Axonal Glycoprotein 1)
ve kontaktine baglanmasinin, ndrit biiylimesine yol actig1 diisiiniilmektedir (Yang ve ark.,
2023).

Tlimor hiicrelerinin yiizeyinde bulunan CD24, immiin hiicrelerin yiizeyindeki Siglec-
10 ile etkilesime girerek bagisiklik tepkilerinin baskilanmasina katkida bulunur. Timor

hiicrelerinin ylizeyindeki CD24 veya immiin hiicrelerin yiizeyindeki Siglec-10’u
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hedefleyen tedavi stratejileri, timor bagisiklik kacisini karsilamak i¢in potansiyel bir yol

olarak ortaya ¢ikmaktadir (Yin ve Gao, 2020).

CD24 proteini imminohistokimya ile meme kanserleri, genital sistem kanserleri,
sindirim sistemi kanserleri, sinir sistemi kanserleri gibi bir¢ok solid tiimorde yaygin olarak
tespit edilmektedir. CD24’iin fonksiyonel rolleri ya ligandlarla kombinasyon halinde
yerine getirilir ya da neoplazmalarin baslatilmasina ve ilerlemesine aracilik eden sinyal
iletimine katilir (Ni, Zhao, ve Wang, 2020). Timoér hiicreleri yiizeyinde CD24
ekspresyonu, Src/STAT3, EGFR, HER2, Ras-benzeri GTPaz, MAPK dahil olmak {izere
birgok onkogenik sinyal yolundaki degisikliklerle iligskilendirilmistir (Panagiotou, Syrigos,
Charpidou, Kotteas, ve Vathiotis, 2022).

CD24, muhtemel bir kanser kok hiicre belirteci olarak taninmistir. Son zamanlarda,
mikrotarama (microarray) teknolojisi kullanilarak yapilan pek ¢ok gen profil analizinde
cesitli karsinoma tiplerinde asir1 ifade edilen CD24’ii tanimlayan bir¢ok literatiir
bulunmaktadir. Yapilan caligmalar, CD24’iin kanser hiicrelerinin ¢ogalma ve invazyonunu
diizenleyebilecegini gostermis ve farkli kanser tiirlerinde yeni terapilere ilging bir hedef

olarak destek saglamistir (Yang ve ark., 2023).
1.4.2. CD24 ve Noroblastoma iliskisi

CD24%in insan merkezi sinir sisteminin gelisimi sirasinda gegici olarak ifade
edildigini, noroblastomalar da dahil olmak {izere néral hiicre kokenli tiimérlerin bir
belirteci oldugunu ve noroblastomalarin farklilastikca CD24 ifadesinin azaldigim
belirtilmistir (Poncet ve ark., 1996). CD24 ekspresyonun metastatik noroblastomada
yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Jensen ve ark., 2015). Ayrica bu belirtecin néroblastoma
i¢in kanser kok hiicre belirteci olarak kullanildigi ¢alismalara da rastlanmaktadir (Siapati,

Rouka, Kyriakou, ve Vassilopoulos, 2011).

Bu bulgular, CD24’iin ndroblastoma ile ilgili 6nemli bir protein oldugunu ve bu
alanda daha fazla aragtirma ve olasi tedavi miidahaleleri i¢cin olduk¢a 6nemli oldugunu
isaret etmektedir. Preklinik ¢alismalarda, monoklonal antikorlar dahil CD24 hedefleyen
tedaviler, RNA girisimiyle hedef susturma ve immiinoterapi gibi yontemler anti-timor

etkiyi saglamada gelecek vaat etmektedir.
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1.5. MKH’ler Uzerinde Gerceklestirilen Yiizey Modifikasyonlar

MKH temelli tedavi yaklagimlar1 oldukga giivenli ve etkili olsa da tek basina MKH
uygulamasi baz1 durumlarda verimli olmamaktadir. Etkinligi arttirmak i¢in arastirmacilar
MKH’lerin yiizeyinde baz1 modifikasyonlar uygulayarak hedefe yonlendirme yaklagimini
kullanmustir (Sekil 1.4).

Yizey Glikoproteini (CD44)

Antikor
Konjugasyonu
Hematopoetik hiicre
MKH NO E-/L-selektin ligandi (HCELL)
By y Sialik asit
U Galaktoz
Enzimatik % R e
Modifikasyon \ i > ukoz

N-Asetilglukozamin

E-selektin

-0 : Loy ®
ﬁ ’\{ P-selektin
Kimyasal Pepti
ptid n : i ety
Modifikasyon %@ Konjugasyonu —m«}\ Slfatlanmig-N-hidroksistksinimit
é

o Sialyl-Lewis X (sLeX)
Poliakrilamid baglayici

w Biotin
<‘€P Streptavidin

Parry Hedef Peptid
@ Palmitat Tirevleri
<l @ Palmitatianmis Protein G veya A
- L = - Antikor

3 : \<_¢/\¢/ Bispesifik Antikorlar
Endotel Hiicreleri

H
:
e R R

Antikor

Sekil 1.4. MKH’lerin hedeflenen bélgelerin endotelyumuna olan yonelim 6zelligini
artirmak i¢in kullanilan hem kovalent hem de kovalent olmayan yiizey modifikasyon
tekniklerinin sematik diyagranmi (Park ve ark., 2015).

Hidrofobik ¢ikintilar gibi hareket eden palmitlenmis proteinlerin hiicre yiizeyine
entegrasyonu, potansiyel olarak Fc bolgesine veya bu alana baglanabilen bir proteine
antikor konjugasyonunu saglamaktadir (Park ve ark., 2015). Daha 6nce gelistirilen bir
prosediirii arastirmacilar optimize ederek ilk kez “protein boyama” adi verilen bir kavrami
ortaya koymuslardir (A. Chen, Zheng ve Tykocinski, 2000; S. A. Kim ve Peacock, 1993).
Bu kavram hiicre yiizeyine antikor baglamak i¢in palmitlenmis proteinlerin hiicre
membranina ara katman olarak yerlestirilmesini igerirken 6zel antijenlere olan baglama
yeteneklerini veya hiicresel tastyicilarin canliligmi ve farklilasma potansiyellerini
tehlikeye atmadan gerceklesmektedir (Park ve ark., 2015). Bu basit ve etkili yontem, ilk

olarak tavsan eksplant modelinde kikirdak onarimi igin kondrositlerin yonlendirilmesinde
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kikirdak ekstraseliiler matriksi hedefleyen antikorlar baglanarak gerceklestirilmistir

(Dennis, Cohen, Goldberg, ve Caplan, 2004).

NHS-palmitat
P o) H
NH, \ N
? oA A T,
L o)
Hay Mﬁ

protein A veya G’deki

amin kalintilari palmitat-konjuge

protein A veya G

Ig-kaplanmig hicre ylzeyi

—

.\X; -l]/!
T4

!
«‘i 74

A
y b B TP

Sekil 1.5. Membran interkalasyonu i¢in protein A veya G’nin ylizey alkilasyonu. Protein
A veya G baglanmasiyla immiinoglobulin (Ig) immobilizasyonu (Park ve ark., 2018).
Protein G, antikorlar1 hiicre yilizeyine immobilize etmek i¢in kullanilmistir ve
protein A’ya gore daha yiiksek bir IgG baglama afinitesi avantajimna sahip oldugu
bildirilmistir (Bjorck ve Kronvall, 1984). Protein G’nin yiizeyindeki amin kalintilari,
palmitik asit gruplariyla N-hidroksisiiksinimit ester araciligiyla protein A modifikasyonuna

benzer sekilde baglanmaktadir (Sekil 1.5).
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2. AMAC

Yapilmis olan tez calismasinda WJ-MKH’lerin yiizeyinde yapilan modifikasyonla
anti-CD24 antikoru bagli (kapli) olan hiicreler SH-SYSY hiicreleri ilizerindeki CD24
proteinine hedeflenmistir. Sonrasinda modifiye edilmis bu WJ-MKH’lerin hedeflenen

noroblastoma hiicreleri iizerindeki etkileri incelenmistir.

Noroblastoma hiicrelerinin yiizeylerinde bulundurdugu bir membran proteini olan
CD24’i WJ-MKH’lerin membranina kaplayarak bu iki hiicre tipinin in vitro ortamda
kiiltiire edilmesi ve boylece iki hiicrenin tipinin yakin temas halinde etkilesimlerinin
incelenmesi amaglanmistir. Yapilan deneyler bu yaklasimla antikor kapli WJ-MKH’lerin
ndroblastoma hiicreleri tizerindeki etkilerini direkt hiicre-hiicre etkilesimi ile herhangi bir
genetik modifikasyona veya kimyasal bir araciya gerek kalmadan inceleme imkani
saglamistir. Parakrin etkinin yaninda hiicrelerin direkt temas halindeyken anti-timor
ozelliklerin mi pro-timor 6zelliklerin mi aktive oldugu analiz edilmistir. MKH’lerin timor
inhibe edici veya tiimdr destekleyici etkileri tartismali oldugundan kurulacak olan hiicre-
hiicre etkilesimi ile en azindan birebir etkilesimin ve bu etkilesimin 6n bulgularinin

incelenmesi hedeflenmistir.
Yukarida bahsedilen amag¢ dogrultusunda ¢alismamiz;

(a) Palmitasyon reaksiyonu ve anti-IgG proteini (PPG) baglanmasini gergeklestirmek,

(b) WJ-MKH’lerin anti-CD24 antikoru ile kaplanmast,

(c) Entegre olan PPG’nin hiicre membraninda belirlenmesi,

(d) Anti-CD24 antikoru kaplanmis WJ-MKH ve SH-SYS5Y hiicrelerinin direkt ko-
kiiltiirt,

(e) Hiicre etkilesimlerini takiben proliferasyon, canlilik, apoptoz, gen ifadelerinin

incelenmesi ve morfolojik analizler gibi deneyleri igermektedir.
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3. YONTEM

Arastirmanin deneyleri KOGEM laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Deneyler
siiresince kullanilan hiicreler KOGEM envanterinde bulunan etik kurul onay1 almmus,
tanimlanmis standart izolasyon yontemleri ile elde edilmis hiicrelerdir. Calismanin tamami
in vitro olarak kurgulanmis ve herhangi bir insana ya da hayvana yonelik dogrudan ya da

dolayl1 bir miidahalesi yoktur.
3.1. Deney Plam

Tez calismasinda yapilmast hedeflenen analizler 6ncesi basamaklar; (a) Palmitasyon
Reaksiyonu ve PPG Baglanmasi, (b) PPG’nin Hiicre Zarina Entegrasyonu, (c) Deney
Gruplar Arast Ko-Kiiltiir seklindedir (Sekil 3.1). Bu basamaklarin ayrintilar: ve ko-kiiltiir

sonrasi tiim analizler detayli bir sekilde agiklanmistir.

PPG Olusturulmasi

/ ‘\‘_‘Q.

+ g .r--‘\\. =
% o NeOLOH o antiCD24+MKH ve SH-SY5Y Ko-Kulturu

L+ o B

lgG NaHCOy PA-NHE
Sodyum Bikarbonat Palmitik asit- N- hidrosiiksinimit
ester
'5"" = |
k 3 '
PPG'nin Hiicre Zanina Entegrasyonu - . /

- . \\\.____,_,

h .
.
anti-CD24 B ‘1‘ '(,l‘ \
WJ-MKH Hiicre )
Membram antl CDZ4+MKH

Sekil 3.1. Ko-Kiiltiir Oncesi Deney Plani.
3.2. WJ-MKH Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

WJ-MKH’leri KOGEM hiicre koleksiyonundan kullanilmistir. Uygun dondurma
soliisyonlarinda (CTS Synth-a-Freez Medium, Thermo) -152°C’de saklanan hiicreler
¢Oziilerek tekrar standart kiiltiir ortami olan %5 CO2’li ortamda 37°C’deki inkiibatorlerde

kiiltiire edilmistir.
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WJ-MKH’leri kiiltiir ortamina ekilmis ve hiicreler %70-80 yogunluga geldiginde
%0,25 Tripsin/EDTA kullanilarak pasajlanmistir. Her pasaj arasinda, hiicre sayimai tripan
mavi boyasiyla yapilmistir. Hiicreler, %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin (Pen/Strep)
iceren RPMI-1640 (+L-glutamin, Sigma) besiyeri ile steril kosullar altinda %5 CO2 ve

37°C’de, nemlendirilmis bir inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

WJ-MKH’ler, akim sitometri cihazi kullanilarak hiicre yiizey belirtegleri yoniinden
karakterize edilmistir. Karakterizasyon analizi CD45, HLA-DR, CD34, CD73, CD105,
CD90, kokliiliik belirtegcleri FACS CALIBUR cihazi (BD Bioscience) ile

gerceklestirilmistir.

3.3. PPG-anti-CD24’iin Hazirlanmas1 ve WJ-MKH’lerin Kaplanmasi

(Palmitasyon Reaksiyonu ve anti-IgG Proteini Baglanmasi)

Hiicre yiizeyi kaplamasi, hiicre davranisin1 modiile etmek i¢in spesifik molekiillerin
gecici olarak hiicre zarina sabitlendigi bir metodolojidir. Hiicreleri belirli bolgelere
yonlendirmek i¢in ilgili hiicrelere 6zgii antikorlarla hiicre yiizeyinin kaplanmasi islemidir.
Bu calismada iki asamali kaplama yontemi kullanilmaktadir. Palmitlenmis 19G (PPG)’nin,
hiicrelerle karistirilarak hiicre zarma entegre olmasi saglanmaktadir. Ikinci kaplama
adiminda, uygun antikorlar PPG kapli hiicrelere ilave edilir. Ilgili antikor hiicre yiizeyinden

disar1 dogru uzanan antijen baglama alani ile PPG’ye baglanmaktadir (Sekil 3.2).

PA )

A

ik // CD24

WJ-MKH _—"\\ """" : SH-SYS5Y

goat-anti-rabbit IgG  rabbit-anti-human CD24

Sekil 3.2. Hiicrelerin antikor ile kaplanma siireci. (PA:Palmitik Asit)
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3.3.1. PPG- anti-CD24’iin Hazirlanmasi

Anti-rabbit IgG1 (immiinoglobulin G1, 500 ug, Biolegend), ticari olarak elde
edilmistir. Palmitik asidin N-hidroksisiiksinimit esteri ile esterifikasyon reaksiyonu 100 puL
1gG1, 2,2 uL NaHCO3 ve 10 pL PA-NHS (%3 DOC igeren) oda sicakliginda 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu tepkime sonrasinda lipid tiirevli 19G olusmakta ve bu
malzeme PPG olarak adlandirilmaktadir (Dennis ve ark., 2004). PPG, HiTrap desalting
kolonu (5 mL, Cytiva, Uppsala, Sweden) iizerinde FPLC yo6ntemiyle saflagtirilmistir.
1x10°® WJ-MKH, PPG ile kaplanmak iizere kiiltiir kabindan %0,25 Tripsin/EDTA
kullanilarak kaldirilmistir. 1600 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve sonrasinda serumsuz
besiyeri ile siispanse hale getirilmistir. Siispanse haldeki hiicrelerin iizerine, hazirlanan
PPG eklenmis ve 37°C’de calkalamali olarak 20 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi

hiicreler ¢oktiiriilerek yikama yapilmastir.
3.3.2. Saflastirma

FPLC (Fast Protein Liquid Chromotography) yontemiyle hem olusturulan reaksiyon
sonrasinda PPG proteini hem de ticari olarak temin edilen anti-CD24 antikoru
saflastirilmistir. HiTrap Desalting kolonu (5 mL, Cytiva, Uppsala, Sweden) AKTA Prime
Plus Liquid Chromatography System (GE, Uppsala, Sweden) cihazina baglanarak iiretici

firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlanmistir (Sekil 3.3).
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Tablo 3.1. Saflagtirmada kullanilan FPLC parametreleri.

uzaklagtirma/Tuzsuzlagtirma

PPG anti-CD24
Kolon Hi-Trap Desalting Hi-Trap Desalting
(Tuzsuzlastirma Kolonu) (=5 (Tuzsuzlastirma Kolonu) (=5
mL) mL)
Ornek PPG Reaksiyon Uriinii- 1mL anti-CD24 Antikoru-1mL
Eliisyon 20 mL 20 mL
Akis Hiza 1 mL/dk 1 mL/dk
Hedef DMSO Tuzsuzlastirma

Tampon Cozelti

Tris-HCI Tamponu/pH:7,5/10
mM

Tris-HCI Tamponu/pH:7,5/10
mM

Fraksiyon Boyutu

0,5mL

0,5mL

Kolon akis hiz1 1 mL/dak olarak ayarlanmis ve islem sirasinda tek bir tampon ¢ozelti

(10 mM Tris-HCI, pH 7,5) kullanilmistir (Tablo 3.1). Kolonun dengelenmesi

(equilibration) ilk 30 dk sonunda saglandiktan sonra ayni akis hizinda 500 uL igerisinde

ornek sisteme verilmigtir. Sonraki 30 dk boyunca kolondan gegen Ornekler otomatik

toplayici (autosampler) ile her biri 0,5 mL olacak sekilde toplanmistir. Toplanan 6rneklerin

konsantrasyon islemi icin Pierce ve Cytivia marka protein konsantratorleri (PES, 10K

MWCO) kullanilmistir. Mikrosantrifiij ile konsantre edilen 6rneklerin hacmi 50-100 pL’ye

indirilmistir.
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Sekil 3.3. AKTA Prime Plus Liquid Chromatography System. HiTrap Desalting kolonu ile
saflastirma iglemi.

Ultra-LEAF Purified anti-human CD24 (LFA2, 100 pg, Biolegend) ticari olarak
temin edilmistir. Anti-CD24 HiTrap desalting kolonu (5 mL) tizerinde FPLC y6ntemiyle
saflastirilmistir. PPG ile kaplanmis olan hiicrelerin {izerine anti-CD24 antikoru eklentisi
olan serumsuz medyum eklenmistir. Oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmis ve 2 saat
sonunda hiicreler ¢oktiiriilerek yikama yapilmistir. Boylece, MKH’ler kaplanmis ve CD24

affinitesi kazandirilmistir.
3.4. PPG Toksik Dozunun Belirlenmesi

Palmitasyon reaksiyonun hiicreler {izerindeki toksisitesini ve uygun dozunu
belirlemek amaciyla WST-8 testi ile toksisite deneyleri ger¢eklestirilmistir. WST-8 (2-(4-
Iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H tetrazolyum, Elabscience) protokolii,
hiicresel mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan tetrazolyum tuzu WST-8’in formazana
doniismesine dayanmaktadir. Canli hiicre sayis1 mitokondriyal dehidrogenazlarin aktivitesi
ile dogru orantili olarak artmakta ve buna karsilik olusan formazan boya miktarinda da artig
goriilmektedir. WST-8 yontemi metabolik olarak aktif olan hiicrelerin trettigi yiiksek

miktardaki formazanin dl¢lilmesine dayanmaktadir.

PPG konsantrasyonunun hiicre zar1 tizerindeki toksisitesini incelemek i¢cin WJ-MKH

’ler 0, 10, 20, 50, 100, 150 ug/mL dozlarda PPG ile muamele edildikten sonra canlilik
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analizleri WST-8 ile yapilmistir. Belirli dozlardaki 6rnekler i¢in %10 WST-8 soliisyonu
eklendikten sonra 2 saat %5 CO: igeren 37°C’de inkiibe edilmis ve renk degisimi
gozlenmistir. Spektrofotometrede, drneklerin optik yogunluk (OD) degeri 450 nm dalga
boyunda 6l¢iilmiistiir.

3.4.1. Entegre Olan PPG’nin Hiicre Membraninda Belirlenmesi

Hiicre membrani tizerindeki antikor kaplamasi sonrasinda PPG konsantrasyonunun
etkisini incelemek i¢in, WJ-MKH’ler belirlenen dozda PPG ile isleme tabi tutulmus ve
ardindan PE-anti-1gG ile inkiibe edilmistir. PPG tizerindeki anti-1gG proteini PE-konjuge
bagh antikoru ile isaretlenmistir. Isaretlenen hiicreler akim sitometri cihazi ile analiz

edilmisgtir.
3.5. SH-SY5Y Noroblastoma Hiicre Hattinin Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Tez calismasinda kullanilan SH-SY5Y néroblastoma hiicreleri KOGEM’in hiicre

koleksiyonundan temin edilmistir.
3.5.1. SH-SYS5Y Hiicre Hatt1 Kiiltiirii

Kriyoviallerde, -152°C’deki dondurucuda muhafaza edilen hiicreler 37°C’de su
banyosunda ¢oziildiikten sonra daha onceki ¢aligmalarimizda yapmis oldugumuz kiiltiir
kosullar1 altinda ¢ogaltilmistir (Turag ve ark., 2013). Besiyeri icerigi olarak, %15 FBS, %1
NEAA ve Pen/Strep igeren DMEM F-12 besiyeri hiicrelerin kiiltiirii i¢in kullanilmistir.
Ekilen hiicreler 37°C’de %5 CO: ortamini saglayan inkiibatérde ¢ogaltilmistir. Hiicreler
%70-80 yogunluga ulastiginda pasajlama islemi %0,25 Trypsin/EDTA (1X) ile
gergeklestirilmistir. Pasaji gerceklestirilen hiicreler Thoma laminda sayilarak uygun kiiltiir
kaplarina ekimi yapilmistir. Hiicrelerin iki glinde bir besiyeri degisimleri

gerceklestirilmistir.

SH-SYSY hiicreleri, ticari hiicre hatti olduklari ig¢in standart karakterizasyon
gerektirmemekle birlikte daha dnce yapilan ¢aligmalarda belirtildigi gibi CD24 belirtecini
pozitif olarak gostermektedir (Ferlemann, Menon, Condurat, Ro8ler, ve Pruszak, 2017;

Turag ve ark., 2013).
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3.5.2. SH-SY5Y Hiicrelerinin Dondurulmasi

Tekrar kullanilmasi planlanan SH-SYSY hiicreleri uzun siire saklanmasi amactyla
sayimi yapildiktan sonra %35 FBS, %60 DMEM-F12 ve %5 DMSO igeren ortamda -

152°C’de dondurularak saklanmustir.
3.6. WJ-MKH ve SH-SYS5Y Hiicrelerinin Ko-Kiiltiir Calismalari

WJ-MKH’ler ile SH-SYSY hiicrelerinin planlanan deney gruplari baz alinarak uygun
eklentileri iceren DMEM-F12 besiyeri igerisinde 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda direkt ko-

kiiltiirti gergeklestirilmistir.
Ko-Kiiltiir Deney Gruplart:

1. WI-MKH
2. SH-SY5Y

3. WJ-MKH:SH-SY5Y/(1:1)

4. WJ-MKH:SH-SY5Y(1:3)

5. WJ-MKH:SH-SY5Y/(3:1)

6. anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (1:1)
7. anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (1:3)
8. anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (3:1)
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Tablo 3.2. Ko-kiiltiir ¢aligmalart i¢in kullanilan deney gruplar ve oranlart.

Deney Gruplari Oranlar

WJ-MKH
SH-SY5Y

WJ-MKH:SH-SY5Y (1:1)

(1:3)

(3:1)

anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (1:1)

(12:3)

(3:1)

6 kuyucuklu kiiltiir kabinda yapilacak analizler i¢in 100.000 hiicre/kuyucuk WJ-
MKH ekilmigtir. 96 kuyucuklu kiiltiir kabinda yapilacak analizler i¢in 10.000
hiicre/kuyucuk WJ-MKH ekilmistir. Buna karsilik her deney tasarimi i¢in deney ortamina
belirtilen oranda SH-SY5Y hiicresi direkt olacak sekilde ekilmistir.

3.7. WIJ-MKH ve SH-SYSY Hiicreleri Ko-Kiiltiir Sonras1 Analizler

3.7.1. WST-8 Analizi

Deney gruplarindaki canlili§in analizi ve karsilastirilmasi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir
kabina %10 WST-8 soliisyonu eklenmistir. 2 saat boyunca %5 CO2’li ve 37°C ortamda
inkiibe edildikten sonra, renk degisimi gozlenmistir. Spektrofotometrede, drneklerin optik

yogunluk (OD) degeri 450 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.
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3.7.2. Morfolojik Analizler

Calismamizdaki ko-kiiltiir ve kontrol gruplarinda hiicrelerin kiiltiir sirasindaki

morfolojik degisimleri invert mikroskopta (Olympus, IX71) gézlemlenmistir.
3.7.2.1 Canhi-Olii (Live-Dead) Analizi

lgili gruplarin hiicreleri, uygun oranlarda 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmistir. 24
saat kiiltiir sonunda live-dead boyamasi yapilmistir. Bu boyama ticari bir kit (Thermo) ile
gerceklestirilmistir. Hiicre canliliginin 6l¢iilmesi prensibi ile ¢alisan bu kit kalsein-AM
(yesil-canli hiicreleri boyar), propidium iodide (kirmizi-6lii hiicreleri boyar) ve Hoechst
33342'den (mavi-tiim hiicreleri boyar) olusan ii¢ renk ile canli 61ii ayrimi yapmaktadir. Kit,
plazma membran biitiinliigline ve esteraz aktivitesine dayali olarak hiicrelerin canliligini

belirlemektedir.

Toplam grup sayisina yetecek kadar boya miktar1 hesaplanarak hazirlanmistir. Kitin
protokolii takip edilerek orneklerin tizerine her kuyucuk i¢in 1 mL hazirlanan boyadan
eklenmis ve 40 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra 6rnekler yikanarak boya
ortamdan uzaklastirilmistir. Yikama sonrasi her bir kuyucuga serumsuz besiyeri eklenerek

floresan mikroskopta (Leica, DMI/4000/Microsystems) goriintiilenmistir.
3.7.3. MDA (Malondialdehit) Analizi

Lipid Peroksidasyon Test Kiti (Kolorimetrik/Florometrik), malondialdehitin
(MDA) hassas tespiti prensibi ile ¢alismaktadir. Lipid peroksidasyonu, lipidlerin oksidatif
bozunmasini ifade eder. Bu siirecte serbest radikaller, lipidlerden (genellikle hiicre
zarlarinda) elektron alarak hiicre hasarina neden olur. Oksidatif stresi degerlendirmek igin
lipid peroksidasyonunun kantifikasyonu gergeklestirilir. Lipid peroksidasyonu, dogal yan
tirtinler olarak MDA ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi reaktif aldehitleri olugturur. MDA
ve 4-HNE siklikla lipid peroksidasyonunun belirtegleri olarak ve oksidatif hasar/oksidatif
stres tayini ic¢in kullanilmaktadir. Bu analiz ticari kitin yOnergelerine gore

gergeklestirilmistir.
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3.7.4. LDH (Laktat Dehidrogenaz) Analizi

Laktat dehidrogenaz (LDH), ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde 6nemli bir rol
oynayan bir enzimdir. LDH, tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini ve anjiyogenezini uyararak
laktat tiretimini tesvik etmesi nedeniyle kanser hastalarinda kotii bir prognozla iliskilidir
(Farhana ve Lappin, 2020). Laktatin piriivata doniisiimiinii katalizleyen anaerobik
metabolik yolakta rol oynar. Calismamizda ticari kit araciligiyla yonergelere gore LDH

analizi geceklestirilmistir.

3.7.5. Ko-Kiiltiir Sonras1 Gen Ekspresyon Profilinin Ger¢cek Zamanh PZR ile
Analizi

Ko-kiiltiir yapilmis deney gruplarina dahil olan hiicreler yiizeyden Tripsin/EDTA
(%0,25, Gibco, Thermo Fisher Scientific) enzimi ile kaldirilmis ve 15 mL’lik falkon tiipe
toplanip 90 g’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Hiicreler yikandiktan sonra GeneJet RNA
Izolasyon Kiti (Thermo Scientific) ile RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Hiicre peletleri
200 uL PBS igerisinde homojenize edildikten sonra 600 pL liziz ¢ozeltisi eklenerek 10 sn.
siiresince, 300 uL EtOH eklenerek 10 saniye vortekslenmistir. Ornekler filtreli tiiplere
aktarilmis ve 12000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Ticari kite uygun sekilde yikama
soliisyonlart ile filtreler yikandiktan sonra her 6rnek i¢in 60 uL dH20 eklenmis ve temiz
tiiplerde santrifiij edilerek filtredeki RNA &rneklerinin toplanmasi saglanmustir. izole
edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 picodrop spektrofotometre ile 260/280 nm dalga
boyunda olgiilerek ve 1 pg total RNA olacak sekilde cDNA’ya ¢evrilmistir. Kalan 6rnekler
-80°C’de stoklanmustir.

cDNA sentezi, ticari kit (RevertAid First Strand-cDNA Synthesis Kit, Thermo
Scientific) kullanilarak yapilmigtir. Hiicrelerden izole edilen total RNA cDNA’ya
doniistiiriilmiistiir. cONA sentezi iki basamakta gergeklestirilmistir. Oncesinde RNA’ya
65°C’de 5 dk siireyle inkiibasyon sonrasi rastgele bolgelerden primer baglanmasi
gerceklesmistir. RNA’nin 1sidan etkilenerek bozunmamasi ig¢in buza alinarak tersine
transkripsiyonu saglayacak enzim karisimi eklenmistir. 42°C’de 60 dk bekletilerek cDNA
sentezi ve 85°C’de 5 dk inkiibasyonla enzim inaktivasyonu gerceklestirilmistir. cDNA’lar

gercek zamanli PZR i¢in kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

Gen ekspresyon analizi ile her iki hiicredeki ¢ogalma, apoptotik ve anti-inflamatuvar,

antioksidan mekanizmalarda yer alan belirteglerinin analizi amaglanmistir. Ekspresyonlari
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incelenen genler; Ki-67, TGFbl, PDGFRb1, BMP2, p38a, IL-1b, IL-6, TNFa ve GPX1’dur.
Gen ekspresyon analizi toplam RNA izolasyonu yapildiktan sonra cDNA sentezini takiben
SYBR Green Master karistmi (RealQ Plus Master Mix Green, Ampliqon) ile gercek
zamanli PZR kullanilarak gergeklestirilmistir. Islemler gercek zamanli PZR cihaz1
(Lightcycler 480-11, Roche) ile ¢ogalan DNA fragmanlari oOlgiilmiistiir. Actinf3
housekeeping (i¢ kontrol) gen olarak kullanilmigtir. Analiz i¢in PZR cihazinin programi

iizerinde AACp hesaplanarak analiz edilmistir.
3.7.6. DCFDA Boyamasi- ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) Miktar Tayini

5-(6)- karboksi-2’,7’-diklorofloresein diasetat (Carboxy-DCFDA, Sigma) floresan
oksidan algilama probudur. Hiicre i¢inde esteraz enzimi tarafindan hidroliz edildiginde
CDF ad1 verilen floresan {iriinii tiretir. DCFDA hiicre i¢i ROS’u tespit etmek i¢in kullanilir
(Hempel, Buettner, O’Malley, Wessels, ve Flaherty, 1999). Floresan yogunlugu hiicre
icindeki ROS seviyeleri ile orantilidir. 48 saat sonra ko-kiiltiir sonrasinda deney
gruplarindaki hiicreler ayr1 ayr1 toplanmistir. Tek hiicre siispansiyonu haline getirilmis, 20
uM DCFDA toplanan hiicrelere eklenerek, 37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Yikama

sonrasinda hiicreler akis sitometrisinde FL-1 kapisinda analiz edilmistir.
3.7.7. Apoptoz Tayini

Calismamizda belirlenen deney grubu (1:1) i¢in apoptoz tayini ticari kit (Annexin V-
PE/7-AAD Apoptoz Kiti, Elabscience) kullanilarak gerceklestirilmistir. Annexin V,
kalsiyuma bagimli bir sekilde fosfatidilserine baglanan annexin ailesinin bir iyesidir.
Annexin V etiketli floresan, apoptotik hiicre membrani iizerindeki fosfatidilserine
baglanarak akis sitometri ile tespit edilebilir hale gelmektedir. Niikleer boyalar (PI, DAPI,
7-AAD) yiiksek bir DNA baglama kapasitesine sahip oldugu i¢in canli hiicreler tarafindan
hiicre icine alinmazlar. Nekrotik hiicrelerde ge¢ apoptoz veya membran biitiinliigiiniin
kayb1 nedeniyle niikleer boyalar hiicrelere girerek DNA’y1 boyamakta ve Annexin V ile
kombinasyon halinde kullanildiginda farkli apoptotik asamalardaki hiicreler ayirt
edilebilmektedir (Zimmermann ve Meyer, 2011). Analizler akim sitometri cihazi (BD,
FACS CALIBUR) ile gerceklestirilmistir.
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3.7.8. CFSE Proliferasyon Analizi

Belirlenen deney gruplart i¢in CFSE isaretlemesi ticari kit (Invitrogen, CellTrace,
CFSE Cell Proliferation Kit) ile gerceklestirilmistir. Karboksifloresein diasetat
stiksinimidil ester (CFSE) bir ¢esit floresan hiicre boyamasidir. CFSE hiicre membranindan
gecebilmekte ve siiksinimidil grubu ile hiicre i¢i molekiillere, lizin ve diger amin
kaynaklarina kovalent bir sekilde baglanabilmektedir. Gergeklestirdigi bu kovalent
baglant1 araciligiyla hiicre i¢inde uzun siireler tutulabilmektedir (Weston ve Parish, 1990).
CFSE floresan boyasi hiicre boliinmesi ile hiicrelerde yariya inmektedir. Bu nedenle, CFSE

miktari ile proliferasyon ters orantili olarak analiz edilmektedir.
3.8. Istatistiksel Analiz

Deneyler en az 3 tekrarli yapilmistir. Elde edilen sonuglar standart sapma (+SD) g6z
onlinde bulundurularak hesaplanmistir. Sonuglar ortalama alinarak standart sapma ile
gosterilmistir. Coklu analizler i¢in ANOVA kullanilmistir. Bu analizler i¢in Windows
Excel tercih edilmistir. Bulgular arasindaki ikili anlamli farklilik (p degeri) Student T-Test
kullanilarak hesaplanmustir. Istatistik hesaplama programi olarak SPSS (V.10)
kullanilmustir. Grafikler, tizerinde ifadesi yildizlarla belirtilmistir (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001).
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4. BULGULAR
4.1. WJ-MKH Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Bu tez ¢alismasinda -152°C’de saklanan WJ-MKH’leri ¢6zdiirme islemi sonrasi %10
FBS, %1 Pen/Strep igeren besiyeri ile steril kosullar altinda %5 CO2 ve 37°C’de
nemlendirilmis bir inkiibatérde kiiltiire edilmistir. Kiiltiir kab1 %80-90 yogunluga

ulagmadan hiicre morfolojileri mikroskopta incelenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. WJ-MKH’lerin (P4) invert mikroskopta goriintiisii. (Olgek ¢ubuklari; A:100 um;
B: 50 um)

KOGEM koleksiyonundan kullanilan bu hiicrelerin daha énce yapilmis olan
karakterizasyon analizleri bu tez caligsmasi i¢in yeniden tekrar edilmistir. Karakterizasyon
analizleri akim sitometri cihaz1 (BD, FACS CALIBUR) ile gergeklestirilmistir. CD105,
CD90 ve CD73 belirtegleri pozitifken CD45, HLA-DR ve CD34 negatif olarak
belirlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. WJ-MKH karakterizasyonu CD105, CD90, CD73, CD45, HLA-DR, CD34,
hiicre yiizey belirteglerinin akim sitometri histogram grafikleri.

4.2. PPG’nin Toksik Dozunun Belirlenmesi

PPG’nin WJ-MKH iizerindeki etkilerinin incelenmesi hem morfolojik olarak hem de
WST-8 analizleriyle belirlenmistir. PPG’nin WJ-MKH’leri tizerindeki toksisite testi WST-
8 ile gergeklestirilmistir. Literatiirde %80 canlilik gosteren PPG dozlarmin hiicre
kiiltiirlinde kullanilmasinin uygun oldugu belirtildigi i¢in, ¢alismamizda %80 canliliga
karsilik gelen 20 png/mL kullanilmistir (Sekil 4.3). Belirlenen bu doz kaplama dozu olarak
kabul edilmistir. Morfolojik analiz i¢cin P4 WJ-MKH’ler 48 saat PPG ile inkiibe edilmis ve
canlilikta herhangi bir degisim gézlenmemistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. WJ-MKH’lere uygulanan farkli konstantrasyonlarda PPG muamelesinden sonra

hiicre lizerindeki etkilerini gdsteren WST-8 analizinin grafigi.

Sekil 4.4. Belirlenen PPG dozunun WJ-MKH’lar ile inkiibasyon sonrast morfolojik
goriintiileri. (Olgek Cubuklari: 100 pm)

4.3. FPLC Yontemi ile PPG-anti-1gG Konjuge Molekiil Saflastirmasi

WJ-MKH’leri kaplama islemi gerceklestirilmeden o6nce PPG, FPLC cihazi
kullanilarak saflagtirilmistir. Palmitasyon reaksiyonu sonrasinda PPG iiriiniiniin
saflagtirma islemi FPLC (fast protein liquid chromotography) yontemiyle HiTrap Desalting
kolonu (5 mL, Cytiva, Uppsala, Sweden) kullanilarak yapilmigtir. Bu saflagtirma sonrasi

reaksiyon sirasinda eklenen tuzlarindan, azasitidin ya da hiicre canlili§in1 azaltan herhangi
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bir icerikten arndirilip saf olarak hiicre kaplamasi i¢in elverigli hale getirilmistir (Sekil

4.5).
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Sekil 4.5. PPG’nin FPLC grafigi. Saflastirma asamasinda PPG, IgG ve NHS-palmitik
asidin akis sirasinda ¢iktig1 yer okla gosterilmistir. Mavi ok: Absorbans degeri (OD280),

Kirmizi ok: Ortam iletkenligi, Yesil: PPG
4.4. PPG Kaplama Veriminin Belirlenmesi

Hiicrelerin PPG kaplama verimi IgG-PE (565 nm) boyanmasiyla gerceklestirilmistir.
Hiicre zar tlizerindeki antikor kaplamasi sonrasinda PPG konsantrasyonunun etkisini
incelemek i¢in, WJ-MKH’ler belirlenen dozda PPG ile isleme tabi tutulmus ve ardindan

PE ile inkiibe edilmistir. PPG iizerindeki anti-IgG proteini PE-konjuge bagli antikoru ile

isaretlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. WJ-MKH’lerin PPG-anti-IgG kaplama verimi grafigi.

4.5. FPLC Yontemi ile anti-CD24 Antikoru Saflastirmasi

WJ-MKH’leri kaplama islemi gergeklestirilmeden oOnce anti-CD24 antikorunun
saflagtirma islemi PPG saflastirilmasinda oldugu gibi ayn1 yontemle gergeklestirilmistir.
HiTrap Desalting kolonu (5 mL, Cytiva, Uppsala, Sweden) kullanilarak gerceklestirilen
saflastirmada amag antikorlarin igerisinde azasitidin ya da hiicre canliligini azaltan

herhangi bir ajanin ortamdan uzaklastirilmasidir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Anti-CD24 antikorunun FPLC grafigi. Mavi Ok: Absorbans degeri (OD280),
Kirmizi ok: Ortam iletkenligi, Yesil ok: Anti-CD24 Antikoru

4.6. SH-SYSY Noroblastoma Hiicrelerinin Kiltiirii

SH-SYS5Y hiicreleri %15 FBS, %1 NEAA ve Pen/Strep iceren DMEM F-12 besiyeri

ile kiiltlire edilmistir. Hiicreler 24 saat ve 48 saat olmak iizere kiiltiire edilerek morfolojik

olarak invert mikroskop ile gézlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. SH-SYS5Y Noroblastoma hiicre hatt1 24 ve 48 saatlik kiltiir sonras1 invert
mikroskop ile goriintiileri (Olgek ¢ubuklari; A,C:100 um; B,D: 50 pm).

4.7. Ko-Kiiltiir Calismalar:

SH-SYS5Y hiicreleri ve WJ-MKH ve anti-CD24+WJ-MKH gruplari arasinda direkt
ko-kiiltiir yontemiyle hiicrelerin bire bir temas1 saglanmistir (Sekil 4.9). Ko-kiiltiirde 48
saat bekletilen gruplar morfolojik, canlilik, proliferasyon, ROS analizleri ve gen

ekspresyon analizleri gergeklestirilmistir.
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Direkt Ko-Kultur Deney Gruplari

G © >
. = > SH-SY5Y
G o% ® > :SH-SYS5Y (1:1)
* @ > :SH-SY5Y (1:3)
D > :SH-SY5Y (3:1)
Q 0 > anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (1:1)
e > anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (1:3)
> anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (3:1)

Sekil 4.9. Direkt ko-kiiltiir yontemi ile kiiltiire edilen deney gruplarinin sematik gosterimi.

4.6.1. Deney Gruplar1 Arasinda Direkt Ko-Kiiltiir Sonras1 Morfolojik Analizler

SH-SY5Y, WJ-MKH ve anti-CD24+WJ-MKH hiicrelerinin 24 ve 48 saat siiren farkli
oranlarda ko-kiiltiirleri sonrasi hiicrelerin morfolojik olarak analizleri gergeklestirilmistir.
24 saat sonraki ko-kiiltir sonucu WJ-MKH ve SH-SYSY hiicrelerinin birbirine hiicre
uzantilar1 ¢ikararak temas ettikleri gozlenmistir (Sekil 4.13). Morfolojik analizler
sonrasinda 48 saatlik ko-kiiltiirlerde néroblastoma hiicrelerinin daha koloni benzeri yapilari

WJ-MKH’lerin etrafta kalacak sekilde olusturduklar1 gozlenmistir (Sekil 4.10, 4.11, 4.12).

MKH(1)
:SH-SY5Y(1)

anti-CD24+MKH(1)
SH-SY5Y(1)

Sekil 4.10. Anti-CD24 kaplanmis ve kaplanmamis kok hiicrelerin néroblastoma hiicreleri
ile 48 saatlik ko-kiiltiir sonras1 morfolojisi (1:1 Oran). (A, B, C) WJ-MKH:SH-SY5Y(1:1),
(D, E, F) anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (1:1). (Olgek Cubuklari; A, D: 200 um, B, E:
100 um, C, F:50 um)
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Calismalarda WJ-MKH sayilar1 sabit tutulmustur ve ko-kiiltiir baslangicinda 12-
kuyucuklu kiiltiir kaplarinda her kuyucukta 100.000 hiicre olacak sekilde ekim
gerceklestirilmistir.  Anti-CD24+WJ-MKH’lerin  SH-SY5Y hiicrelerinden 3 kat fazla

kullanildig1 grupta ko-kiiltiirden 48 saat sonra koloni benzeri yapilarin olustugu gézlenmistir

(Sekil 4.12).

MKH(1)
:SH-SY5Y(3)

anti-CD24+MKH(1)
SH-SY5Y(3)

Sekil 4.11. Anti-CD24 kaplanmis ve kaplanmamis kok hiicrelerin néroblastoma hiicreleri
ile ko-kiiltiir sonras1 morfolojisi (1:3 Oran). (A, B, C) WIJ-MKH:SH-SY5Y(1:3), (D, E, F)
anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (1:3). Turuncu ok: MKH, Yesil ok: Noroblastoma
Hiicreleri (Olgek Cubuklart; A, D: 200 pm, B, E: 100 pm, C, F:50 um)
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MKH(3)
:SH-SY5Y(1)

:SH-SY5Y(1)

anti-CD24+MKH(3)

Sekil 4.12. Anti-CD24 kaplanmis ve kaplanmamis kok hiicrelerin ndroblastoma hiicreleri
ile ko-kiiltiir sonrasi morfolojisi (3:1 Oran). (A, B, C) WJ-MKH:SH-SY5Y (3:1), (D, E, F)
anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (3:1). (Ol¢ek Cubuklari; A, D: 200 um, B, E: 100 um, C,
F:50 um)

MKH:SH-SY5Y (1:1)

24 saat sonra

CD24+MKH:SH-SY5Y (1:1)

Sekil 4.13. Anti-CD24 kaplanmis ve kaplanmamis kok hiicrelerin néroblastoma hiicreleri
ile 24 saatlik ko-kiiltiir sonras1 morfolojisi (1:1 Oran). (A, B) WJ-MKH:SH-SY5Y (1:1),
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(C, D) anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (1:1). Kirmizi ok: Noroblastoma hiicreleri (Olgek
Cubuklari; A: 20 um, B-C: 50 pm, D:20 pm)

4.6.2. Direkt Ko-Kiiltiir Sonrasi Hiicre Cogalma Analizi

Deney gruplan ile kaplamanin 48 saat sonrasindaki ko-kiiltiirde proliferasyona

etkisini analiz etmek amaciyla WST-8 testi gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.14. Deney gruplart arasindaki hiicre canlilik (WST-8) analizi grafigi. Kontrol
grubuna gore yiizde hesaplamalari (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

1:3, 1:1 ve 3:1 oranlardaki ko- kiiltir gruplarinda antikor kaplamasinin hiicreler
tizerin etkisini kantitatif olarak da gosterebilmek amaciyla WST-8 testi gergeklestirilmistir.
(Sekil 4.14). WJ-MKH’leri anti-CD24 ile kaplama yonteminin hiicrelerin ¢ogalma
oranlarina etki etmedigi ve hicreleri toksik bir etki yaratarak olime gotiirmedigi
gozlenmistir. Buradaki analiz sonuglarina gore belirlenen kaplama dozunun toksik
olmadig1 goriilmektedir. Hiicre oranlarindaki yogunluktan dolay1 1:1 oranindaki hiicre
gruplarinda 1:3 oranindaki gruplara gore daha diisiik proliferasyon gézlenirken kaplanmig
mezenkimal kok hiicrelerin kanser hiicreleri iizerinde 1:1 oraninda birlikte kiiltiire

edildiklerinde proliferasyonu baskilayabilecekleri ongoriilmektedir. Antikor kaplanmamis
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gruplardaki canlilik oranlar ve anti-CD24 ile kaplanmis gruplardaki hiicre canlilik oranlari
analiz edilmistir (Sekil 4.14a ve Sekil 4.14b).

WST Analizi (anti-CD24 Kaplanmamis)
3000

* %ok
2000

Hiicre Canlilik (%)

1000

o

Sekil 4.14a. Antikorla kaplama yapilmamis deney gruplari arasinda hiicre canlilik (WST-
8) analizi grafigi. Kontrol grubuna gore yiizde hesaplamalari

WST Analizi (anti-CD24 Kaplanmisg)
3000

==

2000

1000

Hiicre Canlilik (%)

Sekil 4.14b. Anti-CD24 antikoru ile kaplama yapilmamis deney gruplari arasinda hiicre
canlilik (WST-8) analizi grafigi. Kontrol grubuna gore yiizde hesaplamalar1
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4.6.3. Canh-Olii (Live-Dead) Analizi

Deney gruplar1 arasindaki ko-kiiltiirden sonra hiicrelerinin etkilesim analizlerden
birisi olan Live-Dead analizi ticari bir kit ile gergeklestirilmistir. Hiicre canliliginin
oOl¢iilmesi prensibi ile ¢alisan bu kit Kalsein-AM (yesil-canli hiicreleri boyar), Propidium
lodide-PI (kirmizi-6lii hiicreleri boyar) ve Hoechst 33342°den (mavi-tiim hiicreleri boyar)
olusan ii¢ renk ile canli 61l ayrimi1 yapilmigtir. Gruplar boyama sonrasi floresan mikroskop
altinda incelenmistir (Sekil 4.15). Koloni olusumu bu boyama yontemi ile belirlenmistir

(Sekil. 4.16).
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MKH:SH-SY5Y (1¥1) | anti-CD24+MKH:SH-SY5Y (1:1)

Sekil 4.15. Live-Dead boyamasi sonrasi floresan mikroskop goriintiileri. (Olgek cubuklar;
200 um.)
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anti-CD24+MKH:SH-SY&Y (3:1)

Sekil 4.16. Anti-CD24+MKH:SH-SY5Y ko-kiiltiirii sonrasi (3:1) oranindaki grupta koloni
olusumunun live-dead boyamasi sonrasi floresan mikroskop goriintiileri. Turuncu ok: Anti-
CD24+MKH, Beyaz ok: SH-SY5Y. (Ol¢ek ¢ubugu; 100 um.)
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4.6.4. MDA ve LDH Analizi

Kaplanma oOncesinde ko-kiiltiir gerceklestirilen gruplarda oksidatif stresi
degerlendirmek icin lipid peroksidasyonunun kantifikasyonunu gosteren MDA ve LDH

analizleri gerceklestirilmistir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).

anti-CD24+MKH:SH-SY5Y (3:1)

MKH:SH-SY5Y (3:1)

MKH:SH-SY5Y (1:1)
anti-CD24+MKH:SH-SY5Y (1:3)
MKH:SH-SY5Y (1:3)

MDA

I

g
anti-CD24+MKH:SH-SY5Y (1:1) |

L

I

3

I

SH-SY5Y

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Sekil 4.17. Tiim deney gruplar1 arasinda yapilan MDA analizi grafigi.
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Sekil. 4.18. Tiim deney gruplar arasinda gergekestirilen LDH analizi grafigi.

MKH’nin yiiksek oranda oldugu grupta MDA yiiksek seviyelerde gozlenmistir. Bu
durumun ortamdaki enflamasyondan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. LDH, ortamdaki
hiicre membran1 pargalanmasini gostermektedir. Ortaya salinan sitoplazmik enzimlerin
aktivitesi LDH oranlarin1 belirlemektedir. Gruplar arasinda benzer bir LDH seviyesi
gozlenmesi kaplama sonrasi toksisitede bir artis olmadiginigostermektedir. Ayrica en

yliksek LDH seviyesi (3:1) oranindaki gruplarda gézlenmistir (Sekil 4.18).
4.6.5. ROS Analizi

Deney gruplarinda ROS miktarin1 tespit edebilmek i¢in DC-FDA boyamasi
gerceklestirilmistir.  Akim sitometrisinde analizi gergeklestirilen DC-FDA floresan

boyama, 1s1ma miktar1 ile dogru orantili olarak ROS miktarin1 gostermektedir.

Tiim deney gruplar arasinda anti-CD24 kaplanmis MKH’lerde ROS yiiksek
seyrederken diger gruplarda daha diisiik seviyelerde oldugu gézlenmistir (Sekil 4.19).
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DC-FDA Boyamasi M SH-SY5Y
= anti-CD24+MKH:SH-SY5Y (1:3)
® MKH:SH-SY5Y (1:3)
= anti-CD24+MKH:SH-SY5Y (1:1)
B MKH:SH-SY5Y (1:1)
= anti-CD24+MKH:SH-SY5Y (3:1)
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Sekil 4.19. Deney gruplar1 arasinda yapilan DC-FDA boyamasit sonucunda ROS
seviyelerinin analiz grafigi.

4.6.6. Ko-Kiiltiir Sonras1 Gen Ekspresyon Profilinin Ger¢ek Zamanh PZR ile

Degerlendirilmesi

Deney gruplarinda ko-kiiltiir caligmalar1 sonras1 gen ekspresyon seviyeleri gercek
zamanlit PZR ile belirlenmistir. Hiicrelerin eksprese ettigi her bir genin degerlendirilmesi
icin Actb (Actinf) geni referans olarak kullanilarak ACp hesaplanmis, WJ-MKH’lere
oranlanarak da AACp degerleri belirlenmistir.
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Sekil 4.20. Ki-67 geninin ko-kiiltiir sonrasi deney gruplar1 arasinda karsilagtrirmali
ekspresyon grafigi.

Hiicre ¢ogalmasinin bir belirteci olarak Ki-67 ekspresyonu tiim gruplar igin
incelenmistir. Anti-CD24+WJ-MKH’ler ile yapilan ko-kiiltiir sonrasinda anti-CD24+
olmayanlara gére anlamli derecede diisiis gozlenmistir. Ki-67 gen ekspresyon analizi
incelendiginde en yiiksek Ki-67 ifadesinin WJ-MKH:SH-SY5Y (3:1) olan ko-kiiltiir
grubunda oldugu belirlenmistir. En disiik Ki-67 ifadesi ise anti-CD24+WJ-MKH:SH-
SY5Y(1:1) grubunda goriilmistiir (Sekil 4.20).
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MKH anti-CD24+MKH:SH-SY5Y ~ MKH:SH-SY5Y (3:1)
= MKH:SH-SY5Y (1:1) :

Sekil 4.21. TGFb1 geninin deney gruplarinda ko-kiiltiir sonrasi ekspresyon grafigi.

TGFb geninin hiicresel faaliyetleri diizenledigi bilinmektedir. Deney gruplari
arasinda TGFbl’nin ekspresyonlar1 karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Gruplar
arasinda en yliksek TGFbl gen ifadesi anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (3:1) grubunda
gozlenmistir. En diisik TGFb1 gen ifadesinin ise anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (1:1)
grubunda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.22. PDGFRb1 geninin deney gruplarinda ko-kiiltiir sonras: ekspresyon grafigi.

PDGFRb1 geninin hiicrelerin kokliiliikk 6zelliklerinin devaminda ve ayrica timor
anjiyogenezinde rol oynadig1 bilinmektedir. Deney gruplart arast yapilan
karsilastirmalarda en yiiksek PDGFRD1 ekspresyonu WJ-MKH:SH-SY5Y (1:3) grubunda
goriilmistiir. Anti-CD24 antikoru ile kaplama yapilan gruplarda diger gruplara gore
PDFRb]1 geni ekspresyonunda diisiis gézlenmistir (Sekil.4.22).
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Sekil 4.23. BMP2 geninin deney gruplarinda ko-kiiltiir sonrasi ekspresyon grafigi.

BMP2 geninin ndroblastoma hiicrelerinin biiylime duraksamasi ve ndronal
farklilagmasi tizerinde 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. Deney gruplari arasi yapilan
karsilastirmalarda en diisik BMP2 ekspresyonu anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y(1:1)
grubunda gorilmiistiir. Anti-CD24 antikoru ile kaplama yapilan gruplarda kaplama
yaptlmamis diger gruplara gére BMP2 geni ekspresyonunda diisiis gozlenmistir
(Sekil.4.23).
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p38a geni, MAPK ailesinin bir iiyesi olarak, tiimorogenez ve kanser agresifligi de
dahil olmak tizere cesitli hiicresel siireglerle iligskilendirilmistir. Deney gruplari arasi
yapilan karsilastirmalarda en yiiksek ekspresyon WJ-MKH:SH-SY5Y (1:3) grubunda
goriilmiistiir. Anti-CD24 antikoru ile kaplama yapilan gruplarda diger gruplara gore p38a
geni ekspresyonunda diisiis gozlenmistir (Sekil.4.24).
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Sekil 4.24. p38a geninin deney gruplarinda ko-kiiltlir sonrasi ekspresyon grafigi.
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Sekil 4.25. IL-1b geninin deney gruplarinda ko-kiiltiir sonras1 ekspresyon grafigi.

IL-1b'nin, MKH’lerin migrasyonunu, bagisiklik hiicrelerine ¢ekilmesini ve
rejeneratif tedavi potansiyellerini etkileyen temel bir diizenleyici oldugu ayrica
noroblastomada apoptotik siireci diizenlemede potansiyel bir rolii oldugu caligsmalarla
gosterilmistir. Deney gruplart arasi yapilan karsilastirmalarda MKH ve noéroblastoma

hiicrelerinin 1:1 oranda oldugu iki grupta diger gruba gore anlamli bir yiikselis goriilmekle
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beraber en yiiksek ekspresyon anti-CD24+-MKH:SH-SY5Y (3:1) grubunda
gozlenmektedir (Sekil.4.25). En yiiksek IL-6 ekspresyonu ise WJ-MKH’lerin yalniz
oldugu grupta gozlenmistir. Bunun sebebi IL-6’nin, MKH’ler tarafindan salgilanan
immiinsiipresyonda gorevli 6nemli bir sitokin olmasidir. Ayn1 zamanda, IL-6, MKH’lerin
migrasyonunu tesvik etmektedir. Anti-CD24 antikoru ile kapli MKH’lerin bulundugu
gruplarda diger gruplara gore daha diisiik IL-6 ekspresyonu gozlenmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. IL-6 geninin deney gruplarinda ko-kiiltlir sonras1 ekspresyon grafikleri.
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Sekil 4.27. TNFa geninin (3:1) oranindaki deney gruplarinda ko-kiiltiir sonras1 ekspresyon
grafigi.

Deney gruplart arasinda sadece (3:1) oranindaki gruplarda ek olarak TNFa ve
GPX1 gen ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Anti-CD24+ olan grupta yaklasik 1,5 kat
daha yiiksek TNFa ifadesi gozlenmektedir (Sekil 4.27). GPX1 gen ifadesinin ise yine
antikor kaplamasi yapilan grupta kaplama yapilmayan gruba gore olduk¢a arttigi
goriilmektedir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. GPX1 geninin (3:1) oranindaki deney gruplarinda ko-kiiltiir sonrasi ekspresyon
grafigi.

4.6.7. Apoptoz Tayini

WST-8 hiicre canlilik analizi sonuglarina gére MKH ve noroblastoma hiicreleri
arasinda yapilan ko-kiiltiirde (1:1) oran1 igin apoptoz tayini gerceklestirilmistir. Bu analiz
ticari kit kullanilarak tireticinin yonergeleri dogrultusunda uygulanmistir. Pozitif kontrol
icin SH-SYSY hiicreleri H202 (hidrojen peroksit) ile apoptoz i¢in inkiibe edilmistir.
Apoptoz tayini akim sitomteri cihazi kullanilarak analiz edilmistir. Apoptotik hiicrelerin
(1:1) oranindaki ko-kiiltiir sonras1 anti-CD24 antikoru ile kaplanmigs MKH’lerin bulundugu
grupta kaplanmamis gruba gore daha fazla oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Belirlenmis deney gruplarinda (1:1) gergeklestirilen apoptoz tayini. (A)

Annexin V-7AAD analizinin akim sitometri dot plot grafigi; (B) Apoptoz tayininin nicelik
grafigi.

4.6.8. CFSE Proliferasyon Analizi

MKH ve noroblastoma hiicreleri arasinda yapilan ko-kiiltiirde (1:1) oran1 igin CFSE
isaretlemesi kullanilarak proliferasyon analizi gerceklestirilmistir. Ticari kit kullanilarak
gerceklestirilen bu analiz ile apoptoz analizi bulgular1 birbirine koreledir. Ko-kiiltiir sonrasi
(1:1) oraninda anti-CD24 antikoru ile kaplanmis MKH’lerin bulundugu grupta
kaplanmamis gruba gore daha ytliksek CFSE miktar: tayin edilmistir. Bu durum bu grupta
proliferasyonun daha az oldugunu gostermektedir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Belirlenmis deney gruplarinda gerceklestirilen CFSE analizi. (A) CFSE
analizinin akim sitometri histogram grafigi; (B) CFSE proliferasyon analizinin nicelik
grafigi.

51



5. TARTISMA

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), sahip olduklari rejeneratif 6zellikler nedeniyle
giiniimiizde klinik kullanimda yiiksek potansiyel sahibidir. Diger kaynaklardan elde edilen
kok hiicrelere kiyasla WJ kaynakli MKH’lerin yapilan ¢alismalar sonucu daha terapotik
etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Ornegin WJ-MKH’ler hematopoietik kok hiicrelerle
kiyaslandiklarinda komsu hiicrelerden destek almadan ¢ogalma ve farklilasma yetenegine
sahiptirler (Mendes, Robin, ve Dzierzak, 2005). Ayrica WJ dokusu embriyonik kokeni
dolayisiyla diger eriskin MKH’lere gore daha diisiik oranda senesense (yaslanma orani)
sahiptir. Bu durum WJ-MKH’lerin erken pasajlarint klinik kullanim i¢in olduk¢a uygun
adaylar haline getirmektedir (Drobiova ve ark., 2023).

Ileri tibbi tedavi iiriinleri (ATMPs) arasinda olan MKH’ler artik sadece hiicre igerigi
icin degil ayrica hiicrelerin salgiladig1 sekretomlari nedeniyle de oldukga yiiksek 6nem
tagimaktadir. MKH’lerin sekretomlari, elde edilen doku kaynagina, kaynagin yasina ve
kullanilan hiicre kiiltiirii/farklilagma ortamina bagl olarak farkliliklar icermektedir. Farklt
kaynaklardan elde edilen MKH’lerin sekresyon f{iriinlerinde belirgin farkliliklar
gozlenmistir (Shin ve ark., 2021).

Yapilan aragtirmalarda WJ-MKH sekresyon {iriinlerinin karsilastirmali analizleri
bircok proteinin varligini ortaya koymaktadir. Bu hiicreler pro-tiimér ve anti-tiimdral
etkiler gosteren sitokin, kemokin ve biiylime faktorleri (IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8 ve
graniilosit-makrofaj koloni uyaran faktérii (GM-CSF) vb.) salgilamaktadir (Mirabdollahi,
Haghjooyjavanmard, ve Sadeghi-aliabadi, 2019). WJ-MKH’lerin ve kemik iligi kaynakli
(KI) MKH’lerin gen ekspresyon profillerinin karsilastirildig: bir calismada iki kaynaktan
elde edilen MKH’lerin arasinda 6nemli farkliliklar oldugu bulunmustur. Bu genler,
immiinmodiilasyon, anjiyogenez, yara iyilesmesi, apoptoz, kemotaksi ve anti-timor etki
gibi farkli siireclerde rol oynamaktadir (Barrett ve ark.,, 2019). WJ-MKH’lerin
caligmamizda tercih edilme nedeni yonlendirmeyi hedefledigimiz noroblastoma
hiicrelerine karsi olan etkisinden yiiksek verimi alabilmek ve ayrica klinik olarak allojenik
kullanima uygun olmasidir. Sekresyon proteinlerinin ¢esitliligi ve tez ¢alismamizdaki

amaca uygunlugu bu WJ kaynagini potansiyel aday haline getirmistir.

MKH’lerin tiimor hedefli tastyict olarak kullanilmalari, timdr ilerlemesine karsi

terapotik etkiyi arttirma ve normal dokulara olan zarar1 azaltmada olduk¢a verimli oldugu
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diisiiniilmektedir. Yapilan bazi ¢alismalar tiimoér mikrogevresinin kronik yaralardaki
mikrocevre ile benzer oldugunu ve MKH’lerin yoOnlendirilmis gociinii tetikleyen
proinflamatuvar sitokinlerin yiiksek diizeyde ortamda bulundugunu gostermistir (Zhang,

Huang, Su, ve Gao, 2021).

MKH’ler giiniimiizde cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir fakat kok
hiicrelerin etkinlik seviyeleri bu kullanimi1 bazi durumlarda sinirlandirmaktadir. MKH’lerin
lokal veya sistemik enjeksiyonlarinin uzun vadeli sonu¢ almada yetersiz kaldiklari
distiniilmektedir. Bu nedenle hedeflendirilmis MKH’lerin istenilen bdlgelere
yonlendirilerek etkinliginin arttirllmasini amaglayan g¢aligmalar tasarlanmaktadir. Bu
kapsamda literatiirde, hiicreleri antikorlar veya peptitlerle kaplama, dogal hiicre yiizey
molekiillerini hedeflenen bolgeye baglanabilen hale getirme, genetik modifikasyonlar veya
hiicre yilizey molekiillerini biyotinleme sonras1 streptavidin ve biyotinlestirilmis
antikorlarla kaplama alanlarinda ¢alismalar yapilmaktadir (Kean, Lin, Caplan, ve Dennis,
2013). Bu yontemler MKH’lerin enjeksiyonlari ile bilestirildiginde hedeflenen bolgelere

gocl, etkinligi arttirirken enjeksiyon i¢in gereken hiicre sayisini azaltabilir.

Bugiine kadar yapilan calismalarda MKH’lerin etkinliklerinin artirilmasi igin
genetik modifikasyon, bazi fonksiyonel ajanlarin entegrasyonu ve hiicre ylizey
modifikasyonlar1 gibi yontemlere basvurulmustur. Bu yontemleri kullanmadaki amag
potansiyeli artirmanin yam sira hiicreleri hedeflenen bdlgeye/isleve yonlendirmektir.
MKH’lerde gerceklestirilen genetik modifikasyonlar kok hiicrelerin dogal 6zelliklerini
etkileyebilme riski barindirmaktadir. Bu nedenle nanopartikiil (NP) tabanli MKH
yonlendirme sistemleri oldukga ilgi ¢ekici olmustur (Gao, Zhang, Hu, ve Sun, 2013).
Tasarlanan sentetik NP tabanli tasiyict sistemler umut verici sonuglar gostermis olsa da
toksisite, tagima verimi, hiicrenin dogal O6zelliklerini koruma ve saliim verimi gibi
parametrelerin - uygunlugu bazi smirliliklar  olusturmaktadir. Bu  sinirhiliklarin
dogrultusunda arastirmacilar MKH’lerin yiizey modifikasyonlarina yonelmislerdir (Park

ve ark., 2015).

Yaptigimiz caligmada hiicre yiizey modifikasyon yontemlerinden olan kovalent
olmayan modifikasyon temelli antikor konjugasyon yontemi kullanilmistir. MKH’lerin
spesifik olarak hedef bulma (homing) 6zelligini artirmak amaciyla uygulanan antikor
konjugasyon yontemi antikorlarin hedef bolgedeki asir1 ifade edilen antijenlere yiiksek bir

afinite ile ¢ekilmelerini temel almaktadir (Park ve ark., 2015). Literatiir ¢alismalarinda
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kullanilan yoOntemlere benzer bir yontem gelistirerek calismamizda palmitik asidin
esteriyle 1gG birlestirilmis ve sonrasinda MKH’lere verilerek hiicrelerin kaplanmasi
saglanmistir. Sonrasinda iizerine eklenen anti- CD24 sayesinde de spesifik bir hedefleme

amagclanmustir.

Benzer strateji 6zellikle kanser immiinterapilerinde oldukga ilgi ¢ekici konumdadir.
S6z konusu yaklasimla olusturulan bispesifik antikorlar, iki farkli antijene ayni anda
baglanabilen veya antikor baglama alani T hiicresi ile konjuge reseptorii olan kimerik
antijen reseptoriidir (CAR-T) (Suzuki, Curran, ve Cheung, 2015). CAR-T temelli
yaklagima benzer olarak antikorlarin kok hiicrelere konjuge edilerek, MKH’lerin hedefe
yoneltilmesi literatiirde az sayida da olsa basariyla gergeklestirilmistir (Dennis ve ark.,
2004). Bispesifik antikorlar hiicreleri hedeflenen bolgeye yonlendirebilen bir yaklagim
sunmaktadirlar. Arastirmacilar ayn1 yontem ile anti-c-kit ve anti-VCAM-1 bispesifik
antikorlart kullanilarak c-kit+ fare kok hiicrelerini, VCAM-1 eksprese eden hasarli fare
miyokard hiicrelerine yonlendirmede basarili olmuslardir (Lum ve ark., 2004). Yine ayni
strateji, anti-CD45-anti-myozin hafif zincir kinazina konjuge edilerek kalpteki hasarli
damar yapisina hematopoetik kok hiicrelerin hedeflenmesinde kullanilmistir (Zhao ve ark.,
2008). Bispesifik antikor yonteminde, tiretimdeki zorluklar, maliyetler ve diisiik stabilite
gibi parametreler bu stratejinin MKH modifikasyonunda kullanimini sinirlamaktadir (Kean

ve ark., 2013).

Alternatif olarak antikor konjugasyon yontemi palmitlenmis PPG veya protein-A
(PPA)’nin kullanim1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Her iki bilesik de antikorlarin Fc
alanina baglanir fakat baglanma secicilikleri, antikorun tiiriine ve koken aldigi tiiriin
immiinoglobulin (IgG) alt tipine bagh olarak degismektedir. Yapilan tez ¢alismasinda bu
literatiir caligmalarinin sonuglarina dayanarak palmitik asidin esteriyle IgG birlestirilmis ve
sonrasinda WJ-MKH’lerle birlestirilerek hiicrelerin kaplanmast saglanmistir. SonraKki
asamada lizerine eklenen anti-CD24 antikoru ile ndroblastoma hiicrelerine yonlendirilmesi

amaclanmustir.

Antikor konjugasyonu ile hiicre yilizey modifikasyonu alaninda yapilan ilk
caligmalardan biri olan arastirmada palmitatla konjuge edilmis protein G, kondrojenik
progenitdr hiicrelerinin zarina entegre edilmistir. Daha sonra tip II kollajen antikoru
kaplamasi ile hiicrelerin kondrotin matriksine yonelmesi hedeflenmistir. Kaplama

yapilmayan hiicrelere kiyasla kikirdak yaralanma bolgesinde yapismanin arttigi ve bu
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gerceklestirilen konjugasyonun hiicrelerdeki canlilik, biiyime ve kondrojenik
farklilagmayr minimum diizeyde etkiledigi gosterilmistir (Dennis ve ark., 2004).
Palmitlenmis G proteini kullanilarak MKH’leri hasarli endotelyal dokuya hedeflemek
amaciyla ICAM-1 antikoruyla kaplanarak insan vaskiiler endotel hiicreleri (HUVEC) ile
inkiibe edildiginde, TNFa ile indiiklenme (ICAM-1 ekspresyonunu artirmak igin)
durumunda, endotelyuma yapisan MKH sayisini artirdigi belirlenmistir (Ko ve ark., 2009).
Antikor kaplamanin olusturdugu verimli etkiler g6z 6niinde bulundurularak ¢alismamizda
MKH’lere antikor kaplama yontemi gerceklestirilerek kaplanan hiicrelerin literatiirde ilk

defa kanser hiicrelerine yonlendirilmesi saglanmistir.

Tez c¢alismamizda MKH yiizeyine kaplamak amaciyla anti-CD24 antikoru
secilmigstir. CD24 proteininin, kiiciik bir ¢ekirdege sahip, 1stya dayanikli ve genis olciide
glikolizasyon geciren bir protein oldugu, farkli ligandlara baglanarak islevini yerine
getirdigi ve kanser hiicrelerinin fonksiyonlari ile yakin iliskili oldugu bilinmektedir (Wang
ve ark., 2023). CD24, bir GPI (glikozilfosfatidilinozitol)-ankorlu (¢apali) membran
proteini olarak, tiimor biliylimesi ve metastazda onemli bir rol oynamaktadir. CD24’iin
ekspresyonu, tiimor hiicresi c¢ogalmasinda artis, cesitli substratlara yapisma ve
hareketlilikle iliskilendirilmistir (Baumann ve ark., 2005). Glioma hiicrelerinde, CD24’{in,
in vivo ortamda metastazi tegvik ettigi ve insan gliomalarinin beyin metastazinda potansiyel
bir rol oynadig1 gosterilmistir (Senner ve ark., 1999). Ayrica, CD24’{in, aktive olmus
endotel hiicrelerinde ve trombositlerdeki yapigma reseptorii olan P-selektinin bir ligandi
olarak tanimlandig1 ve bazi kanser tiirleri i¢in bir tan1 molekiiler belirteci olarak onerildigi
belirlenmistir (Lim, 2005). Bu proteinin ayrica insan tiimorlerinde Src/STAT3 aktivitesini
kontrol ettigi goriilmektedir; asir1 ifadesinin aktiviteyi artirarak tiimor biiyiimesine yol
acabildigi disiiniilmektedir (Bretz ve ark., 2012). Bir¢ok ¢alisma, CD24’{in bir¢ok insan
kanserinde asir1 ifade edildigini, ancak saglikli insan dokularinda neredeyse tespit edilemez
oldugunu gostermektedir. Ayrica, CD24’lin genellikle progenitér hiicrelerde veya
metabolik olarak aktif hiicrelerde yiiksek diizeyde ifade edildigi ancak terminal olarak
diferansiye olmus hiicrelerde daha diisiik diizeyde ifade edildigi 6ne siiriilmektedir (Yang
ve ark., 2023).

Yapilan tim c¢alismalar CD24’in ¢esitli kanser tiirlerinin ilerlemesi ve
metastazinda énemli bir rol oynadigini isaret etmektedir. CD24’iin insan merkezi sinir

sisteminin gelisimi sirasinda gegici olarak eksprese edildigi ve insan ndral hiicre soyunun
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timorlerinin bir belirteci oldugu, noroblastomalarda ise kanser hiicreleri farklilagsmaya
yoneldikge CD24 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (Poncet ve ark., 1996). Tiim bu
bilgilerden yola ¢ikarak MKH’lerin yiizeyinde gerceklestirilen bir modifikasyonla CD24+
olan noroblastoma hiicrelerine direkt hiicre-hiicre temasiyla etkilesimi desteklemek iizerine
calisgmamiz1 kurguladik. Daha 6nceden izolasyonu gerceklestirilmis olan WJ-MKH hatti
ve noroblastoma hiicre hatt1 (SH-SY5Y) KOGEM koleksiyonundan kullanilmistir.
Calismamizda kullanilan WJ-MKH hattinin  karakterizasyonlar1 hiicrelerin ¢6zme
asamasindan sonra tekrarlanmis ve CD105, CD90 ve CD73 belirtegleri pozitifken CD45,
HLA-DR ve CD34 negatif olarak belirlenmistir. Elde edilen bu karakterizasyon verileri
kullandigimiz hiicrelerin kok hiicre 6zelliklerini tagidigini  gostermektedir. PPG’nin
olusturulmasi, saflastirilmasi, uygun dozun ve kaplama veriminin belirlenmesi gibi
optimizasyon asamalarmni takiben PPG’nin baglandigi WIJ-MKH’lere anti-CD24
antikorunun baglanmasi saglanmistir. Yapilan bir ¢alismada, hiicrelerin ikinci agama olan
antikor kaplamasinin akabinde hiicre canlilik analizi gerceklestirilmistir ve bu analizlerde
kaplamanin hiicre ¢ogalmasinda bir degisiklik yaratmadigi belirlenmistir (Q. Chen, Li,
Chen, Du, ve Wan, 2019). PPG yontemi ile kaplama yapilmis ¢alismalardan birisinde PPG
kaplamasi sonrast hiicre tizerindeki etkiler propidyum iyodiir (PI) aliminin akim sitometrik
analizi ile gosterilmistir (Dennis ve ark., 2004). Gergeklestirdigimiz tez ¢alismasinda ise
PPG’nin hiicreler tizerinde toksik bir etkisinin olmadig1 hem morfolojik analizlerle hem de
WST-8 analizi ile gosterilmistir. Ayrica diger ¢aligmalardan farkli olarak hiicrelerin PPG
kaplanma verimi IgG-PE boyanmasiyla belirlenmistir. Ko-kiiltiir sonrasi analizler igin hem
24 saatlik ko-kiiltir hem de 48 saatlik ko-kiiltiir sonucu gozlenen morfolojik temasin
sonuglarina gore deneylerin 48 saatlik ko-kiiltiir sonras1 yapilmasi ¢alismamiz i¢in uygun
gorllmiigtiir. Anti-CD24 kaplamasi sonrasinda deney gruplarinda hiicre g¢ogalmasi
acisindan herhangi bir olumsuz etki gézlenmemistir. Bu sonuglarin 1s1§inda hem PPG’nin
hem de anti-CD24 kaplamasinin hiicre modifikasyonlarinda giivenli bir sekilde
kullanilabilecegi ¢alismamizla gosterilmistir. Anti-CD24  kaplamanin  ko-kiiltiir
gruplarindaki etkisi live-dead boyama ile de incelenmistir ve 1:1 oraninda baglanmis olan
hiicrelerde serbest haldeki hiicrelere gore daha fazla 6lii hiicre gézlenmistir. Ayrica anti-
CD24+MKH’lerin fazla oldugu grupta (3:1) koloni olusumunun daha belirgin oldugu

gorilmektedir.

Deney gruplari arasinda yapilan gen ekspresyonu karsilastirma analizlerinde hiicre

¢ogalmasmin ve ndroblastomanin prognostik bir faktorii olan Ki-67 belirtecinin anti-
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CD24+WJ-MKH’in bulundugu gruplarda diisiise gectigi gézlenmistir. Ki-67’nin ifadesi
noroblastomada malignite ile iligkilendirilmis ve hiicre ¢gogalmasini inhibe etmek amagh
molekiiler hedefli ilaglarin etkinligini degerlendirmek i¢in kullanilabilecegi &ne
siiriilmiistiir (Watanabe ve ark., 2019). Ornegin gliomalarda yiiksek Ki-67 ifadesi, kotii
genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim ile iligkilendirilmistir (W. J. Chen, He, Tang,
Ren, ve Chen, 2015). Calismamizda, Ki-67’de gozlenen downregiilasyon, antikor kaplama
aracihi@r ile yonlendirilen MKH’lerin ortamdaki anti-kanser etkiyi arttirdigimi
distiindiirmektedir. Yapilan gen ekspresyonu analizlerinde hiicre i¢indeki bir¢ok islevi
diizenlemesinin yaninda hiicre farklilagmasini tesvik ettigi bilinen TGFb1 geni de deney
gruplarin1 karsilastirmak amaciyla incelenmistir. Tiim ko-kiiltiir gruplar1 arasinda en
yiksek TGFb1 geni anti-CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (3:1) grubunda gbzlenmistir. Anti-
CD24+WJ-MKH:SH-SY5Y (1:1) grubunda ise oldukca diisiik bir ifade gozlenmistir.
TGFb1’in kanserin erken asamalarinda anti-timor, ge¢ asamalarinda pro-timor rol
oynadig bilinmektedir. Bu durum, TGFb1 geninin ¢ok yonlii bir gen olmasindan dolay1
noroblastoma hiicrelerinin yogun oldugu grupta daha yiiksek ifadesinin goriilmesi olarak
agiklanabilir. Literatiirde, TGFb geninin, néroblastoma gelisiminde ve ilerlemesinde
onemli bir rol oynadigi belirtilmistir (Scarpa ve ark., 1996). TGFb1’in insan noroblastoma
hiicrelerinin farklilagsmasini ve ¢cogalmasini, histotip 6zgiil bir etkiyle diizenleyebilecegini
gostermistir. Bu bulgular1 destekleyen Turco ve ark., TGFb reseptoriiniin artan ifadesinin
ndroblastoma hiicrelerinde malign fenotipi baskilayabilecegini ve farklilasmay1

tetikleyebilecegini belirtmistir (Turco vd., 2000).

PDGFRb1’in, tiimor anjiyogenezisinde ve MKH’lerin farklilagmasi1 ve gogiinde
onemli bir rol oynadig1 bu siirecte neuropilin-1 (NRP-1) ile etkilesime girdigi bilinmektedir
(Dhar ve ark., 2010). Ayrica, PDGF reseptorleri, PDGFRDb1 dahil olmak iizere, 6zellikle
neovaskiilarizasyon sirasinda MKH’lerin vaskiiler hiicrelere ¢ekilmesi ve farklilasmasi
konusunda MKH’lerin kaderini diizenlemede etkilidir (Ball, Bayley, Shuttleworth, ve
Kielty, 2010). Calismamizda anti-CD24+WJ-MKH’lerin bulundugu gruplarda PDGFRb1
ifadesinde anlaml1 derecede diisiis gézlenmistir. Bu durum yine anti-CD24 ile kaplamanin

ortamdaki anti-kanser etkiyi arttirdigini géstermektedir.

BMP2’nin, noéroblastoma hiicrelerinin biiyiime duraksamasi ve noronal
farklilasmasi {izerinde 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Nakamura, Ozaki, Koseki,
Nakagawara, ve Sakiyama, 2003). BMP2 tedavisinin néroblastoma hiicrelerini noronlara

farklilagtirabildigi, noral 0Ozgilil transkripsiyon faktorlerinin ifadesini artirarak
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desteklenmektedir (Du ve Yip, 2010). Tez calismamizda BMP2’nin anti-CD24+WJ-
MKH’lerin bulundugu gruplarda kaplama olmayan gruplara gore daha diisiik ifade edildigi
gozlenmistir. BMP2’nin ndroblastoma gelisimindeki rolii karmasiktir, ¢linkii BMP2
reseptorii olan BMPR 'nin diisiik diizeyde ifadesi, néroblastoma hiicrelerinde artmis hiicre
biliyiimesi ve klonojeniklikle iligkilendirilmistir (Cui ve ark., 2017). Bu bulgular,
BMP2’nin noroblastomada farklilagsmay1 tesvik ederken ayni zamanda tiimdr gelisimine

katkida bulunabilecek dualistik bir rolii olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda analiz edilen genlerden biri olan p38a geni, p38 MAPK ailesinin bir
iiyesi olarak, tiimorogenez ve kanser agresifligi de dahil olmak {izere cesitli hiicresel
stireglerle iligskilendirilmistir (Xu ve ark., 2021). Bununla birlikte, p38a, doku homeostazini
diizenlenmesi baglaminda EGF reseptor sinyallemesini inhibe ederek tiimdr baskilayici bir
rol de oynamaktadir (Martinez-Limén, Joaquin, Caballero, Posas, ve de Nadal, 2020).
p38a’nin kanserdeki bu iki yonlii rolii, malign hiicre doniisiimiinii etkileme yetenegi ve
potansiyel pro-tiimorojenik islevleriyle desteklenmektedir (Igea ve Nebreda, 2015). Deney
gruplart arasinda en yiiksek p38a ifadesi herhangi bir kaplama isleminin yapilmadigi
noroblastoma hiicrelerinin daha yiiksek oranda bulundugu ko-kiiltiir WJ-MKH:SH-SY5Y
(1:3) grubunda go6zlenmistir. Diger gruplarda ekspresyon seviyesi ayni diizeyde
seyretmigstir. Yapilan analizde kanser hiicrelerinin ortamda fazla olmasiyla artan p38a
ifadesi, p38a’nin noroblastomadaki roliiniin hem tiimorii tesvik eden hem de tiimori

baskilayan yonde olmas1 durumuyla iligkilendirilebilir.

Calismamizda ko-kiiltiir sonras1 analiz edilen diger iki gen ise IL-1b ve IL-6’dur.
IL-1b, NF-xB yolunu kullanarak MKH’lerin migrasyonunu uyarma, monositleri ve
graniilositleri modiile etme yeteneklerini artirmaktadir. Ayrica, IL-1b, MKH’lerde
norogenezi tesvik eder ve potansiyel olarak rejeneratif kapasitelerini artirabilir (Carrero ve
ark., 2012; Greco ve Rameshwar, 2007). Yapilan baska bir ¢alismada, IL-1b ekspresyonu
inhibisyonunun, melanomada kanser hiicrelerinin biiylimesini azalttigini gostermistir
(Moossavi, Parsamanesh, Bahrami, Atkin, ve Sahebkar, 2018). IL-6 ise zellikle hiicre
cogalmasini ve sagkalimini tesvik etmek suretiyle ndroblastoma ilerlemesinde énemli bir
rol oynar. Ayrica, noroblastoma hiicrelerinin biiyiimesini ve sagkalimini destekleyen
kemik iligi mikrogevresinin olusumunda da rol alir (Ara ve ark., 2009; Song ve ark., 2007).
Ayni zamanda, IL-6, MKH’lerin migrasyonunu tesvik ederek, onlarin rejeneratif ve
terapotik Ozelliklerine katkida bulunabilir. Bunun yaninda IL-6 MKH’lerin diferansiye

olmamig durumlarini siirdiirmelerine katkida bulunur ki bu, terapdtik potansiyelleri i¢in
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onemlidir (Casson, O’Kane, Smith, Dalby, ve Berry, 2018; Pricola, Kuhn, Haleem-Smith,
Song, ve Tuan, 2009). Tiim bu bilgilerin 1s18inda IL-1b’nin pro-inflamatuar bir sitokin
olmas1 dolayisiyla kok hiicre ve kanser hiicrelerinin oranlarinin esit oldugu gruplarda
anlaml derecede yiiksek bir ifadeye sahip oldugu gozlenmistir. Ortamda noéroblastoma
hiicre orani arttik¢a bu sitokinde diisiis gézlemlemekteyiz. Gen ekspresyonu analizinden
aldigimiz bu sonuglar ortamdaki enflamasyon arttik¢a yiikselen MDA sonuglartyla da
koraledir. MDA analizlerinde de 3 kat fazla oranda WJ-MKH’lerin bulundugu grupta en
yliksek MDA seviyesine ulagildigi belirlenmistir.

TNFa’nin MKH’lerin immiin modiilatér fonksiyonlarinda énemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Tiimor olusumunu, istilay1r ve metastazi tesvik edebilirken ayni zamanda
anti-tiimor etkilere de sahiptir (Mocellin ve Nitti, 2008). Calismamizda MKH’lerin fazla
oldugu ve anti-CD24+ olan grupta kaplama yapilmamis gruba gore daha yiiksek TNFa gen
ifadesi gozlenmistir. Bu genin antikor kapli olan grupta yiiksek olmasi diger gen

ekspresyonlarinin paternleri ile korale olarak anti-tiimor etkiyi destekledigini gosterebilir.

Tez ¢alismasinda ROS miktarinin artis azalisim1 degerlendirebilmek icin DC-FDA
boyamas1 yapilarak akim sitometrisinde analiz edilmistir. Kaplanmis MKH’lerin
bulundugu grup kaplama yapilmayan grupla karsilastirildiginda kaplanmis grubun ROS
miktarinda artis gozlenmistir. ROS miktarinin ortamda artmasi oksidatif stresin yiliksek
oldugunu ve anti-kanser etkinin mevcut oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica ortamda
ROS’un artis1 kanser hiicresi oliimiinii destekledigini bildiren goriisler literatiirde
mevcuttur (S. J. Kim, Kim, ve Seo, 2019; Molavian ve ark., 2016). Oksidatif stresi
belirlemek i¢in yaptigimiz MDA analizinde goriilen antikor kaplanmis gruplardaki diisiis
antioksidan mekanizmaya dahil olan bir gen olan GPX1 (Glutatyon peroksidaz-1)’in artis1
ile korale bir sonu¢ vermistir. Oksidatif stresin diismesi karsisinda aktiflesen antioksidan

mekanizmasinin antikor kaplamanin bir etkisi oldugu gozlenmistir.

Gergeklestirdigimiz bu tez calismasi, literatiirde yapilan antikor konjligasyon
yontemi ile MKH’lerin ndroblastoma hiicrelerine yonlendirilmesi {izerine yapilan ilk
caligmadir. Daha ¢ok parakrin etkilerin incelendigi ¢alismalardan farkli olarak iki hiicrenin
birbirlerine yakin bir noktada etkilesime ge¢meleri i¢in antikor tabanli bir baglanma
gergeklestirilmistir. Optimizasyonlarin sonrasinda uygun dozun belirlenmesiyle WJ-
MKH’lerin anti-CD24 antikoru ile kaplanmasi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.
Gergeklestirilen PPG ve anti-CD24 kaplamasinin hiicrelere toksik bir etkisi olmadig1 bu
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nedenle giivenilir bir yontem oldugu gosterilmistir. Anti-CD24’{in baglanmasiyla hiicre
yilizey modifikasyonu ger¢eklestirilen MKH’lerin CD24+ néroblastoma hiicrelerine (SH-
SY5Y) yonlendirilmesi sonrast MKH’lerin iKi yonli etkileri incelenmistir. Bu etkilerin
daha ¢ok ortamda MKH oranlar1 diisiikken pro-tiimor aktivitenin varlig1 diisiiniilse de anti-

CD24+MKH oranlar arttik¢a anti-kanser etkinin arttigi gozlenmektedir.

Antikor aracili yonlendirme yontemi direkt hiicre-hiicre temasiyla herhangi bir
genetik modifikasyona veya kimyasal bir araciya gerek kalmadan etkilesimi inceleme
firsat1 yaratmaktadir. Bu caligmayla, kok hiicrelerin kanser hiicreleriyle etkilesimini analiz
edebilmek hem tedavi yontemleri hem de kanser arastirmalari agisindan G6nem

tagimaktadir.
5.1. Stmirhliklar

WJ-MKH’leri kaplamak i¢in kullanilan anti-CD24 antikorunun ticari olarak temini
ve saflagtirma maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle PPG reaksiyonu sonrasinda,
antikoru asgari miktarda kullanilarak optimizasyonlar gerceklestirilmistir. Saflagtirilan ve
WJ-MKH’lerle birlestirilen anti-CD24 antikorunun stabilitesi, ne kadar siire
saklanabilecegi hakkinda literatiirde bilgi olmamas1 ko-kiiltiir sonras1 gruplar tizerindeki
analiz siirelerini uzatmis ve her ko-kiiltiir grup seti dncesinde yeniden reaksiyon kurma

zorunlulugu gibi zorluklar ortaya ¢ikarmustir.

In vivo ortamda tiimér mikrogevresindeki kanser hiicrelerinin sayisinin
belirlenememesi gibi sinirliliklar ¢alismamizin zorluklarindan birisini olusturmaktadir.
Calismamizin baglangicinda in vivo benzeri bir ortamin in vitroya aktarimi seklinde
tasarlanan deney gruplari; ndroblastoma hiicre oranlarinin daha fazla (WJ-MKH (1):SH-
SY5Y (3) /anti-CD24+WJ-MKH (1):SH-SY5Y (3)) ve esit (WJ-MKH (1):SH-SY5Y(1) /
anti-CD24+WJ-MKH(1):SH-SY5Y(1)) olacagi sekilde diizenlenmistir. Deneyler
sirecinde MKH’lerin ortamda arttikga anti-kanser etkinin de arttigit gen ifadeleri
sonuglarinda gozlense de WST-8 hiicre canlilik analizlerinde kaplama yapilan gruplarda
ayni sonugclar elde edilememistir. Bu sonugtan yola ¢ikarak ¢alismanin ikinci boliimii olan
MKH’lerin daha fazla (WJ-MKH (3):SH-SY5Y(1) /anti-CD24+WJ-MKH(3):SH-
SY5Y(1)) oldugu deney gruplar1 tasarlanmis ve ilgili analizlerin yapilmasi amaciyla
eklenmistir. Deney gruplart arasinda (1:1) ko-kiiltiir oran1 segilerek bu oran {izerinde

apoptoz ve proliferasyon analizleri gergeklestirilmistir. Anti-CD24 antikorunun temini ve
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saflagtirma islemlerinin maliyeti analizlerin ¢esitlendirilmesini ve deney gruplari

kurulurken oranlarin gesitlendirilmesini sinirlandirmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Tez caligmamizda gercgeklestirdigimiz antikor aracilt yonlendirme yontemi direkt
hiicre-hiicre temasiyla herhangi bir genetik modifikasyona veya kimyasal bir araciya gerek

kalmadan etkilesimi inceleme firsat1 yaratmaktadir.

Calismadaki ilk amag¢ olan antikor kaplama islemi c¢esitli optimizasyon ve
saflastirma basamaklarindan sonra basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Ileriki
caligmalarda saflastirilan PPG ve anti-CD24 antikorunun stabilite ve saklama kosullariyla
ilgili ¢alismalarin yapilmasi bu yontem ile gerceklestirilecek olan analizleri
hizlandiracagini 6ngérmekteyiz. Ayrica anti-CD24+WJ-MKH’lerin saklama kosullarinin
ve siiresinin optimizasyonlarmin gergeklestirilmesi de bu g¢alismanin in vitro timor

modellerinde uygulanabilmesi i¢in potansiyel fayda saglayacaktir.

Calismamizdaki ikinci amag olan deney gruplari arasi ko-kiiltiirler yeterli sayida
hiicrenin eldesi ile basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Bu ko-kiiltiirler sonrasinda
yapilan analizler kaplanmamig olan WJ-MKH’lerin bulundugu gruplarda yapilan
caligmalarda diisik MKH oraninda kanser hiicrelerinin ¢ogalmasint az da olsa
desteklendigi ancak yiikselen MKH oranlarinda anti-kanser etkinin mevcut oldugu
sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Anti-CD24+MKH’lerle yapilan ko-kiiltiirlerde, kaplama
sonrast BMP2, PDGFRb]1 gibi tiimor iliskili ve Ki-67 gibi hiicre ¢ogalmasi iligkili genlerde
diisiis gbzlenmistir. Bu hiicre gogalmasinin azaldigini ve anti-kanser etkinin bu grupta daha
yiiksek oldugunu diislindiirmektedir. Bu nedenle calismamiza, WJ-MKH’lerin oraninin
noroblastoma oranindan daha fazla sayida olan deney grubunu ekleyerek bu sonuglari
kanitlayabilecek analizler eklenmistir. Ko-kiiltiir oranin1 (1:1) olarak tuttugumuzda hem
apoptoz tayini analizlerinde hem de proliferasyon analizlerindeki sonuglarin
dogrultusunda, bu oranin en verimli anti-kanser etkiyi gosterdigi belirlenmistir. Anti-CD24
antikorunu MKH’lerin membranima c¢apalamanin yani sira bagka ndroblastomada ifade
edilen antikorlarin ¢apalanmasi islemiyle ¢oklu antikor kaplama islemi gerceklestirilmesi
caligmay1 daha etkili ve ¢cok yonlii kilacaktir. Ayrica farkli kanser hiicresi hatlariyla anti-
CD24+WJ-MKH’lerin direkt temasi1 saglanarak ayni etkilere ulasilip ulasilmayacagi
degerlendirilebilir. Ilerleyen calismalarda ortama makrofaj gibi immiin hiicrelerin
eklenmesi kaplama yonteminin verimliliginin kanitlanmasi agisindan 6nemli bir adim

olacaktir.
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Calismamizda antikor kaplanmis MKH’lerin noroblastoma hiicreleri ile in vitro
ortamda direkt temas1 hedeflenmis ve bu temas sonrasi etkilesim incelenmistir. Timor
mikrogevresinin karmasik yapisindan dolay in vivo ortamda MKH’lerin direkt temastaki
etkilerinin incelenmesi yaptigimiz tez c¢alismasinin sonuglarini daha da netlige
ulastiracaktir. Yapilan deneylerin in vivo ortamda tiimoér modellerinde denenmesi anti-

CD24+MKH’lerin etkinligini kanitlamak agisindan 6nem tagimaktadir.

Gelecekte MKH’lerin antikor konjugasyon yontemi ile modifikasyonun in vivo
tiimor modelleri tizerinde denenmesi verimliliginin kanitlanmasi agisindan etkili olacaktir.
Ayrica antikor kaplama yoOnteminin farkli antikorlar kullanilarak in vitro hastalik
modellerinde de denenmesi bu yontemin etkinliginin analiz edilmesi agisindan faydali

olacag diisiiniilmektedir.
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