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OZET

OKRELIZUMAB MADDESININ DENTAL PULPA KAYNAKLI MEZENKIMAL
KOK HUCRELER UZERINDEKI ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Belma AKPINAR YILMAZ
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigman: Prof. Dr. Ciineyt AKI
27/01/2023, 52

Multipl Skleroz (MS) enflamasyon, demiyelinizasyon ve akson hasart ile karakterize
olan, kronik seyirli, otoimmiin bir merkezi sinir sistemi (MSS) hastaligidir. MS
tedavisindeki en 6nemli amag ndrorejenerasyonu saglamaktir; fakat mevcut tedaviler sadece
MS’in ilerlemesini yavaslatmak yoniinde etki gosterirler. Okrelizumab, MS tedavisinde
kullanilan humanize anti CD20 monoklonal antikorudur. Kok hiicre tedavisi, rejeneratif tipta
etkili bir tedavidir ve mevcut tedavilerin yetersiz kaldigi durumlarda umut verici yeni bir
yaklagimdir. Bu ¢alismada, Okrelizumab’in, dental pulpa kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin (DP-MKH) proliferasyonu ve farklilasma potansiyeli iizerine etkilerinin
incelenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ kapsaminda normal kiiltiir ortamina ii¢ farkli dozda
(1,5 pg/mL, 15 pg/mL ve 150 pg/mL) Okrelizumab ilave edildikten sonra WST- 1 ile 24,
48 ve 72. saatlerde proliferasyon analizleri yapildi. 24 ve 48 saatlik Okrelizumab tedavisinin
doza bagl olarak kok hiicre proliferasyonunu azalttig1r gdzlemlendi ayrica 72 saatte ilacin
proliferasyon tizerindeki etkinliginin diisiik dozlarda kayboldugu goriildii. Benzer sekilde,
kokliik belirteci Rex-1'in ifadesinde doza bagimli bir diisiis tespit edildi. Ilacin kok
hiicrelerin farklilagma potansiyeli iizerindeki etkisini belirlemek i¢in; adipojenik farklilagma
belirteci ADFP, osteojenik farklilasma belirteci RUNX-2, kondrojenik farklilasma belirteci
SOX-9 ve norojenik farklilasma belirteci TUBB3 ekspresyonu es zamanli PCR ile
degerlendirildi. RUNX-2, SOX-9 ve TUBB3 ekspresyonlar1 doza bagli olarak artarken,
ADFP ekspresyonunda ilag dozuna paralel olarak azalma oldugu goriilmistiir. Ayni

zamanda norojenik farklilagma sonrasinda TUBB3 ve GFAP immiinfloresan boyama
v



yapilmis ve sonuclarin birbirini destekledigi gozlenmistir. Doktora tez calismasi sonuglarina
gore; MS tedavi ajanlarindan olan Okrelizumab, DP-MKH’lerinin ndérojenik yonde
farklilasmalarin1 indiikleyerek noroprotektif etki gosteriyor olabilir ayrica osteojenik,
kondrojenik ve norojenik farklilasmasini indiikleyerek kok hiicrelerin rejeneratif etkilerini

destekleyebildigi disiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Multipl Skleroz, Mezenkimal K6k Hiicre, Okrelizumab, Norojenik

Farklilasma, Hiicresel Tedavi



ABSTRACT

DETERMINATION THE EFFECTS OF OCRELIZUMAB ON DENTAL PULP
DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS

Belma AKPINAR YILMAZ
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Biological Science
Advisor: Prof. Dr. Ciineyt AKI
27/01/2023, 52

Multipl sclerosis (MS) is a chronic autoimmune central nervous system (CNS)
disease characterized by inflammation, demyelination and axonal damage. The most
important goal in MS treatment is to provide neuroregeneration; however, current treatments
only work to slow the progression of MS. Ocrelizumab is a humanized anti-CD20
monoclonal antibody used in the treatment of MS. Stem cell therapy is an effective treatment
in regenerative medicine and a promising new approach in cases where current treatments
are insufficient. In this study, it was aimed to investigate the effects of Ocrelizumab on the
proliferation and differentiation potential of dental pulp-derived mesenchymal stem cells
(DP-MSC). For this purpose, three different doses of Ocrelizumab (1.5 pg/mL, 15 pg/mL
and 150 ng/mL) were added to the normal culture medium, and proliferation analyzes were
performed with WST-1 at 24, 48 and 72 hours. It was observed that 24-hours and 48-hours
Ocrelizumab treatment decreased stem cell proliferation dose-dependently, and it was
observed that the effectiveness of the drug on proliferation was lost at low doses in 72 hours.
Similarly, a dose-dependent decrease in expression of the stemness marker Rex-1 was
detected. To determine the effect of the drug on the differentiation potential of stem cells;
expression of the adipogenic differentiation marker ADFP, the osteogenic differentiation
marker RUNX-2, the chondrogenic differentiation marker SOX-9 and the neurogenic
differentiation marker TUBB3 were evaluated by real-time PCR. While RUNX-2, SOX-9
and TUBBS3 expressions increased in a dose-dependent manner, there was a decrease in
ADFP expression in parallel with the drug dose. At the same time, TUBB3 and GFAP

immunofluorescence staining was performed after neurogenic differentiation and it was
Vi



observed that the results supported each other. According to the results of the doctoral thesis;
Ocrelizumab, one of the MS treatment agents, may have a neuroprotective effect by inducing
neurogenic differentiation of DP-MSCs, and it is thought that it may support the regenerative

effects of stem cells by inducing osteogenic, chondrogenic and neurogenic differentiation.

Keywords: Multipl Sclerosis, Mesenchymal Stem Cell, Ocrelizumab, Neurogenic

Differentiation, Cellular Therapy
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

1.1. Genel Bilgi

Insanlarin hastaliklarla savas: insanlik tarihi kadar uzun bir gegmise sahiptir. Bazi
hastaliklar salginlar halinde ilerleyerek coklu 6liimlere sebep olurken, bazilar1 ise insanlarin
sahip oldugu savunma mekanizmasina yenilerek yikici etkilerini kaybetmistir. Gelisen
teknoloji ile birlikte hastaliklara sebep olan etkenler bulunarak tedavi segenekleri
genigletilmis ve pek ¢ok hastalik icin insanlik bu savasi kazanmistir. Kimi hastaliklar
insanlar1 kiiresel diizeyde etkileyerek pandemilerin olusmasina neden olmaktadir. Son
donemlerde bu duruma siklikla rastlanmaktadir. Domuz gribi, kus gribi, MERS, SARS,
Covid 19 gibi pandemi yaratan hastalik etmenleri sonucunda ¢ok fazla sayida insan yagamini

yitirmistir.

Insanlar agisindan giiniimiizde en yaygin gdzlemlenen saglik sorunlarindan bir tanesi
de norodejeneratif hastaliklardir. Norodejeneratif hastaliklar beyin veya omurilikteki
noronlarin dejenerasyonu veya kaybi ile karakterize edilen bir hastalik grubudur.
Norodejeneratif hastaliklar arasinda MS, Parkinson, Huntington, Alzheimer gibi hastaliklar
toplumda siklikla goriilmektedir. Bu hastaliklar temel olarak bilissel bozukluklara sebep
olmakta ve hastanin yasam kalitesi Tlizerinde olumsuz etkilerde bulunmaktadir.
Norodejeneratif hastaliklarin tedavi yaklasimlari gegmisten glinlimiize ¢ok fazla degisiklik
gostermistir. Bu hastaliklarin kesin tedavisi bulunmamakla birlikte hastalarin yasam

kaltesini arttirmaya yonelik tedavi yaklagimlari uygulanmaktadir.

Arastirma konumuzun temelini olusturmakta olan ndrodejeneratif hastaliklardan
Multipl Skleroz (MS) hastaliginin en erken tanimi, otobiyografik giinliikklerde 14. yiizyila
dayanir, ancak en kapsamli tanimi Fransiz nérolog Jean-Martin Charcot tarafindan 1868
yilinda otopsi 6rnekleri incelenerek klinik bulgularin birlestirilmesi ile “goklu plak™ terimi

kullanilarak yapilmis olup ilk tedaviler ancak 20. yiizyilin sonlarinda bulunmustur.

MS enflamasyon, demiyelinizasyon ve akson hasari ile karakterize olan, kronik

seyirli, otoimmiin bir merkezi sinir sistemi (MSS) hastaligidir. MS, diinya ¢apinda yaklasik
1



iki buguk milyon insani etkileyen, etkin bir tedavisi olmayan, kadinlarda erkeklere oranla
yaklasik iki kat daha fazla goriilen bir hastaliktir. Miyelin kiliflarin demiyelinizasyonuna
sebep olan ataklar ile ilerleyen, siklikla geng bireyleri etkileyen en yaygin norodejeneratif
hastaliklardan biridir.

Miyelin kilifin hasarlanmasi sonucu beyin ve omurilikte ¢ok sayida plaklar olusur.
MS tedavisindeki en 6nemli amag ndrorejenerasyonu saglamaktir; fakat mevcut tedaviler
sadece MS’in ilerlemesini yavaslatmak yoniinde etki gosterirler. MS i¢in mevcut terapotik
yontemler, immiin baskilayicilari, immiinomodiilatorleri ve monoklonal antikorlar1 igerir.
Immiinomodiilatér ve immiinsiipresif tedaviler hastaligin seyrini degistirmek icin kullanilir,
bu tedaviler hastalar i¢in gilinlik tedavidir ve etkinligi, hastaligin agresif seyrinin

baslangicini geciktirmeye dayanir.

MS tedavisinde son yillarda ¢ok ilerleme kaydedilmistir. Son zamanlarda CD20'ye
0zgili monoklonal antikorlarla (6rnegin Rituksimab, Okrelizumab ve Ofatumumab) yapilan
calismalar, B hiicresi baskilanmasinin, tekrarlayan MS ataklar1 i¢in giivenli ve etkili bir
tedavi stratejisi oldugunu gostermistir. Bu ajanlar esas olarak hastaligin immiin yonlerini ve
tekrarlayan enflamasyonu hedefler ancak norolojik fonksiyonlarin korunmasinda ve
kurtarilmasinda kritik 6neme sahip remiyelinizasyonun istenen uzun vadeli sonucunu ele

almakta yetersiz kalmaktadirlar.

Okrelizumab, humanize anti CD20 monoklonal antikorudur. CD20 antijeni, B
hiicrelerinde eksprese edilir, ancak kok hiicreler, pro-B hiicreleri veya plazma hiicreleri
tizerinde eksprese edilmez. Okrelizumab her alt1 ayda bir 600 mg dozunda intravendz olarak
uygulanmakatadir. Genel olarak iyi tolere edilebilen ve Relapsing-Remitting Multipl Skleroz
(RRMYS) i¢in etkili bir tedavi yontemi olmakla birlikte Primer Progresif Multipl Skleroz
(PPMS) i¢in onay alan ilk tedavi ajanidir.

Okrelizumabin mekanizmasi tam olarak anlasilamamustir, ancak CD20 eksprese eden
B hiicrelerinin sayisinda ve islevinde azalma yoluyla immiinomodiilasyonu sagladig:
diisiiniilmektedir. Okrelizumab, CD20'ye baglanir, hiicre aracili sitotoksisite, fagositoz,
komplemana bagimli sitotoksisite ve apoptoz yoluyla CD20 eksprese eden B hiicrelerini

secici olarak ortadan kaldirir.



Okrelizumab'in MS'in ilerlemesini baskilamak i¢in biiyiik bir potansiyele sahip
oldugu, ancak noronal dokudaki hasari iyilestirmede higbir etkisi olmadig1 gosterilmistir.
DP-MKH'ler, noral krista kokenli olup norojenik farklilasma kapasiteleri yiiksek hiicreler
oldugundan ndrodejeneratif hastaliklarda kullanimi ig¢in uygun bir aday olabilir. Ancak,
Okrelizumab'in DP-MKH'ler ile etkilesimine odaklanan herhangi bir yayimlanmis ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci, MS tedavisinde kullanilan Okrelizumab'in DP-

MKH’lerin ¢ogalma ve farklilagsma kapasiteleri tizerindeki etkisini arastirmaktir.

1.2. Multipl Skleroz

1.2.1. Multipl Skleroz Tanim

Multipl skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin (MSS) kronik, inflamatuar,
demiyelinizan ve otoimmiin bir hastaligidir. Otoreaktif T ve B hiicreleri, ndronlar arasindaki
miyelin kilifa saldirarak hiicreler arasi iletisimin kopmasina ve sonunda nérolojik sakatligin

ortaya ¢ikmasina neden olurlar (Genc vd., 2019).

1.2.2. Multipl Skleroz Tarihcesi

MS, ilk olarak 1868 yilinda, beynin ve medulla spinalisin beyaz maddesinde ¢ok
sayida lezyon ve glial skar (plak) alani gozlemleyen Jean-Martin Charcot tarafindan
bildirilmistir. 1933 yilinda Amerikali bilim insan1 olan Dr. Thomas Rivers, yaptig1 hayvan
deneylerinde viral bir hastalik olarak bilinen MS’in viral bir hastalik olmadigini, otoimmiin
bir hastalik oldugunu gostermistir. 1959 yilinda ise Amerikali bilim insam1 Dr. Philip
Paterson, hastaligin gelismesinde T hiicrelerinin rolii oldugunu kesfetmistir. 1960 yilinda ise
MS’1i hastalarin beyin omurilik sivisinda B lenfosit hiicreleri tespit edilmis ve tanida modern
prosediirlerin gelisimi saglanmistir. Bu durum MS’in otoimmiin bir hastalik oldugunun ilk

kanitidir (Hemmer ve Miihlau 2017).



1.2.3. Multipl Skleroz Epidemiyelojisi

MS diinya c¢apinda yaklasik olarak iki buguk milyon kisiyi etkileyen, etkili bir
tedavisi olmayan, kadinlarda erkeklere oranla iki kat daha fazla goriilen bir kiiresel
hastaliktir. MS’in goriilme siklig1 cografi bolgelere gore cesitlilik gostermektedir. Kuzey
yarim kiirede, giineyden kuzeye dogru; giiney yarim kiirede ise kuzeyden giineye dogru
gidildik¢e hastaligin gériilme sikliginda artis oldugu bildirilmistir. Ayni1 cografyada olsa da
farkli itk ve etnik topluluklarda carpicit dagilimlar gézlenmekte; beyaz irkta daha fazla
goriildiigli vurgulanmaktadir. Afrika’da yasayan siyahlarda hastaligin ¢ok ender oldugu,
ABD’de yasayan siyahlarda ise hastaligin goriilme sikliginin beyazlarin yarisi kadar oldugu
bilinmektedir (Weinshenker, 1995). Avrupa ve Kuzey Amerika'nin kuzey bolgelerinde
yliksek oranda MS goriilmektedir. MS hastaliginin kiiresel dagilimi Sekil 1°de gosterilmistir
(Browne vd., 2014).

Ulkemizde son yillarda yapilan epidemiyolojik calismalara gére, MS prevalansi
ylizbin kiside 41,1 ila 101,4 arasindadir. MS, ilerleyici, kronik ve zayiflatici etkilerinin
yaninda, herhangi bir tedavinin bulunmayisi1 ve hedef yas grubu, niifusun en tiretken geng
yetiskinleri olmasi nedeniyle, modern toplumlar i¢in ekonomik ve sosyal anlamda biiytik bir

kayiptir (Tiirk Borii vd., 2018).

MS’in ekonomik yiikiiniin Avrupa’da 2010 yilinda 14,6 milyar Euro, ABD’de ise
2013’te 4,3 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir (Gustavsson vd., 2011, Chen vd.,
2017).
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Sekil 1. Multipl Sklerozun 2013 yili kiiresel prevalansi (Browne vd., 2014)

1.2.4. Multipl Skleroz Etiyolojisi

MS'in nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, D vitamini eksikligi, UVB 1s181na
maruz kalma, Epstein-Barr viriisii (EBV) enfeksiyonu, obezite ve sigara igme gibi ¢evresel
kosullar hastaligin ortaya ¢ikmasiyla iliskilidir. Ek olarak, simdiye kadar MS'e yatkinlik ile
iligkili olan bagisiklik sistemi ile ilgili genlerde 150'den fazla tek niikleotid polimorfizmi
tanimlanmistir. Genetik yatkinlik ve gevresel kosullarin bir araya gelmesi MS riskini
artirabilir (Dobson ve Giovanni, 2019).

MS’in, bazi irklarda daha yaygin olmasi, ikizlerde goriilme oraninin yiiksek olmasi
ve MS’li bireylerin birinci derece akrabalarinda MS’in daha sik goriilmesi gibi nedenlerle
genetik etkenlerin giderek onem kazanmaktadir. MS hastalarinin yaklagik %15’inin
ailelerinde de bu hastaliga yakalanmis baska bir birey daha bulunmaktadir. Hastalik riskinin,
tek yumurta ikizlerinde, ¢ift yumurta ikizlerine oranla 10 kat fazla oldugunu gosteren
bulgular mevcuttur (Ebers vd., 1983). Kardesler ve ikizlerde yiiriitiilen ¢alismalarda,
monozigot ikizlerde normal populasyona goére hastalik riski 150-300 kat daha fazla



bulunmustur (Hafler vd., 2005). Kisacasi, genetik olarak yatkinligi olan bireylerin,
hayatlarinin baslangi¢ donemlerinde karsilasmis olduklar1 bir uyacinin, bagisiklik sistemini

harekete gegirerek miyelin hasarina ve kaybina yol agtigi sanilmaktadir (Rowland, 2008).

1.2.5. Multipl Skleroz Patolojisi

MS, miyelin kilif proteinlerinin lenfositler tarafindan antijen olarak algilanip yikima
ugratilmasiyla baslayan otoimmiin bir hastaliktir. MS'in karakteristik patolojik 6zelligi,
inflamatuar lezyonlarin neden oldugu demiyelinizan plaklardir. Periferde aktive olmus T ve
B lenfositler Kan Beyin Bariyerini (KBB) gegerek miyelin kilif ve oligodentrosit
antijenlerine karst hiicresel mekanizmalar gelistirmektedir. Lenfositlerin KBB’ne
tranmigrasyonlar1 i¢in ¢esitli adezyon molekiillerinin, kemokinlerin ve matriks
metaloproteinazlarin (MMP'ler) ekspresyonu s6z konusudur. Merkezi sinir sistemine giren
otoreaktif lenfositler, antijen sunan hiicreler tarafindan eksprese edilen MHC sinif II
molekiilleri araciligryla beyin parankimi i¢indeki otoantijenik peptitlerle karsilastiklarinda,
sitokinlerin ve kemokinlerin salinmasina, enflamatuar hiicrelerin (T hiicreleri, monositler ve
B hiicreleri) toplanmasina ve miyelin hasariyla sonuglanan mikroglia ve makrofajlarin kalici

aktivasyonuna yol agar (Garg ve Smith, 2015).

Histopatolojik olarak MS lezyonlari, aktiflestirilmis T hiicreleri, B hiicreleri, plazma
hiicreleri ve makrofajlardan olusan inflamatuar infiltratlar ile karakterize edilir. CD4+T
hiicreleri esas olarak perivaskiiler bosluklarda ve meninkslerde bulunurken, CD8+T
hiicreleri MS lezyonlariin  parankiminde bulunur. MS lezyonlarinda derin

demiyelinizasyon, aksonal hasar, astrogliosis ve remiyelinizasyon goriiliir (Selter ve Hemer,

2013).

Manyetik Rezonans goriintiileme (MRQG) ile gozlenen enflamatuvar plaklar MS’in
patolojik 6zelligidir. MS i¢in tipik lezyon 6zellikleri ve yerlesim alanlari vardir. McDonald
tan1 kriterlerinde yer alan tipik yerlesim alanlar1 periventrikiiler, juxtakortikal, infratentoryal

bolgeler ve spinal korddur (McDonald vd., 2001).



MS'in immiinopatogenezi hakkindaki bilgilerin ¢ogu, demiyelinizasyon hayvan
modeli olan deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (DOE) calismasindan elde edilmistir. DOE,
demiyelinizasyon, oligodendrosit ve aksonal kayip gibi MS ile ilgili histolojik 6zellikleri

taklit etmede en uygun deney modelidir (Garg ve Smith, 2015).

Hayvan deneyleri, interferon-gama salan yardimci T (Th1) hiicrelerinin ve Th17

hiicrelerinin, MSS i¢indeki iltihaplanmada anahtar rol oynadigini diistindiirmektedir.

T hiicrelerinin yani sira B hiicrelerinin de MS patogenezinde Onemli bir rol
oynadigma inanilmaktadir. B hiicreleri, periferik bagisiklik sisteminde ve muhtemelen
MSS'de 6nemli antijen sunan hiicrelerdir. B hiicresi reseptorleri ile ¢oziinebilir proteinleri
yakalayabilir, MHC-II molekiillerine bagli peptit antijenlerini otoreaktif T hiicrelerine
sunabilirler. MS immiinopatogenezi ile ilgili agiklama Sekil 2’de verilmistir (Selter ve
Hemer, 2013).
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Sekil 2. Multipl Skleroz immiinopatogenezi (Selter ve Hemer, 2013).



1.2.6. Klinik Belirtiler ve Bulgular

Beyin ve omuriligin hangi bolgesinde dejenerasyon meydana gelmisse o alanla ilgili
belirti ve bulgular goriiliir. Bu belirtiler arasinda en sik goriilenleri, motor omurilik
semptomlar1 (bir veya daha fazla uzuvda uyusma veya zayiflik), otonomik omurilik
semptomlart (mesane ve bagirsak fonksiyon bozuklugu), duyusal kayip (parestezi),
serebellar semptomlar (ataksi ve titreme), optik norit (kismi veya tam gérme kaybi), bulanik
gorme, fasiyal miyokimi, 1s1 intoleransi, yorgunluk, bas donmesi, uyku eksikligi, agri, 6znel
bilissel zorluklar ve depresyondur (Miljkovic ve Spasojevic, 2013). Daha nadir olarak;
konusma giicliigii, yutma giicliigii, bas agrisi, isitme kayiplari da goriilebilir. Bu belirtiler tek

tek veya bir arada gortlebilirler (Sekil 3).
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Sekil 3. Multipl Sklerozda goriilen belirtiler (Oztiirk vd., 2017).

1.2.7. Multipl Skleroz Teshisi

MS tanis1 manyetik rezonans goriintiileme (MRG), beyin omurilik s1vis1 ve nérolojik
bulgulara dayanan klinik bir tanidir (Garg ve Smith 2015). MRG, MS'te teshis koymak i¢in
en 6nemli araglardan biridir. MRG lezyonlarinin zaman ve mekanda dagilimi MS tanisi ig¢in
kritik oneme sahiptir. MS icin ilk tani kriterleri 1956 yilinda, Shumacher tarafindan

yayinlanmis, sonrasinda Poser kriterleri yayinlanmis ve son olarak 2001 yilinda McDonald



kriterleri yayinlanarak 2005, 2010 ve 2017 revize edilmistir (Thompson vd., 2018).
McDonald kriterleri, MS'in giivenli ve erken teshisine olanak saglamigtir. Tablo 1°de 2017

revize kriterleri belirtilmistir.

Tablo 1

2017 Revize McDonald Kriterleri (Thompson vd., 2018).

Objektik  Klinik Bulgulu o ) )
Atak S Tamizi icin Gereldi Ek Veri
Lezyon sayis
=2 atak = 2 atak Yol?
= 2 atak 1+ &ykiide bagka bir alanda ki | Yol®
lezyona ait atak?
= 2 atak 1 35 de farkl bir alandaki lezyona ait veni
atal: veya MRGE ile melanda yayilimamm
gosterilmesi
1 atak = 2 atal: Ek bir Klinik atak veya MRGY ile zamanda
vayilimmn gosterilmesi veya BOS-spesifilc
OKEBE® varligi
1 atak 1 lezyona ait objelktif klinik | 535°de farkl bir alandali lezyona ait yeni
bulzu bir atal: veya MEGE ile mekanda vayilimim
gosterilmesi ve el bir klinde atak wveya
MRGH ile zamanda yayilimin gosterilmesi
veya BOS-spesifilk OKB® varlig
Sinzi 1 wil klinik progresyon | Azagidalilerin 27si
progresyon | (retrospektif veya prospektif, | » ME tipik (periventriliiler,
ataldtan baZimsiz olarak) kortikal/jukstakortikal veya infratentoryal)
alanlarda =1 lezyon
* Spinal kordda 2 lezyon
» BOS-zpezifik OKB varligy




a: Mekanda ve zamanda yayilim gdstermelk igin ek bir teste gerel: clmasa da beyin MRG
tim hastalara yapilmalidir, Tamiyn destekleyecek yetersiz klinik we MR bulgulan
olanlarda, tipik KIS olmayanlarda, atipik Gzellikleri olan hastalarda ek olarak spinal kord
MEG ve BOS tetkild yvapilmahdir. Bu tetlabkler vapilamadiyza va da negatifse MS tamsi
koyvmadan Gnce dildkat edilmeli ve alternatif tamilar gfz Sniinde bulundumlmalider,

b Atal icin objeldtif nérolojik bulgular temelinde konulmug klinik tam en glivenilirdir.
Ovyliideki ataga ait dékiimante edilmiy objektif nérolojik bulgular yoksa, Syki
enflamatrvar demyelinizan olaya ait tipik zemptom ve klindk gelizim Szelliklerini
igermelidir. Ancalk en az bir atal objeldif bulgularla desteldenmelidir. Objeltif kanitlarin
yoklugunda dikleatli olunmalidar.

¢ MRG'de alanda vyayilim; WS tipik (periventrikiiler. kortilkaljukstaloortileal,
infratentoryal ve spinal kord) 4 alanin =2%zinde =1 lezyon olmasy.

d: MEG de zamanda vayilim; herhangi bir zamanda ¢ekilen MEG de kontrast tutan ve
tutmayan lezyonlarin ayni anda bulunmas veya takip MEG zinde il MRG (cekildizi
zamandan baZumsiz olarak) referans alindiginda veni bir T2 hiperintens lezyonun va da
kontrast tutan lezyonun olmas:.

g: BOS-zpesifil: OKB varlaf: zamanda yayidum gdstermez ama tamida ofiun yerine gecer.
ME: Multipl skleroz, 355: Santral sinir sistemi MEG: Manyetik rezonans gSrintiileme,
BOS: Beyin cmurilik sovisi, OKB: Oligoklonal band

1.2.8. Multipl Skleroz Tipleri

MS’in klinik ilerleyisine gore 4 alt tipi tanimlanmustir. Klinik Izole Sendrom (KIS)
enflamatuar demiyelinizasyon 6zellikleri gdsteren ilk klinik atak olarak tanimlamr. KiS
olgularinda, hasta hayati boyunca tek bir atak yasayabilirken ilerleyen zamanlarda relapsing-
remitting MS (RRMS)’e donligme ihtimali bulunmaktadir. RRMS, akut niiksetmelerin
ardindan degisen derecelerde iyilesme gosteren niikseden-diizelen MS formudur. 20-25 yil
icinde hastalarin %90’1 SPMS’e doniisebilmektedir. Baslangicta tekrarlayan-diizelen bir
seyir gosteren ve geri doniisii olmayan bir ilerleme ve ciddi sakatlik birikimi ile karakterize
edilen sekonder progresif MS (SPMS) olarak tanimlanir. Hastaligin baslangicindan itibaren
kesintisiz bir ilerleme ile karakterize edilen primer progresif MS (PPMS) olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 4) (Lublin vd., 2014).
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Sekil 4. Multipl Skleroz Tipleri (Lublin vd., 2014).

1.2.9. Multipl Skleroz Tedavisi

MS'in tedavisi yoktur. MS i¢in su anda mevcut olan tedaviler, akut MS ataklarinin
tekrarlama sikligin1 ve siddetini 6nleyerek hastanin genel yagam kalitesini iyilestirmeye ve
uzun vadeli sakatligi en aza indirmeye yardimci olur. Genel olarak akut ataklarin etkisini

azaltan atak tedavisi ve koruyucu tedavi olarak iki grupta incelenirler.

Atak Tedavisi

Viicutta enfeksiyon olma ihtimali, stres, menstruel donem gibi faktorler elendikten
sonra 24 saatten uzun siiren semptomlar, atak olarak kabul edilir ve tedavide antiinflamatuar
etkisi olan kortikosteroidler kullanilir. Atak tedavisinin asil amaci atak siiresini azaltmak,
semptomlar1 baskilamak ve sekel olusumunu engellemektir. Atak tedavisi olarak intravenoz
yada oral yolla steroid veya Adrenokortikotropik hormon (ACTH) tercih edilmektedir.
Steroidi tolere edemeyen hastalarda plazma degisimi bir baska secenek olabilmektedir.
Steroid tedavisinde hiperglisemi, hipertansiyon, iilser, depresyon, o&dem, Kkognitif
bozukluklar gibi yan etkiler goriilebilirken bu etkilerden korunabilmek i¢in tedaviyi kisa

stirede tamamlamak etkili olacaktir (Calabresi, 2004).
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Koruyucu Tedaviler

MS’de atak sikliginin kontrol altinda tutulmasi 6ziirliiliigiin ilerlemesini engellemek
ada o6nemlidir. Immiinomodiilatér ve immiinsiipresif tedaviler hastaligin seyrini
degistirmek i¢in kullanilir, 6zellikle iyilesmelerle giden RRMS tiiriinde genellikle IFNf3-1a,
glatiramer asetat, natalizumab, fingolimod, teriflunomid, mitoksantron ve dimetilfumarat
recete edilir. SPMS olan hastalar i¢in sadece IFNB-la ve mitoksantron yaygin olarak
kullanilir. Bu tedaviler hastalar i¢in giinliik tedavidir ve etkinligi, hastaligin agresif seyrinin

baslangicini geciktirmeye dayanir (Kavaliunas vd., 2015).

Farmakolojik tedavilerin uygulama yollari, intramiiskiiler (IFNBla), oral
(fingolimod) ve intravendz (IFNB1a, glatiramer asetat ve natalizumab) olarak degiskenlik
gosterir. MS tedavisinde son yillarda ¢ok ilerleme kaydedilmistir. Tiim onaylanmig
bagisiklik odakli tedaviler i¢in etkinlik ve giivenlik ters orantili olmakla birlikte, son
zamanlarda CD20'ye 6zgli monoklonal antikorlarla (6rnegin Rituksimab, Ocrelizumab ve
Ofatumumab) yapilan ¢alismalar, B hiicresi baskilanmasinin, tekrarlayan MS ataklari i¢in
giivenli ve etkili bir tedavi stratejisi oldugunu gostermistir (Hemmer ve Miihlau, 2017). Bu
ajanlar esas olarak hastaligin immiin yonlerini ve tekrarlayan enflamasyonu hedefler ancak
norolojik fonksiyonlarin korunmasinda ve kurtarilmasinda kritik Oneme sahip
remiyelinizasyonun istenen uzun vadeli sonucunu ele almakta yetersiz kalmaktadirlar
(Skaper, 2019).

Okrelizumab, intravendz olarak 6 ay ara ile 4 kiir uygulanan humanize anti CD20
monoklonal antikoru olup, rekombinant DNA teknolojisiyle Cin Hamsteri Yumurtaligi
hiicre dizilerinde tiretilmektedir. CD20 antijeni, B hiicresi soyunun ¢ogu hiicresinde, 6ncii B
hiicrelerinden matiir B hiicreleri dahil eksprese edilir, ancak kok hiicreler, pro-B hiicreleri

veya plazma hiicreleri iizerinde eksprese edilmez (Milo, 2016).
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Okrelizumab, B hiicrelerinin yiizey reseptorii olan CD20 antijenine baglanarak,
antikora bagimli hiicre aracili sitotoksisite, antikora bagimli hiicresel fagositoz,
komplemente bagli sitotoksisite ve apoptoz yoluyla B hiicrelerinin segici olarak
baskilanmasini saglar (Sorensen ve Blinkenberg, 2016). CD20 esas olarak B hiicrelerinde
anlatimi olan bir yiizey antikoru olmakla beraber, T hiicrelerinin bir alt kiimesinde (CD3"
CD20" T hiicreleri) de anlatimi mevcuttur. MS hastalarinin beyin omurilik sivilarinda
yapilan incelemede CD20" T hiicrelerinin B hiicreleriyle benzer bir frekansta oldugu
bulunmustur (Gustavsson vd., 2011). Gingele ve ark yaptig1 ¢alismada Okrelizumab etken

maddesinin T hiicrelerini de baskiladig1 gdsterilmistir.

Multipl skleroz hastalarinda gelisen immiinopatojenik mekanizmalar ve farkl
hastalik modifiye edici tedavilerin 6nerilen hedefleri Sekil 5’de verilmistir. (Garg ve Smith,
2015).
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Sekil 5. MS'de immiinopatojenik mekanizmalar ve farkli hastalik modifiye edici tedavilerin

onerilen hedefleri (Garg ve Smith, 2015).
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1.3. Kok Hiicreler Hakkinda Genel Bilgi

Kok hiicreler, simirsiz bolinme ve farkli hiicre tiplerine dontisebilmeleri ile
karakterize edilen 6zel hiicrelerdir. Kendini yenileme potansiyeli ve farklilasma kapasitesi
ile kok hiicreler, gelisimin birgok asamasinda 6nemli roller oynar. Kendini yenileme ve
farklilasma mekanizmalar1 lizerindeki kilitler agildik¢a kok hiicrelerin medikal kullanimlari

acisindan yeni modeller gelistirilebilmektedir.

Kok hiicrelerde kendini yenileme olarak adlandirilan durum asimetrik hiicre
boliinmesi ile gerceklesmektedir. Kok hiicre havuzunun tiikenmemesi i¢in hiicre boliinmesi
sirasinda iki farkli fenotipe ait hiicre olusarak hiicrelerden biri kok hiicre karakterinde devam

ederken diger hiicre bir adim farklilagmis hiicreyi meydana getirmektedir.

1.3.1. Kok Hiicrelerin Siiflandirilmasi

Kok hiicreler, hem farklilagma kapasitelerine gore hem de elde edilis kaynaklarina
gore siniflandirilmaktadir. Farklilagma kapasitelerine gore totipotent, pluripotent,
multipotent ve unipotent olarak isimlendirilirler (Sekil 6). Totipotent hiicreler biitiin bir
organizmay1 olusturan hiicrelere farklilagma yeteneginde olan embriyonik donemde bulunan
kok hiicrelerdir. Totipotent karakterde olan tek hiicre tipi déllenmis yumurta hiicresi olan
zigottur. Pluripotent kok hiicreler, 5-6 giinliik embriyo iginde bulunan i¢ hiicre kitlesinden
elde edilen ve yetigkin bir organizmada bulunan canlilik ve iireme islevleri i¢in gerekli olan
biitlin hiicre tiplerini olusturan kok hiicrelerdir. Totipotent kok hiicrelerden farki ise
ekstraembriyonik yapilar1 olusturamamalaridir. Multipotent kok hiicreler ise, farkli hiicre
tiplerine daha sinirhi farklilagabilme potansiyeline sahiptir. Unipotent kok hiicreler ise tek bir

doku tipi hiicresine farklilasabilen kok hiicreleri ifade etmektedir (Rajabzadeh vd., 2019).
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Sekil 6. Farklilasma kapasitelerine gore kok hiicre ¢esitleri (Rajabzadeh vd., 2019).

Kok hiicreler pek ¢ok farkli kaynaklardan elde edilebilirler. Embriyonik doneme ait

olan kok hiicreler Embriyonik Kok Hiicreler (EKH) olarak isimlendirilir ve plasenta gibi

ekstraemriyonik dokular haricindeki biitiin bir organizmay1 olusturan hiicrelere farklilasma

yeteneginde olduklarindan pluripotent hiicrelerdir. Ancak elde edilis yontemlerindeki etik

kaygilar ve klinik uygulamalarda teratom olusturabilme potansiyellerinden dolay: tedavi

amach kullanimlar kisith kalmaktadir. Yetiskin dokulardan elde edilen kok hiicreler genel
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olarak Hematopoetik Kok Hiicreler (HKH) ve Mezenekimal Kok Hiicrelerdir (MKH).
Kemik iligi nakli olarak bilinen tedavi esasinda HKH naklidir ve viicuttaki biitiin kan

hiicrelerini olusturabilmektedir.

1.3.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

MKH’ler ilk olarak 1960’larda kemik iliginde kan yapici kok hiicrelerden farkli
olarak osteojenik hiicre hattina farklilagabilen hiicre grubu olarak kesfedilmislerdir.
MKH’ler mezoderm tabakasindan kdken alir ve organizmada bulunan gesitli dokulardan
elde edilebilirler: Kemik iligi, yag dokusu, kordon kani, gobek kordonu, dis pulpasi,
periodental ligament, menstruel kan bunlardan bazilaridir. Heterojen bir hiicre grubu
olduklar1 i¢in Uluslararasi Hiicresel Tedaviler Dernegi tarafindan MKH’ler i¢in bazi kriterler
belirlenmistir. Bu kriterler dogrultusunda bir hiicrenin MKH olarak tanimlanmasi i¢in sahip
olmasi gereken Ozellikler; oncelikle plastik kiiltlir kabina yapigsmalar1 (adherent olmalari),
yiizey belirtegleri bakimindan CD105, CD73 ve CD90 pozitif, CD45, CD34, CD14, CD11b,
CD79a, CD19 ve HLA-DR negatif olmalar1 ve son olarak in-vitro adipojenik, osteojenik ve
kondrojenik farklilagsma kapasitesine sahip olmalar1 gerektigi bildirilmistir (Domici vd.,
2006).

MKH'ler, bagisiklik sistemi yetersiz oldugu durumlarda iltihaplanmay1 tesvik
edebilirken otoreaktiviteyi oOnlemek i¢in bagisiklik sistemi asir1  aktiflestiginde
iltihaplanmay1 onleyebilir. MKH'ler, monositlerin/makrofajlarin, dendritik hiicrelerin, T
hiicrelerinin, B hiicrelerinin ve dogal dldiiriicii hiicreler iizerindeki fonksiyonel degisiklikleri
yoluyla immiinmodiilator potansiyellerini ortaya koymaktadir (Jiang ve Xu, 2020). Bu
immiinmodiilator etkinin ozellikle MKH yiizeyinde eksprese edilen HLA-G antijeni

iizerinden oldugu bildirilmistir.

MKH'ler, sahip olduklari bazi 6zellikler sayesinde klinik kullanimda avantaj
saglayabilmektedirler. Bu avantajlar, elde edilis yontemlerinin kolay olmalari, farklilasma
yetenegine sahip olmalari, immiinregiilator 6zelliklere sahip olmalari, néral kok hiicreler

uyarabilen faktorler salgilamalari, immiinsiipresyona ihtiya¢ duymadan otolog olarak
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giivenli bir sekilde enjekte edilebilmeleri, enjeksiyon sonrrast malignite olusturma

ihtimalinin diisiik olmasidir (Petrou vd., 2022).

1.3.3. Kok Hiicrelerin Tedavide Kullanimlari

Kok hiicre tedavisi, rejeneratif tipta etkili bir tedavidir ve mevcut tedavilerin yetersiz
kaldig1 durumlarda umut verici yeni bir yaklagimdir. Kok hiicrelerle tedavi néroproteksiyon,
immiinomodiilasyon ve ndrorejenerasyon dahil olmak iizere bir¢ok mekanizma ile etkili

olabilir.

Kok hiicreler doku gelisiminde, rejenerasyonunda ve yenilenmesinde Onemli
etkilerinden dolay1 yillardir bilimsel arenada dnem kazanmaktadirlar. Kok hiicrelerin sonsuz
yeteneklerinden dolayr tedaviye yonelik bilimsel arastirmalarda popiilerlikleri giderek
artmaktadir. Bu hiicrelere bagli olarak gelistirilen ve gelistirilmekte olan potansiyel tedaviler
yasamlar1 bu hiicre kaynaklarina bagl olan ve kok hiicrelerden beklentisi yliksek olan hasta

gruplari i¢in 6nemli bir umut kaynag niteligi tasimaktadir.

MKH’ler, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, graft-versus-host hastaligi ve
otoimmiin hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde basariyla uygulanmustir (Cipriani
vd., 2013). Hatta son yillarda kiiresel sorun haline gelen COVID 19 tedavisinde de kdk hiicre

uygulamasi ile basarili sonuglar alinmistir (Li vd., 2020).

2009 yilinda Tip 2 diyabetli 10 hasta ilizerinde yapilan bir ¢aligmada otolog kemik
iligi hiicreleri, hematopoetik ve mezenimal kok hiicreler ayristirilmadan birlikte kullanilarak,
gastro-duodenal arter yoluyla dogrudan pankreasa enjekte edilmis ve insiilin kullanimi
gerekliliginde onemli bir azalma oldugu, B adacik hiicrelerinin rejenerasyonuna yardimei
olup olmadig1 veya in situ insiilin iireten hiicreler olusturup olusturmadiklari konusunun

netlestirilemedigi bildirilmistir (Bhansali vd., 2009).
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1.3.4. Kok Hiicrelerin Norodejeneratif Hastahklarda Kullamimi

Norodejeneratif hastalilarda, farkli kok hiicre kaynaklarinin kullanimi s6z
konusudur. Sekil 7°de, mezenkimal kok hiicre, hematopoetik kok hiicre, noral kok hiicre,
embriyonik kok hiicre ve indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin (iPKH) farkli yollarla
kullanimi gosterilmistir (Ahani vd., 2021). Norolojik bozukluklarin tedavisi i¢in iglerinden
en uygun secenek noral kok hiicreler olmaktadir. Fakat noral kok hiicre kaynagi olarak diisiik
yapilan fetlisler kullanilmaktadir. Bu durum hem etik sorunlar1 hem de allojenik nakil
kaynakli red sorununu beraberinde getirmektedir. Dolayisiyla alternatif kaynaklara olan

ihtiyag, diger kok hiicrelerin kullanimini diistindiirmektedir.

Pluripotent kok hiicrelerin (hem EKH'ler hem de iPKH'ler) kullanimi yiiksek
proliferasyon kapasiteleri ve timdor olusturma riskleri gz onitine alindiginda, dogrudan
tedavi amaciyla kullanilmaz, bunun yerine hedeflenen tedaviye doniik hiicre tipine, noral
progenitdr veya NKH’lere farklilagtirarak kullanimlar1 miimkiindiir. HKH ve MKH’ler

norolojik hastaliklarin klinik denemelerinde yaygin olarak tercih edilebilmektedir.

2015 yilinda 7 Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) hastasinda uygulanan faz 1
caligmasinda, 26 giin ara ile 2 defa intratekal olarak kilogram basina 1x10° otolog Ki-MKH
uygulanmis ve hastalarda ciddi yan etkiler goriilmezken sadece ates, agri ve bas agrisi gibi
gecici yan etkiler gozlendigi bildirilmis. Intratekal MKH uygulamasindan 12 ay sonra
hastalarda, TGF-p ve IL-10 diizeylerinin yiikseldigi, ALS'de kemokin iligkili ve motor néron
hasarini siddetlendiren Monosit Kemoatraktan Protein-1'in (MCP-1) azaldig1 gozlenmis. Bu
bulgu, ALS hastalarinda bagisiklik tepkisi tizerindeki olumlu etkisi ile iligkili olabilecegi ve
MKH uygulamasinin giivenli ve etkili oldugu bildirilmistir (Oh vd., 2015).
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Sekil 7. Norodejeneratif hastaliklarda kok hiicre kullanimi (Ahani vd., 2021).

Doktora tez aragtirmamiz kapsaminda, dental pulpa kaynakli mezenkimal kok

hiicreler kiiltiir kosullarina farklilastirma ortami eklenmeden kiiltiir besiyerine farkli

dozlarda Okrelizumab ile inkiibe edilerek, takip eden ii¢ giiniin sonunda farklilasma

belirteglerinin gen ekspresyonlari incelenmistir. Doktora tez arastirmamiz kapsaminda anti-

CD20 antikorunun insan dental pulpa mezenkimal kdk hiicrelerinin proliferasyon ve

farklilasma belirtecleri tizerindeki etkilerin incelenmesi amaglanmustir.
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IKiNCi BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

2.1 MS Hastaligimn Tlac ile Tedavisi

MS yillarca T lenfositlerinin araciligtyla meydana gelen bir hastalik olarak
tanimlanmigtir. Birkag yil oncesine kadar MS hastalarinin ¢ogunda bulunan oligoklonal
bantlar, B lenfositlerinin de hastaligin merkez etkenlerinden oldugu anlasilmis ve tedavi

modaliteleri yenilenmistir (Greenfield ve Hauser, 2018).

Fingolimod, RRMS i¢in onay alan ilk oral tedavi ajamidir. Otoreaktif lenfositlerin
MMS’ne girisini bloke ederek ikincil lenfoid organlardan lenfositlerin ¢ikisin1 onleyen bir
S1P inhibitoriidir. 2010 yilinda, 1153 hasta tizerinde yapilmis bir ¢alismada, fingolimodun
intramiiskiiler interferon beta-1a ile karsilagtirildiginda ataklarin tekrar1 ve MRG sonuglari

acisindan etkinliginin daha fazla oldugu gésterilmistir (Cohen vd., 2018).

Diger bir oral tedavi ajani olan dimetil fumarat ile yapilan faz 3 ¢alismasinda, dimetil
fumarat verilen hastalarda ataklarin sayisinin azaldig1 ve lezyonlarin kii¢tildigii bildirilmistir

(Fox vd., 2012).

2013 yilinda Avrupa’da RRMS hastalar1 i¢in onaylanan alemtuzumab anti CD52
monoklonal antikoru olarak T ve B hiicreleri lizerinde etkilidir. Alemtuzumab ile yapilan faz

II ve faz III ¢aligmalariyla hastalik {izerindeki etkinligi kanitlanmis ve ataklar baskiladigi

bildirilmistir (Cohen vd., 2018).

Siponimod aktif SPMS i¢in onay almis sfingozin-1-fosfat (S1P) inhibitoriidiir. 1651
hasta iizerinde yapilan faz 3 ¢alismasinda, diger S1P inhibitorleri gibi sakatligin ilerleme
riskini azalttig1 ayn1 zamanda lenfopeni, bradikardi, dem, hipertansiyon gibi yan etkilerin

plaseboya gore daha fazla goriildiigii bildirilmistir (Kappos vd., 2018).

Natalizumab, iyi tolere edilebilen, hiimanize bir monoklonal antikor olan,

lenfositlerin ylizeyinde bulunan ve MSS’ne transmigrasyonda gorev alan bir adezyon
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molekiilii olan 041 integrin inhibitoriidir (Yednock vd., 1992). 942 RRMS hastasi tizerinde
yapilmis olan faz 3 ¢aligmasinda Natalizumabin’in sakathigin ilerleme riskini ve atak sayisini

azalttig1 bildirilmistir (Polman vd., 2006).

Rudick vd. (2006) tarafindan yapilan c¢aligmada, Natalizumab ve interferon beta
la’nin birlikte uygulandigr 1171 RRMS hastasi tizerinde yapilan faz 3 c¢alismasinda, ikili
tedavinin sadece interferon beta-la kullanimina oranla sakatlik ilerlemesinde ve yeni

plaklarin olusumunda daha etkili oldugu bildirilmistir.

Hauser vd. (2017) tarafindan yapilan faz 3 ¢alismasinda, 1656 MS hastasina 96 hafta
boyunca 24 haftada bir 600 mg dozunda intraventz okrelizumab veya haftada ii¢ kez 44 g
dozunda subkutan interferon beta-1a verilerek, RRMS formu iizerinde okrelizumab ve
interferon beta-1a etkinliklerinin karsilastirilmasi yapilmistir. Calismanin sonuglarina gore
Okrelizumab tedavisi interferon beta-la ile karsilastirildiginda sakatligin iyilestirilmesi,
beyindeki lezyonlari kiigiilmesi ve yeni lezyonlarin olusumu agisindan daha verimli oldugu

bildirilmistir.

2020 yilinda yapilan diger bir ¢aligmada, bagka bir anti CD20 monoklonal antikoru
olan Ofatumumab ile oral ajanlardan ve pirimidin sentezi inhibitorii olarak T ve B
hiicrelerinin aktivasyonunu azaltarak etki eden Teriflunomid karsilastirmali olarak 1882
RRMS hastasi tizerinde faz 3 ¢alismasinda kullanilmistir. Calismanin sonuglarina goére
Ofatumumab tedavisi yeni ataklarin oranin1 daha fazla azaltmis ve MRG bulgularma gore

lezyonlarin sayisinda ki azalma ile konfirme edilmis oldugu bildirilmistir (Hauser vd., 2020).

Steinman vd. (2022) tarafindan yapilan baska bir faz 3 klinik denemede, anti CD20
monoklonal antikoru olan Ublituksimab ve Teriflunomid karsilastirmali olarak
incelendiginde elde edilen sonuglar, Ublituksimabin yeni ataklarin gelisiminde ve
lezyonlarin sayisini azaltmada Teriflunomid’e gore daha etkili oldugu fakat sakatligin

tyilesmesi tlizerinde anlamli fark yaratmadigi bildirilmistir.
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Okrelizumab ile yapilan faz 3 c¢alismasinda, 732 PPMS hastast belirlenmis olup
hastalara 120 hafta boyunca her 24 haftada bir intraven6z ocrelizumab (600 mg) verilerek
uygulanmistir. MRG’de beyin lezyonlariin toplam hacmi ocrelizumab verilen hastalarda
%3.,4 azaldigi, plasebo grubunda ise %7.,4 arttig1 belirtilmistir. Ayn1 zamanda okrelizumab
ist solunum yolu ve Herpes virlis enfeksiyonlarina sebep olmustur (Lamb, 2022).

Okrelizumabin uzun siireli etkileri ise heniiz tam olarak bilinmemektedir.

2.2. MS Hastah@immin Kok Hiicre ile Tedavisi

MS hastalarinda hematopoetik kdk hiicre nakli gergeklestirilen klinik denemelerde,
uygulamanin hastaligin klinik seyrini iyilestirmede etkili bir yontem oldugu belirtilmistir.
Fakat, otolog hematopoetik kok hiicre naklinin hastalik seyrini etkilemedigini bildiren
calismalar da vardir. Bu nedenle otolog hematopoetik kok hiicre nakli rutin tedavilere cevap
vermeyen RRMS hastalarina 6nerilirken PPMS tedavisinde onerilmemektedir (Cohen vd.,

2018).

2012 yilinda 10 SPMS hastas1 iizerinde yapilan otolog KI-MKH naklinde, hastalara
kilogram basina 1,6x10° hiicre enjekte edilmis ve 10 ay boyunca hastalar izlenmistir. 1
hastada tedaviden kisa siire sonra ge¢ici dokiintiiler olusmus, 2 hastada bakteriyel enfeksiyon
olugsmasina ragmen hastalarda gérme yetisinde iyilesme oldugu ve bu iyilesmenin

MKH’lerin ndroprotektif etkisinden kaynaklandigi bildirilmistir (Connick vd., 2012).

2014 yilinda yapilan randomize, plasebo kontrollii faz II ¢alismasinda, 9 RRMS
hastasina kilogram basina 1-2x10° otolog KI-MKH intravendz olarak verilmistir.
Enjeksiyondan sonra hi¢bir hastada ciddi yan etki goézlenmezken MKH tedavisi sonrasi
hastalarin kaninda Thl hiicrelerinin sikliginda anlamli olmayan bir azalma oldugu ve

lezyonlarin kiigiildiigii, immiinmodiilator etkilerinin MRG ile desteklendigi bildirilmistir.
(Llufriu vd., 2014)
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2018 yilinda yapilan faz Il galigmasinda 20 SPMS hastasina Ki-MKH’lerden
{iretilmis noral progenitdr hiicreler intratekal yolla 1x107 hiicre olarak 3 ay ara ile 3 doz
seklinde uygulanmis. Uygulama sonrasi hastalarda ciddi yan etki goriilmezken, tedavinin

kas giiciinde ve mesane islevinde iyilesmeye neden oldugu bildirilmistir (Harris vd., 2018).

2018 yilinda yapilan baska bir klinik denemede, 10 RRMS ve 14 SPMS hastasina
intravendz yolla kilogram basima 1-2 x10° hiicre olacak sekilde otolog Ki-MKH enjekte
edilmis ve tedavi sonrasinda hastalarin 18’inde niiks goriilmezken, 3’iinde tek bir niiks,
3’tinde de 2 niiks yasandig1, MS'te otolog MSC transplantasyonu uygulanabilir, giivenli ve
iyi tolere edilebilir oldugu bildirilmistir (Cohen vd., 2018).

20 MS hastasi lizerinde yapilan bir ¢alismada gébek kordonu MKH’leri kullanilmis
ve hastalara 20x10° hiicre toplamda 7 defa intravendz olarak uygulanmistir. Hastalarda ciddi
yan etki goriilmezken mesane, barsak ve cinsel islev bozukluklarinda, yiiriime siirelerinde
iyilesmeler goriildiigii ve gobek kordonu MKH’lerinin MS tedavisinde giivenli ama

sonuglarinin daha fazla arastirilmasi gerktigi bildirilmistir (Riordan vd., 2018)

48 PPMS hastasi iizerinde yapilan ¢ift kor randomize faz 2 klinik denemede otolog
MKH hem intratekal hem de intravendz olarak kullanilmis ve tedaviden 6 ay sonra hastalarin
BOS analizlerinde Norofilament Hafif Zincir (NHZ) ve CXCLI13 seviyelerine bakilmis.
MKH tedavisinin, NHZ seviyesindeki azalmanin ndroprotektif ve ndrotrofik etkilerinden,
CXCL13 seviyesindeki azalmanin ise immiinmodiilasyon etkilerinden kaynaklandigi
bildirilmistir (Petrou vd., 2022).

2016 yilinda 20 MS hastas1 iizeinde yapilan klinik denemede otolog yag doku
MKH’leri 3 ay ara ile 3 doz 4x10° hiicre intratekal yolla enjekte edilmis, tedaviden 18 ay
sonra hastalarda yan etki goriilmedigi, 2 hastada yeni lezyonlarin olustugu, hastalarin
higbirinde sakatligin ilerlemesi veya niikks meydan gelmedigi bildirilmistir (Stepien vd.,
2016).
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Visweswaran vd. (2022) tarafindan 22 MS hastasina otolog HKH nakli yapilmis ve
hastalarin 36 ay boyunca bagigiklik sistemindeki proinflamatuar ve immiinregiilator
hiicrelerinin sayisinin azaldig bildirilmistir. Calismada, hastalarin klinik seyri hakkinda

bilgiye yer verilmemistir.

Bose vd. (2019) tarafindan yapilan ¢aligmada, 23 MS hastasina otolog HKH nakli
sonrasi hastaligin 6nemli bir belirtisi ve hastalarin yasamim1 ciddi sekilde etkileyen
yorgunlugun azalmasi iizerinde oldukga etkili oldugunu ve bunun sonucu olarak hastalarin

araba bile kullanmaya baglayarak 6zgiirlesebildiklerini bildirmislerdir.

Tremblay vd. (2022), 20 MS hastasina otolog MKH nakli uygulamasinin sonuglarini
yayinlayarak, MKH naklinin klinik ve nérofizyolojik agidan bir iyilesme gostermedigini,
kok hiicre tedavisinin umut verici olmasina ragmen MS hastalig1 aktivitesini etkilemedigini

bildirmislerdir.

Noral kok hiicrelerin remiyelinasyon kapasitelerinin daha iyi oldugu bilinmektedir.
MS hastalarinda noéral kok hiicrelerin klinik uygulamalart tizerine yapilan denemelerin

oldugu bilinmesine ragmen sonuglar1 yayimnlanan ¢alismalar heniiz bulunmamaktadir.

MS hataliginin tedavisinde kullanilmakta olan ilag ve kok hiicre tedavilerinden elde
edilen sonuglar bu hastaligin tamamen ortadan kaldirilmasini saglayacak nitelikte degildir.
Kok hiicrelerin noroprotektif etkileri olmasina ragmen tedavi i¢in yeterli seviyede olmadigt
yapilan caligmalarla goriilmektedir. Bu noroprotektif etkilerin arttirilmasina yonelik

yaklagimlarin gelistirilmesi gerekmektedir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. In Vitro Deney Gruplan

Okrelizumab’in, DP-MKH’lerinin canlilik ve farklilasma kapasiteleri iizerindeki
etkisini incelemek i¢in 4 farkli doz (1,5 ug/mL, 15 pg/mL, 150 pg/mL ve 1500 pg/mL) ilag,
hem normal kiiltiir ortamina hemde norojenik farklilagsma ortamina eklenmistir. 1500 pg/mL
ilag grubu sadece Hiicre canlilik analizi c¢aligmalarinda kullanilmistir. NoOrojenik
farklilasmay1 destekledigi bilinen Retinoik Asit (RA) eklenerek (0,1 nM) farkl: bir grup

olusturulmus ve immiinfloresan boyama ile incelenmistir.

Grup (C0): Okrelizumab igermeyen + Normal kiiltiir besiyeri (Kontrol)
Grup (C1): 1,5 pg/mL Okrelizumab + Normal kiiltiir besiyeri

Grup (C2): 15 pg/mL Okrelizumab + Normal kiiltiir besiyeri

Grup (C3): 150 ug/mL Okrelizumab + Normal kiiltiir besiyeri

Grup (DO0): Okrelizumab igermeyen + Norojenik farklilagsma besiyeri
Grup (D1): 1,5 pg/mL Okrelizumab + Norojenik farklilasma besiyeri
Grup (D2): 15 pg/mL Okrelizumab + Norojenik farklilagsma besiyeri
Grup (D3): 150 pg/mL Okrelizumab + Norojenik farklilasma besiyeri

© o N o g Bk~ w DN PE

Grup (RCO0): Okrelizumab i¢ermeyen + Normal kiiltiir besiyeri + RA (Kontrol)
10. Grup (RC1): 1,5 pg/mL Okrelizumab + Normal kiiltiir besiyeri + RA

3.2. Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda kullanilan insan dis pulpast mezenkimal kok hiicreleri (DP-
MKH)’ler Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama
Merkezi (KOGEM) kok hiicre koleksiyonundan elde edilmistir. Hiicreler, %10 FBS (Gibco)
ve %1 Pen/Strep (Gibco) igeren DMEM'de (Gibco) standart kiiltiir kosulu altinda 37°C'de,
%5 CO2 igeren %100 nemli atmosferde kiiltiire edilmistir. Hiicreler kiiltiir kabinda %70-80
yogunluga ulastiginda, 37°C'de %0.25 Tripsin/EDTA soliisyonu (Gibco) ile yilizeyden

kaldirilmig, 1800 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmis ve (1:4) oraninda yeni kiiltiir kaplarinda
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kiiltire alinmigtir (Sekil 8). Besiyeri iki giinde bir degistirilmistir. Okrelizumab, pH 7.2'de
steril PBS tamponunda (Gibco) seyreltilmis ve 1.5 pg/mL, 15 pg/mL, 150 ug/mL ve 1500
ug/mL'lik ila¢ dozlar kiiltiir ortamlarina eklenmistir. Okrelizumab takviyesi olmayan grup,

kontrol olarak kullanilmigtir.

Sekil 8. 6-kuyucuklu kiiltiir kaplarinda DP-MKH’lerin kiiltiire edilmesi.

3.3. Hiicre Canlihk Analizi (WST-1 Testi)

Okrelizumab’in DP-MKH’lerin canlilig1 iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla,
ila¢ uygulamasini takip eden 24, 48 ve 72 saaat sonrasinda WST-1 testi uygulanmistir. Bu
testte vital hiicrelerde bulunan mitokondrideki dehidrogenaz enzimi WST-1
formasyonundaki tetrazolyum formazan sekline doniisiir. Vital hiicrelerin sayisal
proliferasyonu ile dogru orantili olacak sekilde hiicrelerdeki mtDHG enzim oranlarinda
yiikselme meydana gelmektedir. Bu olay neticesinde formazan kristalleri artis gostererek
koyu renkte ayrac olustururlar. Aktif olan hiicre sayisi ile meydana gelmis olan formazan

kristalleri dogru orantili olmaktadir.
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WST-1 i¢in; 6-kuyucuklu kiiltiir kaplarindan toplanan hiicreler 15ml’lik falkonlara
almarak 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Stipernatant uzaklastirilarak, pelet 100 pl
hazir besiyeri ile birlikte 96-kuyucuklu plakalara ekilmistir. Her kuyucuga 10 ul WST-1
(Roche) eklenmis, 151k almamasi igin, 96-kuyucuklu plaka folyo ile sarilip 37°C’de, %5
CO2’li inkiibatorde 3-4 saat bekletilmistir. Ardindan mikroplaka okuyucu (VersaMax)

kullanilarak 480 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur.

3.4. Gen Ekspresyon Analizi

Hiicre kiiltiirii yapildiktan sonra hiicreler PBS ile yikanmislardir. Daha sonra
bulunduklar: kiiltiir kabindan kazima islemiyle kaldirilmis ve daha sonra santrifiijlenerek
hiicrelerin ¢6kmesi saglanmustir. izolasyon islemi yapilana dek -80° ‘de muhafaza edilmistir.
RNA izolasyonu High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Mannheim, Almanya) ile 6nerilen
izolasyon prosediirii yapilmistir. Hiicreler 200 pl DPBS ilave edilerek yeniden siispanse hale
getirilmistir. Ardindan {izerine 400 pl Lysis/Binding Buffer ilave edilmis ve hiicreler
pargalanmistir. Daha sonra ornekler toplama tiliptine yerlestirilmis bir filtre tiipiin {izerine
pipet yardimiyla aktarilmistir. Daha sonra 8000g’de 15 saniye santrifiijlenmistir. Orneklerin
tizerine 1:10 oraninda 10ul DNasel enzimi ilave edilerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Daha sonra Wash Buffer 1 ile bir kez ve Wash Buffer 2 ile iki kez yikanmuistir.
Islemler sonunda 30 pl Elution Buffer filtre kismin iizerine gelecek sekilde ilave edilerek 2
dakika 8000g’de santrifiij edilmistir. Son olarak hiicrelerin total RNA ayristirmasi

yapilmistir. Ayrigtitilan RNA, cDNA sentezi gerceklestirilene kadar -80°C’da korunmustur.

cDNA sentezi i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) {iriinii
kullanilmastir. islemler iiretici firmanin protokolii dogrultusunda gerceklestirilmistir. Her
gruba ait RNA Orneklerinden 10 pl almarak tizerine 1pl oligo-dT eklenmistir. Tiipler
65°C’da 10 dakika olacak sekilde PCR cihazina (Takara, Tokyo, Japonya) yerlestirilmistir.
10 dakika sonra tekrar buz lizerine alinarak her bir 6rnegin lizerine 8,6 pul cDNA master
karisimi eklenmistir. PCR cihazina ornekler yeniden yerlestirilmis ve 55°C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir. Ardindan 85°C’de 5 dakika enzimin inaktivasyonu saglanmistir. Son
olarak tiim ornekler buz iizerine alinmis ve gen ekspresyonu analizi yapilincaya kadar -
20°C’da saklanmustir.
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Okrelizumab’in kok hiicrelerin farklilagmalari {izerindeki etkilerinin gen diizeyinde
incelenebilmesi i¢in Real Time PCR (LightCycler-11 480, Roche, Mannheim, Almanya)
gerceklestirilmistir. Bu yontem ile osteojenik, adipojenik, kondrojenik ve norojenik
farklilagmalar1 i¢in 6nemli proteinlerin gen ekspresyon oranlari kantitatif olarak tespit
edilmistir. Bu yontemde SYBR Green master karisimi (Jena Biotechnology, Jena, Almanya),
bidistile su ve hiicrelerden izole edilen total RNA'larin ¢cDNA’lar1 1:1:0,05 oraninda
karistirilarak iiriin protokoliinde oldugu gibi reaksiyon kurulmustur. ilgili genlerin primerleri
30 nM oraninda reaksiyona eklenmistir. 96 kuyucuklu plakalara kurulan reaksiyonlar
480/500 nm Ex/Em dalga boyunda okutularak ilgili genlerin ¢ogalmalar takip edilmistir.
Tiim reaksiyonlar 94°C’de, 15 saniye denatiire, 60°C’de, 60 saniye baglanma ve uzama
sikluslarina alinmis ve 6rnekler 45 siklus boyunca 1sima artiglart izlenmistir. Cihaza entegre
program ile hesaplanan Cp sonuglar1 dogrultusunda analizleri yapilmistir. Housekeeping gen

olarak ActB geni kullanilmistir. Calismamizda kullanilan primer listesi asagida verilmistir.

Actin beta (ActB):
f-TTCTACAATGAGCTGCGTGTG
r-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

Sox9:
f-AGGAGAACACGTTCCCCAAG
r-GTTGTGCAGATGCGGGTACT

Runx2:
f-GCCGGGAATGATGAGAACTA
r-TTGGGGAGGATTTGTGAAGA

Rex1 (ZFP42 Zinc Finger Protein):
f-TCTGAGTACATGACAGGCAAG
r-TCTGATAGGTCAATGCCAGGT
Adipophilin (ADFP):
f-CGCTGTCACTGGGGCAAAAGA
r-ATCCGACTCCCCAAGACTGTGTTA

Tubullin-beta3 (TUBB3):
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f-CATGGACAGTGTCCGCTCAG
r-CAGGCAGTCGCAGTTTTCAC

3.5. Norojenik Farkhlastirma

Hiicreler laminin kaph kiiltir plakasma 3,000/cm? oraminda  ekimi
gerceklestirilmistir. Kiiltiir ortami, nérojenik farklilagsma besiyeri (%5 FBS, %1 Pen/Strep,
I1XN2 ortami (Gibco), 1XB27 ortam1 (Gibco), 1 mM retinoik asit (Sigma) ilave edilmis
DMEM) ile degistirilmistir. Farklilasma besiyeri iki giinde bir degistirilmis ve 8 giinliik
inkiibasyonun ardindan hiicreler, anti-Tubb3 (Tubulin beta 3) antikoruna karst immiin

boyama yoluyla farklilasma ag¢isindan incelenmistir.

3.6. Immiinfloresan Boyama

Norojenik farklilasma sonrasi hiicreler %4 paraformaldehit ile 15 dakika fikse edilmis
ve PBS (Thermo) ile yikanmigtir. Daha sonra ornekler %1,5 blok serum (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany) ile bloke edilmistir. Tubb3'e karsi primer antikor,
lireticinin tavsiyesine gore seyreltilmis ve 4°C'de 16 saat inkiibe edilmistir. Anti-Tubb3
antikoru, noronal hiicre farklilasmas: icin belirtec olarak kullanilmistir. Immiinfloresan
calismalar i¢in oda sicakliginda 1 saat TexasRed konjuge sekonder antikor ile inkiibe edilmis
ve kapatma ortami (DAPI ile UltraCruz Mounting Medium, Santa Cruz Biotechnology) ile
kaplanmistir. Boyali hiicreler floresan mikroskop (Leica DMI 4000 Microsystems) altinda

incelenmistir.

3.7. Akim Sitometri Analizi

3. ve 21. pasajda, 2 farkl bireye ait dental pulpa mezenkimal kok hiicreleri akim
sitometri cihazt (BD Biosciences FACS Calibur) ile CellQuestTM yazilimi (BD
Pharmingen) kullanilarak hiicrelerin ylizey antijenleri CD20 monoklonal antikoru i¢in analiz
edilmistir. Bunun i¢in hiicreler kiiltiir kabindan tripsin enzimi ile kaldirilarak deney tiiplerine
alimmistir. Deney tiiplerine fluoresan izotiyosiyonat (FITC) konjuge monoklonal CD20

antikoru (Biolegend 302303) ve izotip kontrolii 10 pl eklenerek oda sicakliginda 45 dakika
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inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda hiicreler yikama soliisyonu ile yikanarak akim

sitometri cihazi i¢in hazir hale getirilmistir.

3.8. Istatistiki Degerlendirme
Toplanan veriler SPSS 10.0 istatistik programi kullanilarak analiz edilmistir. Tiim

veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Verilerin istatistiksel analizi tek

yonliit ANOVA ve Turkey testleri ile belirlenmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hiicre Kiiltiirii Bulgulan

Aragtirmamizda kontrol grubu olarak kullanilan okrelizumab igermeyen dental pulpa
mezenkimal kok hiicre (DP-MKH) grubunda ince ve igsi yapida hiicre morfolojisi
gozlenmistir. Okrelizumab’in hiicre kiltiiri ortamma 1.5 ve 15 pg/mL'lik dozlarda
eklenmesinden 48 saat sonra hiicre morfolojisi iizerinde goriiniir bir etkiye sahip olmadigi
belirlenmistir. Hiicre kiiltiiri ortamina eklenen 150 ve 1500 pg/mL'lik Okrelizumab’in en
yiiksek dozlarinda, hiicrelerin kontrol grubuna gére morfolojik olarak daha uzun yapida
olduklar1 belirlenmistir. Hiicre Kkiiltiirlerinin higbirinde hiicre o6liimii goriilmemistir.
Uygulamadan 48 saat sonra DP-MKH’lerin tipik fibroblast benzeri morfolojilerini

kaybetmedigi gozlenmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. Okrelizumab’ 1n farkli dozlar1 ile 48 saat kiiltiirii sonrasinda DP-MKH goriintiileri.
A, 1,5 pg/mL; B, 15 ug/mL; C, 150 pg/mL; D, 1500 pg/mL; E, Okrelizumab eklenmemis
(kontrol). Olgek ¢ubugu 100 pm.

4.2. Hiicre Canlihik Analizi (WST-1 Testi) Bulgular:

WST-1 sonuglarina gore ilk 24 saatte Okrelizumab doz artisina paralel olarak hiicre
proliferasyonu baskilanmigtir (p<0.05). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda en biiyiik
baskilanma en yiiksek doz olan 1500 ug/mL Okrelizumab uygulamasindan 24 saat sonra
%75 olarak gergeklesmistir. En az baskilanma ise en diisiik doz olan 1,5 pg/mL Okrelizumab

uygulamasindan 24 saat sonra %15 olarak ger¢eklesmistir (Tablo 2).
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Tablo 2

Okrelizumab uygulamasindan 24 saat sonra hiicre canlilik indeksi.

Hiicre Canhihg m 24 saat
120
&
¢ 100
8 8o
5 60
o 40
St
0
kontrol 15 15 150 1500 vektor

WST-1 sonuglarina gore Okrelizumab uygulasindan 48 saat sonra 15 pg/mL
Okrelizumab uygulamasi disinda ki gruplarda hiicre proliferasyonu baskilanmistir. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda en biiylik baskilanma en yiiksek doz olan 1500 pg/mL
Okrelizumab uygulamasindan 48 saat sonra %30 olarak gergeklesmistir. En az baskilanma
ise en diisiik doz olan 1,5 pg/mL Okrelizumab uygulamasindan 24 saat sonra yaklasik %15
olarak gergeklesmistir. 15 pg/mL Okrelizumab uygulamasi 48 saat sonra hiicre canliligi,

kontrole kiyasla %119,9 £5.5'e (p<0.01) yiikselmistir (Tablo 3).
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Tablo 3

Okrelizumab uygulamasindan 48 saat sonra hiicre canlilik indeksi.

Hiicre Canlihg

W 48 saat

140

120

S 100
&

= 80
=
«

O 60
("]
b=

= 40
=

20

0

kontrol 1500 vektor

WST-1 sonuglarina gore Okrelizumab uygulasindan 72 saat sonra, Okrelizumab'in
hiicre ¢ogalmasini baskilamasi kaybolmustur. 72 saat sonra hiicre proliferasyonunda
gbzlenen azalma, muhtemelen pH'in hiicre kiiltiirii iizerindeki etkisinden dolay1 vektdr grubu

ile ayn1 seviyede olmustur (Tablo 4).

Tablo 4

Okrelizumab uygulamasindan 72 saat sonra hiicre canlilik indeksi.

Hiicre Canlihig:

kontrol 1500 vektor

72 saat

Hiicre Canhihig1 (%)
=
N (o) (0] o N
O O O o o

N
o

o
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4.3. Gen Ekspresyon Analizi Bulgulari

Pluripotensi belirteci olan REX1'in ifadesi, yetiskin kok hiicrelerde kendini yenileme
ve farklilagsma ile ilgilidir. REX1 ekspresyonunun, kontrole kiyasla 24 ve 48 saatte 1.5
pg/mL dozda 6nemli olgiide artarken daha yiiksek ilag dozlarinda azaldigi belirlenmistir.
Ekspresyondaki diisiis ise en ¢ok 150 pg/mL'de anlamli oldugu goriilmiistir (p<0.01 ve
Tablo 5). Bu diisiis kontrole kiyasla, 24 ve 48 saat sonra yaklasik 1,7 kat iken, 72 saat sonra
2,6 oldugu goriilmistiir. Pluripotensi belirtecinin ekspresyonu, PBS'de pH 7.2'de 24 saat
sonra 2.2 kat 6nemli dlgilide iyilesmis ve 48 saat sonra aniden kontrol seviyelerine diistiigii

belirlenmistir.

Tablo 5

Okrelizumab uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra REX-1 ekspresyonu.

Rex1 24 saat
m 48 saat
72 saat
S 3
)
c
@)
4
=
©
X
S 2
[
o
x
L
o
kY
w1
c
[«b]
0]
=
8
(6]
x o

kontrol 1.5

150 vektor

Okrelizumab’in DP-MKH'lerin farklilasma potansiyeli {izerindeki etkisi, yalnizca
osteojenik, adipojenik, kondrojenik ve norojenik belirtecler agisindan degerlendirilmistir.
Farklilasma belirtegleri, 24, 48 ve 72 saatlik Okrelizumab tedavisinden sonra Real Time PCR

ile analiz edilerek belirlenmistir.
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Erken osteojenik farklilagma belirteci olan RUNX-2'nin ifadesi, Okrelizumab'in
etkisi altinda 24, 48 ve 72 saat sonra 1,5 pg/mL'de (p<0,001) distiigii goriilmistir (Tablo
6). Daha yiiksek dozlarda, 72 saatlik hiicre Kkiiltiirleri disinda asagi regiilasyon
gozlenmemistir. RUNX2 ekspresyonu, ilag dozlarindan bagimsiz olarak kontrole gore

yaklasik 2 kat azalmistir (p<0.005).

Tablo 6

Okrelizumab uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra RUNX-2 ekspresyonu.

m 24 saat
Runx2
= " 48 saat
= 3 72 saat
c
o
X
=
©
X
5 2
c
o
&
L
73
o1 =
c
&2 I I I -
8
& 0
kontrol 15 15 150 vektor

Kondrojenik farklilagsma belirteci olan SOX-9'un ifadesi, RUNX-2 ifadesinin aksine
24 saat sonra 6nemli dlgiide degismemistir. Ancak 1,5 pg/mL Okrelizumab dozunda SOX-
9 ekspresyonunun 48 saat sonra baskilanmis ve 72 saat sonra aniden anlamli olarak arttig
gozlenmistir (p<0,005). SOX-9 ekspresyonundaki en dikkat gekici degisiklik 150 pg/mL
Okrelizumab dozunda 24 saat sonra ve 48 saat sonra sirasiyla 4,1 ve 3,2 kat artisla
gozlenmistir (Tablo 7). 72 saat sonra bile SOX-9 ekspresyon seviyesi, kontrole gore yaklasik
2,4 kat kadar yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 7

Okrelizumab uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra SOX-9 ekspresyonu.

m 24 saat
Sox9
48 saat
72 saat
s
2 4
@)
Y
=
©
X3
>
c
o
&
€0
7
XX
L
S
o1
E
4
0

kontrol 15 150 vektor

[lag uygulamasi genel olarak DP-MKH'nin osteojenik ve kondrojenik farklilasmasin
iyilestirmesine ragmen, Okrelizumab, DP-MKH'lerin adipojenik farklilasma kapasitesi
iizerinde olumsuz etki gostermistir. Adipojenik farklilasma i¢in bir belirte¢ olan ADFP'nin
ifadesi, kontrol veya vektor grubuna kiyasla ila¢g dozuna bakilmaksizin ilacin varliginda

diismiistiir (Tablo 8).
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Tablo 8

Okrelizumab uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra ADFP ekspresyonu.

ADEP m 24 saat
W 48 saat
5 3 72 saat
€
o
¥
=
©
X
5 2
C
o
x
L
G
o1 =
S
O . I
= ES -
8
¢ 0
kontrol 15 15 150 vektor

Bir nérojenik farklilasma belirteci olan TUBB-3'lin ekspresyonu, artan Okrelizumab
dozuna paralel olarak anlamli sekilde artmistir (p<0,005 ve Tablo 9). Vektor grubu kontrole
gore gelismis bir TUBB3 ekspresyonu (1,3 kat) gosterse de degisen Okrelizumab dozlarina
sahip deney gruplar1 yaklasik 2,3 kat daha yliksek TUBB3 ekspresyonu gostermistir. Ayrica
Okrelizumab, DP-MKH'lerin norojenik farklilasma besiyerine ek olarak eklenmistir. 15 ve
150 pg/mL Okrelizumab dozlarinin protein seviyesini Onemli Olgiide iyilestirdigi

gosterilmistir.
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Tablo 9

Okrelizumab uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra TUBB-3 ekspresyonu.

Tubb3 u 24 saat
u ™ 48 saat
- 72 saat
S 3

€

o

XY

=

©

N4

~ 2

>

[

o

>

& I

S

o1 =

c

[«b]

0]

8

g 0

kontrol 15 150 vektor

4.4, immiinfloresan Boyama Bulgulari

150 pg/mL ilag dozunun TUBB-3 ekspresyonu lizerinde en yliksek etkiye sahip
olmasina ragmen, hiicre canliligi olumsuz etkilenmis ve hiicreler, 8 giin boyunca tanimlanan
norojenik farklilasma siiresi boyunca kiiltiirlenememistir. Norojenik indiiksiyonun ardindan
hiicreler, anti-TUBB3 (kirmizi) ve anti-GFAP (yesil) antikoruna karsi immiinofloresan
yontemiyle boyanmustir (Sekil 10). TUBB-3 ilagsiz kontrolde (Sekil 10-CO) tespit
edilememistir fakat GFAP ekspresyonu az da olsa tespit edildigi goriilmiistiir. Normal kiiltiir
grubunda diisik dozda Okrelizumab (1,5 pg/mL, Sekil 10-C1) ilag takviyesi, hiicre
canliliginda 6nemli bir kayip olmaksizin hiicrelerde TUBB3 ekspresyonunu énemli dl¢iide
tyilestirmistir. Normal kiiltiir grubunda (Sekil 10-C2) 15 pg/mL dozda, hala yogun sekilde
boyanmis hiicrelerin oldugu goriiliirken, hiicre canlilig1 kaybina paralel olarak hiicre sayisi
azalmistir. 8 giinliik norojenik farklilasmanin ardindan, ilag eklenmeyen farklilasma grubu
(Sekil 10-D0), TUBB3 ve GFAP protein ifadesini gostermistir, ancak 6nemli bir morfolojik
degisiklik goriilmemistir. TUBB3 ekspresyonu, ila¢ eklentili farklilasma gruplarinda hala
yliksek oldugu gozlenirken (Sekil 10-D1, D2), morfolojik degisiklik oldugu da goriilmiistiir.
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Farklilasmadan sonra néron benzeri morfoloji gostermislerdir ve Okrelizumab tedavisinin

bu etkiyi arttirdig1 belirlenmistir.

Sekil 10. Okrelizumab ilavesinin ardindan Norojenik farklilasma belirteci TUBB-3 (kirmizi)
ve GFAP (yesil) immiinfloresan boyama goriintiileri. CO. Okrelizumab eklenmemis normal
kiiltiir besiyeri, C1. 1,5 pg/mL Okrelizumab normal kiiltiir besiyeri, C2. 15 pg/mL
Okrelizumab normal kiiltiir besiyeri, D0O. Okrelizumab eklenmemis No6rojenik farklilasma
D1. 1,5 pg/mL Okrelizumab norojenik farklilasma D2. 15 pg/mL Okrelizumab nérojenik
farklilasma. Niikleuslar DAPI ile boyandi (mavi). Olgek ¢ubugu 50 pm.

Retinoik asit ve 1,5 pg/mL Okrelizumab ilavesi yapilan norojenik farklilasmaya
alinan grupta, hiicreler tipik olarak astrosit hiicre benzeri uzantilar sergiledigi gézlenmistir
(Sekil 11). Oligodendrosit hiicre belirteci olan GFAP (Glial Fibrillar Asidik Protein)

ekspresyonunda artis oldugu gézlenmistir.
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Sekil 11. 1,5 pg/mL Okrelizumab ve InM Retinoik Asit eklenmis norojenik farklilasma
sonrasi GFAP (yesil) boyama. Niikleuslar DAPI ile boyand: (mavi). Olgek ¢ubugu 50 pm.

4.5. Akim Sitometri Bulgulari

DP-MKH’lerin CD20 yiizey antijenlerinin belirlenmesi i¢in 2 farkli kaynaktan ve
hem pasaj 3’te hem de pasaj 21’de Akim Sitometri cihazi ile analizleri yapilmistir. Asagida
Sekil 12°de goriildiigii gibi V2 hiicrelerinin pasaj 3’te iken CD20’y1 %11,91°1 eksprese
ederken ilerleyen pasajlarda bu oran %19,31°¢ yiikselmistir. Daha geng bir bireyden elde
edilen diger ornekte (V2) ise ekspresyon %28,93 olarak goriilmektedir. Bu durum bugiine
kadar CD20 negatif oldugu diisiiniilen MKH’lerin CD20’yi eksprese eden alt popiilasyonlari
oldugunu ortaya ¢ikaran ilk bulgudur.
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Sekil 12. 2 farkli kaynaktan elde edilen DP-MKH’lerin akim sitometri cihazi ile CD20 yiizey

antijeni ekspresyon analizi.

4.6. Tartisma

Okrelizumab, MS tedavisinde kullanilmasi 6nerilen ve CD20 eksprese eden B
hiicrelerinin selektif olarak deplesyonunda cesaret verici sonuglar veren bir anti-CD20
monoklonal antikordur (Lamb, 2022). Kok hiicre tedavisi, rejeneratif tipta etkili bir tedavi
ve mevcut tedavilerin yetersiz kaldigr durumlarda umut verici yeni bir yaklagimdir. Kok
hiicrelerle tedavi, noroproteksiyon, immiinomodiilasyon ve nororejenerasyon dahil olmak
tizere birgok mekanizma ile etkili olabilir.
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16 hasta iizerinde yapilan bir klinik ¢aligmada plasenta kaynakli mezenkimal kok
hiicreler kullanilmig ve hastalik progresyonunun durduruldugu bildirilmistir (Lublin vd.,
2014). 48 hasta lizerinde yapilan baska bir klinik caligmada ise otolog kemik iligi
mezenkimal kok hiicreleri intratekal ve intravendz olarak uygulanmis ve hastalardaki
iyilesmenin  noroprotektif, = ndrorejeneratif ve  immiinomodiilatér  etkilerinden

kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Petrou vd., 2022).

Insan dis pulpasi kok hiicrelerinin yiiksek anjiyojenik ve nérojenik farklilasma
potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir (Hakki vd., 2015). Bu makalede, dental pulpa kok
hiicrelerin TUBB3 gibi erken norojenik farklilasma belirteglerini ifade ettigi bildirilmistir.
Bu ozellikler, hiicrelerin néron benzeri hiicrelere daha etkili bir sekilde farklilasmasini
desteklemistir. Dental pulpa kok hiicreleri mezenkimal kok hiicrelere ¢ok benzemelerine
ragmen noronal spesifik belirtegleri ifade etmeleri ile onlardan ayrilirlar (Kara6z vd., 2011).
Ilging bir sekilde, Okrelizumab, osteojenik ve kondrojenik farklilasmalarda oldugu gibi,
noronal farklilagsmay1 olumlu yonde etkiledigi tez ¢alismamizda gésterildi. DP-MKH'lerde
ERK/MAPK'nin noronal farklilasma i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Al-Maswary vd.,
2022).

Bagka bir calismada, MAPK ve TGF-f sinyal yollarinin ndrojenik farklilasmada
merkezi bir rol oynadigi gosterilmis ve DP-KH'ler ile MKH'ler arasindaki bu yollardaki fark,
DP-KH'leri ndron benzeri hiicreleri ayirt etmek i¢in daha fazla potansiyel haline getirdigi
belirtilmistir (Song vd., 2017). DP-KH'erde gelismis MAPK ve TGF- sinyali,
Okrelizumab'n hedefi olmasinin nedeni olabilir. CD20'nin islevi hiicrelerde net olarak
bilinmemekle birlikte diger hiicrelerde TGF-f sinyalizasyonu ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Yanagisawa vd., 1998). Kesin mekanizma hala net degil, ancak

Okrelizumab'in ndronal farklilasmayi iyilestirme potansiyeli olabilir.

Calismamizda diger kaynaklara gore norojenik farklilasma kapasitesi daha yiiksek
olan noéral krisat kaynakli dental pulpa kok hiicreleri tercih edilmis ve MS tedavisinde
kullanilan okrelizumabin kok hiicrelerin rejeneratif etkilerini arttirdigi gosterilmistir. Kok

hiicrelerin elde edilmesinin kolaylig1 ve benzersiz mekanizmalari, onlarla yapilan klinik
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caligmalarin basarisini saglasa da, kok hiicrelerle calismanin bazi sinirlamalari vardir. Klinik
kullanimlan i¢in standart kiiltiir kosullari, tedavi dozaji ve kullanilacak hiicre sayis1 tam
olarak belirlenmemistir. Bu anlamda ¢alismamiz okrelizumabin kok hiicreler {izerindeki

olasi etkilerini ortaya koymasi agisindan literatiire yenilik¢i bir bakis acis1 getirmektedir.
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BESINCi BOLUM
SONUC VE ONERILER

MS {izerine yapilan g¢aligmalarla, genetik yatkinlik, bazi viral enfeksiyonlar ve
cevresel faktorlerin biraraya gelerek indiiklendigi 6ne siiriilsede, hastaligin patogenezi heniiz
tam olarak anlagilamamistir. Bu nedenle, MS'in mevcut immiinosupresyona dayali
tedavilerinin etkinligi ¢ok diisiiktiir ve hastalik modifiye edici immiinomodiilatér ajanlar,

ilerleyici norodejeneratif siireci durdurmakta yetersiz kalmaktadir.

Bu nedenle, ndronal hiicre kayb1 ve remiyelinizasyon basarisizliginin {istesinden
gelmeyi ve miyelin onarim kapasitesini artirmay1 hedefleyen hiicre replasman tedavisi

yaklagimi alternatif bir tedavi segenegi olarak degerlendirilmektedir.

Ilaglarin arastirma déneminde, model hiicreler olarak kok hiicreler siklikla tercih
edilmektedir. Arastirmacilara pek ¢ok avantaj saglayarak, giivenilir sonuglarin elde
edilmesine olanak tanirlar. Fakat Okrelizumab ile sadece kok hiicre ile degil hiicresel iliski
bazli ¢alismalara da rastlanmamustir. Bu anlamda ¢alsmamiz literatiirde bu konuda yapilan

ilk ¢alisma 6zelligini tagimaktadir.

Bu tez caligmasinda dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicreler, 6n c¢aligma
verilerinden elde ettigimiz sonuglar dikkate alinarak belirlenen farkli dozajlarda (1,5 pg/ml,
15 pg/ml ve 150 pg/ml) Okrelizumab ile tedavi edildikten sonra morfolojik olarak
etkilenmedikleri goriilmiis, gen ekspresyon profillerinde meydana gelen degisiklikler ise
real-time PCR ile gosterilmistir. Adipojenik, kondrojenik, osteojenik ve norojenik
farklilasma genleri iizerinde anlamli degisikler yapan Okrelizumab tedavisinin ayni zamanda

hiicrelerin proliferasyonlarini baskiladig belirlenmistir.

MS’in klinik tedavisinde kullanilan Okrelizumab’in mezenkimal kok hiicreler
iizerindeki etkilerini ortaya ¢ikardigimiz arastirmamiz literatiire katki saglayacak

niteliktedir. Daha 0©nce benzeri bulunmayan c¢alismamizla elde ettigimiz sonuglar,
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mezenkimal kok hiicrelerin rejeneratif etkilerinin arttigini ortaya ¢ikarmistir. Bu durum
immiin baskilayici olarak kullanilan ilacin ayn1 zamanda kok hiicrelerin oligodentrositlere

farklilasmasini arttirarak miyelin kilifin yeniden olusumuna katki sagliyor olabilir.

Bugiine kadar klinik denemeleri yapilan kok hiicre ¢aligmalarina bakildiginda elde
edilen sonuglar kok hiicre potansiyelinden beklenen diizeyin altinda kalmaktadir. Klinik
denemelerde kullanilacak olan kok hiicrelerin rejeneratif etkilerinin arttirilmasina doniik
uygulamalardan sonra hastalara verilmesi, hastalik {izerindeki 1iyilestirici etkilerini
arttirabilir. Calismamizda Okrelizumab’in rejeneratif etkilerinin arttirdigi gosterilmis olup

olas1 bagka molekiiller de bu anlamda denenmelidir.

Tez calismasi sonuglarindan elde edilen DP-MKH’lerinin CD20 ylizey antijenini
eksprese ettiklerinin gosterilmesi ile diger kaynaklardan izole edilen mezenkimal kok

hiicreler i¢in de bu antijene bakilarak karsilastirma yapilmasi 6nem arzetmektedir.

[lacin kan-beyin bariyerini gectigi bilinmektedir. Bu durumda noral kdk hiicrelerle
de etkilesimde oldugu kesindir. Ayni sekilde ilacin noral kok hiicreler lizerindeki etkilerinin
de calisilmasi, hastaligin tedavisi siirecinde yeni bakis agilari kazandirabilecek bir uygulama

olabilir.
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