CISSCA @) e ) | i

12-14 Nisan 2019

Marmara Universitesi Spor Bilimleri Fakiiltesi
Anadolu Hisan Yerleskesi

Istanbul




kok hicre

ve hilcresel tedaviler

Joint Meeting With ISSCA

istanbul

[nsanlar cmbrigonclan gcli;—sigor.

Yani embrigo hiicrelerinde her organimizin KOK’U var.
1960 -Ord. Prof. Dr. Sijregya T ahsin AYC]UN



€ ()1SSCA ) reree G i

K&k Hucre ve Hilcresel Tedaviler Dernegi

Baskan
Dr. TUNC AKKOGC

Il. Bagkan
Dr. SERDAR KABATAS

Genel Sekretqr
Dr. IBRAHIM TUGLU

Muhasip
Dr. GOKHAN ADAS

Uyeler
Dr. ERCUMENT OVALI
Dr. ERDAL KARAOZ
Dr. FIKRETTIN SAHIN

Kongre Bagkani
Dr. ERCUMENT OVALI

Kongre Sekreteri
Dr. SERDAR KABATAS
Dr. IBRAHIM TUGLU
Dr. MEHMET BOZKURT
Dr. ERDINC CIVELEK
MSc. RAIFE DILEK TURAN



GOKHAN ADAS SERKAN DURDU DAEYONG KIM (KOREA) GOZDE SIR

TUNC AKKOC MURAT ELCIN CENGIZ KIRMAZ JUNAID A. SYED (USA)
TOLGA AKKOGC FATIH ERBEY FATIH KOCABAS FIKRETTIN SAHIN
MURAT AKSU GULINNAZ ERCAN YAVUZ KOCABEY MURAT TANYILDIZ
ERDEM AKTAS ESRA ERDAL BARIS KOCAOGLU OMER TASER
ADIL ALLAHVERDIYEV ~ FATMA EYUBOGLU MERVE KONGUR NESLIHAN TASLI
TUGRUL ALTAN UNUVAR MUSTAPHA CIHAN TASTAN
ENDER ALTIOK MUZAFFER GOKALP NAJIMI(BELGIUM) GAYE TAYLAN
MUTLU ARAT BURCIN GONEN DINH HOA NGUYEN DILEK TELCI
UTKU ATES GULSEN GUNEL (VIETNAM) YANG TENG(USA)
ELIF GANIME AYDENIZ VASIF HASIRCI AYHAN OLCAY AYSEN TEZCANER
ERKAN BARAN KEMAL HEPGUL ERCUMENT OVALI  ZAFER ORKUN TOKTAS
SERDAR BORA SERDAR KABATAS ENDER ODEMIS ZEKERIYA TOSUN
BAYRAKTAROGLU RABIA KAHRAMAN GULPERI OKTEM IBRAHIM TUGLU
SEVGI BESIK DERYA DILEK KANCAGI AYSE ONER OZTURK  KEZBAN ULUBAYRAM
KALAYOGLU EMIN KANSU HACI MUSTAFA ALI UNAL
NUR BIRGEN MURAT KANTARCIOGLU OZDEMIR RENGIM VURAL
MEHMET BOZKURT NECATI KAPLAN MUSTAFA OZDOGAN KORAY YALCIN
MURAT BOZKURT AYSEGUL KARAALTI AHMET OZEN PINAR YALINAY DIKMEN
ALP CAN MEHMET VELI OzZAY OZKAYA AZIZ YAZAR
DURAN CANATAN KARAALTIN YUSUF OZKUL HEMSINLIOGLU
ERDINC CIVELEK CIGDEM KARADAG OLGA NEHIR OZTEL YEMENCIOGLU
ZEYNEP ZEHRA SARI MURAT OZTURK AKIF YESILIPEK
COSKUN PERCIN KARAKOL GULYUZ OZTURK MUHAMMET YILANCI
SIBEL CAGLAR OKUR  MUSA KARAKURKCU NiL BANU PELIT IREM YILMAZ
HAKAN DARICI ERDAL KARAOZ FATMA SAVRAN OGUZ  BULUT YURTSEVER
AHMET DOGAN ALPER KAYA UGUR SEZERMAN DENIZ YUCEL
BULENT ZULFUKAR

* [simler alfabetik siralanmistir.
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Degerli Meslektaglarimiz,

3. Kok Hicre Kongresi 12-14 Nisan 2019 tarihleri arasinda Marmara Universitesi
Spor Bilimleri Fakultesi, Anadolu Hisar Yerleskesi’nde dlzenlenecektir.

Uluslararasi katilimla Kék Hucre ve Hucresel Tedaviler Dernegimiz tarafindan
dtzenlenecek olan kongremiz bir¢ok farkli klinik ve preklinik alanlardan bilim
insanlarinin katilacagr énemli bir etkinlik olacaktir.

Son yillarda yapilan laboratuvar ve klinik calismalar, kék hicrelerin rejeneratif ve
reparatif tip alanindaki dnemini daha da belirgin hale getirmistir. Hizli akan bilimsel
verilere ulasmakta, bunlari tartismakta ve ¢alisma alanlarimizda uygulamada
saniyelerle yarisir hale gelmis durumdayiz. Bizler Kok Hucre ve Hucresel Tedaviler
Dernegqi olarak sizlerle bu 6nemli kongrede bulusmaya, paylasmaya ve Uretmeye
davet ediyoruz.

Sevqili 6grencilerimizi dnderleri ile bulusacagi, degerli verilerini s6zIU ve poster
olarak paylasma imkani bulacagi, akademik ytruyuslerinde yeni imkanlar ile
karsilasacag! bir bulusmaya davet ediyoruz.

Pipetten enjekttre kok hicre yolcugunda neler yasandigini, hangi klinik
uygulamalara yesil 1sik yakildigini, dogrusunu ve yanligini alanda olan bilim
insanlari ile paylasmayi hedefledigimiz kongremizde sizleri gérmekten mutluluk
duyacagiz.

O gun bulusana dek esenlikler dileriz.

Prof. Dr. TUNC AKKOC Prof. Dr. Erciment OVALI
Dernek Bagkani Kongre Bagkani

or

Bilimbori
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por Bilimbori

SALON A SALON B

KURS SORBMLUSU / COURSE INSTRUCTOR: ERDAL KARKOL TUNG AKKDG KURS SORUMLUSE / COURSE INSTRUCTOR: EACONENT VALY
09:00 0930 KOK HOCRE LABORATUVARININ TEXMIK OZELLIKLER] VE ASEPTIK XOSULLAR RIS BESUIN /DR DR OY TR O S AREASL
TECHNICAL PROPERTIES OF STEM CELL LARORATORY AND ASEFTIC CONTNTIONS 0200 - 03:50 OENDTRITIK CELL YACCINE GRETING / DENORITIC CELL VACCINE PRODUCTION
ERDAL KARADZ RENGIM VURAL
99:30 - 1090 TEMEL KOK HUCRE VE TEXNIKLER]- PRIMER SUSPANSIYON, TEK TABAKALI VE UC BOYUTLU KOUTR 08.30- 10,00
BASIC STEM CELL TECHNIQUES- PRINER SUSPENSION, ONE LAYER AND THREE DIMENSION CULTURE by
HAKAN DMRCH

10:00 - 1030 SUB KUETUR, HOCRE SAYIMI YONTEMLER], DONDURMA- COZME

18:90- 10:38 TILORETIN /T PROSUCTION
1
SUBCULTURE. CELL COUNTING TECHWIGUES, FREEZE-THAW

MUHAMMET

TOLGA AKKDG 1030 15:00 KANVE ARASI | COFFEE BREAK
10:39 - 1100 KAHVE ARASI | COFFEE BREAK 1:00- 1138 ﬂf r».I:(stFIKchL URETIMI / ¥IRUS SPESIFIC T-CELLS PRODUCTION
19:00-11:30 HOCAE COGALIM INDEKSI VE CANLILIX TESTLER), IN VITRO FARKLILASTIAIA P
CELL REPRODUCTION MOEX AN WABIITY TESTS, IN VITRO DIFFERENTIATION 1130 12:00 ?ﬂ‘f:l':‘:ﬁ')""' CAR T-CELLS PRODUCTION
FABLA KAH
T3 1200 KOK WD i j 1200 - 12:30 KURS SONU SINAVI / COURSE EXAM

Flow Sitomes! - imménshisek
IMMUNGPHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF THE STEM CELLS
\m-\l) Mmunodisiechemistry

RALP

12:00-1230  KURS SONU SIHAVI COURSE EXAW

KURS it
KOK HOCREDE STANDARTLAR OKULL
SCHOOL afsmmsm ntgsmqm

09:00 - 09:20 Il[ﬁl Tasi HIJAV'IJ’IU%LIMD( S!”IHMM CLASSIFICATION W ADVANCED MEDICAL TREATMENT
CANSU HEMSINUOSLL YEVENIL

P"ﬂJCVlwl TO UPTADE G

09:29 - 00:50

0

09:50 - 10:10 G VE ETIKETLEME ! D0 AND LABELLING
TREM YEMAZ

0:18-10:30 DEGISIKLIK KONTROL VE DENETIMLER / CONTROL OF ALTERATION AND SUPERVISION

FATMA EYUBOGLU UNUVAR

10:39 - 10:48  KAWYE ARASY / COFFEE BREAK

1048 - 11:00 KALITE KONTOL / QUALITY CONTROL
(OLGA NEHR OZTEL

11001120 VALIDASTON | VALIDATAON
CLGANEHR

11:40.12:00 PROCESS KONTROL / PROCESS CONTROL
FATMA EYUEDS
12:00 - 12:30 KURS SONU SINAVI / COURSE EXAM

0-14:00 Hicresel ve Ul
EMIN KANSU
00 - 14:30 The Mission of ISSCA and Stem Cell Therapy for Disease
DAEYONG KIM (Korea)
14:30 - 15:00  Bir Giil Bahgesi: Hiicresel Tedaviler / A Rose Garden: Cellular Therapies
NUR BIRGEN

[/ Cellutar Therapies and I\ fonal Regul;

15 KAHVE ARASI | COFFEE BREAK

r\AZ ERCAN, PINAR YALINAY DIKMEN
515 - 15:45 MS Otolog Transplant ile Tedavi Edilmeli midir? / Should MS be trealed by Autologous Transplant?
SEVGI BESISIK KALAYOGLU

45-16:15 MS Kiik Hicre Yeri / MS can't be treated by Autologous Transplant
GULSEN AKMN\ DEMIR

16:15 - 16:30 KAHVE ARASI | COFFEE BREAK

16:50 MKH Retinis Pi igin Tedavi Segenegi midir? / Are MSCs an option for treatment of Retinitis Pigmentosa?
TUGRUL ALTAN
50 Retinis Pigmentaosum da MKH ile Tedavi Onemli Bir Secenektir /| MKH treatment is an important option in Retinitis Pigmentosa freatment
AYSE ONER

17:10 - 17:.30 KAHVE ARASI | COFFEE BREAK

ANEL Il AZ BILINEN HOCRESEL TEDAVILER
ED CELLULAR THERAPIES

s: ADIL ALLAHVERDIYEV, M. IBRAHIM TUGLU

Oturum Bagkan

7230 - 1750 Genel Cerrahide Kok Hiicre Uygulamalan / Stem Cell Applications in the General Surgery

GOKHAN ADAS
50-18 Hepatocyte Transplantation: Current and Future Developments
MUSTAPHA NAJIMI
8:10 - 18:30 Meme K: i Cesitli $ / The Different Approaches in iImmunotherapy Against Breast Cancer

ADIL ALLAHVERDIYEV



TUB:

O QA A

Daks MGheadisligi ve Gelme Agilan / Tissaw Engineering and Development Aspects

VASIF HASIRCI
Mezenhimal Xk Hicrelerin Kardlyak Dok Maheadistigiede Kubanim Potansiyellesi
Aoplizaion Podsntials of iesenchymal Stem Cels in Cardac Tissue Enginoaring
KEZBAN ULUBAYRAM
Erighin Kok Ricraler ve Doku Miheadisligh / Matare Sfem ¢
AYSER TEICANER

v I Yonlé Dok Kik
Stem Ceff Applications in tbe Aspect of Versdle Tissn Engineering

and Tisawe Enginering

10:20 - 1040 KMI\IHMSI COFFEE BREAX

1 Kok Hixre Nakiizde Egratment Yetmeziginin Nesenler

The Aessons of Engraftment Delicisncy b Ses Cal Transpiasl

MUTLU ARAT
00 Kiik Hilcre Makillerinde Deplesyan Veys Seleksipus Igemlerinin Onemi
The Importasce of Deplation Rod Ssfection Agpiications in Stem Cail Transplants
GULYL
GVHO Koraroliado MKH
MXH i3 the anr'\ of GVHO
IDEM ATAY

Virus Sgesifik T Leatasitier Rel / The Aol of Virus Spesific 7 Lymphocyles iv Transpiaststion

MUSA KARASUKCU
TARTISMA | OISCUSSION
mml:mmntmvmumnurzmmwmmt

WBicTrend

xnm;mmmw. EHEE K04

POSTER SUNUMLARS | POSTER PRESENTATIONS

RARDIYOVA;
CELLULAR

Diatokarsiomegatid Iskemis Kalp Haslalilan ve Kardiyemiyopatberds Hixrasel Tooavl
Hearf Disozses i Ditated Cardiomogathy aod Colwar Therapy iv Cardiomynpathies
O0EMS
1 MI Sonras: Iskemsk Kardiyomitopati Tedavisi iin MK nin Tagsama ve Depslanma Kogallannin Selirknmesi
Determiing the Storage awd Transfer Concltions of MSCs far the Treatmend of lschemic Cantiomyogathy Pos! Mf
ALP CAN
Keiik Lis Iskemierinde Hiceesel Tedavi Uyguiamatan / Cedutse Therapy Aplications in Critical Lk fechemis
SERKAN DLRE
- Kk Hiereter Kullandarek 38 Biyobesh Yontessiyte Damar Yapai
ing 2 30 Biopristad Blood Veasal with Stem Cails
HEKAN OARICI
15:00 KAHVE ARAS! | COFFEE BREAK

tharagy macuiscloTing?

Gen Tedavileri Ne? Nasil? / Gene Therapies. W
CIHAN TASTAN
) Beta Tatasemi ve Sickle Cell de Ges Tedavileri / Befa Thalassemia and Sickle Coll Gene Theraples
ARZU AKGAY
I Melsbolik Haslshkiards Gea Tedavileri / Gene Therspies in Melsbolical Disesses
YUSUF OZxUL
| Hemofilide Gen Tmﬂln / Gene Therapies in Hemophilia

BULENT 2ULFOKi
TARTISMA / DISCUSSION
17:20- 17:40 KAHVE ARAS! / COFFEE BREAX

lSSCA @ Tipp Fakiites! @ F:.LJ Bl

MOE KUCRESEL TEDAVILER
EAY AND DERMATOLC

10:20 - 10:40

14:50 - 15:00

Plassc Surgory ﬂapl:mm:
MEMMET VELI KARAAL

Aktive Ediliniz Kik Nugre, Immin

Tengon ve Ligames Hasannin Rejeneralil Tedavisings Ethinlig
Primed Mesenchymal Stem Ceds, EMficacy of Mmuve Modulation
0 fhe Avgenerative Treatmest of Tandoe and Ligament injury
ERDEM ACTAS

Stem Cell "'lmn' Vul hlkﬂ Hair

ANAD 4, SYED

Ve Kok Hicre / Zissnginearng and Stem Lol
ERKAN TURKER BARAN

KANVE ARASI | COFFEE BREAX

The Agplic:

MENMET URT

V-«v vt Dnhl Polimerierie Hicre Ksmbinasyoeu ve Anti- Aunu [mu

v with Melwval and Artificisl Polymers and Asti-Ay ec

iz Dnglagiemod Hicrese Todavla / Clluar Therapies o Facil ejurssation
EBRU YORUK

i wsc nomm Anli Agieq Uygulamatar / PRR ADSE Sapportsd Antl Aging Appiications

Saunn sVF | SYE in Sports fnjuries

ONAT ZOMCDGIL

Alenik Ashmﬂu Kk Hicre Uygslomalan / Stex Cel Agpiications i Afiergic Asthma
TUNG AK:
mxuu n-wpxmxl ve Diyatragma Memisinge Miscresel Tedavi / Celiutar Therapy i Lung Mypaptasia and Disphragia Heria

Kronik pm - Siroz & Wicresel Tedaviler | Cefiuer Thevapies i Clironic Nepatisis and Cirrhosis
MURAT K CICGLU
Maksillo Fasiyal Oemhlk Hixcresel Tedavi Segensideni / Celulr Therapy Options i Maxilloiscis) Sy
IGN CONEN
KAHVE ARSI | COFFEE BREAK

eries

£L TEDAVILER
0 ORTHOPEDIC:

Orthopedics

Oluonids Hilcresel Tedavilere Genel 8ir Bakig / Ao Overwiew lo Collafar Therapie:
OVER TASER
mw-ﬁﬂe FR? Uygulamalan (HOPE OR HIPE) / PAP Agplcstions in Orthepedics (HOPE OF HIPE)

) onumm S'IF 'nis Yorl (HOPE OR HIPE) / S¥F in Orhopedics (HOPE OR HIPE)

17:20 - 17:40

ALPER K.

Fizik Tedavide Hicresel Todavi Uygulamalan / Codtar Therapy Appiications Ar Physical Therapy
SIBEL GAGLAR DKUR

Otaing Kosdresit Imglantian / Autniogeos Chondrocy
MURAT BOZKLAT

KANVE ARASI | COFFEE BREAX

mplants




TUB:

I

O QA A

HEMOTO-OMKOLOJE DE i)
MOMTNOTHERAPY IN

Adaptet we Ba; Sirtan
Adaptive bmanotberagy Applicatioos asd Mr Searely of a Sercessh bwmanotheragy
ERCUMENT OVALI

Pk'n:ln Olllnlqlll! CAR Tedavileri /| CAR Theraples in Mevmato-Oncology

Dl we TIL deseyimi / CIX and TIL Experience in Oncology
ZDIGAN

Kanser Agilan / Cancer ¥aceines

ALIUNAL

10:40 - 11:00 KAHVE ARAS) / COFFEE BREAX

12:20

13:30

CP de Kbk Hicre

Stem Coll io &P

SIBEL GABLAR OKUR

Higoksik Boyin Sendromianada Hucresel Tedaviler Sir Seqaneidir / £
SERDAR KABATAS

nwuu ne;m Sendromianada Hicresel Tedaviler Bir Soenek midir? / Are Celfular Therapies toe Optian for Hy

par Theragy /s an Optos for Hypoekc Brain Syndromey

ic 8rain Sywdromes?

£ YEMEST | LUNCH

MAL KORD HA
AN THERAPIES IN l“w:

Reactive Astrogial Inermediate Fifamants and Eticacy of Newral Stom Calls:
Insight Giraned tram Experimeatal Spisal Cord Injury

YAN
Stem Cell Transplastation for Acate Spinal Injury
DXNH HOA NBUVE

Ormuege Carrahisi Upgsdamatan / Applical
HAL! MUSTARA D20EMA

Spine! Kard
EROING

ws of Spinal Svrgery

Kk Hocre | Stem Cell App

s Spial Con

14:50 - 15:00 KAHVE ARAS) / COFFEE BREAK

15:40

16:30- 16:50 KAWVE ARAS! / COFFEE BREAK

15:50

Dmytda CNR T Ceil Urstim Dhelﬂlﬂm ve Sorunlen / CAR-T C 9 Melbods simd Challenges in e World

Dlnmalllvc lupah B Sistemie CAR-T Call Drotimi / Evatiing CAR-T CoV Therapy Through & Liosed Sysfom Maow!
MATTHAS

KAHVE ARASI /| COFFEE BREAK

Mlnh:lm DI!I!MIM Hicresal Tosavinin Bir Yerl Yoklur / There (s no plae

16:50 - 17:10 KONFERANS / CONFERENCE

ODUL TORENI & KAPANIS

18:.00

Hicressl Teavieres |dari Dizenlemeles, SagIn Bakaniginim Bakis Agsi
° rim.mus in Ceilwtsy Tharapies, The Ferspechve of Misisiry of Hsalth

CEREMONY & C G CEREMONY

GAZI NASUM TUGLU 02EL OGRENC] PROJE ODOL TORENI

GAZI NASUH TUGLU SPECIAL STUDENT PROJECT AWARD CEREMONY

ORD_PROF. SUREYYA TARSIN AYGUN ARASTIRMA ODUL TORENI ve EN IY] BILDIRI SURUML

ORD PROF. SUREYYA TAHSIN AYGUN RESEARCH AWARD CEREMONY AND THE BEST ABSTRACT PRESENTATION
KAPANIS TORENI / CLOSING CEREMONY

Fok

HLA Tlﬂulllltme w Hmm Tedavige Osemi / HLA Typafogy and the importace in Ceflular Therapies

TUNKKI]I( ﬁnlw 'uF.VlGK Project
MURAT OZTURK

Karoan ve Kordon Kam Bankacilix ! Cord and Cord Blood Banking
N BANU PELIT

Dok Baskacibg /

HKterde Katstyumas Zamansal Msdalasyons Kék Hiicre Oonglisdnd Escemete midir?
Temporal modutation of calciem sznsing & HSCs is crucial fer proper HSC cel cycle re-entry

AFSEGUL XS
Organoid Tt / Organsid Medicioe

4 EADAL

trolasysndas Aglikasyoaa Exsazomiar | Exosomes: Isoiation fo Appication
HESLIHAN TASL

Zigot teduced Pragesitar Cel (ZiPeel)

ELIF GANINE AYDENT

OGLE YEMEG] | LUNCH

IMMUROLON YE HUCRESEL TEDAVILER

IMMUNOLOGY AND CELLULAR THERAPTES

ia5an Genetih Aragtirmalannin immin Sstem Hastalidannim Gazimbade olic CHAPLE ORNEGH

The Role of Human Genstic Rescarches i the Sofufion of mmuse Sysiem Diseasss: CHAPLE EXAMPLE

AHIET OZEN

St rgan Mabileica Wiresel Tedswiecinde MKHin R/ The ol af 4Cs Ceular Terapies of Said rgan Transptntatiog
AAOZ

ﬂlmmun Urtikar ve MHK Tedavisi / Aufoimmmne Urti
RABIA BILGE DZGUL OME
Molmmun Nasullhamda Hilcrese! Tedaviler / Colatar Thesaps
TURG AKKOS

KANVE ANLSI COFFEE BREAK

via sod MSC Therany

0 Antoimmueg Dis

o Bilimbor
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SSC01 Gamze TUmentemur Ex-vivo whole uterine tissue culture
S0ZLU SUNUMLAR
12 NISAN 2019 - Cuma 5002 v Snal Sicanlarda kemoterapi sonrasi yag dokudan elde edilen k | k8k hiicre tedavisini
18:30-19:30 primordiyal folikiillerdeki pten/akt/foxo3a yolaging etkisi
SALON A
Oturum Baskanlan: 55003 Ayse Oner Optik ili clgutarda suprakoroidal Kk hiicre impl;
ERDAL KARAOZ
NG 0¢ s5004 A ner lleri evre retinitis iki olgunun kok hiicre imp y
|sanrasmda 4wk takip sonuglan
SS005 Fatma Eyuboglu Unovar Hazir Re Tip Uring: Universal insan Plateletten Zengin Plazmasi
56zL0 SUNUMLAR
12 NISAN 2019 - Cuma 55006 Ekin Simsek Insan adipoz kaynaklt mezenkimal kdk hiicreler igin bitkisel musilaj kaynakls 3-boyutiu doku
18:30-19:30 i mihendisligi iskelelerinin Gretimi
SALON B b erektll k sahip otolog adipoz tUrevli rejeneratif
Oturum Baskanlan: 55007 Tuncay Tas hiicre ve zengin pl tek doz jeksiy tolere
BURGIN GONEN glvenligi ve potansivel etkinligi
ELIF GANIME AYDENIZ Deneysel olarak asherman sendromu olusturulan sicanlarda adipoz doku kaynakli mezenkimal
$5008 Mutlu Yaka S Lo
kik hiicre tedavisi
Kiiltdre edilmis kok hucre © in tayini: j
S0ZLU SUNUMLAR 55009 Ozlem Sezer Al S ey N e rrosion (i e TaH e PR
Y
12 NiSAN 2019 - Cuma kandroienik fark
130 - 19: 7 ] ile of iotic fluid cell d
18:30-19:30 ss010 E2gi Cokaki Unigue stem cell profile of amnictic fluid cells by status of plurip y
SALON C il ot
Oturum Baskanlan: Dental pulpa ve kemik iligi kil kék hi ini i perf {san
ALP CAN 55011 Aysegll Hanife Mendl  |etanol ekstresi ile prek Y o 1 takip edilmesi ve adrenerjik
NUR BIRGEN Imazt
$S012 Esra Aydemir The effect of cumulus cell conditional media on 8 diff
= R dojik gorintiil ve ndrolojik hasann onl ind ilaglann i
o Pl e disk dokusunun rejenerasyonu zerine etkisi
TS002 Taha Baru Hayal The potential role of Apelin receptor in skin Afi | ve
TS004 Ahmet Ozyazgan kk hiicre ile tedavi edilen gonartroziu vakalarda kinik sonugtanmiz
TEMATIK SUNUMLAR
12 NISAN 2019 - Cuma 15005 Cenk Eray Yildsz ful of 3 20-year h venous leg ulcer in a patient with systemic lupus
18:30 - 19:30 y erythematosus
SALON D
Oturum Baskanlan: TS006 Ahmet Eken Characterization of Treg cells generated in the presence of group 3 innate lymphoid cells
GOKHAN ADAS
IBRAHIM TUGLU | I 5k hixre b \ m P o
1s007 Sema Ayger Uy S kok hiscre yonelik, besiyeri tabanli kargilastirma
caligmasi
TS008 Aynura Mammadova Hematopoetik kik hilcre (HKH) regillasyorunda Néropeptid Y (NPY) in rolniin incelenmesi
I l | ]
15023 Yazgal Duran Denta .Follful Mgzenklrlnal Kok Hucrelerin P.emprlngin Vulgarisll Hastalann Dentritik Hucre Ve
L i Ozerindeki Etkilerinin Aras
15009 i Tescan Mu:rof(NA-lel-?a functions as a %umor suppressor and inhibits cancer stem cell growth in triple
negative breast cancer by targeting PIK3CA .
hsa-miR-128-1-5p Regul NR RNA E fon i | Gland
15010 dsan ettin Vatansev. 58 m R-128-1-5p Regulates Expression of NR3C2 m xpression in Human Adrenal Glai
Carcinoma
X Dojal biyoaktif timokinon, kafeik asit fenetil ester ve fukoidan bilegenleri anti-meme kanseri
T! { ]
TEMATIK SUNUMLAR S ESiB B KOk aktivitelerinin triple-negatif MDA-MB-231 hicrelerinde aragtinimasi
12 NISAN 2019 - Cuma
230 - 19: Muiti iyel Hicrelerii ok Hi M il Hiicreleri; itik
18:30-19:30 Ts012 Gulsen Bugday u tipl M-Ye om. uv:-re_enne Kaf;z E?tolog. Kok Hiicre ve Mononiikleer Hiicrelerinden Dendritil
SALON E Hiicre Uretilmesi (Tamor Asisi Uretilmesi)
Oturum Baskanlan: ik farelerde k direncli sepsi delind
P sepsis
FIKRETTIN SAHIN ki 034520 Ding Jimal kak hiicra tedavisinin otkinligi
MEHMET BOZKURT
15015 Buket Banu Ozlan Dis Pulpas, Yag ve Umbilikal Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hicrelerin Hucresel Ozellikler
Agisindan Kargilastinimast
" f " \ |
15016 Nur Seda Sahin Dondurulmus mezenkimal kbk hicrelenn sitokin etkisinin
degerlendiriimes|
15017 Raife Dilek Turan Immiinoterapi Uriinii Sitokin ile Indiklenmis Oldiiriic Hiicrelerin Karakterizasyonundaki

Faddilildarin Sebepleri

Spor Bilimbor

Fakun




TUBA
Spor Bilimbor

" Fokultesi

v M ANAl

BiLDIRI BASUIGH
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Meme Kanserinin Immiinoterapisinde Cesitli Yaklasimlar

Adil M. Allahverdiyev

Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik Boliimii,
Hiicre Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi Laboratuvari

Meme kanseri, kadinlarda goriilen kanser vakalari arasinda ilk sirada olup, diinya genelinde kanserlerin
%24,2’sini olusturmaktadir (DSO, 2018). Her yil ise meme kanserinden olenlerin sayis1 yaklagik
600.000 bilinmektedir. Bu oran kadinlarda rastlanan kanser kaynakli 6liimlerin %15’ini olusturmaktadir.
Meme kanserinin tedavisinde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi klasik yontemler kullanilmaktadir.
Ancak bu klasik tedavi yontemleri hastanin tam olarak iyilesmesini saglamamakla birlikte gelisen
metastazlar1 da engelleyememektedir. Mevcut tedavi yontemlerinin dezavantajlarini ortadan kaldirmak
amactyla son yillarda gelistirilen yeni nesil tedavi yontemlerinden biri olan immiinoterapi bu alanda yeni
umutlara yol agmaktadir. Kanser ile miicadelede immiinoterapinin amaci immiin sistem hiicrelerinin
daha etkili ve spesifik bir gekilde tiimor antijenlerini tanimasini saglayarak kanser hiicrelerine
saldirmasini ve yok etmesini saglamaktir. Farkli kanser tiirlerine 6zellikle prostat kanserine kargi son
yillarda gelistirilen hiicresel temelli immiinoterapotik yaklasimlarda dendritik hiicrelere daha ¢cok 6nem
verilmektedir. Ancak bu yonde ¢esitli caligmalar yapilmasina ragmen heniiz etkin bir tedavi yontemi
elde edilmesi miimkiin olmamuigtir. Bunun baglica nedenlerinden birisi kanser hiicrelerinin yiizey antijen
molekiillerinin zayif immiinojen o6zellige sahip olmasi ve ayni zamanda uygun bir adjuvanla
kullanilmamis olmasidir. Ayrica simdiye kadar gelistirilen cesitli formulasyonlarda farkli adjuvanlar
kullanmis olsa da, bu adjuvanlarin kiyaslanarak etkinliinin incelenmesine yonelik herhangi bir
caligmaya rastlamadik.

Calismamizda ilk kez olarak meme kanserine karst dendritik hiicre temelli antijen sunan hiicrelerin ve
cesitli adjuvanlarin (kimyasal, bitkisel ve polimer kaynaklr) immiinostimiilan etkinliginin kiyaslamali
olarak incelenmesi ve efektor hale getirilen T lenfositlerinin MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi gerceklestirilmistir. Caligmamizda Oncelikle goniillii donérlerin periferal
kanindan elde edilen mononiikleer hiicreler dendritik hiicrelerine farklilastirildi. Daha sonra ise insan
meme kanseri hiicrelerinden (MCF-7) antijenin elde edilmesinde dondurup ¢6zme, sonikasyon ve
vorteksleme yontemlerinin kombinasyonu kullanildi. Ardindan hazirlanan antijenler farklilagan
dendritik hiicrelere ~ Saponin, Freund, CpG-ODN adjuvanlariyla birlikte yiiklendi. Farklilagmis
(CD45+/CD15-) ve indiiklenmis (CD40+, CD80+, CD83+ ve CD86+) dendritik hiicrelerinin markerler1
flow sitometrik olarak belirlendi. Cesitli antijen ve adjuvan kombinasyonlari ile indiiklenmis dendritik
hiicreler ile izole edilen T lenfositlerinin kokiiltiirii gergeklestirildi. Ug giinliik kokiiltiiriin ardindan
kiiltiir siipernatanti toplandi ve indiiklenmis dendritik hiicrelerin immunostimiilan etkileri ELISA
yontemiyle sitokin salimmin incelenmesiyle, sitotoksik etkileri ise MCF-7 hiicrelerinin LDH
aktivitesinin belirlenmesi araciligiyla tespit edilmistir.

Sonug olarak, indiiklenmis dendritik hiicrelerin T lenfositleri ile kokiiltiirii sonucunda efektor hale gelen
T lenfositlerinin yiiksek diizeyde IL-12p70 ve IFN-gamma salgiladiklar1 ve ayn1 zamanda MCF-7 meme
kanser hiicreleri lizerinde anlamli diizeyde sitotoksik etkinlik gosterdikleri tarafimizca tespit edilmistir.
Calisma sonuglarimiz meme kanseri hiicre antijenleri ile ¢esitli polimerik ve bitkisel temelli adjuvanlarin
bir arada kullanilmasiyla yiiksek diizeyde immiinostimiilan ve sitotoksik etkinlik gdsterme potansiyeline
sahip dendritik hiicre temelli yeni nesil ag1 adaylarinin gelistirilebilecegini ortaya koymaktadir.
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Ortopedide Stromal Vaskiiler Fraksiyonun Yeri

Alper Kaya
Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dal

Yaralanmis veya aginmig dokularda kok hiicrelerin rejeneratif etkiyle iyilesmeye katkida bulunmasi
nedeniyle giiniimiizde bu hiicreleri iceren tedaviler kas iskelet sistemi hastaliklarinda kullanilmaktadir.
In vitro ve hayvan calismalarinda kok hiicrelerin kikirdak, kemik ve tendon gibi dokularda rejenerasyon
saglama potansiyeli oldugu ve kikirdak ve kemik dokusuna doniigebildigi gosterilmistir. Yag dokusu
kokenli stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) hiicresel tedaviler icinde, kolay elde edilebilir olmalari
nedeniyle gerek enjeksiyon gerekse cerrahi sirasinda uygulamalarla yer almaktadir. SVF tedavisi
osteoartrit, tendon yaralanmalari, osteonekroz, kirik iyilesmesi ve kaynamayan kiriklarda
denenmektedir. SVF nin osteoartritte kondrositler iizerinde sitokinler, antiinflamatuar mediatorler ve
immiinregiilatr mediatorler iiretimi ile parakrin etkisi de gosterilmistir. Liposuction yontemiyle otolog
yag dokusunun kollajenaz ile ayristirilmasi ve santrifiij-diliisyon iglemleriyle elde edilen SVF iceriginde
mezenkimal kok hiicreler, perisitler, vaskiiler adventisyal hiicreler, preadipositler, fibroblastlar,
monositler, makrofajlar, eritrositler, fibr6z doku ve ekstraseliiler matriks yer almaktadir. SVF ile teorik
olarak 100 gram yag dokusundan 0.5-20 milyon kadar yag kokenli kok hiicre elde edilebilmektedir.
Elde edilen kok hiicreler eklem icine veya hasarli dokuya enjekte edilerek ya da sentetik matriksler icine
yerlestirilerek kullanilmaktadir. SVF’nin giiniimiizde ortopedide en fazla kullanim alani buldugu
hastalik osteoartrittir. Diz gibi biiyiik eklemlerin osteoartritinde inflamasyonu azaltmasi ve kikirdak
rejenerasyonu saglama potansiyeli nedeniyle sikliklarla kullanilmaktadir. Olgu serileri ve kohort
caligmalarda SVF ile veya SVF ile birlikte trombositten zengin plazma (PRP) ve/veya hyaluronik asit ile
tedavi edilen hastalarda agrida azalma, klinik skorlarda diizelme ve hastalarin giinliik aktivitelerinde
artis bildirilmistir. Bazi caligmalarda manyetik rezonans gériintiileme (MRG) ve artroskopik gozlem ile
kikirdakta yenilenme oldugu da belirtilmistir. Karsilastirmali, prospektif ¢ift kor bir calismada bir dizine
hyaluronik asit, diger dizine SVF enjeksiyonu yapilan hastalarda klinik ve radyolojik olarak SVF
uygulanan dizde istatistiksel olarak anlamli1 6l¢iide daha iyi sonuglar alindig1 bildirilmigtir. SVF tedavisi
agr1 ve siglik gibi yan etkilerin hastalarin ortalama ancak %5’inde goriildiigii, giivenli, uygulanmasi
kolay ve umut vaad eden bir tedavi segenegi olarak goriilmektedir. Ancak bu yontemle iyi sonug
bildirilen yayimlarda yontemin endikasyon sinirlar1, uygulanmasi, hasta se¢imi, siiresi, tekrarlanabilirligi
gibi konularda standardizasyon olmamasi ¢aligmalarin kanit diizeyinin yetersiz olmasina ve heniiz
standart tedavi protokolleri arasinda yer almamasina neden olmaktadir. Kanit diizeyinin artmasi i¢in
yeterli sayida randomize, ileriye doniik kontrollii calismalara gereksinim vardir.

Kaynaklar:
Ha, CW, Park YB, Kim SH, et al. Intraarticular mesenchymal stem cells in osteoarthritis of the knee: A
systemic review of clinical outcomes and evidence of cartilage repair. Arthroscopy; 2018

Pak J, Lee JH, Park KS, et al. Current use of autologous adipose derived stromal vascular fraction cells
for orthopaedic applications. J Biomedical Science 2017

Hurley ET, Yasui Y, Gianakos AL, et al. Limited evidence for adipose-derived stem cell therapy on the
treatment of osteoarthritis. Knee Surg Sports Traumatolog Arthrosc 2018
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Beta Talasemi ve Sickle Cell de Gen Tedavileri

Arzu Akcay

Acibadem Universitesi, Actbadem Atakent Hastanesi,
Cocuk Hematoloji-Onkoloji ve Cocuk Kok Hiicre Nakli Unitesi

Beta talasemi ve orak hiicreli anemi (OHA) beta-globin protein iiretiminde kalitatif ve kantitatif defektle
sonug¢lanan otozomal resesif hastaliklardir. Diinya niifusunun yaklasik %7’°si hemoglobin geni
varyantlarinin tagtyicisidir ve her yil 330.000°den fazla OHA’li bebek dogmaktadir. Hematopoietik kok
hiicre nakli (HKHN) kiiratif tek tedavi seklidir ve HLA tam uyumlu kardes donorlerde hastaliksiz sag
kalim %80’in iizerindedir. Ancak yiiksek riskli hastalarda uygun akraba dig1 donoérlerden (MUD)
yapilan nakillerde genel sagkalim oran1 %65’ ler diizeyindedir. Ayrica hazirlama rejimi, graft versus host
hastalig1 (GvHH) ve graft yetmezligine bagh goriilen %5-10 oranindaki mortalite de yeni tedavi
secenekleri arayisina neden olmustur. Gen tedavileri, hemoglobinopatili hastalardan toplanan defektif
kok hiicrelere, vektor aracilt gen transferi sonrasi yapilan otolog HKHN ile normal beta globin
iiretebilen hiicrelerin engrafmaninin saglanmasi yoluyla tedavi etmeyi hedeflemektedir (Sekil 1).

Gen tedavilerinde biyomiihendislik teknigi kullanilarak murin Moloney 16semi viriisii (retrovirus
vektorler; RV), HIV-1 (lentivirus vektorler; LV) ve foamy virus gibi farkl retroviriislerden elde edilen
vektorler kullamlmustir. Oncelikle viriislerin patojenite ve viriilansindan sorumlu genetik elementleri
uzaklastirilir ve ardindan beta-globin geni ve lokus kontrol bolgesi (LCR) elementleri eklenir. i1k
caligmalar RV ile yapilmig olmakla birlikte hemoglobinopatili hayvan modellerinde en basarili sonuglar
LV’ler ile alinmigtir. Klinik 6ncesi calismalarda LV lerin giivenli ve etkili olduklarinin gosterilmesiyle
cok sayida klinik caligma yapilmaya baglanmigtir.

Hemoglobinopatiler i¢in gen tedavisi giiniimiizde yapilabilmekte olup; BO/BE’li hastalarda kiir
saglanabilmis veya 0/ 0’11 hastalarda ve OHA’li bir hastada 6nemli oranda iyilesme elde edilmis,
digerlerinde de orta diizeyde transgene ifadesi saglanmistir. Sonuglar cesaret verici olup, tedavi
cevabinin -engrafmani saglanan- doniistiiriilmiis hiicreye LV in integrasyon diizeyi ile ve altta yatan
hastaligin genotipi ile yakindan iligkili oldugu goriilmiistiir. Ancak gen tedavisinin kiiratif kapasitesi
altta yatan hastaligi agirligi nedeniyle sinirhdir. Ciinkii 0/ 0’11 hastalarda hemoglobinin 8-9 gr/dl’nin
yiikselmesi inefektif eritropoezi engellememektedir. Bu nedenle hastalar aralikli olarak transfiizyona
ihtiya¢c duymaktadir. Bu popiilasyonda genel transfiizyon yiikii dramatik olarak azalmustir.
Hemoglobinopatilerdeki gen tedavisinin klinikte tam etkili olmasinin 6niindeki zorluklar: Engrafman
yapmasi i¢in nakledilen hematopoietic kok hiicre dozu, transplantasyon hazirlama rejiminin yogunlugu,
nakledilen genin expresyonudur. Eger engrafmani saglanabilen genetic olarak modifiye edilmis
HKH’ler az sayida ise bunlar, in vivo seleksiyon stratejileri ile miktarlari artirilabilir. Ayrica vektoriin
giicliniin artirilmast ile gene ekspresyonu cogaltilabilir. Engrafman yapabilen HKH’lerin iiretimi i¢in,
indiiklenmis pluripotent kok hiicre (iPKH) teknolojisinin ilerlemesi ile HKH kaynagi genisletebilir. Gen
diizenleme teknolojisi ile de yiiksek transgene exprese eden LV gereksinimi ve dolayistyla LV nin
genotoksisite potansiyel —diigiik de olsa- riski ortadan kalkabilir.

Sonug olarak giinlimiizde gen tedavilerinde hizla ilerlemeler kaydedilmekte olup, hemoglobinopatili
hastalarda HKHN ne alternatif olarak yakin gelecekte daha ¢ok hastada uygulanacaktir. Ayrica prenatal
tan1 alan hemoglobinopatili bebeklerdeki intrauterin gen tedavi uygulamalarini da yakin gelecekte
tartigryor olacagiz.
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Adult Stem Cells in Tissue Engineering

Aysen Tezcaner

Middle East Technical University Department of Engineering Sciences,
BIOMATEN Center of Excellence in Biomaterials and Tissue Engineering, Ankara

There is no need for emphasizing the urgent medical need for tissue engineering (TE) and regenerative
medicine today for those people awaiting in the donor list and for those that can’t be treated with
conventional methods. Main goal of TE is the construction of functional tissues and organs that closely
mimic the native tissue and survive upon implantation. Such constructs mostly consist of cells, signaling
molecules and scaffolds with biochemical and biophysical cues that regulate cell behavior. Advances in
scaffolding technology has significantly contributed to TE by enabling scientists to mimic extracellular
environment which is critical for cells. Stem cells are the integral component of tissue engineered
constructs. Adult stem cells isolated from bone marrow, adipose tissue, urine, tooth are widely used in
TE due to continuing ethical concerns for use of embryonic stem cells.

Adipose derived stem cells (ADSCs) are among the most widely used cell source for engineering of
different tissues like bone, cardiac and smooth muscle tissues. In reconstructive surgery, soft tissue
augmentation by adipose tissue is needed for soft tissue losses due to burn, trauma, tumor resection. The
success of engineered tissues relies on promotion of vascularization and angiogenesis within these
structures. To this end, we developed hydrogels of decellularized adipose tissue and fibroin containing
human ADSCs pre-differentiated towards endothelial and adipose lineage. In vivo studies showed that
patient-specific vascularized adipose tissue hold promise for clinical use.

Among tooth derived stem cells dental pulp stem cells (DPSCs) are widely used as cell source. Barrier
membranes are used for guided bone and periodontal tissue engineering. Periodontal tissue engineering
for successful neo-bone tissue formation and prevention of bacterial colonization needs a lot of
attention. We recently developed asymmetric bilayered membranes composed of one nonporous layer of
cellulose acetate and one porous fibrous layer of cellulose acetate/gelatin containing B modified BG
nanoparticles with a concentration gradient. We used DPSCs as cell source. Compositional and
structural asymmetry in membranes led to favorable properties like osteoinductivity and bioactivity. Cell
culture studies with hDPSCs confirmed positive effects of B modified BG incorporation and asymmetric
design of the membranes on stem cell attachment, migration, and osteogenic differentiation. In our
group, DPSCs are used for engineering of cartilage tissue. In this study, silk fibroin and PEGDMA were
used for the preparation of hydrogels as a microenvironment for chondrogenic differentiation in the
presence of bFGF and TGF-31 releasing nanoparticles with tunable mechanical, swelling and
degradation properties. Synergistic effect of bFGF and TGF-1 loaded NPs in hydrogels suggested the
potential of injectable hydrogel system for cartilage tissue engineering.

Another stem cell source for engineering tissues is urine derived stem cells (USCs). USCs hold promise
for future clinical applications. It is noninvasively isolated from voided patient urine and has high
proliferative activity and multilineage differentiation capacity. In our lab USCs were isolated and
characterized. Their osteogenic differentiation capacity was also shown.

Overall, adult stem cells serve as the main cell source for tissue engineering applications. However,
there is still need for further studies to understand the mechanisms how these cells take role in tissue
regeneration in vivo and also on scaffolds.
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Maksillofasiyal Cerrahide Hiicresel Tedavi Secenekleri

Bur¢in Gonen

Cene-yiiz bolgesinde kaybedilen dokularin yerine konulmasi amaciyla uygulanan giincel terapotik
yaklagimlarin ilk hedefi agrinin azaltilmasini ve mekanik fonksiyonun restorasyonudur. Sentetik
materyaller orijinal dokunun fizyolojik 6zelliklerini yeterince taklit edememektedir. Bu nedenle giincel
arastirmalar doku miihendisligi, kok hiicre kiiltiirii, gelisimsel biyoloji gibi tekniklerle doku replasmani
icin yeni rejenerasyon yontemlerine odaklanmaktadir. Yonlendirilmis doku rejenerasyonu gibi
kondiiktif teknikler varolan dokunun biiylimesi veya rejenerasyonunu saglamak i¢in biyomateryallerin
pasif olarak kullanimidir. Indiiktif teknikler ise, canli hiicreleri aktive etmek ve rejenerasyonu
indiiklemek i¢cin kemik morfogenetik proteinleri ve trombositten derive biiyiime faktorii gibi faktorlerin
lokal salinimi esasina dayanir. Hiicre transplantasyonu ise in vitro olarak dnceden elde edilmig
hiicrelerin doku i¢ine direkt uygulanmasi veya ulagtirilmasidir. Hiicresel tedaviler icinde, kok hiicre
transplantasyonu doku rejenerasyonu icin etkili bir yontem olarak kargimiza ¢ikmaktadir. Geleneksel
doku transplantasyonu yetersiz verici bolge, greft kaybi gibi faktorlerle sinirlanmaktadir. Kok hiicreler
bunlarin aksine dokuyu rejenere edebilme ve fonksiyonu yeniden kazandirabilme yetenegine sahiptirler.
Literatiirde giiniimiize kadar gerceklestirilen maksillofasiyal cerrahi raporlar1 incelendiginde en siklikla
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin klinik kullanim amaci ile tercih edildigini gérmekteyiz
(1). Diger hiicresel tedavi secenekleri ise kemik iligi aspiratindaki mononiikleer hiicrelerin
uygulanmasidir (1). Ayrica ¢cene-yiiz bolgesi kendi stromasinda 6zel kok hiicrelerini ihtiva eder. Nazal
polipler, tonsil dokusu, sinoviyal s1v1 bolgenin tanimlanmus kok hiicre kaynaklaridir. Ozellikle ¢ekim
sonrasi bir atik olan diglerden izole edilmis populasyonlar: dis pulpasi kok hiicreleri (DPSC), siirmiis siit
dislerinden elde edilen kok hiicreler (SHED), periodontal ligament kok hiicreleri (PDLSC), apikal
papilladan elde edilen kok hiicreler (SCAP) ve dental folikiil kok hiicreleri (DFSC) iizerine yogun
arastirmalar mevcuttur. Ilgili bolgede kondrosit, fibroblast gibi somatik hiicreler, basarili sonuglar
bildirilen hiicresel tedavi iiriinleridir. Hiicresel tedaviler, maksillofasiyal bolgede siniis dgmentasyonu,
alveolar yarik onarimi gibi kemik defektlerinde, pre-implant cerrahiyi de igeren bircok endikasyonda
kullanilmaktadir. Fonksiyon ve estetigin yeniden kazandirilmasi amaciyla biiyiik miktarlarda otojen
dokunun transplantasyonu her zaman miimkiin degildir ve dondr bolgede morbidite riski vardir.
Mezenkimal kok hiicreler, gelecekte maksillofasiyal bolgede bir¢cok uygulama yeri bulma potansiyeline
sahiptir. Giivenilir kanitlarin olugsmast i¢in daha fazla preklinik ve klinik ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.

1. Gonen ZB, Soylu E, Akbulut N. Maksillofasiyal Cerrahide K6k Hiicre Uygulamalari. Turkiye
Klinikleri J Oral Maxillofac Surg-Special Topics 2016;2(2):36-41
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Tibbin Gelecegi: Gen Tedavileri Nedir? Nasil Cahsir?

Cihan Tagtan

Acibadem Labcell Laboratuvart

Gen tedavisi, genetik hastaliklardan muzdarip bir kisinin genomundaki bozuk bir geni tamir etmek veya
fonksiyonel 6zelligini saglamak icin kisinin genetiginin bir boliimiinii degistiren bir tekniktir. 2000’li
yillarin baginda saglikli insan genom sifresinin ortaya konulmastyla birgok hastaligin altinda yatan
genetik bozukluklar giin yiiziine ¢cikmig ve bu hasarli DNA dizilerini tamir etmek veya islevsel bir
formuyla telafi etmek lizere gen tedavi yontemlerinin gelistirilmesi hiz kazanmigtir. ‘Mutasyona ugramis
genlerin yerini alacak ve dogal iglevini yerine getirecek sentetik gen kopyalarinin viral veya viral-
olmayan transfer metotlartyla hastanin hedef hiicrelerine nakledilebilmesi’ olarak tanimlanabilecek gen
tedavi metodu, ilaclara veya tip tedavilerine kiyasla tek seferde iyilesmenin (single-shot therapy)
bagarilmasi noktasinda ¢ok dnemli bir avantaja sahiptir. Gen tedavisi yaklagimlar: sadece genetik
bozuklukla iligkili hastaliklar i¢in degil; kanser ve bulagici hastaliklarin da 6nlenmesi ve tedavi edilmesi
icin tizerinde sik¢a caligilan bir terapotik yontemdir. Genetik tedaviler kapsaminda, 16semi gibi cesitli
kanser tiirlerini tantyabilen antijen spesifik transgenik CAR-T ve CAR-NK92 hiicresel ve gen tedavi
denemeleri, lilkemizde Acibadem Labcell Laboratuvarinda pre-klinik hayvan modellerinde bagariyla
tamamlanmistir. Gen tedavilerinde en 6nemli husus, genetik materyallerde yer alan tiim bilesenlerin
hedef hiicrelerde iglevsel olabilmesi icin DNA, mRNA veya protein bigiminde hiicre igerisine ulagmasi
gerektigidir. Bu sebeple, gen tedavisinde kullanilan ¢esitli genetik materyalleri hiicre icerisine transfer
metotlar1 gelistirilmigtir: bakteriyel plazmid DNA's1, viral vektorler, sentetik polimerler ve fiziksel
genetik materyal aktarim (elektroporasyon vs.) metotlari.

Genetik hastaliklara sebep olan hasarlit DNA bélgelerinin hedeflenerek onarabilmek icin gen tamir
teknolojileri gelistirilmigtir: Cinko parmak niikleazlari (ZFN, Zinc-finger nuclease), TALEN ve
CRISPR. Bu nukleaz tabanli teknolojiler, DNA'da ¢ift sarmal kirilmalarini (DSB'ler)
saglayabilmektedir. CRISPR/Cas genom diizenleme teknolojisi, bu teknikler icerisinde gelistirilen en
hizli, ucuz ve kolay yontem olarak genis bir uygulama alaninda kullanilmaktadir. CRISPR/Cas sistemi,
cift sarmalli DNA kirilmalarimi bagarmak icin hedef diziye 6zgii kilavuz RNA'lar araciligiyla genom
capinda verimli ve dlceklenebilir tarama yapabilen bir aragtir. Olusturulan kirilmalar, hiicreyi iki farkli
yolla genom tamirine zorlar: Homolog olmayan son katilim (NHEJ) ve homoloji yoneltilmis onarim
(HDR). NHEJ, hedef genin islevini kaybettirmek i¢cin genomun belirli bélgesinde kirilimlara yol
acmaktadir. Diger yandan, HDR metodu, mutasyona ugramis DNA dizisi yerine dogal fenotip islevsel
gen dizisinin degistirilebilmesinde kullanilmaktadir. HDR iligkili genetik tamir mekanizmasinin
uyariimast i¢in hedef gen bolgesi, CRISPR ile DNA kirilimina ugratilarak, yiiksek oranda uyumlu donér
DNA parcacigiin eklenmesi ile bagarilmaktadir. Bu sebeple, gen tedavilerinde HDR'ye dayali genetik
diizenleme yontemi, genetik hastaliklardaki mutasyonlart onarmak icin siklikla kullanilmaktadir.
CRISPR/Cas genom miihendisligi sistemlerinin kullanildig1 gen tedavileriyle, kansere, bagisiklik
yetersizliklerine, otoimmiin ve kronik inflamatuar hastaliklara karg: biiyiik bir umut vaat etmektedir.
Diger bir genetik miihendislik iiriinii ise, zarar gormiis dokularin onarimi i¢in 6nemli olan genlerin
aktarildif1 transgenik mezenkimal kok hiicrelerdir (MKH). Genetik olarak degistirilmis MKH’lar ile
kemik hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, merkezi sinir sistemi hastaliklar
ve kanser dahil olmak iizere farkli hastaliklarda istenilen proteinlerin iiretildigi klinik denemeler
baglatilmugtir.
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Yonlii Doku Miihendisligi Yaklasimlarinda Kok Hiicre Uygulamalari

Deniz Yiicel
Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji-Embriyoloji AD

Doku miihendisligi, hasar gérmiis dokunun onarilmasi ve iyilestirilmesi i¢in onun yerini alabilecek
biyolojik bir doku eslenigi gelistirmeyi hedefleyen interdisipliner bir alandir. Bu yaklagimla elde edilen
yapilarin temel hedefi transplantasyon olmakla beraber in vitro hastalik modelleri olarak ila¢ taramasi ve
hastalik mekanizmalarinin anlagilmasi ¢caligmalarinda da kullanilma potansiyeli bulunmaktadir. Doku
miihendisligi ile tasarlanan yapilar temelde hiicreler ve hiicre dig1 matriksi taklit eden doku
iskelelerinden olugmaktadir. Cesitli hiicre tipine farklilagabilme 6zellikleri olan kok hiicreler rejeneratif
tip ve doku miihendisligi yaklagimlarinda potansiyel hiicre kaynagi olarak kullanilmaktadir. Doku
iskeleleri hedef dokunun yapi-islev iligkisini goz oniinde bulundurularak dogal dokudaki hiicre dis1
matriksin mikro yapisini miimkiin oldugunca taklit edecek sekilde tasarlanmaktadir. Son yillarda kalp,
sinir, tendon gibi anizotropik dokularin hasarina yonelik olarak yapilan doku miihendisligi ¢aligmalari,
dogal doku benzeri organizasyonu saglamak ve hiicre davraniglarini kontrol edebilmek amaciyla yonlii
platformlar iceren doku iskeleleri tasarlamak iizerinde yogunlagmigtir. Mikro ya da nano boyutta oluk
veya kanal desenleri, yonlii lifsi yapilar ve organize 3B basimli iskeleler seklinde ¢esitli yonlii doku
iskeleleri iiretilebilmektedir. Doku iskelelerinin topografyasi integrin aracili fokal adezyona dayali
dogrudan ve/veya dolayli mekanik transdiiksiyon yollari ile hiicre davraniglarini etkileyebilmektedir.
Yonlii topografiye sahip doku iskeleleri hiicre tutunmasi, cogalmasi, hiicre iskeletinin organizasyonu ve
yonlenmesi i¢in uygun bir ortam saglayabilmektedir. Ayrica kullanilan kok hiicre kaynagina ve yonlii
yapilarin boyutlarina bagli olarak hiicre farklilagmasinda da etkin olduklari goriilmektedir. Kok hiicre
alanindaki gelismelerin ve yonlii doku miihendisligi stratejilerinin birlestirilmesi 6zellikle anizotropik
dokulara yonelik potansiyel bir rejeneratif tip yaklagimi olarak goriilmektedir.

Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu'na TUBITAK SBAG 1135870 ve TUBITAK
BIDEB (BDP) destekleri icin tesekkiir ediyoruz. ODTU-BAP 0108 ve ODTU Biyomalzeme ve Doku
Miihendisligi Miikemmeliyet Merkezi’'ne (BIOMATEN) destekleri icin tesekkiir ediyoruz.
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GVHH kontroliinde MKH

Didem Atay

Graft-versus-host hastalifi (GVHH) allojeneik hematopoetik kok hiicre naklinin (HKHN) en 6nemli ve
ciddi komplikasyonlarindan biridir. Akut GVHH; verici T hiicrelerinin alict dokulari iizerinde, antijen
sunan hiicrelerin aktivasyonu ve IL1, IL6 ve IFN-gamma gibi sitokinlerin indiiklenmesi araciligiyla
gerceklestirdigi, immiinitenin aracilik ettigi bir saldiridir (34). Hastanin aldig1 hazirlama rejimi, vericinin
HLA uygunlugu, tiriindeki T lenfosit sayisi fazlaligi, hastanin immiinsupresyon derecesinin agirlig1 ve
aldig1 immunsupresif proflaksinin yetersiz olmasi gibi nedenlere bagli olarak siklif1 %20-70 arasinda
degismektedir. GVHH’ nin ilk tedavisi steroid olmakla beraber hastalarin sadece %30-50’si bu ilk
basamak tedaviden fayda gérmekte, geri kalan ve ileri evre GVHH’ na sahip hastalara ikinci ve ligiincii
basamak tedaviler gerekmektedir (1-5).

Insan mezensimal kok hiicreleri (MKH) yaygin immiinmodiilatuar 6zellikler sunan multipotent
progenitor hiicrelerdir. Direkt olarak alloantijenler tarafindan tanitilan T hiicrelerin proliferasyonunu
inhibe ederler. Mikst lenfosit kiiltiirlerde lenfosit alloreaktivitelerini baskiladiklar1 gosterilmigtir
Inflamatuvar durumlara gére immiin baskilayici davranislar1 degisebilir. Makrofajlardan ve T
hiicrelerinden salinan sitokinler MKH’ leri aktive edebilir ve immiin supresif aktivitelerini arttirabilir.
Transforming growth faktor beta, hepatosit growth faktor, nitrik oksid, HLA-G ve indoleamine 2,3
dioksijenaz gibi soluble faktorlerin indiiklenmesinin 6nemli rol oynadig1 gosterilmigtir. Ya seliiler temas
bagiml ya da bagimsiz mekanizmalar CD4+ ve CD8+ T lenfositlerin azalmasini ve Treglerin tiretimini
diizenleyebilir (6-8). Ayrica B hiicre fonksiyonlarini, NK hiicre proliferasyonunu ve dendritik hiicre
differansiasyonunu baskilarlar. MKH’ lerin kendini yenileme ve multipotent farklilasma kapasiteleri
vardir. Mezodermal ve kondrosit, osteosit, kardiomiyosit, adiposit ve noral hiicreler gibi non-
mezodermal hiicrelere farklilagabilirler. MKH’ler fibroblastlar, plasenta, amniyon sivisi, adipoz doku,
sinovial membran, dental pulpa ve gébek kordonundan izole edilebilirler. Uluslararasi hiicresel tedavi
toplulugunun mezenkimal ve doku kok hiicre komitesi MKH tanimi i¢in 3 kriter tantmlamustir: 1-
plastige yapisma; 2- hiicrelerin osteoblast, kondroblast ve adipositlere farklilasma yeteneginin olmast; 3-
CD45,CD34,CD14,CDI11b, CD79a veya CD19 negatif ekspresyonu ve CD105, CD73, CD90 pozitif
ekspresyonu (10).

MKH’lerin evre IV refrakter akut GVHH da kullanimu ile ilgili ilk yayin 2004 yilinda Le Blanc ve ark
tarafindan yaymlanmugtir (11). Daha sonra bu konuda erigkinlerde ve ¢cocuklarda yapilan ¢ok merkezli
caligmalarla da steroid direncli akut GVHH’ da MKH’ lerin etkinligi gosterilmistir. Akut GVHH
tedavisinde MKH etkinligi ¢caligmalarda %15 ile 75 arasinda degismektedir (12-14). MKH infiizyonu
akut toksisitesi olmayan etkin bir tedavi secenegidir. Enfeksiyonlara yatkinlig1 arttirip arttirmadigi, graft
versus losemi etkisini azaltip azaltmadig: tartismalidir. MKH infiizyonu dozu, tedavi semasi, ne zaman
hangi hastaya secilmesi gerekliligi ve uzun donem etkinligi ve yan etkileri ¢cok merkezli prospektif
randomize ¢aligmalarla arastirilmalidir.
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Zygote Induced Progenitor Cell

Elif Ganime Aydeniz

Aim: New tecnique in clonning and production induced pluripotent stem cell

Method: Zygote ordered from Janvier Labs, France for standardization the experiment. After zygote
enucleation (17-18 hours after microinjection), mesenchymal stem cell were placed intrastoplasmic area.
Then embryonic motion was observed in the cytoplasm at first day and histological and genetic analyzes
were performed in the new stoplasmic cells. New intrastoplazmic cells showed that there was an
embryonic character verified with genetic testing. Embryo culture medium was changed day by day and
clone were stored in incubators with 37 degrees, 5% CO2, 5% O2 and 97% nitrogen. Zygote induced
stem cell development may vary from 5 to 12 days. The incubation time of embryo culture should not
exceed 15 days because of tissue exvivo life.

Results: In our study we observed mesenchymal cell activity after intrastoplasmic injection at second
day and embryo grew up 5 or 12 days. Approximately after 7 days we made histopathologic Wright
staining and saw cell nucleus easly in light microscope. On the other hand we did genetic test from cells
and used embryonic genetic markers such as c-myc, nanog, kIf, sox-2.

Conclusion: After mesenchymal embryonic activity it looked like morula stage and these cells obtained
as such are induced pluripotent stem cells. In addition never need any gen transfer for proliferation. By
using mesenchymal stem cell to produce induced pluripotent stem cells will shed light on person’s own
organ production.

Document:

Zygote means exactly what is called fertilized oocyte. A fertilized oocyte is transformed blastocyte in
five days and it is ready for implantation. Embryo is the youngest organism of human and it also
contains three germ sheets. In other words, the organism which is totipotent when it is zygote, becomes
pluripotent by ICM (inner cell mass) when it is blastocyst. In clone models , we know that this clone is
not a real copy because we put somatic cell into the enuclee oocyte perivitellin space and mitochondrial
DNA is still in oocyte.

In 2006 Yamanaka et al showed that under embryonic stem cell culture 4 factor c-myc, oct3/4, klif, sox-
2 (OSKM) were induce to induced pluripotent stem cells from mouse embryonic stem cell or mouse
adult fibroblast. Nanog is also an indispensible factor in this process. Images and growth characteristics
of these cells are similar to embryonic stem cells and express the same marker genes expressed by them.
Yamanaka et al have been able to produce the pluripotent stem cells, from mouse embryonic stem cell
and mouse adult fibroblast cultures. However, they tested pluripotency by injection induced pluripotent
cells into the rat’s back and creating teratoma. But it is an expensive method and needs genetic factors.
Therefore, in cultures, clon embryo’s ICM cells need proliferation gen factor for survive but these gen
factors are very expensive and don’t have the same effect on each cell colony. Our main goal is using
zygote intrinsic energy after enucleation and producing IPS cells with using mesenchymal stem cell
without any gen factor. Total cell transfer is done into the ooplasma and it is fast and efficient. No need
electrical and chemical stimulation. Future targets should be the separate these cells into 3 germ leaves
in embryo cell cultures and prove teratoma forming effect. The last step must be the delivery of the
clone embryo.



Gobek Kordonu Mezenkimal Kok Hiicreleri Friedreich Ataksisi Hastalarinda

Erdal Karaoz

Istinye Universitesi,
Kok Hiicre ve Doku Miihendisligi Arastirma ve Uygulama Merkezi, Istanbul

Friedreich Ataksisi (FRDA) mitokondriyal protein frataksinin eksikliginden kaynaklanan resesif
kalitiml1 bir hastaliktir. Giintimiizde hala FRDA icin onaylanmis bir farmakolojik tedavi mevcut
degildir. Hiicre bazli tedavi stratejileri, oksidatif stresin azaltilmasinda, hiicresel frataksinin
arttirilmasinda, mitokondriyal fonksiyonun iyilestirilmesinde ve frataksin kontrollii metabolik yolaklarin
modiile edilmesinde biiyiik umut vaat etmektedir. Bu sunuda merkezimizde Saglik Bakanlig: tarafindan
onaylanmus allojenik GK-MKH tedavisinin etkilerini arastirmak ve tedavi edilemeyen bu hastalikta
tedavi sekli olarak uygunlugunu ve giivenligini tespit etmek amaciyla gerceklestirilen klinik ¢ligmanin
sonuglar1 paylagilacaktir. Sonug olarak, bu caligma, hiicre transplantasyonunun yasam kalitesini
iyilestirebilecegini ve FDRA tedavisi icin GK-MKH naklinin bir potansiyele sahip oldugunu
gdstermistir.



Organ Transplantasyonunda Mezenkimal Kok Hiicrelerin
Bagisik Baskilayici1 Rolleri

Erdal Karaoz

Istinye Universitesi,
Kok Hiicre ve Doku Miihendisligi Arastirma ve Uygulama Merkezi, Istanbul

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), bir¢ok doku ve organlarda bulunan ve bulunduklar1 doku
rejenerasyonundan sorumlu hiicrelerdir. Adiposit, osteoblast ve kondrositler gibi mezodermal kdkenli
hiicrelere doniigebilme yeteneklerinin yaninda, MKH’ler immiin diizenleyici 6zellikleriyle de dikkat
cekmektedirler. MKH’ler aracili§iyla immiin diizenleme genel olarak bu hiicrelerin immiin sistem
hiicreleriyle olan etkilesimi ile yiiriitiiliir. MKH’ler ile yapilan immiin baskilama, hiicresel etkilesimlere
ek olarak ¢6ziinebilir molekiiller ve sitokinlerin salgilanmasi ile diizenlenir. Son yillarda MKH’lerin
immiin diizenleyici potansiyelleri ¢ok sayida hayvan modeli ve klinik denemeler ile aragtirilmaktadir.
Bu sunumda MKH aracili immiin baskilama ve MKH’lerin organ transplantasyonunda immiin yanit
diizenleyicisi olarak kullanilma potansiyeli ile ilgili mevcut geligsmeler tartigilacaktir.
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Aktive Edilmis Mezenkimal Kok Hiicre, Immiin Modulasyon Tedavilerinin
Tendon ve Ligaman Hasarmin Rejeneratif Tedavisinde Etkinligi

Erdem Aktas

Tendon ve ligamanlar kas iskelet sistemine entegre olan, eklem hareketi ve stabilitesi i¢in hayati 6nemi
olan hiposeliiler, %90 oraninda tip I kollajen, fibroblast ,elastin, proteoglikan ve su ihtiva eden
konnektif dokulardir. Spor yaralanmalarini %50 gibi yiiksek bir oranda tendon—ligaman ve kikirdak
yaralanmalar1 olugturmaktadir. Bu dokularin hipovaskiiler ve predominant olarak anaerobik enerji
sistemini kullanmalar1 nedeniyle yaralanma sonrasi tamir kapasiteleri ¢ok sinirli olup giiniimiizde
uygulanmakta olan farkli tedavi modalitelerine ragmen sonuclar tartigmalidir. Akut tendon hasarini
takiben birbiri ile kesisen ve 10 haftaya uzayan 5 tamir fazi izole edilmesine ragmen; makrofaj, T-
lenfosit ve proinflammatuar sitokin seviyelerinin en yiiksek oldugu ilk 7 giin, iyilesme dokusunun
kalitesini belirleyen kritik bir donemidir. Bu donemdeki akut enflammatuar ve immun cevabin agir1 ve
kontrolsiiz olarak gerceklesmesi, tamir dokusunun biyomekanik ve histopatolojik (hiicre tipi, dizilimi,
ekstraseliiler matriks icerigi) ozelliklerinin orijinal dokudan uzak, cogunlukla kalinlagmus, fibrotik, tensil
streslere dayaniksiz bir doku ile sonu¢lanmasina neden olmaktadir. Bu nedenlerle, glintimiizde
morbiditesi yiiksek ileri seviyede tendon ve ligaman yaralanmalarinin tedavisinde rejeneratif ve
hiicresel tedavi yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir.

Mezankimal Kok Hiicreler ( MKH) gog ettikleri hasarli dokuda enflamasyon ve immun sistemi
modifiye edebilme 6zellikleri sayesinde, yaralanma bolgesinde anabolik ve dengeli bir mikrogevre
olusturabilirler. Dogrudan hiicre-hiicre temasi ve salgildiklar1 antienflammatuar sitokinler ve biiyiime
faktorleri ile vaskiilarizasyonu, hiicre proliferasyonu ve differansiyasyonunu yonlendirerek iyilegsmenin
onemli bir safhas1 olan inflamatuar faz1 modiile edebilirler. MKH’lerin bu immunmodulatuar
ozelliklerini eksprese edebilmeleri i¢in kritik basamak; hasarli dokuda bulunan immiin hiicreler
(Ienfosit, makrofaj) ve/veya bu hiicreler tarafindan salgilanan TNF-o, IFN-y, IL-1b,IL-1a gibi
proinflammatuar sitokinler ile etkilesime girmeleridir. Bu etkilesim sonucu aktive olan MKH’ler: a)
salgilanan proinflammataur sitokinlerin baskilanmasi b) antienflammatuar sitokinlerin salgilanmasi c¢)
makrofaj ve T-lenfosit polarizasyonu, ¢ogalmasi ve aktivasyonunu regiile ederler. Tendon ve ligaman
yaralanmalarinin tedavisinde, MKH’lerin hasarli dokuya dogrudan veya bir skafolda ekilerek
nakledilmelerinin doku iyilesmesi tizerinde olumlu etkisi bilinmekle beraber, invitro ortamda
proinflammatuar sitokinler (TNF-a, IFN-vy, IL-1b.IL-1a., IL-6, polycytidylic acid) ile inkiibe edilerek
MKH’lerin aktive edilmesi ve immunomodulatuar dzelliklerinin gelistirildikten sonra hasarli dokuya
nakledilmeleri yeni ve etkili bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Aktive edilen MKH’ler, makrofaj
polarizasyonunu enflammatuar M 1’den antienflammatuar 6zelligi olan olan M2 makrofaj yoniinde
degistirerek, antienflammatuar IL-10 ve IL-4 diizeylerinde artig, proinflammatuar IL-1b ve IL-12
diizeylerinde azalma, T helper 2 ve Regulatuar T hiicre de artig, T helper 1 lenfositlerde azalma ve
aktive olmus sitotoksik T hiicrelerin baskilanmasi lizerinden immiin sistemi modiile ederek etki
gosterirler. Yapilan invivo ve invitro ¢caligmalar tendon ve ligaman hasar1 olan bolgeye aktive edilmis
MKH implantasyonunun, tamir dokusunda tip I kollajen konsantrasyonunu ve failure stress’i
artirdigini gostermistir. Tendon ve ligaman hasarinda, invitro olarak aktive edilmig ve
immunomodiilatuar 6zellikleri gelistirilen MKH ile yapilan hiicresel tedavi, tamir siirecini biyomekanik
ve histopatolojik olarak rejeneratif iyilesme yoniinde etkilemektedir.



Bioengineering Applications and Stem Cell

Erkan Tiirker Baran

University of Health Sciences,
Institute of Health Sciences,Department of Tissue Engineering, Uskiidar, Istanbul

As a Bioengineering application, Tissue Engineering is an interdisciplinary area which is based on
fundamental, medicinal and engineering sciences. The first clinical application of primary cell and stem
cells with biomaterials was achieved by the application of tissue engineered gall bladder, which was
successfully implanted to young patients in 2006. Afterwards, with the successful implantation of tissue
engineered trachea, tissue engineering showed its true potential in artificial organ construction.

Especially, micro-and nanofabrication techniques have become a significant strategy in guiding cells
into target tissues. Micro and nanofabrication methods enable cells to differentiate into target tissue
guided by micro and nano topographies or biochemical cues introduced into biomaterials. Especially,
soft lithography has been an efficient micro and nano technique as micro/ nano topographies and cell
adhesion factors would be formed on biomaterials surface effectively. Recently, 3-dimensional
bioprinting technologies has been a significant progress in tissue engineering as the technology enables
the production of scaffolds with cells according to the tomography data of patients. This technology
provided significant advantages respect to production of scaffolds with complex features, size-controlled
open pore structures and perfusable micro-channels. At the same time, 3D bioprinting technique carries
unsolved disadvantages as the process is limited to a short range of biomaterials, poor cell adhesion to
printable materials and low cell loading capacity, and the limitation of the technique to X-Y plane. As
the technique is still in maturation phase and suited to few types of biomaterial, 3D printing technology
is expected to be a critical bioengineering technique in scaffold based-cell therapies.



Organoid Tibbi

Esra Erdal

Izmir Biyotip ve Genom Merkezi, Izmir, Tiirkiye

Organoid'ler, pluripotent ve/veya erigkin kok hiicrelerin uygun mikrogevre kosullarinda olusturduklar: 3
boyutlu (3B) organimsi yapilar olarak tanimlanabilir. Saglikli ya da kanserli dokulardan elde edilen
organoidlerin uzun siireli kiiltiirlerde dahi, kaynak aldiklar1 dokularin genetik ve fenotipik 6zelliklerini
ayni sekilde korumalari, bu yapilarin tipta 6zellikle hastalik modellemeleri ve kisiye 6zel ilag
taramalarinda kullanimlarini saglamistir. Son 10 yilin tip alaninda ¢181r acan teknolojilerinden kabul
edilen bu teknolojinin, ileride organ transplantasyonuna alternatif olabilecegi ve Crispr/Cas9 sistemi ile
kombine gekilde gen tedavi yaklagimlarinda dnemli rol alacagi diisiiniilmektedir. Grubumuzca yapilan
caligmalarda saglikli géniilliilerden elde edilen fibroblastlarin epizomal yeniden programlanmasi ile
olusturulan indiiklenbilir pluripotent kok hiicreler, uygun kiiltiir kogullarinda 6nce endoderme
sonrasinda 3B hepatik organoidlere doniistiiriilmiistiir. Histolojik olarak karaciger epiteline 6zel yapilar
gosteren organoidlerin, in vitro kosullarda Albumin sekresyonu, LDL- alimi, CYP450 aktivitesi,
glikojen depolama ve yag birikimi gibi karacigere 6zel islevsellik gostermelerinin yanisira, in vivo
kosullarda NGS fare karacigerine tutunabildikleri tespit edilmigtir. Daha sonra eHEPO adin1 verdigimiz
endoderm kaynakli hepatik organoidler, bir nadir hastalik olan iire dongiisii bozuklugu Sitrulinemi'nin
modellenmesinde kullanilmigtir. Buna gore, 3 Sitrulinemi hastasindan elde edilen eHEPO'lar, hastaligin
fenotipini aynen taklit eder sekilde ortamdaki amonyagi elimine edememislerdir. Bu model, ileride
kisiye 6zel yiiksek verimlilikte ilag kiitiiphanelerin taranmasinun yolunu agmugtir.

Sonug olarak, organoid temelli teknolojilerin tipta kullanimlari, hastaliklart anlama, tanima ve tedavi
etme yolunda 6nemli ve hizli yol katetmemizi saglayacaktir.
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Temporal Modulation Of Calcium Sensing In BM HSCS is Crucial for Proper
HSC Expansion

Fatih Kocabas
Yeditepe University, Faculty of Engineering

Regenerative Biology Research Laboratory, Department of Genetics and Bioengineering

Hematopoietic stem cells (HSCs) are known to reside in an endosteal niche, which is associated with
relatively higher calcium content. HSCs sense and respond to calcium changes. Ca2+ acts as a second
messenger to localize and maintain HSCs in their respective microenvironment. However, how calcium-
sensing components modulate HSC self-renewal and ex vivo expansion is largely unknown. In this
study, we have investigated the effect of small molecules targeting calcium sensing and related
pathways in HSCs. We have utilized non-specific inhibitors of SOCE (store operated calcium entry)
namely SKF and 2-APB. We investigated temporal modulation of calcium sensing and Ca2+
homeostasis during ex vivo HSC expansion. We have analyzed their effect in STIM1, TRPC channels,
and voltage-gated Ca2+ channels. Murine bone marrow HSCs, human bone morrow and umbilical cord
blood (UCB) mononuclear cells (MNCs) were isolated and treated with SKF, 2-APB, and DMSO as a
control. We have also used an unrelated small molecule TEA (inhibitor of K+ channel) for comparison.
After 7 days of ex vivo culture, HSC content was analyzed by flow cytometry. Inhibition of SOCE by
SKF induced ex vivo mouse and human BM HSC expansion but not UCB HSC expansion. SOCE
inhibitors broadly but differentially alter niche related gene expression profile in vitro and in vivo.
Intriguingly, SKF and 2-APB treatments also boosted the mouse BM mesenchymal cells (MSCs)
proliferation, while they did not affect the human adipose derived MSCs proliferation kinetics or
endothelial cell proliferation. Modulation of SOCE by SKF in the mouse bone marrow induced HSC
content in vivo. Furthermore, SKF induced HSCs successfully differentiated into blood lineages in
recipient animals with higher repopulation capabilities. These findings suggest that temporal modulation
of calcium sensing pathways by treatment of SKF could be utilized to expand and maintain murine
HSCs, human HSCs and mouse BM-MSCs ex vivo.
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Designing a 3D Bioprinted Blood Vessel with Stem Cells

Hakan Daric1
Istinye University, Stem Cell and Tissue Engineering AUM

3D printers have revolutionized the manufacturing technology since the invention to the present. As
their technology become open access during the last decade, printing of simple plastic models or
prototypes advanced to printing of cars, bridges, buildings to complex jet engines. Meanwhile 3D
printers found medical use as patient-specific prothesis or metal implants. Now it is possible to print
simple tissues with 3D bioprinters, which are 3D printers modified to print live cells. Small, simpler
versions of cartilage, bone and skin tissues as well as skin substitutes is now possible to print using
differentiated cells or undifferentiated stem cells. We were able to print and form artificial cartilage
tissue in our laboratories. Printing material of bioprinters, which is called bioink becomes more
important with the use of live cells. Bioinks should stay in gel state during printing and form solid 3D
structures upon printing meanwhile protecting cell viability.

One giant obstacle to print bigger tissues is the lack of a circulatory system, consisting of changing types
of blood vessels. Scientists experimenting different approaches to print both micro and macro sized
blood vessels. On the other hand, patients are already in need of macro sized blood vessels as
replacements of their damaged or obstructed blood vessels.

One of the underestimated issues of 3D printing is considering solid mechanical properties of 3D
constructs a priority were while biological resemblance ignored. We developed an approach to print
macro sized blood vessels, using natural histological structure as model; including three layers of human
blood vessels; tunica intima, t. media and t. adventitia, considering characteristics of each layer
separately. Natural blood vessels contain endothelial cells at the innermost surface, followed by a thin
layer of connective tissue which includes fibroblasts. T. media layer consist of smooth muscle cells
while the outer, t. adventitia layer consist of fibroblasts again. Small amounts of stem cells present in all
these layers. We aimed to mimic nature’s design, meanwhile using the plasticity of stem cells to support
missing components of original blood vessels.

We are using Axolotl Bioprint 3D bioprinter to print our self 3D modelled tissue constructs. For
vascular structures, Human vascular endothelial cells (HUVECs), Mesenchymal stem cells, (MSCs) and
fibroblasts were appropriate as live cell sources. Soft tissue bioinks by HD Bioink were used as support
material for printing. Bioinks prepared form sterile powders by mixing with supplemented culture
media. Various amounts of MSCs and fibroblasts added to bioinks for each layer of constructs of the
blood vessels. HUVECs were added only the t. intima part. Bioprinting were performed under 521 psi
pressure and usually completed within 15 minutes. Bioprinted vessels were crosslinked and taken into 6
well culture plates, filled with culture media to totally cover the construct. Blood vessels were cultured
for various periods and thin cross sections were taken to observe cell distribution under fluorescent
microscope with specific stains to demonstrate cell types.

Our observations showed that the cells can sense the environmental factors as well as the niche made
by the neighboring cells, therefore, act accordingly to form desired structures, only if these factors were
pre-organized and compatible to the cells own programming. We suggest researchers to use and mimic
human or animal models in microscopic level to create more natural 3D bioprinted materials for future
tissue engineering and regenerative medicine applications.
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Kronik Hepatit ve Sirozda Hiicresel Degisiklikler

Murat Kantarcioglu

Karacigerin rejenerasyon yetenegi kendi dokusunda yer alan progenitor/kok hiicrelerce saglanmaktadir.
Deneysel caligmalar tek bir tip yerine bircok tipe farklilagabilen, yani fleksibl bir rejeneratif sistemi
olusturan kok hiicrelerin varligini gostermistir. Insanda allojenik terapotik kemik iligi transplantasyonu
yapilmis hastalarin karaciger biyopsilerinde farkli cinsiyet kromozomu tagiyan hepatositler
gosterildikten sonra karaciger sirozunda kemik iliginde yer alan kok hiicrelerden yararlanmaya yonelik
ilk insan caligmalar1 gerceklestirilmistir.

Bir ¢cok ¢alismayla MKH’lerin immiinosupresif ve ayni zamanda immiinmodiilatuvar etkilerinin oldugu
anlagilmustir. Insanlarda kemik iligi ile nakledilen kok hiicreler kemoterapi nedeniyle hasarlanan
intestinal kanal mukozasinda onarici bir iglev gergeklestirebildikleri ve mikromimarinin yeniden
olusturulmasinda 6nemli bir rol oynayabildikleri gosterilmistir. Crohn hastalarinda, allojenik
uygulamadan ¢ok, otolog uygulamanin daha etkin ve giivenli oldugu goriilmiis olup primer
endikasyonla otolog uygulama aragtirmalari halen devam etmektedir.

Son zamanlarda, tedaviye direncli Crohn Hst olgularinda, MKH nakliyle ilgili aragtirmalar 6n plana
gecmistir. Invivo ve invitro deneysel ¢alismalarda, MKH nin hasarli dokularin rejenerasyonunu
saglamasi yaninda, ciddi anlamda immun modulatuvar etkilerinin oldugu anlagilmistir: sitotoksik T
hiicre proliferasyonu ve IFN-O iiretimini inhibe ederken, supressor T hiicre yapimini tetikledigi ve IL-
10 sekresyonunu artirdig1 gosterilmistir. Ayrica, infliximab’a direngli fistiilii olan Crohn olgularinda
lokal MKH uygulamasinin da anlamli oranda iyilesmeye yol agtig1 gosterilmistir. Oldukca giincel ve
fistiilizan crohn hastaliginda lokal MKH uygulamasinin 6n planda oldugu bir calismada elde edilen
bulgular, implante edilen MKHIerin sistemik dolasima ve lenfatik system i¢ine karigsabileceklerini, lenf
nodlarinda germinal merkezlere ulagabileceklerini ve bu yolla T hiicre farklilasmasini tolerojenik yolla
etkileyerek mukozal iyilesmeye yol acabilecegini diisiindiirmektedir.

Gastroenterolojide umut vaat eden bir diger potansiyel uygulama alani da kas hiicrelerine diferansiye
olma potansiyeli yiiksek progenitor hiicrelerin, gastrointestinal kanal sfinkterlerine impante edilme
uygulamalaridir. Yapilan hayvan caligmalari bu yontemin 6zefagus alt sfinkteri lizerine uygulanmasi ile
insanlarda gastro-6zofagial reflii hastalig1 icin umut vaat eden yeni ve dogal bir tedavi modalitesi
olusturulabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde zaman zaman klinisyenlerin ¢aresiz kalabildigi
bir diger durum olan anal inkontinans durumlari da kok hiicre tedavileri i¢in aday hastaliklardir.

Olagelen biitiin gelismelere ragmen halen rejeneratif klinik uygulama secenekleri rutin uygulamalardan
uzak goriinmektedir. Klinik anlamda kok hiicrelerden, daha ¢ok salgiladiklar: bilesenlerin etkileri
aracilifiyla yararlanilmaktadir. Yakin donem bu molekiillerin kesifleri ve bu biyo-aktif kok hiicre
kokenli yeni ilaglarin kullanima girmelerine gebedir.
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Exosomes - From isolation to application

P. Neslihan Tagl

Yeditepe University, Faculty of Engineering and Architecture,
Department of Genetics and Bioengineering

Exosomes are lipid bilayer nanovesicular messengers secreted by virtually all cell types, adapting to and
conveying the physiological conditions of the cell. Exosomes carry out essential roles in cellular
communications and transfer of biological material -such as proteins, RNA and DNA- from one cell to
another. They carry membrane proteins characteristic to their cell-of-origin which are capable of
eliciting responses to cells they interact with -such as antigen presenting exosomes from dendritic cells-,
meaning that exosomes are capable of acting as mini-cells. Their diverse range of biological functions
and the rich biomolecular content has attracted considerable interest over the last decade, and
researchers from many different fields of biology are now contributing to our understanding of
exosomes.

Exosomes prove useful in a wide range of applications. They are capable drug carriers, able to pass
through the blood brain barrier and last for longer periods of time than most other conventional drug
vehicles, and circulating exosomes are being investigated for diagnostic purposes against many diseases
including cancer. Furthermore, as our understanding with exosomes grow, so does our understanding of
their importance for the physiology of our cells and pathophysiology of diseases.

Unfortunately, the influx of new papers must be scrutinized closely - the mutable nature of extracellular
vesicle (EV) content and the difficulty in purifying exosomes (especially true with specific populations
of EVs, such as exosomes or smallEVs) means that great care must be taken while preparing samples
for exosome studies. Experimental results of exosome studies may be easily skewed due to small details
in experimental procedure affecting exosomes content, while using isolation methods unsuitable for a
given study may result in co-isolation of biologically active soluble factors, reduced integrity of
exosomes, and insufficient exosome concentrations. Furthermore, many of the biological mechanisms
behind EV secretion, uptake, and determination of EV cargo are still unknown.

Most commonly used exosomes isolation methods are currently incapable of producing exosomes with
the quantity and quality necessary for exosomes research. Recent years has seen the development of
modern exosomes isolation methods that address both issues of traditional EV isolation - however, these
methods are yet to see widespread use in the exosomes field. Efficient isolation of exosomes remains to
be a great obstacle for both exosome research and their potential applications. Discoveries in exosome
and EV research will surely continue, and lead to more discoveries in both their roles in biology and
clinical applications as we learn more about these tiny, but essential elements of life.
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KORDON VE KORDON KANI BANKACILIGI

Nil Banu Pelit

Kordon/Kordon Kani1 Bankacilif1 (KKKB) konusunda gerek hasta gerekse saglik caligani olarak bir
inceleme yaptigimizda karsimiza birbirinden iki kutup kadar uzak goriisler ¢ikiyor (“‘cok yararli, sakin
ziyan etmeyin” ile “kandirilmayin, hastanin kendine bile yaramiyor”). Yararl oldugunu iddia edenler bu
isin ticaretini yapan sirketlerin bagindakilerken, kandiriliyorsunuz diyenler bilimsel derneklerin
temsilcileri. Bu durumda hekimlerin ¢ogunun inanmadigi, ebeveynin “ya igse yararsa” inanciyla para
Odedikleri bir tiriinden bahsetmek durumunda kaliniyor. Biliyoruz ki kordon, intrauterin donemde anne
ile bebek arasindaki aligverisi saglayan, iki arter bir venden olusan ¢ok dnemli bir bag. Kordon kani ise
bu bagin veninden dogumdan hemen sonra alinan kan. Pluripotent kok hiicre zenginligi sebebiyle
kordon ve/veya kordon kaninin saklanmasi dneriliyor. Iki tip kok hiicre kaynagi var: hematopoetik kok
hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler. Hematopoetik kok hiicreler kordon kaninda yogunken,
mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu kordondan daha kolay. Bu genel bilgileri hatirladiktan sonra
goriigler lizerinden giderek konuyu tartigacagim.

“Kordon kani, her derde deva bir hayat sigortasi degil!”: Kok hiicre tedavilerinde standart ve deneme
tedavileri uygulanmaktadir. Kordon kani hematopoetik kok hiicreleri, 1988 yilindan beri standart
tedavilerde yerini almigtir. Losemi, lenfoma, hemoglobinopatiler, aplastik anemi, immiin yetmezlik
sendromlar1, myelodisplaziler, kemik iligi yetmezlikleri gibi 80’in iizerinde hastaligin standart
tedavisinde kordon kani1 hematopoetik kok hiicreleri kullanilmaktadir. Diger taraftan serebral palsi,
neonatal, hipoksik iskemik ensefalopati, bronkoalveolar displazi, Alzheimer hastalig1, Parkinson
hastalig1, diabet, otizm, sistemik lupus eritematozus gibi pek cok hastali§in tedavisinde kordon ve
kordon kani ile denemeler devam etmektedir. New York Blood Center, 1996 yilindan beri FDA izni ile
kordon kanini IND (investigational new drug) kapsaminda toplamaktadir. Sonug: Ozellikle tedavisi
olmayan dejeneratif hastaliklarda timit vadeden deneme tedavileri siirmesine ragmen standart tedavi
secenekleri sinirlidir.

“Kordon kaninin bebegin kendisine bile faydasi yok!”: Diinya genelinde yaklagik 900.000 iiriiniin devlet
KKB’nda, 5 000 000 iiriiniin ise 6zel sektér KKB’nda saklandig1 belirtilmektedir. Ozel bankalarda
saklanan tiriin miktar1 6 kat fazla iken kullanim, devlet bankalarinda 30 kat fazladir. Bugiine kadar 35
000 kadar iiriiniin kullanildig1 bildirilmigtir. Bunun temel nedeni, iiriinlerin 6zel bankalarda otolog,
devlet bankalarinda allojenik kullanim i¢in saklanmasindandir. Ciinkii kordon kaninin otolog kullanma
ihtimali, en iyimser tahminle 1:20 000°dir. (1) Geng ve yiiksek potansiyeli olan bir iiriin olmasina
ragmen hematolojik malignitelerde kullanimi sinirlidir. Aplastik anemiler, standart tedaviler arasinda
onemli yer almaktadir. Ancak hematopoetik kok hiicre transplantasyonlarinda genellikle allojeneik
iiriinler tercih edilmektedir. Diger taraftan kordon kani igerisindeki kok hiicre miktart
transplantasyonlarda yetersiz kalmaktadir; tek yerine double doz kordon kani kullanimu iizerinde
caligilmis; transplantasyondaki yetersizlik riskini double dozun ortadan kaldirmadigini, ek olarak
alloreaktivitenin daha fazla goériilme riskinin de oldugunu ortaya ¢ikarmistir. (2) Sonug: Hematopoetik
nakil amaciyla saklanacak kordon kaninin otolog degil allojenik kullanim amacl biiyiik bankalarda
saklanmas1 uygundur.
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“Kordon kaninin basarisi ispatlandi!” : New York Blood Center, 2011 yilinda, intravenéz kullanim i¢in
enjektable soliisyon halinde, HEMACORD adi ile kordon kanini, allojenik kullanim i¢in ticari preparat
halinde piyasaya siirmiistiir. Uriin, 5x108 total ¢ekirdekli hiicre ve 1,25x106 CD34 pozitif hiicre
icermektedir. (3) Diger yandan Pubmed’te kordon/kordon kani olarak klinik caligmalar tarandiginda
1:4°1i son 5 yilda olmak iizere 5000 iizerinde makalenin yaymlanmis oldugunun goriilmesi,
kordon/kordon kaninin iyi bir mezenkimal kok hiicre kaynagi olmasindandir. Sonug: Bugiine kadar
hematopoetik kok hiicreler iizerinden negatif yorumlar yapilmig; mezenkimal kok hiicreler gbz ardi
edilmigtir. Oysa rejeneratif tipta, dejeneratif ve otoimmiin hastaliklarda yapilan ¢aligmalarin sonuglari
dikkat cekicidir.

“Kordon kanini saklatin, ileride hayat kurtarir!”: Oldukga iddial1 bir slogan olmasina ragmen ilgili
sektordeki hareketlilik: dejeneratif eklem hastaliklar, akciger hastaliklar: ve nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde kullanilan, onayli allojenik kok hiicre ilaglarinin satisa sunulmasiyla artmugtir.
Kaynak, kordon/kordon kan1 mezenkimal kok hiicreleridir. Kozmetik sanayiinde kordon/kordon kani,
kok hiicreleri ve biiylime faktorleriyle (GF: growth factor) beraber kullanilmaktadir. (5)

Sonug: Gelecekte kendisine, bugiin dejeneratif hastaliklar1 baglamis yakinlarina, doku grubu uyumlu
pluripotent kok hiicrelerden iiretilmis kikirdak, kemik, kas, sinir hiicrelerinin kullanimi artik

glindemdedir.

“Ulkemizde kordon kan1 bankacilig1 hangi asamada?”: Temmuz 2005°de Resmi Gazete’de yayimlanan
kordon kani bankacilig1 yonetmeligi ile bu alanda calisacak kurum/kuruluglarin faaliyetlerinin yasal
durumu tanimlanmigtir. Yonetmelik, bir kordon kani1 bankasinin hangi 6zelliklere sahip olmasi
gerektigini, personelini, donanimini, kalite kontrol testlerini, son iiriin 6zelliklerini belirlemistir.

Ulkemizde ruhsatli 7 6zel, 2 devlet kordon kani bankasi bulunmaktadir. (6) Actbadem Labcell Kordon
Kani Bankasi’nda 10 000 kadar iirtin saklanmakta olup ¢ogunlugu otologdur. Bugiine kadar 11 iiriin
(¢cogu yonlendirilmis) transplant amacli kullanilmus, allojenik iiriinlerden GVHD tedavisi icin 200 kadar,
DMD ve hipoksik beyin sendromunda deneme tedavisi i¢cin 500’i{in {izerinde uygulama yapilmisgtir.

Sonug: Kok hiicrelerin kendisi ve/veya ortama saldig: faktorler, gelecekte rejenerasyon ve
transplantasyonda daha fazla sayida hastaliin tedavisi i¢in etkin kullanim alani bulacaktir. Atik bir iiriin
olan kordon/kordon kaninin gerek devlet gerekse 6zel sektor destegiyle saklanmasi tesvik edilmelidir.



Otoimmiin Urtiker ve MKH Tedavisi

Rabia Bilge Ozgiil Ozdemir

Kronik idiyopatik iirtiker, 6 haftadan uzun siiren kagint1 ve sislik ile karakterizedir. Etyopatogenezi tam
olarak ac¢iklanamamistir ve tedaviye direncli vakalarda cogunlukla diger otoimmiin hastaliklar eglik
etmektedir. Ne yazik ki, direncli hasta grubu mevcut tedavi yontemlerinden faydalanmamaktadir ve
tedavi icin alternatif yaklagimlar denenmektedir. Mezenkimal kok hiicreler steroidlere direncli “graft
versus host disaese” bagta olmak iizere bir¢ok otoimmiin hastali§in tedavisinde kullanilan hiicrelerdir.
Otoimmiin altyapis1 olan ve mevcut tedavilere direngli kronik iirtiker hastalarinin tedavisinde
mezenkimal kok hiicre uygulamasi alternatif bir yaklagim olabilir. Bu sunumda kronik iirtiker hastalig1
tanimlanacak ve iirtiker tedavisinde mezenkimal kok hiicre uygulamasi yaptigimiz hastalarimiza ait
sonuglarimiz aktarilacaktir.



Serdar Kabatas

SBU GOP-Taksim Egitim ve Arastirma Hastanesi
Beyin ve Sinir Cerrahisi Klinigi

Hipoksik iskemik ensefalopati (HIE), beyine yeterli kan ve oksijen gonderilememesi sonucu ortaya
¢ikan santral sinir sistemi hasari ve buna bagh gelisen klinik tablodur. HIE nin giincel tedavisinde
bir¢ok tedavi yontemi (Orn., teropatik hipotermi,vs.) kullanilmakla beraber son yillarda kok hiicrelerin
kullanimiyla ilgili deneysel ve klinik ¢aligmalar halen devam etmektedir (6rn., mezenkimal kdk
hiicreler (MKH), vs.). Bizde bir hastada Wharton's Jelly kaynakli MKH uyguladigimiz ve basarili sonug
aldigimiz pilot ¢caligmadan sonra T.C. Saglik Bakanlig1 Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigii Kan, Organ,
Doku Nakli Hizmetleri Dairesi Bagkanligi Bilimsel Etik Kurulu onayli hastalarimiza WJ-MKH'ler
uyguladik. Uzun donem ve devam eden klinik sonug¢larimiz1 giincel literatiir esliginde tartismak istedik.
HIE patofizyolojisinin karmagiklifin1 ve tedavisini kok hiicre nakli, gen tedavisi gibi ¢ok cesitli tedavi
yontemlerle elde edilebilecek bilimsel verilerle aydinlatilabilecegi diisiincesindeyiz.
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MKH Retinitis Pigmentosa I¢cin Tedavi Secenegi midir?

Tugrul Altan
Istinye Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklart AD.

Retinitis pigmentosa (RP) yaklagik 5000 kiside 1 goriilen kalitsal, ilerleyici, basil agirlikli fotoreseptor
distrofisidir. Yiizden fazla genetik formu identifiye edilmistir.

Birlikte retina pigment epiteli dejeneresansi ve inflamasyon goriiliir. Ugiincii-besinci dekadda korliikle
sonuglanir. RP’de fonksiyonel iyilesme saglayabilmek amaciyla kok hiicre caligmalar yiiriitiilmektedir.
Baslangigta kok hiicrelerin veya iPSC’nin hedef doku bdlgesindeki dejenere retina pigment epiteli ve
fotoreseptor hiicrelerinin yerine gecerek normal retinal fonksiyonu saglamasi hedeflenmekteydi. Fakat
hayvan deneylerinde bunun ancak yenidogan farelerde ve embriyonik kok hiicre kullanimiyla sinirlt
oldugu goriildii. Bu nedenle bugiin mezenkimal kok hiicrelerin parakrin, immiinmodiilator 6zellikleri
iizerinde durulmaktadir. Mezenkimal kok hiicreler (MKH) dokuya stromal destek saglayarak ilgili
bolgede yeni hiicrelerin geligsimine ve fonksiyonuna, ¢oziinebilir faktorler salgilayarak katki saglarlar.
MKH'ler hasrali alana go¢ edebilir ve oraya yerlesebilir. BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor), b-
NDF (b-Neural differentiation factor), glial cell line derived neurotrophic factor (GDNF), Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) gibi biiylime faktorleri salgilayarak fonksiyonel iyilesmeye katki
yapabilmektedir. Apoptotik ve inflamatuar hiicre 6liimiinii baskilarlar. Salgiladiklari bazi anti-
inflamatuar sitokinler vasitastyla kronik enflamasyonu baskiladiklar1 bilinmektedir. Kemoatraktan etki
mekanizmalariyla mevcut kok hiicre havuzunu da uyararak etki gosterdigini bildiren raporlar mevcuttur.
Ayrica, MKH’in ekzosom ya da multivezikiiler cisimcikler vasitasiyla gen aktariminda bulunduklar
gosterilmistir.

Fakat ¢esitli norotrofik faktorlerin varliginda noral markerlar1 eksprese eden MKH lerin in-vivo olarak
glial hiicrelere dediferansiye olduklar: diisiiniilmektedir. Adipdz doku kaynakli kok hiicrelerin vitreus
boslugunda 90 giin yasayabilmekle birlikte retina dokusu icine entegre olamadiklari gdsterilmistir.
Goze kok hiicre uygulamasi periokiiler, suprakoroidal, intravitreal veya subretinal yollardan yapilabilir.
RP’de kok hiicre uygulamasi sonucunda beklenen fonksiyonel degisim ERG cevabinda iyilesme ve
gorme keskinliginde artig olarak gosterilmeli, bu fark istatistiksel olarak anlamli olmalidir. Bugiine
kadar yapilan intravitreal ve subretinal uygulamalarda anlamli bir fonksiyonel kazang saglanamadig:
gibi epiretinal membran olugumu, traksiyonel retina dekolmani ve fitizis bulbi gibi ciddi
komplikasyonlarla karsilagilmigtir. Bizim subretinal umbilikal kord kaynakli mezenkimal kok hiicre
uygulamamizda subretinal alana enjekte edilen hiicrelerin preretinal alana regiirjitasyonunun
onlenemedigi, bunun da retina yilizeyinde membran proliferasyonuna neden oldugu goriildii. Subretinal
alana enjekte edilen hiicrelerin de belirli alanlarda fibrotik goriiniimlii plaklar olarak sebat ettigi
fonksiyonel bir kazan¢ saglamadigi gdzlemlendi. Bu nedenlerle siispansiyon halinde mezenkimal kok
hiicrelerin subretinal uygulamasinin bu hastadaki gibi fotoreseptor tabakasinin tamamen atrofiye oldugu
olgularda yararli olmadig1 kanaatine varilmugtir.

Sonug: Giiniimiizde ileri evrelerdeki RP hastalarinda kok hiicre ¢aligmalart yapilmaktadir. Bu olgular
noral proteksiyon ve fonksiyonel iyilesmenin takibi i¢in uygun adaylar degillerdir. Kok hiicrenin
kaynagi, uygulama yolu, miktar1 ve bagka faktorler kousunda bir goriis birligi yoktur. Embryonik kok
hiicre ile calismalarda ciddi sinirlamalar bulunmaktadir. Az sayida ve bilimsel kanit degeri diisiik klinik
caligmalar ile etkinligi gosterilmemis olan bu yontemin, bu kosullar altinda RP’ye bagl korliikte tedavi
edici degeri olmadig: diigiiniilmektedir.
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Doku Miihendisligi ve Gelisme Acilar:

Vasif Hasirci

Actbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Tip Miihendisligi Boliimii, Istanbul, ve
BIOMATEN, ODTU Biyomalzeme ve Doku Miihendisligi Merkezi, Ankara

Doku miihendisligi, alanin 6nciilerinden Dr. Langer ve Dr. Vacanti tarafindan "miihendislik ve yagam
bilimleri prensiplerini kullanarak organlarin ya da dokularin yerini almak ya da iglevlerini iistlenmek
iizere lirtinlerin gelistirilmesi hedefleyen disiplinlerarasi bir alandir" diye tanimlanmistir. Alandaki bazi
caligmalar doku miihendisligi ad1 konulmadan ¢ok Onceleri de yapilmaktaysa da alan 6zellikle
1990'lardan itibaren hiz, yayginlik ve taniirlik kazanmigtir. Doku miihendisliginin 3 ana bileseni vardir:
bunlardan ikisi hastanin hiicreleri ya da kok hiicreleri ve bunlari viicutta doku kayip bolgesine
konulacak, iizerinde ad1 gecen hiicreleri tagiyan biyobozunur hiicre iskeleleri (hiicre tagiyicisi)
malzemelerdir. Ugiincii bilesen ise hiicre biiyiime, gelisme, farklilasma ya da yonlendirme islevleri
goren biyoaktif ajanlardir. Bu iiglii yap: lizerinde yiikselen doku miihendisligine ¢ok cesitli alanlardan
arastirmacilar kendi disiplinlerine ya da uzmanliklarina gore katki yapmaktadirlar ve bu ¢alismalar
bir¢ok kez cok disiplinli arastirma gruplar tarafindan yiiriitiilmektedir.

Doku miihendisligi ¢aligsmalar: oncelikle sert doku kayip ve zararlari i¢in kemik ve kikirdak tiriinlerini
ve sonra yumusak dokulardan yapay deri ve sinir yonlendiricisi (kilift) gibi triinleri klinik uygulamalara
sokmay1 bagarmustir. Yapay dokularin tiretiminde hastaya 6zel iiretimlere de yonelinmis ve 3 boyutlu
basim yontemi burada 6nemli bir farklilik yaratmistir. Onceleri sert polimerlerin kullanildig1 bilgisayar
ve goriintii isleme yontemlerinin destegiyle basilan sert doku iskeleleri zamanla hidrojel kullanimi
yoluyla yapisina yiiklii hiicreleri de iceren yumugak doku taklitlerinin yapimina yol agmustir.

Zaman i¢inde doku miihendisligi tiriinlerinin tedavi degil tarama ve kisiye 6zel implant ve ilaclarin
arastirtlmasinda doku modeli olarak, in vivo (pre-klinik) testlerde ise hayvanlar yerine kullanilmasi
asamasina gecilmistir. Mikrofluidik sistemlerin destegiyle bu alan da 6nemli bir gelisme potansiyeli
gostermektedir. Boylelikle hizli tani sistemleri kanser modellerinden hastaya 6zel ila¢ ve dozlarin
seciminde rol oynamaya baglamistir. Son egilimler ise yalnizca hasta iyilestirmeyle yetinmeyip hastalik
olusum ve tedavi mekanizmalarinin molekiiler biyolojik yontemlerle incelenmesini de icermektedir.

Bu gelismeler daha 40 y1l 6nce basit kompozisyonlu, biyolojik hi¢ bir katki icermeyen yapay plastik,
metal ve seramiklerden olugan biyomalzeme alaninin doku miihendisligi yoluyla saglik sorunlarinin
cOziimiine yaptig1 cok dnemli katkiy1 gostermektedir.
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SS001 - Ex-vivo Whole Uterine Tissue Culture

Elif Ganime Aydeniz', Gamze Tiimentemur?, Bulut Yurtsever?, Erciiment Ovali?

!Acibadem Mehmet Aydinlar University Atakent Hospital, Istanbul
2Actbadem Mehmet Aydinlar University Istanbul
3Acibadem Mehmet Aydinlar University Labcell Istanbul

In vitro models are important to study the failures of embryonic implantation so apposition,
attachment and invasion can be better understood. The main purpose of all endometrial cultures is to
strengthen the communication between embryo and endometrium. To establish a good connection
with the embryo, firstly we need to be sure of the viability of the endometrium. Long term survival
of in vitro endometrial tissue will also be guiding in terms of ex vivo embryogenesis. In vitro models
provide potentially area to investigate embryo development beyond the pre-implantation stage.
Culture models will be guide the development of human embryo after 6 days. In this way,
implantation failure will be solved and contraception methods will be improved. Also glucose
metabolism is important for the preparation of the epithelium and stroma for embryo implantation
during early pregnancy, and for the appropriate differentiation of the functionalis layer into the
decidua of promoting the developing conceptus. The first model is ex vivo mammalian implantation
reported by Glenister to the 50 years ago. This is the first study for artificial uterus in our model.
Detection of endometrium viability by histopathology and glucose parameters is also helpful in
terms of receptivity. Variety of approaches and contents have been employed in an effort to mimic in
vivo endometrial tissue and a basic model for implantation. Both of fibrin matrix and Ishikawa
endometrial cell line provide a good basis for the survival of the endometrium in our model. As in all
in vitro endometrium culture studies, finding the answer to the above-mentioned questions like in
our study will increase the success rate of infertility treatment.
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SS002 - Sicanlarda Kemoterapi Sonrasi Yag Dokudan Elde Edilen Mezenkimal Kok
Hiicre Tedavisinin Primordiyal Folikiillerdeki PTEN/AKT/FOXO3A Yolagina Etkisi

Ozen Onal!, Giilgin Mete?, Nazli Cil?2, Semih Tan?

1S .B.U.Kanuni Sultan Siileyman Egitim Arastirma Hastanesi Istanbul
2Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Denizli

GIRIS: Giiniimiizde bircok kanserin tedavisinde kemoterapi ve radyoterapinin yaygin olarak
kullanilmaya baglanmasi ile kanser hastalarinin 5 yillik yasam siiresi artmistir. Ancak uygulanan bu
tedavilerin toksik etkileri yiiziinden hastalar tedavi sonrasinda bazi tibbi sorunlar ile kars1 karsiya
kalmakta ve yasam kaliteleri diismektedir. Onemli bir konu da bu tedavilerin uygulandig1 geng
hastalarda iiremeyi korumaya yonelik islemlerdir. Alkilleyici grubu kemoterapotiklerden olan
Siklofosfamid pek¢ok kanserin tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta ve genital organlar iizerine
olan toksik etkileri yiiziinden infertiliteye neden olmaktadir. Siklofosfamid (CTX) kullanimu ile
ovaryum rezervini temsil eden primordiyal folikiillerin kitlesel kayb1 olur ve bdylece prematiir
ovaryan yetmezlik geligir. Daha once yapilan ¢aligmalarda PTEN/AKT/FOXO3a yolaginin
primordiyal folikiillerin gelisimi ve hayatta kalimu ile iligkili oldugu belirtilmistir. Ayrica
Siklofosfamidin bu sinyal yolagi lizerinden primordiyal folikiillerin aktiflenmesine yol acarak
ovaryum rezervinin yok olmasina neden oldugu bilinmektedir. Biz bu ¢alismada siklofosfamidin
ovaryuma olan toksik etkisine kars1 mezenkimal kok hiicrelerin tedavi edici etkisini ve
PTEN/AKT/FOXO3a yolag: iizerine olan roliinii aragtirmay1 amacladik.

GEREC-YONTEM: Bu calismada, toplam 18 adet, 8 haftalik, 150+15 gram agirliginda Wistar
Albino cinsi disi sican tizerinde ¢alisildi. Siganlar rastgele secilerek 3 gruba ayrildi. Grup1:Kontrol
grubu (CTX ,n=6), Grup 2: Siklofosfamid grubu (CTX, n=6) Grup 3: Siklofosfamid+Mesenkimal
kok hiicre grubu (K, n=6) olarak 3 grup olusturuldu. Grup 2 ve Grup 3’ e ilk giin 50 mg/kg
siklofosfamid intraperitoneal (ip.) yoldan enjekte edildi ve ayn1 gruplara takip eden 13 giin boyunca
giinliik 8mg/kg ip. yoldan siklofosfamid enjekte edildi. Daha sonra sadece Grup 3’e siklofosfamid
enjeksiyonunun son giiniinden 2 giin sonra yag dokudan elde ettigimiz mezenkimal kok hiicreleri
(Herbir overe 50.000 mezenkimal kok hiicreyi 0.05ml FBS icerisinde) cerrahi yontemle direk
sicanlarin her iki ovaryumuna enjekte edildi.

Kok hiicre enjeksiyonundan 8 hafta sonra tiim si¢anlarin ovaryumlarimi ¢ikarilarak rutin 151k
mikroskop takibi yapildi. Parafin bloklardan 3 ym luk kesitler alinarak Hematoksilen&Eozin ile
boyandi. PTEN, pPTEN, AKT, pAKT, FOXO3a ve pFOXO3a ekspresyonlari Immnohistokimya
yontemiyle incelendi.-
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BULGULAR: Siklofosfamidin ovaryum dokusunu hasara ugrattig1 ve normal yapili follikiil
sayisini azalttigi gézlemlenmistir. Siklofosfamid+Mesenkimal kok hiicre grubunda, overde
dejeneratif folikiillerin sayisinin azaldig1 ve primordial folikiillerde graniilosa hiicrelerinin yapisinin
normal goriiniimiine yakin olarak korundugu gézlendi. Aynt zamanda CTX+kok hiicre grubunda
PTEN/Akt/Foxo3a yolaginda ekspresyonlarin pozitif oldugunu belirlendi. Follikiil sayim1 sonucunda
primordial follikiiller en az grup 2 (CTX) ve grup3’ de (CTX+KH grubu) (p=0,936) bulunurken
sekonder ve tersiyer follkiiller grup 2’ e (CTX grubu) karsin grup 3' de (CTX+KH grubu) olduk¢a
fazla sayida oldugu belirlendi (p=0,007, p=0,002).

TARTISMA ve SONUC: Siklofosfomid ovaryum dokusunda ciddi hasara neden olmaktadir. Kok
hiicre uygulamasi ise bu doku hasarini onarmakta ayn: zamanda PTEN/Akt/Foxo3a yolagini
aktifleyerek primordial follikiillerin primer folikiile farklanmasina neden olmaktadir.
Siklofosfamidin PTEN/Akt/Foxo3a yolagina etkisi ilk uygulandiginda akut olarak gerceklesmektedir
ancak primordiyal folikiiller yenilenemedigi i¢in etkisi kalic1 olmaktadir. Kok hiicre uygulamasi da
primordial follikiilleri aktiflemekle birlikte ovulasyona giden saglikli antral follkiil sayisini
arttirmaktadir.
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SS003 - Optik Noropatili Olgularda Suprakoroidal Mezenkimal Kok Hiicre
Implantasyonu

Ayse Oner!, Neslihan Sinim Kahraman?, Zeynep Burcin Gonen!

!Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklart AD, Kayseri
2Kayseri Actbadem Hastanesi Giz Klinigi, Kayseri

Amac: Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) noroprotektif etkisinin oldugu ve optik néropatilerde
gorsel fonksiyonlarda iyilesme sagladigi deneysel ¢aligmalarda gosterilmistir. Bu olgu serisinde
optik noropatili olgularda suprakoroidal MKH implantasyonunun sonuglar: sunulmusgtur.

Hastalar ve Metod: Bu prospektif tek merkezli faz /2 ¢alisma kapsaminda optik néropatili 5 olguya
suprakoroidal umblikal kord kaynaklt MKH implantasyonu uygulanmustir. Olgularda en iyi
diizeltilmis gérme keskinligi (EIDGK) 1 metreden parmak sayma (1 mps) diizeyi ile 0.4 arasinda
degismektedir. Olgularin tek goziine Limoli Retinal Restorasyon teknigi kullanilarak suprakoroidal
MKH implantasyonu uygulanmustir. Olgular tedavi sonrast 1. giin, 1. ay 3. ve 6. aylarda takip
edilmistir. Takiplerde EIDGK, 6n segment ve fundus muayenesi, optic kohorens tomografi (OKT)
ve periferik gorme alan1 (PGA) yapilmistir. Tedavi 6ncesinde ve 6 aylik takiplerin sonunda fundus
floresein anjiografi (FFA) ve multifokal elektroretinografi (mf ERG) testleri uygulanmustir.

Bulgular: 5 olgunun da 6 aylik takipleri tamamlanmugstir. Hi¢ birinde sistemik ve okuler
komplikasyon goriilmemistir. Olgularin tiimiinde EIDGK ve PGA testlerinde iyilesme saptanmustir.
Hicbir olguda FFA testinde patolojiye rastlanmamuistir. Olgularin tiimiinde 6. ayda yapilan Mf ERG
yanitlarinda iyilesme saptanmustir.

Sonug: Optik noropatili olgularda suprakoroidal MKH uygulamasi giivenli ve etkin bir tedavi
secenegi olabilir. Bu konuda daha ¢ok sayida olgu igeren caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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SS004 - ileri Evre Retinitis Pigmentozali Iki Olgunun Subretinal Mezenkimal Kok
Hiicre Implantasyonu Sonrasinda 4 Yillik Takip Sonuclar:

Ayse Oner!, Neslihan Sinim Kahraman?, Zeynep Burgin Génen?

!Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklart AD, Kayseri
2Kayseri Actbadem Hastanesi Goz Klinigi, Kayseri
3Erciyes Universitesi GENKOK Genom ve Kok Hiicre merkezi, Kayseri

Amag: lleri evre retinitis pigmentozali (RP) iki olgunun subretinal mezenkimal kok hiicre (MKH)
implantasyonu sonrasinda 4 yillik takip sonuglarini sunmak amaclanmuigtir.

Hastalar ve Metod: Bu bildiri tek merkezli faz 2 calisma kapsaminda opere edilen RP’li 2 olgunun
4 yillik takip sonuclarini igermektedir. Olgulara vitrektomi sonrasinda subretinal olarak adipoz doku
kaynakli 2 milyon MKH implantasyonu uygulanmistir. Her iki olguda da cerrahi 6ncesi en iyi
diizeltilmis gérme keskinligi (EIDGK) 1 metreden parmak sayma (1 mps) diizeyindedir. Olgular
tedavi sonrasi 1. giin, 1. ay 3. ay ve sonrasinda 6 aylik aralarla takip edilmistir. Takiplerde EIDGK,
on segment ve fundus muayenesi, optik kohorens tomografi (OKT) ve periferik gorme alan1 (PGA)
yapilmustir. Tedavi 6ncesinde ve her 6 aylik takipte fundus floresein anjiografi (FFA) ve multifokal
elektroretinografi (mf ERG) testleri uygulanmugtir.

Bulgular: 2 olgunun da 4 yillik takipleri tamamlanmuistir. Hig birinde sistemik ve okuler
komplikasyon goriilmemistir. Olgularin tiimiinde EIDGK ve PGA testlerinde iyilesme saptanmustir.
Bir olguda EIDGK 0.05’¢ diger olguda ise 2 mps diizeyine yiikselmistir. Hicbir olguda FFA
testlerinde patolojiye rastlanmamugtir. Olgularin tiimiinde 6. ayda yapilan Mf ERG yanitlarinda
iyilesme saptanmustir ve bu iyilesmenin 4. yilda da korundugu goriilmiigtiir. Takiplerde olgularin
tedavi edilmeyen goziinde tiim testlerde kotiilegsme saptanmugtir.

Sonug: Retinitis pigmentosal1 olgularda subretinal MKH uygulamasi hastaligin ilerlemesini
onlemede etkili bir tedavi secenegi olabilir. Bu konuda daha ¢ok sayida olgu iceren caligmalara
ihtiyac vardir.
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SS005 - Kullanima Hazir Rejeneratif Tip Uriinii: Universal Insan Plateletten Zengin
Plazmasi

Fatma Eyiiboglu Uniivar!, Rengim Vural!, Irem Peker Eyiiboglu?, Arife Kaymaz3, Nil Banu Pelit!,
Erciiment Ovali!

!Acibadem Labcell, Hiicre Laboratuvari,Hiicresel Tedavi Uriinleri Uretim Tesisi
2Maramara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbt Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
3Acibadem Labmed Klinik Laboratuvarlari

GIRIS: Plateletten Zengin Plazma (PRP) trombositlerin plazma icerisinde konsantre edilmis
seklidir. Biiyiime faktorleri, kemokin ve sitokinler acisindan zengin igerigi ile hiicre kemotaksisini,
cogalmasini, farklilagmasini, anjiyojenezi ve hiicre dig1 matrisin iiretimini uyarabilmektedir. Bu
ozellikler sayesinde bir¢ok farkl klinik alanda doku rejenerasyonunu desteklemek iizere
kullanilmaktadir [1-3]. Giinlimiizde bu amagla kullanilan PRP sadace otolog olarak uygulama 6ncesi
iretilmektedir. Bu nedenle iiriin kalitesi, icerigi ve etkinligi lireticiye, vericinin o andaki kan
degerlerine veya kullanilan metoda gore degisiklik gostermektedir. Calismamiz ile uygulamaya
hazir, standart, steril, giivenli, konsantre ve zengin icerige sahip universal PRP iiriinii icin en uygun
metodun aragtirilmasi amaglanmugtir.

GEREC VE YONTEM: 21, 27 ve 28 yaslarinda 3 farkli erkek goniillii vericiye trombosit aferezi
yapildi. Elde edilen trombosit siispansiyonu (PRP) 1ginlandiktan sonra bir kismi direkt dondurularak,
bir kismu ise liyofilize edildikten sonra -20°C’de saklandi. Taze ornekler ve saklama sonrasi 1,3 ve
12. aylarda ¢oziilen 6rneklerden hiicre sayisi, pH, ozmolarite, eliza ile biiyiime faktor icerik (EGF,
VEGF, PDGF) 6l¢iimleri ve etkinlik analizi (MSC Proliferasyon Testi) yapildi. Degerlendirmeler 3
farkl vericiye ait sonuclarin ortalamasi alinarak yapildi.

BULGULAR: Taze PRP ile karsilagtirildiginda 1sinlama isleminin hiicre sayisi, ozmolarite, pH
(Sekil-1-A) ve biiylime faktor salinimi lizerine olumsuz bir etkisinin olmadig1 saptandi. Liyofilize
edilmig grupta hiicre sayisinin belirgin sekilde diistiigii goriildii. Liyofilize halde saklanan gruplarin
biiylime faktdr konsantrasyonunu dondurularak saklanan gruplara gore daha iyi muhafaza ettigi
goriildii (Sekil-1-B). 12. ayda yapilan pH 6l¢timlerinde degisiklik goriilmezken ozmolaritenin daha
diisiik oldugu goriildii. MKH proliferasyon testinde taze PRP ile kargilastirildiginda dondurularak
saklanan gruplarin proliferasyonu olumsuz yonde etkiledigi goriiliirken, liyofilize halde saklanan
gruplarda anlamli bir fark olmadig: tespit edildi.
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Sekil 1: A. Taze PRP ve isinlanmis PRP ozmolarite, pH ve hiicre sayum sonuglari
B. Taze PRP, liyofilize PRP ve dondurulmus PRP biiyiime faktor konsantrasyonlart

TARTISMA: Elde edilen veriler trombosit aferezi ile toplanan PRP’nin 1sinlama ve liyofilizasyon
sonrasi 3 ay siireye kadar etkinligini korudugunu, bu sekilde kullanima hazir giivenli ve etkin olarak
kullanibilecegini gostermektedir. Coziilen liyofilize PRP’deki ozmolarite diisiikliigii eklenen sivi
miktarinin diisiiriilmesi ile optimize edilmigstir. MKH ile yapilan kiiltiir ¢caligmasi farkli dozlarda
tekrar edilmelidir. Calisma bir ileri seviyede, 6rnek sayisi arttirtlarak, farkli biiyiime faktorleri ve
sitokinler eklenerek ve tani bazli in vivo caligmalar ile desteklenerek gelistirilecektir.

REFERANSLAR:

[1] Marmotti A. et al. BioMed Res. Int. 2015, 542502,

[2] M. D. Lynch & S. Bashir J Dermatolog Treat, 2016; 27(3): 285-289
[3]Yuan T. et al. Current Pharmaceutical Biotechnology, 2012, 13, 1173-1184
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SS006 - Insan Adipoz Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicreler i(;iq Bitkisel Miisilaj
Kaynakh 3-Boyutlu Doku Miihendisligi Iskelelerinin Uretimi

Ekin SIMSEK®, Yavuz Emre ARSLAN®
« Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, CANAKKALE, 17100

Genel Bilgi ve Amacg

Dogal polisakkaritler, biyouyumlu ve biyobozunur olmalar1 ve diisiik toksisiteye sahip olmalari
sebebiyle doku miihendisliginde siklikla biyomalzeme olarak kullanilmaktadir. Keten, feslegen,
ciya, sar1 hardal ve ayva cekirdegi miisilajlari, dogal polisakkaritlerin kesfedilmemis bir kaynagi
olan bitki miisilajlarinin bazilarindandir [1]. Ayva cekirdegi miisilaji, geleneksel tipta cesitli
hastaliklar1 iyilestirmede ve yara tedavisinde kullanilmaktadir [2]. Ancak, literatiirde doku
miihendisliginde biyomalzeme olarak kullanimina dair herhangi bir ¢caligmaya rastlanilamamugtir.
Bundan yola c¢ikilarak, bu ¢alismada ayva ¢ekirdegi miisilajinin biyomalzeme olarak doku
miihendisliginde kullanimini arastirmak hedeflenmistir.

Gerec ve Yontem

Miisilajin Ekstraksiyonu

Calisma boyunca kullanilan ayva cekirdekleri Canakkale ilinden mevsiminde toplanmustir ve +4 °C’
de saklanmistir. Miisilaj ekstraksiyonu, ultra saf su (Direct-Q 3 UV, Merck-Millipore,
Massachusetts, ABD) ile Rotary (Rotavapor R-200, Buchi, Isvigre) cihazinda gergeklestirilmistir.
Elde edilen miisilaj kati partikiillerden kurtulmak i¢in siiziilmiigtiir. Daha sonra verimi
hesaplanmustir.

Iskele Uretimi

Miisilaj iskele formu alabilmesi i¢in kaliplanmus ve liyofilize (LyoQuest -55, Telstar, Ispanya)
edilmigtir. Daha sonra iskeleye, yapisinin korunmasi ve rijitlik kazanmasi igin ¢apraz baglama islemi
uygulanmistir. Capraz baglama isleminde, etil alkol (EtOH) (Merck, Darmstadt, Almanya), 2- (N-
morfolino) etansiilfonik asit (MES, Merck), N-hidroksi siiksinimit/1-Etil-3-(3-dimetilaminoproil)-
karbodiimit (NHS/EDC, Merck) kullanilmustir. Capraz baglanan iskeleler, ¢capraz baglayict
kalintilarinin uzaklagtirilmasi amacli dinamik olarak Incu-Shaker Mini (Benchmark, Sayreville, New
Jersey, ABD) cihazinda saf suyla (Merck-Millipore) yikanmigtir ve tekrar kuru formuna getirmek
amacli liyofilize edilmistir.

Iskelenin Karakterizasyonu

Capraz bagli ve capraz bagsiz iskelelerin morfolojileri 10 kV alan emisyonlu taramali elektron
mikroskobu (FE-SEM, JSM-7100F, Jeol, Japonya) cihazi ile incelenmis ve yiizey alanlari
Brunauere-Emmette-Teller (BET) analizi ve fonksiyonel gruplari ise Nicolet IS50 Flex Gold
Infrared Spektrometre (Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, ABD) cihaziyla belirlenmistir. SEM
oncesi iskeleler, Altin-Paladyum ile kaplama cihazinda (SC7620, Mini Sputter Coater, Quorum,
Laughton, East Sussex, Ingiltere) kaplanmistir. BET analizi i¢in Quadrasorb SI (Quantachrome
Instruments, Florida, ABD) cihazi kullanilmigtir. Gozeneklilik testi, iskelenin ne kadar gozeneklilige
sahip oldugunu belirlemek amaciyla sivi yer degistirme teknigi kullanilarak uygulanmigtir. Sivi
olarak n-hekzan (Merck) kullanilmigtir. Sigme testi ve sivi tutma testleri, iskelenin yapisinda ne
kadar s1v1 tutabildigini belirlemek i¢in uygulanmigtir. Testler NaCl iceren fosfat tamponu (PBS,
pH=74) kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Hiicre Kiiltiirii

Insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler (Merck-Millipore, insan Adipoz Mezenkimal Kok
Hiicre Kiti) iskeleler iizerine ekilmigtir. Hiicrelerin 3., 7. ve 10. giinlerde canliliklart MTT testi
(Hiicre Biiyiime Belirleme Kiti, MTT tabanli, Merck) ile belirlenmistir. SEM ile hiicrelerin iskele
iizerindeki davraniglart gézlemlenmigtir.

Bulgular

Miisilaj verimi %6,28 + 0,40 (n=3) olarak bulunmugtur. SEM mikrografileriyle ¢capraz bagli ve
capraz bagsiz iskelelerin gozenek caplari sirasiyla ortalama 64,64 + 18,49 ym (n=8) ve 161,67 +
42,71 uym (n=6) olarak hesaplanmustir. Iskelelerin sisme oranlar1 %12677,50 + 388,82 (n=3) ve
gozeneklilik oranlart %83,43 + 2,84 (n=3) olarak bulunmugtur. Siv1 tutma kapasitesi ise %0,7345 +
0,0411 (n=3) olarak hesaplanmistir. BET analizinde ¢apraz bagsiz ve ¢apraz bagli iskelelerin yiizey
alanlari sirasiyla 9,416 m2/g ve 27,195 m2/g olarak bulunmusgtur. Hiicre canliliklar1 3., 7. ve 10.
giinler i¢in sirastyla %83,89 + 7,94, %100 + 7,55 ve %95,06 + 10,22 olarak hesaplanmustir.

Tartisma

SEM mikrografileri, capraz bagl ve capraz bagsiz iskelelerin birbirleriyle baglantili gozenekli
yapida olduklarini, ¢capraz bagli iskelelerin gézenek yapilarinin homojen oldugunu ve hiicrelerin
iskeleye tutunarak ¢ogaldiklarini ve kiire formda biiyiidiiklerini gostermistir. Sigsme, gdzeneklilik ve
siv1 tutma testleriyle iskelenin oldukca gozenekli yapida oldugu belirlenmigtir. BET analizinde,
gbzeneklerin makro yapida oldugu ve ¢apraz baglamanin yiizey alanini arttirdigi gozlemlenmistir.
FT-IR analizi, capraz baglama isleminin basaril1 bir sekilde gerceklestigini dogrulamistir. Hiicre
canlilik degerleri, iskelelerin sitotoksik etkisinin olmadigini géstermistir.

Sonug¢

Sonug olarak, ayva ¢ekirdegi miisilajindan iiretilen iskeleler, hiicrelere tutunabilecekleri,
cogalabilecekleri ve biiyiiyebilecekleri bir ortam saglamaktadir. Bu baglamda, iskelelerin doku
miihendisliginde potansiyel kullanima sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Kaynaklar

Urena-Saborio H., Alfaro-Viquez E., Esquivel-Alvarado D., Madrigal-Carballo, S., Gunasekaran S.
2018. Electrospun plant mucilage nanofibers as biocompatible scaffolds for cell proliferation.
International Journal of Biological Macromolecules, 115, 1218-1224.

Ghafourian M., Tamri P., Hemmati A. 2015. Enhancement of Skin Fibroblasts Proliferation as a
Result of Treating With Quince Seed Mucilage. Jundishapur Jounal of Natural Pharmaceutical
Products, 10(1), 10-13.
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SS007 - Metabolik Sendromlu Erektil Disfonksiyona Sahip Hastalarda Otolog Adipoz
Tiirevli Rejeneratif Hiicre Ve Plateletten Zengin Plazmanin Tek Doz Intrakavernoz
Enjeksiyonun Tolere Edilebilirligi, Giivenligi Ve Potansiyel Etkinligi

Tuncay Tas!, Basri Cakiroglu?

![stanbul Esenyurt Universitesi Saglik Bilimleri, Istanbul Cerrahi Hastanesi Uroloji Istanbul, Tiirkiye
2Hisar Intercontinental Hastanesi Uroloji, Istanbul

Amac: Metabolik sendrom (MS) endotel disfonksiyon ve nitrik oksit (NO) kaybina yol agarak
erektil disfonksiyona (ED'a) sebep olur. Pre-klinik calismalar ED tedavinde adipoz tiirevli rejeneratif
hiicre (ADRC'ler) kullanilmasinin umut verici terapotik etkisini géstermistir. Calismamizda, MS ile
iligkili ED'si olan 3 hastanin intrakavernéz otolog ADRC ve PRP kombine uygulamasi sonrasi tolere
edilebilirligi, giivenligi ve etkinliginin erken klinik sonuclarini rapor etmeyi amagladik.

Gere¢ Yontem: MS'li PDE-5 inhibitorlerine ve diger konvansiyonel tedavilere yanit alinamayan en
az 6 aydir ED sikayeti olan 3 erkek hastaya (H1,H2,H3) tek doz intrakavernoz otolog ADRC ve
PRP uygulandi. Islem ameliyathanede lokal anestezi altinda gerceklestirildi. Enjeksiyon sirasinda
penis dorsal arter ve siiperfisial/derin dorsal veni kapatmadan sadece kavernozal kacisi engelleyecek
klempleme (30-45dk) teknigi kullanildi.

Tolere edilebilirlik ve 24 saatte giivenlik degerlendirildi. Ameliyat sonrasi gorsel agri skalast (VAS)
yardimiyla hastalarin agr1 durumlari incelendi. Etkinlik, Uluslararasi Erektil Fonksiyon indeksi-5
(ITEF-5) ve Ereksiyon Sertlik Skoru (EHS) kullanilarak 1. ve 3. ayda degerlendirildi. Hastalar erken-
gec donem komplikasyonlar agisindan degerlendirildi.

Bulgular: Liposuction ve enjeksiyon sonrasi ve ge¢ donemde 3 hastada da hicbir yan etki
goriilmedi. Hastalarin IIEF'leri islem 6ncesi ve 1 ay. 3 ay kontrollerinde sirastyla H1:5-14-17, H2: 7-
15-16 ve H3: 8-9-11 olarak izlendi. EHS ise sirastyla H1:1-3-3, H2:2-3-3 ve H3:1-2-2 olarak izlendi.
H1'in PDE-5 inhibitorii kullanmaksizin H2 kullanarak iligskiye girebildigini ve siirdiirebildigini
bildirdi. H3 PDE-5 inhibitorleri ile bile penetrasyon i¢in yeterli sertligi saglayamadi.

Sonug: Otolog ADRC ve PRP'nin kombine tek doz intrakavernz enjeksiyonu giivenli bir
prosediirdiir. IIEF-5 ve EHS'de artma ve erektil fonksiyonunda iyilesme nedeniyle umut verici bir
tedavi secenegidir.

Anahtar Kelimeler: adipoz doku kaynakli kok hiicre, erektil disfonksiyon, metabolik sendrom,
plateletten zengin plazma
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SS008 — Deneysel Olarak Asherman Sendromu Olusturulan Sicanlarda Adipoz Doku
Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre Tedavisi

Nazli Cil', Mutlu Yaka!, Murat Serkant Unal!, Yavuz Dodurga?, Hakan Ak¢a3, Semih Tan!,
Miicahit Se¢me?, Giilgin Abban Mete!

1Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali, Denizli
2Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali, Denizli
3Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Ana Bilim Dali, Denizli

Giris: Asherman sendromu (uterin sinesi, uterin yapigiklik) endometrium bazal tabakasindaki
hasarin bir sonucu olarak olusan fibrozis ya da uterinal yapisikliklar nedeniyle olusur(1). Onceki
caligmalarda Kemik iligi-Mezenkimal kok hiicrelerin (BM- MKH) endometrial stromal
fibroblastlara kaynaklik eden progenitor hiicrelere doniistiikleri gosterilmigstir(2). Amacimiz
Asherman Sendromu olusturulan sicanlarda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre
uygulamasinin endometrium dokusundaki VEGF JIGF-1,miRNA198 miRNA199¢ekspresyonlarina
etkisini aragtirmaktir.

Gerec-Yontem: Wistar albino,saglikli disi siganlar kullanilmigtir:Kontrol grubu(K)(n=7),Asherman(
0,Iml triklorasetik asit sag uterinhorn,tek doz)grubu(AS)(n=7),Asherman+oral Ostrojen(giinliik
0,1mg/kg,2hafta)grubu(ASO)(n=7),Asherman+kok hiicre(1x10°Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal
Kok Hiicre tek doz lokal)grubu(ASKH)(n=7),Asherman+oraldstrojen+kok hiicre
grubu(ASKHO)(n=7).Sican adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok hiicreler deney gruplarina
uygulanmadan O©nce karakterize edildi ve farklilagma deneyleri yapildi.Asherman sendromu
olusturulduktan iki hafta sonra kok hiicre tedavisi uygulandi.Dokulardaki MKH varligin1 géstermek
icin BrDU(5-bromo -2’-deoxyuridine)isaretleme yapildi.Gruplar olusturulduktan 8 hafta sonra
sicanlar sakrifiye edildi ve bilateral uterin horn rezeksiyonu yapildi.Alinan dokular formaldehitte
tespit edildi.Rutin doku takibinin ardindan kesitler alinip hematoksilen eozin boyamayla
degerlendirildi.Endometriumda immiinohistokimyasal boyama ve western blot analiziyle VEGF,
IGF-1 ekspresyonu degerlendirildi.Alinan uterus dokularindan tespit iglemi yapilmadan once bir
kismi ayrilarak trizol icinde -80°C’e kaldirildi.Bu kisimlar reverse transkripsiyon-polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) kullanilarak miRNA-98 ve miRNA-199a ekspresyonuna bakildi.

Bulgular

Resim 1: Primer hiicre kiiltiirii yapilarak sican adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin pasaj
goriintiileri A: 1. Pasaj, B:2. Pasaj, C:3. Pasaj.
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Sekil 2: Mezenkimal Kok Hiicrelerimizin Flow Sitometri Sonuglari: CD29, CD90, CD54 sirast ile %99.36,
%93 .68, %99.07 pozitif, CD45 ve CD71 ise %0.64 ve %1.99 posz

Sekil 3: Mezenkimal Kok Hiicrelerimizin Adipojenik, Osteojenik ve Kondrojenik Dokuya Farklilagsmasi

Hematoksilen eozin boyali kesitlerde AS grubunda yiizey epiteli biitiinliigiinii kaybetmisti ve bol
miktarda 16kosit infiltrasyonu izlendi.Endometriumda piknotik cekirdekli stromal hiicreler dikkati
cekti.Tedavi gruplarinda genel olarak epitel biitiinliigii korunmus ve 16kosit infiltrasyonu
azalmist1. VEGF ekspresyonu biitiin gruplarda bez epitelive stromada pozitifti.Diger gruplarda yiizey
epiteli pozitifligi goriilmesine ragmen AS grubunda yiizey epiteli dokiildiigii icin degerlendirme
yapilamadi.
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Sekil 4: Gruplarm Hematokstlen Eozin ve Immzmohzstoktmya sonuglarz Kontrol grubu (A F.K ) Asherman
sendromu grubu (B,G,K), Asherman + OStrOJen grubu (C,HM), Asherman + Kok hiicre grubu (D,I,N),
Asherman + Ostrojen + Kok hiicre grubu (E,J,0)

Western blot analizindeki VEGF sonuclart ASKH ve ASKHO gruplarinda anlamli olarak yiiksek
bulundu.IGF AS grubunda yiizey epiteli dokiildiigii i¢in degerlendirilemezken ASKH ve ASKHO
gruplarinda K grubuna goére belirgin ekspresyon artisi gozlenmigstir.Western blot sonuglarinda da
ASKH ve ASKHO gruplarinda diger gruplara gore belirgin IGF ekspresyon artis1 izlendi.K gubuna
gore AS grubunun miRNA-98 ekspresyonu acisindan karsilastirildiginda AS  grubuna
anlamli(p<0,05)azalma bulunmustur K grubuna gére ASKHO grubu karsilastirildiginda miRNA-98
ekpresyonu anlamli(p<0,05)sekilde azalmistirmiRNA-98 ekspresyonu yoniinden diger gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunamamigtir. K grubuna AS grubu ile karsilastirildiginda miRNA-199a
ekspresyonu AS grubunda anlamli gekilde azalmistirmiRNA199a ekspresyonu yoniinden diger
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Group 1 (AS) Group 2 (AS+KH) Group 3 (AS+00) Group 4 (AS+KH+0O0)
Fold p value Fold p value Fold p value Fold p value
Regulatio Regulation Regulatio Regulatio
n n n
ue 1 1 1 1
miRNA- -6,3847 0,041448 -13,8819 0,17549 -5,717 0,17741 -4,8766 0,041994
98
miRNA- -6,9888 0,010079 -7,4307 0,19527 -12,5862 0,19322 -13,6546 0,122867
199a 6 3 9

Tablo 1:Uterusta kontrol grubuna gore diger gruplarin miRNA-98, miRNA-199a ekspresyonunun Real Time
PCR sonuglart
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Tartigma: IGF'lerin uterin hiicreler lizerindeki proliferatif ve farklilagtirici etkilerinin, menstriiasyon
sonrasi kadinlarda uterus dokusunun menstriial siklus boyunca ve ayrica rejeneratif siireclerde
biiylimesini ve regresyonunu destekledigi diistiniilmektedir.(3,4)VEGF,vaskiiler endotel hiicreleri ve
diiz kas hiicreleri dahil olmak iizere cok sayida hiicre tipinin proliferasyonu i¢in gii¢lii mitojendir.(5-
7T)VEGEF janjiyogenez ve endometriumun yeniden epitelizasyonu i¢in kritiktir.(2)Yapilan bir
caligsmada transplante edilen kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin rejeneretif endometrium
bazalisine lokalize oldugunu ve VEGF FGF IGF-1,TGFf3-1 gibi biiyiime faktorlerinin salgilandigi
gosterilmistir.Yeni uterin kavitenin rejenerasyonu icin anjiogenezisi saglarken stromal

hiicrelerin epitel hiicrelerinin ve kas hiicrelerinin migrasyonunu ve proliferasyonunu indiikledigi
sonucuna varmiglardir.(2)Bizim ¢alismamizda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre tedavisi
verilen gruplarda VEGF ve IGF ekspresyonunun arttirmig olmasi dnceki caligmalari
desteklemektedir.

Let-7 ailesine ait olan miRNA98’in yiiksek gradeli over kanserinde, akciger kanserinde, melonomda
ve diger solid tiimorlerde ekspresyonunun azalmig oldugu cesitli caligmalarda gosterilmisgtir.(8-
11)miRNA-98 agir1 salinimi hiicre proliferasyonunu inhibe eder ve endometrial stromal hiicrelerde
hiicre apopitozisine neden olur.(12)Gebe olmayan overiektomize yapilan sigan uterusunda 173
Ostrojen yada dstrojen+progesteron uygulamast miRna-98 ekspresyonu anlamli sekilde
diigiirmiigtiir.(12)Bizim ¢aligmamizda AS grubunda K gore anlamli sekilde
azalmistir(p<0,05).Ostrojen ve kok hiicre verilen gruplarda miRNA-98’in daha da azalmasi diger
caligmalarla paraleldir.miRNA-199a sentezinin bir cok malign siirecte rol oynadigi
bilinmektedir.(13,14)miRNA-199a inhibisyonun,Ets-1/MMP-1 yolagini diizenleyerek yara
anjiyogenezini tesvik ettigi,miR-199a agir1 ekspresyonu,VEGF ekspresyonunu azaltarak tiimor
kaynakl1 anjiyogenezi inhibe ettigi gosterilmistir.(14,15)Yapilan caligmalar miR-199a'nin
endometrial stromal hiicre invazyonunu inhibe etitigini géstermektedir.(16)Tedavi gruplarimizda
miRNA-199a’nin diisiik olmas1 ve bununla birlikte VEGF ekspresyonunun yiiksek bulunmast
literatiir ile uyumludur.

Sonug: Bulgularimiz kok hiicrelerin asherman sendromundan sonra bozulan epitel dokularinda
proliferatif etki yaptigin1 gosterdi.Immunohistokimya ve western blot sonuglar1 bu etkisini 6zellikle
IGF iizerinden gerceklestigi diisiindiirttii.Yaptigimiz ¢aligma asherman sendromunda miRNA-98’in
ve miRNA-199a’nin uterus dokusundaki saliniminin azaldig: saptanmigstir.Tedavi gruplarinda
miRNA seviyeleri azalmaya devam ettigi icin bu tedavilerin miRNA ekspresyonunu etkilemedigini
gdstermistir.
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SS009 - Kiiltiire Edilmis Amniotik Hiicrelerde Mezankimal Kok Hiicre Ozelliklerinin
Tayini: Morfolojik Tiplendirme, Yiizey Antijen Ekspresyonu (Immiinfenotipleme) ve
Osteojenik, Adipojenik, Kondrojenik Farkhilasma

Ozlem Sezer!, Goniil Ogur?

1Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Genetik Béliimii, Samsun
2Ondokuz Mayis Universitesi, Tibbi Genetik Ana Bilim Dali, Samsun

Mezankimal kok hiicreler(MKH), giinlimiizde viicudun farkli doku ve organlarindan izole edilebilen,
farklilasma potansiyelleri embriyonik kok hiicrelere gore daha sinirli olan hiicrelerdir. MKH’ler
uygun kiiltiir kogullar1 altinda baslica kemik, yag, kikirdak, kas ve endotel hiicrelerine
farklilasabilmektedir. Immiinsupresif 6zelliklere sahip bu hiicreler, etik sorun yaratmamalari, otolog
ya da allograft olarak elde edilebilir ve kullanilabilir olmalar1 nedeniyle 6zellikle doku miihendisligi
ile bircok hastaligin tedavisinde kullanilmalarina olanak saglamaktadir.

Calismamizda, rutin laboratuar kiiltiir kogullarinda iiretilen amniotik s1ivi(AS) kokenli hiicrelerin
immiinfenotipik temelde “Mezankimal Kok Hiicre” karakteri gosterilmis, osteojenik ve kondrojenik
farklilasma potansiyelleri belirlenmigtir. Morfolojik degerlendirme verileri, ASMKH’nin, AS nin
heterojen hiicre popiilasyonu i¢inde 6zgiin bir hiicre grubundan(FB2-tip hiicreler) kaynaklandigini
diisiindiirmektedir.

Calismamuzla birlikte, literatiirdeki benzer calismalardan elde edilen veriler, ASMKH’lerin, in-vitro
ortamda etkin olarak farklilagabilecegini gdstermektedir. Calismamizda, 2 farkl: hiicre soyunda
(osteojenik-kondrojenik) yeterli farklilasma gosterebilmis olmasi, kendi laboratuarlarimizdaki rutin
fetal hiicre kiiltiir kosullarinin, ASMKH izolasyonunda avantaj sagladigini diisiindiirmekte ve
ilerideki benzer ¢aligmalar acisindan onemli bir kolaylik saglamaktadir. AS ile ilgili son
gelismelerden biri, doku miihendisligi ve rejeneratif tip uygulamalarinda, ASMKH kullaniminin
genis yer bulmasidir. Gelecekte kok hiicre tedavilerinin yayginlagsmasiyla, 6rnegin hiicre kaplanmig
stent ve kataterler aracilig1 ile kardiovaskiiler sistem hastaliklari tedavisine ve eklem hastaliklarinin
artroskobik tedavisine olanak saglanabilecegi ileri siiriilmektedir. Daha da 6te, AS KH’ler de dahil
olmak iizere fetal KH’lerin, nérodejeneratif hastaliklar, kalitsal genetik hastaliklar, depo hastaliklari,
osteogenezis imperfekta gibi kemik hastaliklari, 16semi ve otoimmiin hastaliklar, yara ve yanik
tedavisi ve spinal kanal travmalarinin tedavilerinde yaygin uygulama alani bulacagi
ongoriilmektedir.
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1.AS kokenli MKH’ler, laboratuarimizin rutin amniotik hiicre kiiltiir kosullarinda tiretilmistir.

2.AS hiicreleri, (1)Amniotik siv1 spesifik hiicre tipi(AF), (2)Fibroblastoid hiicre tipi(FB1, FB2) ve
(3)Epiteloid hiicre tipi(E) olarak ii¢ sinifta degerlendirilmistir. Fibroblastoid-tip(FB1 ve FB2),
birbirine paralel i§ seklindeki hiicreler olarak belirlenmisgtir; FB1 hiicrelerinin uzun ve ince bir
yapilarinin oldugu ve FB2 hiicrelerine gore ¢ok daha homojen oldugu gézlemlenmistir. AF-tip
hiicreler, siki baglantis1 olmayan, yuvarlak sekilli ve poligonal hiicreler olarak, epiteloid-tip hiicreler
ise oldukca siki1 baglantili, kiiciik koloniler olusturan, yuvarlak ve keskin kenarli, adaciklar olusturan
hiicreler oldugu saptanmugtir.

3.AS hiicrelerinin, in-vitro hiicre kiiltiiriinde, plastik yiizeylere en erken 24-48 saatte yapistig1, 3-5
giin i¢inde ise kiiciik koloniler olugturdugu belirlenmistir.

4.AF-tip, FB2-tip ve E-tipi hiicre tipinin kiiltiir isleminin baginda ortaya ¢ikmaktadirlar; AF-tip
hiicreler kiiltiir iglemi siiresince varligini siirdiiriirken, E-tipi hiicreler 6nemli dl¢lide azalma
gostermektedir. FB1-tipi hiicreler, kiiltiir islemi siirecinde ge¢ donemde ortaya ¢ikmaktadir.
5.Mekanik kazima yontemi ile alt-kiiltiirlere ait 6zgiin klonlar iiretilmeye calisilmis ve morfolojik
degerlendirme paralelinde AF ve FB yoniinde selektif sub-kiiltiirler iiretilmigtir.

6.Selektif sub-kiiltiir yapilan olgularda, tripsinizasyon sonrasinda, spesifik hiicre tipine ait morfolojik
yapinin korundugu gézlenmisgtir.

7.FB yoniinde yapilan selektif sub-kiiltiirlerin, kiiltiirlerde devamlilig1 daha uzun siire sagladig1
goriilmiis, AF-tipi hiicrelerin ise tripsinizasyondan kisa bir siire sonra genis tabanli ve boliinmeyen
hiicreler halinde gozlenmistir.

8.AS hiicrelerinin ve sub-kiiltiirlerin, MKH immiinfenotipik belirteclerinden CD29, CD73, CD166,
CD44, CD49e, CD90 icin pozitif oldugu, hematolojik kok hiicre belirte¢lerinden CD34, CD45 ve
HLA-DR i¢in negatif oldugu gosterilmistir.

9.AF(n=4) ve FB2(n=6) tipi sub-kiiltiirlerde eksprese olan belirteclerin kantitatif diizeyi, primer
kiiltiir hiicreleri(n=15) ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak, sadece CD90 belirtecinde, AF-SSC
de anlaml fark g6zlenmistir. [PO/AFSSC(p<0,05;p:0,008); AF-SSC/FB-SSC(p<0,05;p:0,04);
PO/FB-SSC(p>0,05;p:0,46)]. CD90 belirtecinin AF-SSC’de, FB2-SSC ve primer kiiltiir hiicrelerine
gore daha diigiik diizeyde eksprese oldugu gozlenmistir(ortalama % 31,66).

10.AF selektif sub-kiiltiirlerde, “embriyoid body” lere benzer bicimde “’sferoid” kolonilerin olugtugu
gdzlenmigtir.

11.AS kaynakli MKH immiinfenotipi tasiyan hiicrelerin, in-vitro kosullarda osteojenik ve
kondrojenik farklilasma potansiyelleri oldugu gosterilmis ancak adipojenik farklilasma elde
edilememisgtir.

Calismamizin sonucunda, laboratuarlarimizda amniotik s1vi kokenli hiicrelerden MKH elde etmeye
yonelik olusturulan dnciil protokoller ve elde edilen deneyimlerin, gelecek vaadeden pek ¢ok pre-
klinik/klinik aragtirmaya olanak saglayabilecegi ve klinikte pek cok “caresiz” hastalikta, “kok hiicre
tedavisi(cell therapy) uygulamalari”nin Onciisii olabilecegi inancindayiz.
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SS010 - Unique stem cell profile of amniotic fluid cells determined by expression status
of pluripotency markers.

Ezgi Cokakli!, Ozlem Izci Ay!?, Murat Cokaklil, M.Ertan Ay! ,Umit Karakas!, Huseyin Durukan?,
Mehmet Emin Erdal'.

! Department of Medical Biology, Faculty of Medicine, Mersin University
2 Department of Stem Cell and Regenerative Medicine , Faculty of Medicine, Mersin University
3 Department of Gynecology and Obstetrics, Faculty of Medicine, Mersin University

Amniotic fluid cells (AFCs) are a heterogenous population having different pools of self-renewing
cells, but their stem cell properties are not well characterized. Recently, AFCs have been considered
as promising cell sources for regenerative medicine owing to their multipotent nature and effective
reprogramming capacity with less immunogenicity. AFCs can more easily and effectively be
reprogrammed than terminally differentiated cells to generate induced pluripotent stem cells (iPSCs)
by transfectional and chemical strategies. Additionally, many studies have showed that AFCs can be
differentiated into many cell types including cardiomyocytes, hepatocytes, renal, and neural-like
cells. But stem cell dynamics and differentiation capacity of AFCs into multiple lineages are poorly
understood. Moreover, variability in the expression profile of stem cell markers across individual
AFC isolates, and relation to clinopathological characteristics and culture time were not identified
comprehensively.

In this study, we investigated expression profile of pluripotency markers in AFCs taken from 17
patients, by Real-Time PCR. Additionally, we asked whether gestational and maternal age, culture
time or gender could account for expressional changes among AFC cultures. Finally, effect of time
as passage number on expression of pluripotency markers was analysed quantitatively.

In contrast to the limited number of previous studies, all of the pluripotency markers (Oct-3/4, Sox-
2, KlIf-4, c-Myc, c-Kit, Nanog, Dppa3, Dppa5, Fut4, Sall4) were found more or less as expressed in
AFCs from different patients. To further examine whether expression levels are correlated to
clinopathological properties, quantitative analysis were performed. We have found that Sox-2,
Dppa3 and Dppa5 expressions are significantly higher in low gestational ages (p<0.05).
Additionally, Sox-2 and Dppa5 have been found as more expressed in younger maternal ages than
older ones (p<0.05). When we compare expression levels of pluripotency markers to passage
numbers of AFC cultures, a strong correlation was observed between higher expression of c-Kit,
Nanog, Sall4, Sox-2 and longer-cultured isolates. When we quantitatively compare expression levels
of markers in all passages of same isolate, a significant change for c-Kit, Dppa5 and Sox-2 was
found (p<0.05). In a longer-cultured isolate (14 passage), there was a transient increase in expression
of pluripotency markers followed by a decrease until last passage. For shorter-cultured isolate (5
passage), a general decrease was detected except for c-Kit. c-Kit expressions were increased with
passaging. Taken together, a differential expression profile was found across multiple AFC isolates
but there was a uniform pattern for some pluripotency markers.
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These results showed that pluripotency markers are expressed in all amniocyte cultures, and
gestational and maternal age effect their expression levels. Dppa3, Dppa5 and Sox-2 are more
expressed in low maternal ages while increased expression was only detected for Dppa5 and Sox-2
in younger maternal ages. In conclusion, AFCs taken from younger women and/or early during
gestation have more potency than older ones. However, stem cell profile of individual AFC cultures
is different from each other probably due to heterogeneity of starting cell population but exhibit
similar expression changes regardless of their ground profile. We have found that c-Kit positive cells
are selectively survived during passaging to a certain extent, so its expression levels were found as
increased. Likewise, c-Kit was correlated to culture time among all of isolates. These findings may
suggest that c-Kit is critical for AFC survival. Additionally, Dppa-5 and Sox-2 were found as
significantly changed during passaging, but their expression levels were decreased, denoting these
markers may have a role for proliferation of AFCs rather than survival or stem cell maintenance.

Consequently, our results revealed that AFCs have a unique stem cell profile and gestational,
maternal age and expression of individual markers when choosing cells for reprogramming and
regenerative medicine applications would be efficient.
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SS011 - Dental Pulpa Ve Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Hypericum
Perforatum (Sar1 Kantaron) Etanol Ekstresi Ile Prekondiiksiyonunda Osteojenik
Farkhlasmanin Takip Edilmesi ve Adrenerjik Reseptor Ekspresyonu Ile Tliskisinin
Arastirilmasi

Avysegiil Mendi!, Esra Giindiizer?

! Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Temel Bilimler Boliimii, Tibbi Mikrobiyoloji ABD
2 Gazi Universitesi Yagam Bilmileri Arastirma ve Uygulama Merkezi

Giris: Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) klinik uygulamalar1 6ncesinde, in vitro “prekondisyon”
stratejileri dikkat cekmekte ve dogal olmalar sebebi ile farmakolojik ajanlar alternatiflerinden
ayrilmaktadir. Halk arasinda yara iyilestirme ve antidepresan etkisi bilinen Hypericum perforatum
(sar1 kantaron) bitkisinin, antidepresan etkisini sinir hiicrelerinde [-adrenerjik reseptér (ADRB)
ekspresyonunu baskilayarak gerceklestirmektedir. Osteoblastlarin da eksprese ettigi ADRB nin
baskilanmasi kemiklesmeyi uyarmaktadir. Bu noktadan yola ¢ikilarak, noral krest kokenli dental
pulpa MKH (DP-MKH) ile mezenkim kokenli MKH iizerinde (Ki-MKH) H. perforatum etanol
ekstresinin osteojenik farklilagma iizerine etkisi, ADRB ekspresyonu ile iligkisi ve timor nekroz
faktor (TNF)-a ile olusturulan inflamasyonlu ortamdaki yanitlarr aragtirilmigtir.

Gerec ve Yontem: H. perforatum ‘un DP- ve KI-MKH canlilig1 iizerinde etkin konsantrasyonu (10
pg/mL), TNF- o’nin hiicre canliliini stabil tuttugu ve inflamasyon olusturdugu konsantrasyon (2
ng/mL) xCELLigence analiz sistemi ile belirlenmistir.

Inflamasyonlu ve inflamasyonsuz ortamda DP-MKH ve KI-MKH’ler osteojenik farklilasmaya
yonlendirilmigtir. Farklilagsmanin 4, 7, 14 ve 21. giinlerinde kemiklesme isaretlerine (SPARC,
BGLAP,RUNX?2, SP7, ALPL) ve ADRB 1,2,3’e ait gen ekspresyonlart RT-PCR ile belirlenmistir.
Farklilagsma Alizarin Kirmizis1 boyamasi ile gosterilmisgtir.

Bulgular

Etkin konsantrasyonlarin belirlenmesi: H. perforatum etanol ekstresinin DP-MKH ve KI-MKH
iizerindeki etkin konsantrasyonu xCELLigence DP16 (Roche) ile tespit edilmistir (Sekil 1).
Inflamasyon olusturan TNF-a konsantrasyonu 2 ng/mL olarak tespit edilmistir (Sekil 2 ve 3).
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Sekil 1: H. perforatum etanol ekstresinin hiicreler iizerinde proliferasyon ikiye katlanma siiresine etkisi. 1.10
ug/mL konsnatrasyon devam ¢alismalarda kullamilmistir. I.a. DP-MKH, 1.b. KI-MKH, 1I. DP-MKH ikiye
katlanma siiresi kontrol grubuna gore diismiistiir. IlI. KI-MKH ikiye katlanma siiresinde degisiklik
izlenmemigtir.

Normaiized Cell Index
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Sekil 2: TNF-a farkli konsatrasyonlarimin DP-MKH canliligi iizerine etkisi.
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Sekil 3: DP-MKH lerin farkli konsantrasyondaki TNF-a uyaranina karsuik verdigi IL-6 yaniti.
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DP-MKH ve KI-MKH osteojenik farkhlasmasinda H. perforatum etkisinin incelenmesi:

DP-MKH ostejenik farklilagmasinda kalsiyum graniilleri 7. giinden itibaren gdzlenmeye baslanmigtir
(Resim 1). Proliferasyon 14. giinden sonra tamamlanmig ve kalsiyum birikimleri 21. giinde net
olarak gozlenmeye baslamisgtir.

Gun 4 Gun7 Gun 14 Gln 21

H. perforatum

Resim 1: Alizarin Kirnuzist yontemi ile DP-MKH osteojenik vasat ve H. perforatum eklenmis osteojenik
vasatta farklilagma goriintiileri (4x, Olympos CKX41).

KI-MKH’lerde ise, H. perforatum’un osteojenik farklilasmay1 daha az indiikledigi izlenmistir
(Resim 2).

Giin 4 Gin7 Giin 14 Gin 21

H. perforatum

S, s — e ey =] [— e

Resim 2: Alizarin Kirnuzist yontemi ile KI-MKH osteojenik vasat ve H. perforatum eklenmis osteojenik
vasatta farklilagma goriintiileri (4x, Olympos CKX41).
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2 ng/mL TNF-a ile osteojenik farklilagmaya yonlendirilen DP-MKH’lerde inflamasyon varliginda
kalsiyum graniilleri 14. giinde izlenmeye baglarken, H. perforatum ekstrakti koruyucu etki gostermis
ve 7. glinde graniillerin olustugu goriilmiistiir (Resim 3).

Giin 4 Giin7 Giin 14 Giin 21

Inf-H. perforatum

Reszm 3 Inﬂamasyonlu ortamda H. perforatum varlzgmda DP-MKH osteojenik farklilasmast. Alizarin
Kimizist boyama yontemi. (4x, Olympos CKX41)

KI-MKH’lerde de inﬂamasyon Varhglnda granﬁller 14 gﬁnde olu§mu§, ancak, H. perforatum

e

Gin 4 Gin7 Gln 14 Gin 21

INF-KI-MKH

INF-H. perforatum

Resim 4: Inflamasyonlu ortamda, H. perforatum varliginda KI-MKH osteojenik farkhilagsmas:. Alizarin
Kimizist boyama yontemi. (4x, Olympos CKX41)
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H. perforatum ekstraktinin ADRB reseptorlerinin ekspresyonuna etkisi:
DP-MKH ve KI-MKH hiicre gruplarinin H. perforatum igeren osteojenik vasatta kemik erken ve geg
farklilagma igaretleri ile ADRB gen seviyeleri taranmigtir (Sekil 4).

K
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Sekil 4: DP-MKH (I) ve KI-MKH (II) mRNA seviyeleri. Normalizasyon ACTB’ye gére gerceklestirilmistir.
OST: osteojenik vasat; SPARC: osteonektin, BGLAP: osteokalsin, RUNX2; SP/: osterix, ALPL: alkalin
fosfataz, ADRBI : adrenerjik reseptor 1, ADRB2: adrenerjilk reseptor 2, ADRB3: adrenerjik reseptor3.

DP-MKH hiicre gruplariin TNF-a iceren osteojenik vasatta kemik erken ve gec farklilagma
isaretleri ile adrenerjik reseptor gen seviyeleri taranmustir (Sekil 6).
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Sekil 6: Inflamasyonlu DP-MKH (1) ve H. perforatum iceren inflamasyonlu DP MKH (II) mRNA seviyeleri.
Normalizasyon ACTB’ye gore gerceklestirilmistir. OST: osteojenik vasat; SPARC: osteonektin, BGLAP:
osteokalsin, RUNX2; SP/: osterix, ALPL: alkalin fosfataz, ADRBI : adrenerjik reseptor 1, ADRB2: adrenerjilk

reseptor 2, ADRB3: adrenerjik reseptor3.
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KI-MKH hiicre gruplarinin TNF-a. igeren osteojenik vasatta kemik erken ve geg farklilasma
isaretleri ile adrenerjik reseptor gen seviyeleri taranmustir (Sekil 8).

Sekil 8: : Inflamasyonlu KI-MKH (I) ve H. perofratum iceren inflamasyonlu KI MKH (II) mRNA seviyeleri.
Normalizasyon ACTB’ye gore gerceklestirilmistir. OST: osteojenik vasat; SPARC: osteonektin, BGLAP:
osteokalsin, RUNX2; SP/: osterix, ALPL: alkalin fosfataz, ADRBI : adrenerjik reseptor 1, ADRB2: adrenerjilk
reseptor 2, ADRB3: adrenerjik reseptor3

Sonug: Farkli dokulara ait MKH’ler ayn1 uyarana farkli yanitlar verebilmektedir. H. perforatum,
DP-MKH’ler i¢in beta-bloker hedefli kemik uyarani olabilecegi onerilmektedir.

TUBITAK 1135448, 2165348, GAZIBAP-03/2017-21 desteginde gerceklestirilmistir.
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SS012 - The Effect of Cumulus Cell Conditional Media on Osteogenic Differentiation

Esra Aydemir, Derya Burukc¢u, Fikrettin Sahin

Yeditepe Universitesi, Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii

Objective;

Stem cells are always a favorite tool in biotechnology because of being capable of renewing
themselves and differentiating into many different cell lineages. Human nucleus pulposus cells
(hNPCs) derived from human inner core of the vertebral disc have very important stem cell markers.
These cells are originated from mesodermal lineage having potential to differentiate into
mesodermal lineage such as osteocytes, adipocytes and chondrocytes. However, inducing stem cell
differentiation process with existing differentiation media is not always successful in vitro
conditions. In vitro differentiation processes can be improved by conditioned medium belonged to
special cell lines.

By the collection of cell secretome (conditioned media) valuable proteins that contain a signal
peptide are obtained. These secreted proteins include numerous enzymes, growth factors, cytokines
and hormones or other soluble mediators. They are important in the processes of cell growth,
differentiation, invasion and angiogenesis by regulating cell-to-cell and cell-to-extracellular matrix
interactions. To enhance differentiation capacity of cells via culture of cells with conditioned
medium, novel cells are still needed. In this regard the use of cumulus cells (CCs) may offer a
unique advantage. Cumulus cells (CC) directly surround oocyte and are necessary for the
development of a healthy embryo as they provide the necessary nutrients and energy for oocyte
maturation. We hypothesize that rich content of cumulus cells’ conditioned medium can modulate
recipient cells subsequently in terms of differentiation.

In this study, it is aimed to contribute to the differentiation process of mesodermal originated hNPCs
to bone by culturing conditioned medium collected from the CCs.

Materials;

- Primary culture of CCs

- Primary culture of NPs

*Consumables for cell culturing (Both plastics; Serological pipette, flask, petri dish etc.)
eInstruments for cell culturing (Incubator, Laminar flow hood, centrifuge device etc.)
*Chemicals for cell culturing (DMEM F-12, DMEM low, Exosome-depleted FBS, PSA)
*Osteogenic differentiation medium components (Ascorbic Acid, Dexamethasone, Glycerol 3-
phosphate)

*Components of the CCs culturing medium

*Collagen type I as a coating material

*Enzymes for primary culture (Hyaluronidase, pronase, collagenase II)

*Alizarin Red S stain
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Method;
1. Isolation, characterization and culture of CCs
e Isolation of CCs was performed from the primary tissue surrounding oocyte that is
obtained from women who receive IVF treatment at the Yeditepe Hospital. At isolation step,
hyaluranidase enzyme treatment was applied. Then, culturing of these cells was maintained
on collagen type I coated flasks with special medium. After the isolation, marker of CCs
was confirmed by PCR analysis.
2. Isolation, characterization and culture of hNPCs
* Isolation of hNPCs was obtained from patients who have a hernia surgery at Yeditepe
Hospital. Culturing of these cells was maintained on DMEM-low medium. After the
isolation, characteristic surface markers were checked by flow cytometry analysis.
3.Conditioned media collection from the characterized CCs
* The media (conditioned) in which culture of CCs is maintained was collected to culture
hNPCs.
4. Preparation of differentiation medium for hNPCs by CCs’ conditioned medium
* Osteogenic differentiation chemicals were added to collected conditioned medium of CCs.
5.Alizarin Red S Staining
* In order to confirm the effect of cumulus cells conditioned medium on osteogenic
differentiation of hNPSc, Alizarin Red S staining was performed. Quantification of this
staining was done with absorbance reading at 450 nm.

Results: As a result, it was observed that absorbance values of CCs conditioned medium provided
osteogenic differentiation was higher.

Following data are belonged to quantified Alizarin Red S staining

Alizarin Red Staining

0,2
0,15
0,1
0
Untreated cells Media + Dif Agents  cumulus Media+Dif
Agents
Conclusion;

Our results indicate that rich content of cumulus cell conditioned media might be an effective media
to improve osteogenic differentiation as opposed to the conventional differentiating media used.
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SS013 - D-Ala2,D-Leu5,Enkefalin hematopoetik kok hiicreleri in vitro oksidatif stres
ve endoplasmik retikulum stresten korumaktadir

Aynura MAMMADOVA!2, Baris ULUM!, Ozgiir OZYUNCU3, Fatima AERTS KAYA!?2

!Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre Bilimleri AD, Ankara
2Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi, Ankara
3Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklart ve Dogum AD, Ankara

Hematopoetik kok hiicreler (HKH), kendini yenileyebilme ve biitiin kan hiicrelerine farklilagabilme
ozelliklerine sahiptir. Opioidler; G-protein aracili reseptorlerine baglanarak hiicrelerin sag kalimui,
proliferasyonu, migrasyonu ve kendini yenilemesinde onemli diizenleyici bir rol oynamaktadir.
Delta opioid reseptorii (DOR) ve ligand1 D-Ala2 ,D-Leu5 Enkefalin’in (DADLE); hiicre tamiri ve
iskemik siire¢ esnasinda uyarilan korunma mekanizmalarini tegvik ederek, akciger, kalp, karaciger
ve bobrek gibi nakil amacli kullanilan organlarin dmriinii uzattig1 gosterilmistir. HKH’lerin yiiksek
verimli kullanimu icin toksik olmayan, hiicre canlilif1 koruyan, 6zgiin ve kisa siireli hiicre
ekspansiyon protokollerine ihtiya¢ vardir. Bu calismada, DADLE nin ¢ogaltma, oksidatif ve ER
stresi kosullarina maruz birakilan HKH’lerin tizerindeki etkilerinin aragtirilmasi hedeflenmistir.

Gobek Kordon Kanmndan CD34+ HKH izolasyonu yapilmistir. Hiicre kiiltiirii yapildiktan sonra
HKH’ler, H,0, ile indiiklenmis, oksidatif strese veya Tiinikamisin (TM) ve Tapsigargin (TG) ile
indiiklenmig endoplasmik retikulum stres (ER stres)’e maruz birakilmistir. Hiicre canliligt WST-1
ile, apoptoz oranlart Annexin-V/Propidium Iyodiir ile degerlendirilmistir.

DADLE,; 1) en yiiksek test edilen 300 nM dozunda HKH canlilig1 herhangi bir sekilde negatif
etkilememekte; 2) HKH’leri 500 uM doza kadar uygulanan H,0,’dan korumakta; 3) HKH’leri 0,2
ug/mL TM ve 2 nM TG’den korumaktadir. DADLE antagonisti olan Naltrindol 100 uM dozunda
HKH’lerin apoptozu artirmaktadir.

Bu caligmada ilk defa DADLE’nin HKH’ler iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. DADLE;
HKH’leri in vitro oksidatif stres ve ER stres indiikleyen molekiillerin zararl etkilerinden
korumaktadir. Bagka anti-oksidan veya ER stresinden koruyan maddeler ile birlikte, DADLE ileride
klinikte uygulanabilir. HKH ekspansiyon protokollerinde DADLE kullanimu, hiicrelerin canliliginin
korunmasinda 6nemli bir katkida bulunabilir.

Bu ¢alisma TUBITAK 1185738 ve Hacettepe BAP TYL-2018-17435 projeleri tarafindan
desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hematopoetik Kok Hiicre, Oksidatif Stres, ER stres, DADLE
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SS014 - RAG2-/- Agir Kombine Immiin Yetmezligi Hematopoetik Kok Hiicre Nakli Ve
Gen Tedavi Optimizasyonu

Burcu Pervin!, Ozgiir Dogus Erol!, Duygu Ugkan Cetinkaya?, Gerard Wagemaker?,
Fatima Aerts Kaya!

!Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre Bilimleri AD, Ankara
2Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi, Ankara

Amac: RAG2-/- agir kombine immiin yetmezligi (SCID), nadir kalitsal bir hastaliktir. RAG2; B ve T
hiicrelerinin olgunlagmasinda reseptdr repertuvarinin olugsmasindan sorumlu olan proteindir. RAG2
hastalar genelde birinci yasam yilinda agir enfeksiyonlardan dolay1 hayatin1 kaybetmektedirler.
Hematopoetik Kok Hiicre (HKH) lerin engraftmani icin, hastanin kemik iliginin radyasyon ya da
kemoterapi ile bogaltilmasi gerekmektedir. Bazi hastalarin genel durumundan dolay1 hazirlik
rejimine dayanamayip dlebilirler. Bu calismada, RAG2-/- fare modelinde Busulfan (BU)’1n yerine,
kok hiicre mobilize edici ajan G-CSF’1n kullanilmas1 amaglanmugtir.

Gereg¢-Yontem: Kontrol olarak 2 giinliik TPO, SCF ve Flt3-ligand ortaminda serumsuz HKH
ekspansiyon medyumunda kiiltiire edilen Swiss fare kemik iligi lineaj negatif (Lin-/-) hiicreleri ve
RAG?2 geni tagiyan lentiviral vektorler ile ayni hiicre kiiltiirii kosullarinda transdiise edilen RAG2-/-
Lin-/- hiicreleri; 25 mg/kg Busulfan i.p. veya 6 ug/fare/giin, 4 giin boyunca s.c. G-CSF verilen
RAG?2-/- (her grup n=3) farelere enjekte edilmistir.

Bulgular: BU hazirlik rejimi alan RAG2-/- farelerindeki CD3, CD19 ve CD45RA oranlar 1., 3., ve
6. ayda G-CSF alan farelere gore daha yiiksek ¢ikmigve daha iyi bir engraftman saglamistir. Ayrica
RAG?2 lentiviral vektor ile transdiise edilen RAG2-/- Lin-/- HKH’lerin nakil edildikten sonra RAG2-
/- fare periferik kaninda sadece birinci ayda CD3+ hiicreler tespit edilebilmistir. Bu durum; 1) yeterli
yiiksek lentiviral aktariminin olmadigi; ve/veya 2) transdiise edilen hiicrelerin uzun 6miirlii
engraftman kapasitesini kaybettigini gdstermektedir.

Sonug: Engraftman i¢in BU hazirlik rejimi G-CSF’e gore daha etkili ve RAG2 lentiviral vektorler ile
muamele edilen HKH’lerin uzun omiirlii engraftman potansiyeli negatif olarak etkilenmistir. Bu
calisma TUBITAK BIDEB 2221 no 2017/2 tarafindan destek almistir.

Anahtar Kelimeler: Agir kombine immiin yetmezligi, Hematopoetik Kok Hiicre, Gen Tedavi, G-
CSF, Busulfan
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SS015 - CD19 Pozitif Kanser Tiirlerine Spesifik Transgenik CAR-T Hiicre (ISIKOK-
19°) In Vitro Etkinlik Sonuclar

Cihan Tastan', Derya Dilek Kangagi!, Raife Dilek Turan?, Nehir Kizililsoley?, Begiim Celik3, Merve
Kongur Serin!, Muhammet Yilanci!, Bulut Yurtsever!, Erctiment Ovali!

1Acibadem Labcell Hiicre Laboratuvart, Istanbul
2Actbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Medikal Biyoteknoloji, Istanbul
3Yeditepe iiniversitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii, Istanbul

Amac: Hematolojik ALL, NHL ve MM kanserlerinde relaps orani yiiksek olmakla birlikte, mevcut
tedaviler tam remisyon olusturmada kiiratif degildir. Temel nedeni, kanser dokusuna karst mevcut
immiin hiicrelerinin diigiik aktiviteli reseptorler tarafindan yeterince uyarilamamis olmasidir. Bu
kanser tiirlerinin bir boliimii CD19 yiizey proteini lirettiginden teropatik hedef olarak
kullanilabilmektedir. Bu ¢caligmada, insan T lenfositlerinden CD19 pozitif kanserleri hedef alabilen
yiiksek afiniteli kimerik antijen reseptorler (CAR) tireten transgenik CAR-T hiicrelerinin (ISIKOK-
199) iiretilmesi ve pre-klinik modelde yiiksek etkinlik seviyesinde sitotoksik sonuglar elde edilmesi
amaclanmustir.

Gereg ve yontem: CD19 spesifik CAR (anti-CD19 scFv h(CD28-CD3C)-EGFRt) kodlayan
lentiviral vektor dizayn edilerek Creative Biolabs’a sentezlettirildi. Genetik modifikasyon amactyla
kullanilacak olan CAR kodlayan plazmid ile lentiviriis paketleme proteinleri iiretecek zarf
(CMV_VSVG) ve paketleme (psPAX?2) vektorleri cogaltiimalari icin DNA'y1 alabilen ve transforme
olabilen E. coli DH5a susu i¢ine transforme edilip ve plazmidler cogaltilmistir. Maxiprep plazmid
izolasyon kiti kullanilarak endotoksinsiz plazmid tiretimi gerceklestirilmis ve iiretilen plazmidin
kalite kontrol testleri (genomik/RNA/protein kontaminasyonu) yapilmustir. Cogaltilan ve izole edilen
zarf, paketleme ve CAR plazmidleri FuGene tranfeksiyon soliisyonu ile muamele edildikten sonra
HEK?293T hiicrelerine verilerek hiicre i¢inde paketlenmesi saglanmigtir [Komplet besiyeri: %10 FBS
ve %1 pen/strep, Texmacs medyum]. Lentiviriis miktar tayini (titer) ve diger kalite kontrol testlerinin
tamamlanmasini takiben viriisler -80°C’de saklanmustir.

Fikol iizerine yayma islemi ile iiretilen periferik mononiikleer hiicre izolasyonunu takiben, anti-CD4
ve anti-CD8 mikro-bilyalar ile CD4+/CD8+ T hiicreleri izole edildi. Anti-CD3/anti-CD28 mikro-
bilyalar kullanilarak T hiicre aktivasyonu saglanmig ve iiretilen viriislerle transdiiksiyon siireci
baglatilmustir. Transdiikte olmus aktif T hiicrelerinin 11 giinliik kiiltiir siirecleri komplet T hiicre
besiyerinde (50IU/ml IL-2, 10ng/ml IL-7, Sng/ml IL-15, %3 Human AB Serum ve %1 pen/strep,
Texmacs medyum) tamamlandi. CAR ekspresyon diizeyi, akim sitometri analizleri ile anti-EGFR-
A488 antikoru kullanilarak tespit edilmigtir. Elde edilen CAR-T hiicreleri ile pre-klinik in vitro
caligmalari baglatilmigtir. Preklinik in vitro etkinlik ¢aligmalari, hiicre yiizeyinde CD19 eksprese
eden RAJI hiicreleri (CCL-86, ATCC) ile CAR-T hiicrelerinin iki haftaya kadar koiiltiiriinii
(Efektor:Hedef; 1:1,5:1) takiben, 7AAD ve anti-CD19-PE ile sitotoksik etkinlik ve anti-CD25-APC
ile CAR-T aktivasyonu degerlendirildi.
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Bulgular: En az ti¢ farkli saglikli dondrden iiretilen CAR-T hiicrelerinde CAR ekspresyonu %20-75
oraninda elde edilmistir (Figiir A). Akan hiicre 6lcer ile yapilan farkli CAR T:RAJI hiicre kokiiltiir
biyolojik ve teknik iiclii testlerde 24 .saatte normal T hiicrelerinde %10-20 CD25 upregulasyon
gozlemlenirken CAR-T hiicrelerinde >%90 CD25 ekspresyonu belirlenmistir (Figiir B). 2. hafta
sonunda tiimor hiicrelerinin >%99’unu oldiiriilebildigi, 6zellikle 5:1 kokiiltiir ortaminda, tespit
edilmistir. Kontrol T hiicre ile RAJI kokiiltiiriinde kanserli hiicre oran1 >%90 ile baskin popiilasyon
haline gelmistir (Figiir C).

Sonug: Optimize edilen protokoliimiiz ile in vitro CAR-T hiicrelerinin CD19 kodlayan RAJI
hiicrelerine karsi yiiksek sitotoksik etkinligi gosterildi. CAR-T hiicrelerinin farkli dozlarla RAJI
hiicreleri ile ko-kiiltiir testlerinde yliksek CAR-T dozunda (5:1) en iyi sitotoksik etkinlik gosterdigi
tespit edildi. Bu durum, RAJI tiimor modeli olusturulacak SCID farelerde iki farkli dozda CAR-T
hiicre uygulanmasi gerektigi sonucu éngérmektedir. In vitro ¢aligmalarinin tamamlanmasi ile birlikte
SCID farelerde Luciferaz biyoliiminesan 1simasi yapabilen RAJI hiicreleri ile in vivo ¢aligmalar
baglatilmusgtir.

Anahtar kelimeler: Kimerik Antijen Reseptorii, ALL, CAR-T, Immiinoterapi
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SS016 - CD19 Spesifik CAR T Hiicreler (ISIKOK 19) — Acibadem Labcell Preklinik
in vivo Calisma Verileri

Derya Dilek Kancagi!, Cihan Tagtan!, Raife Dilek Turan?, Muhammet Yilanci!, Utku Seyis', Samed
Ozer?, Selin Mert*, Nehir Kizililsoley’®, Begiim Celik®, Erciiment Ovali!

!Acibadem Labcell Hiicre Laboratuvart, Istanbul
2Actbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Saglik Bilimleri Enstiitiisii Medikal Biyoteknoloji, Istanbul
3Actbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Deney Hayvanlart Merkezi, Istanbul
“Bogazici Universitesi Yasam Bilimleri Merkezi, Istanbul
SYeditepe Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii, Istanbul

Amac: Molekiiler biyoloji ve genetik modifikasyon olanaklarinin gelismesi ve ucuzlamasi yillardir
kemoterapi ile sinirli olan kanser tedavilerinde bir cagin kapanip yeni bir ¢agin acilmasina sebep
olmugtur. Kemoterapide kullanilan ilaglar ile sadece kanserli hiicrelerin degil; viicuttaki sagliklt
hiicrelerin de zarar gérmesinden dolay1 kanserli hastaya 6zel kisisel tedavi teknikleri gelistirmek
iizere yogun caba sarf edilmektedir. Bu girisimlerden en umut verici sonuglardan biri genetigi
degistirilmis CAR-T Hiicre tedavisidir. Bu amagla calismamizda lentiviral vektorler kullanilarak
FMC63-CD8-CD28-CD3z-EGFRt sekansina sahip CD19 antijenine spesifik antikor baglig1 iceren
kimerik antijen reseptor eksprese eden T hiicreler tiretilmis ve in vitro analizleri tamamlanarak NOD
SCID fare gruplarinda preklinik in vivo ¢aligmalar basartyla tamamlanmistir (ACU-DEHAM).

Gerec¢ ve Yontem: Raji hiicreleri (Burkitt's lymphoma), fLusiferaz-mCherry plazmidi (Dr. Tugba
Bagci Onder, Kog Universitesi) kullanilarak lentiviral yolla isaretlenmis ve fLusiferaz-mCherry
ekspresyonlar1 akim sitometre ile teyit edilmistir (>%90). NOD SCID farelere 500.000 fLusiferaz-
mCherry pozitif Raji hiicresi tiimor modeli olusturmak amaciyla intraperitoneal (i.p.) yolla enjekte
edilmigtir. Caligma; tiimor + serum fizyolojik grubu (n=5, i.p.), tiimor + T Hiicre grubu (n=5, 3.giin,
i.p.), tiimor + CAR T Hiicre grubu (n=5, 3.giin, i.p.) ve tiimor + CAR T + CAR T Hiicre grubu (n=5;
3.ve 10.giin, i.p.) olarak tanimlanmustir. Tiimor gelisimi IVIS-Invivo (Caliper Lumina 3, Bogazigi
Universitesi Yasam Bilimleri Merkezi) goriintiileme sistemiyle D-lusiferin enjeksiyonu sonrasi
biyoluminesan goriintiileme ile tespit edilmistir. CAR T hiicreleri, 3. giin gruplarda 1 milyon CD19
+ CAR T/450 ul olacak sekilde tek doz veya bir hafta arayla iki doz seklinde enjekte edilmigtir. T
hiicreleri esit hiicre sayisiyla uygulanmis ve tiimor grubuna esit hacimde serum fizyolojik verilmistir.

Bulgular: Tiimor grubuna kiyasla diisiik veya yiiksek doz CAR-T hiicre uygulamasi tiimér yiikiinii
azaltmustir (Sekil 1a; >%90). Tiimor yiikii timor grubuna kiyasla diisiik doz CAR-T tedavisi ile 15
kat, yiiksek doz CAR-T tedavisi ile 75 kat azalmistir. Kontrol T hiicre grubundaki tiimér yiikiintin
(%50) CAR-T hiicre gruplarina kiyasla daha fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 1b,1c; diisiik doz ile
%6,7, yiiksek doz ile %1,3). Sagkalim analizlerinde tiim6r grubunda toplam sagkalim ortalama 24
giin, T hiicre grubunda ortalama 27 giindiir. CAR-T tedavi grubunda 6liim gozlemlenmemisgtir
(sagkalim>30 giin).
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a) Farkli giinlerde hastalik progresyonunu gosteren biyoltiminesan goriintiileme sonuglar1 b) 21.giin
tiimor ylikii sonuglari €¢) Zamana bagl tiimor yiikii degisim egrisi

Sonug¢: CAR-T hiicre gruplarinda tiimor yiikiinde azalma ve sagkalim avantaji goriilmiistiir. Ayrica
iki doz olarak uygulanan CAR-T hiicre tedavisi ile doza bagl etkinlik artig1 gosterilmigtir. Bu
sonuglarla Klinik Aragtirmalar Etik Kurul bagvurusu icin gerekli olan preklinik denemeler
tamamlanmisg olup, klinik ¢aligma siireci planlanmugtir.

Anahtar kelimeler: Raji Hiicreleri, CD19, CAR-T, Genetik Modifikasyon, NOD SCID fare
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SS017 -Griscelli Tip 2 Mezenkimal Kok Hiicrelerden Uyarilmis Pluripotent Kok
Hiicre Gelistirilmesi ve in vitro Hematopoetik Farkhilasmasi

Giilen GUNEY-ESKEN!, Ozgiir Dogus EROL!, Elif BILGIC?2, Petek KORKUSUZ?2, Giilben
Giirhan SEVINC?, Tamer ONDER3, Duygu UCKAN-CETINKAYA#, Fatima AERTS-KAYA!

!Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Bilimleri AD, Ankara
2Hacettepe Universitesi Histoloji ve Embriyoloji AD, Ankara
’Kog Universitesi Tip Fakiiltesi, Translasyonel Tip Arastirma Merkezi, Istanbul
YHacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi, Ankara

Amag: Griscelli Sendromu tip 2 (GS-2) RAB27A geninde mutasyon nedeniyle saglarda
hipopigmentasyon ve tekrarlayan enfeksiyonlar ile kendini gésteren nadir, kalitsal immiin yetmezligi
hastaligidir. Hematopoetik Kok hiicre (HKH) nakli bu hastalik i¢in tek kiiratif tedavi yontemidir.
Uyarilmig Pluripotent Kok Hiicreler (uPKH); Oct-4, Sox-2, Kl1f-4, c-Myc (OSKM) transkripsiyon
faktorleri ile yeniden programlanmis, pluripotent genleri ifade eden, sonsuz ¢ogalabilme ve ii¢ germ
yapragina farklilagma potansiyeline sahip olan hiicrelerdir. GS-2 patofizyolojisinin daha iyi
anlasilmasi ve yeni tedavi yontemlerini gelistirebilmek i¢in in vitro bir GS-2 modeline ihtiyact
vardir. Bu ¢aligmada, GS-2 hastalardan elde edilen Mezenkimal Kok Hiicre (MKH)’lerden bir GS-2
uPKH modeli gelistirilmesi hedeflenmisgtir.

Gereg¢ ve Yontem: GS-2 MKH’lerin, bisistronik O2S ve K2M veya polisistronik OSKM plasmit
tastyan lentiviral vektorler ile transdiiksyonlart yapilmugtir. Gelistirilen uPKH’lerin detaylt
karakterizasyonu ve in vitro hematopoetik farklilagmalar1 yapilmigtir.

Bulgular: GS-2 uPKH’lerde yiiksek TRA-1-60, TRA-1-81 ve SSEA4 ifadeleri gosterilmigtir. qRT-
PCR ile SOX2, NANOG ve OCT4 pluripotent gen ifadeleri saptanmistir. Yeni nesil sekanslama
yontemi ile uPKH klonlarinda RAB27A mutasyonu dogrulanmigtir. uPKH’lerin karyotip
analizlerinde kromozomal anomali saptanmamustir. /n vivo teratoma deneyleri ile 3 germ yapragina
farklilagma kapasiteleri gosterilmistir. uPKH’ler; SCF, TPO, Flt-3 ligand (STF), BMP4, ATRA ve
deksametazon ile 8-14 giin aras1 Op9 stromal hiicreler iizerinde ko-kiiltiir edilip hematopoetik
farklilagmalar1 yapilmigtir. Farklilagtirilan Hematopoetik Kok Hiicre (HKH)’ler STF iceren
ekspansiyon medyumu icerisinde 8 giin daha kiiltiir edilmistir. Ko-kiiltiir sonrasinda CD43, CD45 ve
CD34 oranlar1 %2 civarinda dl¢iilmiistiir. Ekspansyon sonrasinda CD43+ ve CD34+ hiicrelerin orani
%50 nin lizerine ¢ikartlmigtir.

Sonug: GS-2 hastaligindan gelistirilmis uPKH modelinden basarili olarak hematopoetik farklilasma
yapilmugtir.

Bu proje TUBITAK 214S071 tarafindan desteklenmistir.

Anahtar kelimeler: Griscelli Sendromu Tip 2, uyarilmig pluripotent kok hiicreler, hematopoetik
farklilasma
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SS018 —Allojenik Segmental Meniskiis Transplantasyonu; Histolojik Iyilesme
Sonuclarimin Poliiiretan Skafold Uygulamasi ile Karsilastirilmasi

Yavuz Kocabey!, Gokhan Polat?, Serap Uslu?, Giilgin Basdemir, Fatma Eyiipoglu Uniivars,
Erciiment Ovali®, Omer Faruk Taser®

!Kocaeli Actbadem Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji Klinigi
2[stanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali
3istanbul Medeniyet Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalt
4Okan Universitesi Patoloji Bilim Dali
SActbadem Labcell Laboratuvarlart
Fulya Acthadem Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji Klinigi

Amac: Tavsanlar iizerinde yaptigimiz ¢caligmamizda; meniskiisiin tamir edilemedigi segmenter
kayiplarinda, allojenik segmental medial meniskiis transplantasyonu ile meniskiis defektinin
rekonstriiksiyonu ile elde edilen histolojik iyilesme sonuglarinin, poliiretan meniskiis skafoldlariyla
karsilagtirilmas1 amaclanmaigtir.

Gerec ve Yontem:Etik kurul alinmasi sonrasinda baglanilan calismamizda, 12 Yeni Zellanda
tavsant her iki dizi operasyona alinmigstir. Tavsanlar bilgisayar sistemi ile randomize edilerek, 1
dizlerine medial meniskiis orta 1/3’liik kismi eksize edilerek politiretan meniskiis skafoldu
uygulanmis, diger dizine ise daha 6nceden sakrifiye edilen tavsanlardan temin edilerek liyofilize ve
deseliilarize edilerek allojenik hale getirilmis medial meniskiis allogrefti uygulanmigtir. Tavsanlar 3
aylik postoperative takip sonrasinda sakrifiye edilerek meniskiis dokular1 makroskopik ve
histopatolojik iyilesme acisindan degerlendirilmistir.

Bulgular: Postoperatif donemde 1 tavsan kaybir yaganmustir. Sakrifikasyon sonrasinda, yapilan
makroskopik incelemede; allojenik meniskiis grubunda 1 meniskiiste iyilesme olmadig, skafold
grubunda ise 3 meniskiiste iyilesme olmadig tespit edildi. Elde edilen tamir dokularinda toluidine
blue, CD31, Masson-trichome boyalar1 ile immunhistokimyasal boyama yapilarak, hiicre sayimi ile
histolojik iyilesme degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclarin degerlendirilmesinde skafold
uygulamasinda yabanci cisim reaksiyonunun daha fazla oldugu (p<0.01), ekstraseliiler matriks
elemanlar1 agisindan boyanmanin allojenik meniskiis grubunda daha fazla oldugu (p<0.05) tespit
edilmigtir. Yeni damar olusumu acisindan iki grup arasinda anlamli fark bulunamamustir. (p>0.05).
Calismamizda literatiirde daha dnce rastlamadigimiz bir bulguya da rastlanmustir. Transplante edilen
dokularda smirlt miktarda fokal ossifiye alanlar goriilmiistiir. Bu durumun deney hayvaninin
ozelliklerine bagl gelistigi diistiniilmiigtiir.

Tartigma:Segmenter meniskiis kayiplari sonrasinda, meniskiis fonksiyonu tamamen kaybolmakta ve
eklem dejeneratif artriti gelisebilmektedir. Bu acidan literatiirde tarif edilen ve halen kullanilmakta
olan politiretan meniskiis skafoldlar1, uygulama sonrasi yetersiz iyilesme, yabanci cisim reaksiyonu,
resorbsiyon, mekanik 6zelliklerin kaybi gibi sorunlari beraberinde getirmektedir. Total meniskiis
transplantasyonu literatiirde, kemik blolu ya da bloksuz olarak uygulanabilen bir tedavidir. Buna
ragmen transplante edilecek alic1 eklem ile koronal ve sagittal planda tam bir uyum saglanmasi
gerekli olduu icin, ihtiyaci olan hastalarda yurtdigindaki sinirli sayidaki merkezlerden birkag aylik
bekleme siireleri temin edilebilmektedir.

o Bilimbori
Ultes|
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Bununla birlikte 20.000 dolara varan maliyetleri nedeniyle kullanimi olduk¢a sinirli olmaktadir.
Literatiirde ilk defa bizim tarafimizdan tanimlanan segmenter allojenik meniskiis transplantasyonu;
bu sorunlarin ¢6ziimii ile birlikte, meniskiis dokusunun ve fonksiyonunun korunmasini
saglayabilecek, total meniskiis transplantasyonuna gore daha ucuz ve uygulanabilir alternatifi bir
tedavi olabilir.

Sonug:Yapmis oldugumuz hayvan caligmasinda, segmenter meniskiis defektlerinin
rekonstriiksiyonunda parsiyel allojenik meniskiis transplantasyonu ile poliiiretan scafoldlara gore
daha iyi makroskopik ve histolojik iyilesme sonuglari elde ettik. Ileride yapilacak klinik calismalar
ile, segmental meniskiis kayiplarinda allojenik meniskiis transplantasyonu tedavisinin
uygulanabilecegi kanisindayiz.

Ek Bilgi: Bilim Kuruluna Not: Calismamiz, Tiirk Ortopedi ve Travmatoloji Birligi Dernegi ve
Tiirkiye Spor Yaralanmalari, Artroskopi ve Diz Cerrahisi Dernegi tarafindan tarafindan
desteklenmistir.
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SS019 - Glioblastom Sferoidleri ve Organoidleri

Emine Tural!, Aleksander Skardal?, Hemamylammal Sivakumar?

! Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali, Denizli
2Wake Forest School of Medicine,Wake Forest Institute for Regenerative Medicine,Winston-Salem

Genel bilgi ve amag: 3 boyutlu (3D) hiicre kiiltiirlerinin in vivo ortami 2 boyutlu (2D) kiiltiirlerden
daha iyi taklit ettigi diigiiniilmektedir (1). Cok hiicreli yapilanma, hiicrelerin birbirleri ile ve
ektraselliiler matriks (ECM) ile etkilesime girmesine izin verir. Sferoidler ve organoidler ii¢ boyutlu
(3D) yapilartyla dogal fizyolojik sistemlere daha yakin olusumlardir. Ozellikle kanser ve kok hiicre
aragtirmalarinda sferoidler ve organoidler biiyiik 6neme sahiptir (1,2).Simdiye kadar beyin, bobrek,
pankreas, mide, karaciger, akciger, mesane, vb organoidleri yapilmig ve bir¢ok biyomedikal
uygulamada kullanim alani bulmustur (3).

Gliomalar erigkinlerde en sik goriilen malign beyin tiimoriidiir (4). Gliomalar arasinda en sik goriilen
glioblastomdur (astrositom IV. Derece) ve tiim primer beyin tiimérlerinin yaklagik % 27'sini
olugturur. Tiimor gelisimini dnlemenin net bir yolu yoktur. Primer tedavi cerrahidir ve daha
sonrasinda kemoterapi ve radyoterapi uygulanmaktadir (5,6). Temozolomid adli alkilleyici
antineoplastik ila¢ kemoterapinin bir parcasi olarak sik¢a kullanilmaktadir (7-9).

Bu caligmadaki amacimiz hastaya ait glioblastom dokusundan elde ettigimiz hiicrelerden sferoid ve
organoid modeli olugturmaktir. Hemen ardindan glioblastom tedavisinde en yaygin kullanilan
ilaclardan temozolomid ile hastanin kendi kiiltiiriinde sitotoksite ¢aligip en etkili minimal dozu bulup
hastanin kemoterapi protokoliinii olugturmaktir.

Gerec ve yontem: Glioblastom hastasinin cerrahisi yapildi, hastadan alinan kanser dokusu medium
icinde laboratuvarimiza getirildi. Hastanin glioblastom dokusu mekanik olarak kiiciik parcalara

ayrild1 ve enzimatik olarak (kollajenaz) islem gordiikten sonra santrifiij edildi. Elde edilen
Brain Tumor S1 organoid turuldu. Ardindan temozolomid farkli dozlarda

16000+ 1s Olclimlerine bakildi.

ATP luminesce
[=2]
o
(=]
o
A

Control 100uM 250uM 500uM 1mM
Sekil 1. Temozolomid'in Doza Baglh Etkisi

Bu caligmada hastadan tiimor dokusu aldik ve temozolomid uygulamak i¢in tiimor organoidi yaptik.
Farkli dozlarda temozolomid kullandik. Her bir doz icin ATP liiminesans dl¢iimlerine baktik.
Temozolomid adl1 antineoplastik ilacin yiiz mikromol(100Um) konsantrasyonunda hiicrelerin

canliliklarini kaybettiklerini gosterdik.
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Ogawa ve arkadaglari, malignitelerin temel yOnlerini 6zetleyen insan kanseri fenotiplerini test etmek
icin organoidlerin bir platform olarak kullanilabilme potansiyelini gostermiglerdir (10).

Xu ve arkadaglari, organoidlerin insan kanserleri i¢cin miitkemmel bir preklinik modeli temsil ettigini
ve temel kanser aragtirmalarindan klinik pratige geciste cok onemli bir yerleri oldugunu
sOylemislerdir (3).

Silva ve arkadaglar1 kok hiicre bazli bir organoid yaklagimi ile GBM infiltrasyonunun modellenmesi
ve miktarinin belirlenmesi i¢in bir temel olugturmuslar ve anti glioblastom stratejilerinin
tanimlanmasi i¢in kullanilabilecegini gdstermislerdir (4).

Hubert ve arkadaglari yaptiklart 3D glioblatom modellerinin ¢esitli kok hiicre ve kok hiicre kaynakli
olmayan glioblastom hiicrelerinde, mikro-cevresel etkilerin ve kanser kok hiicresi biyolojisinin yeni
yonlerini kesfetmek icin yeni bir ex vivo model oldugunu belirtmiglerdir (11).

Sonug¢

Geleneksel iki boyutlu hiicre kiiltiirii yontemi, yillardir kanser aragtirmasi ve ila¢ ¢aligmalarinin
temel tas1 olmugtur. Bir¢ok bilimsel bulusun ayrilmaz bir pargasi olmasina karsin organlarin
biyolojisini anlamak igin simirl bir teknoloji sunar (12). iki boyutlu hiicre kiiltiirleriyle ¢alismanin en
onemli dezavantaji, canli i¢indeki hiicrelerin diger hiicreler ve ECM ile cevrili ii¢ boyutlu ortamda
bulundugunu dikkate almamasidir (13). Bu nedenle, bu tiir ila¢ ¢calismalarindan elde edilen sonuglar
cogu zaman dogru ve ongoriicli olmayabilir. Tipik olarak, iki boyutlu hiicre kiiltiirlerinde etkili
oldugu bulunan ilaglar, insan klinik denemelerinden 6nce hayvan caligmalartyla devam eder (14).
Maalesef, bu tiir ilaglarin % 90'indan fazlasi klinik fazda basarisiz olmaktadir. Son yillarda yeni ilag
kesif caligmalari ve doku miihendisligi li¢c boyutlu hiicre kiiltiirii sistemlerine ilgi duymaya
baslamustir. Ug boyutlu hiicre kiiltiirii arastirma modelleri, hiicre-hiicre etkilesimlerini, hiicre-ECM
etkilesimlerini gelistirdigi icin ila¢ aragtirmalarinda daha dogru ve giivenilir veriler saglamakta ve
hizla iki boyutlu hiicre kiiltiir sistemleri ile hayvan modelleri arasinda koprii haline gelmektedir
(15).

Bu caligmada hastanin glioblastom dokusundan bir hafta i¢inde 3D Kkiiltiirii yapilmistir. Ardindan
temozolomid adli antineoplastik ilacinin farkli dozlar bu kiiltiirde denenip en etkili minimal ila¢
dozu tespit edilmis ve hastanin tedavisi i¢in kisiye 6zel kemoterapi protokolii olusturulmasi
saglanmustir. Kisinin kendi tiimor dokusuna 6zel sitotoksik ila¢ dozu ile tedaviye bir an dnce
baglamak sag kalim siiresi ¢cok kisa olan bu hastalarda hayati dneme sahiptir. Bu da kargimiza onemli
bir avantaj olarak ¢ikmaktadir.
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SS020 - indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicre Kaynaklh Kornea Organoidleri

Nevin Ersoy!, Soheil Akbari?, Emine Kahraman?, Sinan Giiven*, Canan Ash Utine’, Esra Erdal*,
Hiisnii Alper Bagriyanik®

!Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Izmir, Tiirkiye
2jzmir Biyotip ve Genom Merkezi
3Izmir Biyotip ve Genom Merkezi, Izmir, Tiirkiye; Dokuz Eyliil Universitesi, Izmir Uluslararast Biyotip ve
Genom Enstitiisii

“Izmir Biyotip ve Genom Merkezi, Izmir, Tiirkiye; Dokuz Eyliil Universitesi, Izmir Uluslararast Biyotip ve
Genom Enstitiisii, Izmir, Tiirkiye,; Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dalt,

Sizmir Biyotip ve Genom Merkezi, Izmir, Tiirkiye; Dokuz Eyliil Universitesi, Izmir Uluslararast Biyotip ve

Genom Enstitiisii, Izmir, Tiirkiye; Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Goz Hastaliklart Anabilim Dali

Sizmir Biyotip ve Genom Merkezi, Izmir, Tiirkiye; Dokuz Eyliil Universitesi, Izmir Uluslararast Biyotip ve
Genom Enstitiisii, Izmir, Tiirkiye; Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji A.D.

Amag: Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore diinyada yaklasik 8 milyon insan kornea kaynakli
sebeplerle korliik sinirindadir. Bu hastalarda en sik kullanilan tedavi yontemi kadavradan alinan
donor korneasinin allogenik naklidir. Ancak nakil i¢in uygun kornea bulmak zordur ve nakil
sonrasinda immiinolojik red reaksiyonu ile greft kayb1 miimkiindiir. Diger bir alternatif olan yapay
kornealar ise ameliyat sonrasi komplikasyonlart nedeniyle giiniimiizde kornea naklinin yerini
alamamuistir. Giiniimiiz teknolojilerinde, kisinin kendi deri fibroblast hiicresinden embriyonik kdk
hiicre benzeri indiiklenmis pluripotent kok hiicre (IPKH) elde etmek ve bu hiicrelerden in vitro
kosullarda farklilagtirma protokolleri kullanarak viicudumuzdaki bir¢ok hiicre tipini tiretmek
miimkiin olmustur. Dolayisiyla hiicresel tedaviler alaninda ¢i1g1r agan bir bulus ile kisiye 6zel tedavi
amacli kornea iiretmek miimkiin hale gelmigtir. Son yillarda gelistirilen organoid modellerinde,
hiicrelerin ii¢ boyutlu (3B) ortamlarda iiretilerek, kaynak aldig1 organa benzeyen organ
pargaciklarini olusturmasimi saglamistir. Bu galismada IPKH kaynakli kornea organoid modellerini
geligtirilmesi amaclanmugtir.

Gereg-Yontem: IPKH’lerden in vitro kosullarda 3B kornea organoidi olusturmak i¢in embriyogenez
stirecini taklit ederek sirasiyla noral farklilagsma, retinal ve korneal farklilagma gerceklestirilmistir.
Bulgular: Olusan organoid yapilar: ultrastriiktiirel olarak elektron mikroskobunda ve farklilagma
verimliligi her basamaga 6zgiin Pax6, p63(ndroektodermal), Sox10, alpha-crystallin(retinal),
Keratin3/12, Kollajen I, KollajenIV(Kornea) belirtegler ile analiz edilmisgtir.

Sonug: IPKH kaynakli kornea organoidleri in vitro ortamda gelistirilmis olup gelistirilen yapilarm
kornea hasar1 ve/veya kornea hastaliklarinda kisisellestirilmis tedavilerin gelistirilmesine katki
saglayacag diisiiniilmektedir. Caligmanin bir diger amaci da olugturulan kornea organoidlerinin
kornea yapisini taklit eden hidrojel lizerinde mikroakiskan platforma yerlestirilip cogalmast
hedeflenmektedir. Kullanilacak olan dinamik platformun, korneanin gelisimi sirasinda gerek
duyacagi dogala benzer bir yapiy1 ve fibrillerin diizgiin dizilimini tetikleyebilecek yiizey gerilimini
saglamasi ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: IPKH, kornea, organoid



TUBA

: & c1sscA @ e @

TOR ML ANAT gty

SS021 - Adipoz Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre ve Makrofaj Etkilesimleri

Rabia Bilge Ozgiil Ozdemir!, Alper Tunga Ozdemir?, Ayla Eker Sariboyaci3, Onur Uysal3, Mehmet
Ibrahim Tuglu*, Cengiz Kirmaz’
'Manisa Sehir Hastanesi, Immiinoloji ve Alerji Klinigi, Manisa
2Ege Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre Ana Bilim Dali, Izmir
3Eskigehir Osmangazi Universitesi, Hiicresel Tedavi ve Kok Hiicre Uretim Uygulama ve Arastirma Merkezi,
Eskisehir
“Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali, Manisa
SManisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklart Ana Bilim Dali, Immiinoloji ve Alerji Bilim
Dali, Manisa

Genel Bilgi ve Amac¢: Mezenkimal kok hiicreler (MKH) giiclii immiinomodiilasyon yetenekleri olan
yetigkin kok hiicreleridir. Bu hiicreler salgiladiklar1 PGE2, IDO, HGF, IL-10 ve TGF-b gibi
molekiiller ile immiin sistem hiicreleri lizerinde etkin bir baskilama gerceklestirir (1). Ancak bu
baskilama ne yazik ki gecicidir ve MKH’lerin ortamdan kaybolmas: ile patolojik durum geri gelir
(2). Makrofajlar innat immiin sistemin bir bilegenidir, temelde patojenlerin fagositozu, ROS ve NOS
gibi oksidatif molekiil sentezi lizerinden mikroorganizmalarin eradikasyonundan sorumludur. Ancak
Makrofajlar antijen sunumu yaparak innat sistem tarafindan edinilen bilginin adaptif immiin sisteme
aktarilmasinda kritik rol oynarlar (3). Ancak Makrofajlar ortamdan gelen uyarilara bagl olarak
fenotip ve fonksiyonlarini degistirebilirler. Bu caligma ile MKH kaynakli immiinomodiilatuvar
sinyallerin makrofajlarin fenotip ve fonksiyonlar: iizerinde ne gibi etkiler olusturdugunu arastirmay:
amacladik.

Gerec¢ ve Yontem: Farkli makrofaj fenotipleri olusturmak icin saglikli goniilliilerden izole ettigimiz
makrofajlara M-CSF, GM-CSF, IFN-g, TNF-a, IL-4, IL-10 ve TGF-b1 sitokin uyarimlar: yaptik.
MKH ve makrofaj etkilesimlerini degerlendirmek i¢in MKH ve makrofajlar1 direck (MEM-D) ve
indirek (MEM-ID) olarak kiiltiire ettik. Makrofaj fenotipini degerlendirmek i¢in CD14, CD64,
CD80, CD200R ve CD163 antikorlar1 kullanarak FACS analizleri yaptik. Devaminda elde ettigimiz
farkli makrofaj fenotipleri ve MKH'leri ile kiiltiire edilmis makrofajlarin CD4 T lenfositler iizerine
etkilerini gdzlemlemek icin ko-Kkiiltiir deneyleri gerceklestirdik. FACS analizleri ile CD4, IFN-g, IL-
4,1L-17a ve FoxP3 antikorlart kullanarak hiicre frekanslarinin degisimlerini ve Luminex analizleri
ile IFN-g, IL-4, IL-10, IL-17a sitokin degisimlerini tespit ettik.

Bulgular: M1 makrofaj uyarimi yaptigimiz (GM-CFS, IFN-g ve TNF-a) Makrofajlarin CD14,
CD163 ve CD200R ifadelerinin azaldigini, M2a (M-CSF ve IL-4) Makrofajlarin CD14 ve CD64
ifadelerinin azaldigin1 buna karsin CD200R ifadelerinin anlamli olarak arttigini, M2c (M-CSF, IL-10
ve TGF-b1) Makrofajlarin ise CD200R digindaki tiim marker ekspresyonlarinin arttigini tespit ettik.
MEM-D ve MEM-ID Makrofajlarin ise CD14, CD64 ve CD8O ifadelerinin arttigini CD163 ve
CD200R ifadelerinin degigsmedigini gdzlemledik. Bu bulgular bize MKH’lerin makrofajlar1t M2c
benzeri bir hiicre fenotipine farklilagtirmis olabilecegini diisiindiirdii. FACS analizlerinde Th2 ve
Th17 hiicre frekanslarinin MEM-D, MEM-ID hiicreleri ve MKH'lerin kendisi tarafindan anlamli
olarak baskilanabildigini ancak MKH ve makrofajlarin direk kiiltiir edilmesinin Treg olusumunu
dramatik ve anlamli olarak arttirdigini tespit ettik. Sitokin diizeylerine gelince, IFN-g, IL-10 ve IL-
17a diizeylerinin MEM-D ve MEM-ID grubunda benzer ve anlamli olarak baskilandigini, IL-4
diizeylerinin ise sadece US-M ve MEM-ID makrofajlarca anlamli olarak baskilandigini gézlemledik.
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Sonug¢: MHC class II antijen ifadesi olmayan MKH'lerin CD4 T lenfositlere antijen sunma
yetenekleri bulunmamaktadir (4). Bulgularimizda MKHler ile direk kiiltiire edilen Makrofajlarin en
yiiksek Treg uyarmima yol agtigin1 dolayistyla MKH'ler ile olugsan immiin baskilayici yanitin adaptif
immiin sisteme aktarilmasinda makrofajlarin kritik bir rolii olabilecegini diislinliyoruz. Buna ek
olarak, MKH’ler ile indirek kiiltiir yaptigimiz MEM-ID grubunun da MKH’lerin kendisi kadar etkili
bir immiin baskilama yapabilecegini, indirek de olsa MKH-makrofaj etkilesimlerinin makrofajlarda
bir hafiza olusturmus olabilecegini diisiinliyoruz. Ancak in-vitro deneyler ile elde ettigimiz
bulgularimizin hayvan deneyleri ile desteklenmesine gereksinim bulunmaktadir.
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SS022 - A New Perspective for Treatment of Castration Resistant Prostate Cancer:
Combination of Erufosine and ABT-737
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Abstract: Prostate cancer (PCa) is the second most common form of cancer in men in worldwide.
Androgen deprivation therapy is used for treatment of PCa. In some case, androgen resistant take
places known as castration resistant prostate cancer (CRPC). Therefore, development of new
strategies for treatment of PCa is very crucial. In the present study, the anti-tumor potential of ABT-
737 with erufosine alone and/or in combination was evaluated in CRPC cell lines (PC-3 and DU-
145) and healthy prostate epithelium cell line (PNT-1A) in terms of their effects on autophagy and
apoptosis as well as cell cycle in vitro. As results, Cytotoxicity was time and dose dependent but
reached a ceiling effect at certain concentrations. The ceiling effect in combination was observed at
the following concentrations (xM): PC-3 6.25/5; DU-145 50/5; PNT-1A 6.25/5. In PC-3 cells, a
synergistic effect was observed with the combination. Combination treatment significantly induced
the accumulation of DU-145 in the G2/M phase (56%) and had no influence on cell cycle phase
distribution in PNT-1A cells (34%) when compared to other treated groups. On the other hand, in
PC-3 cells, ErPC3 is more effective on cell cycle phase distribution (55%) when compared to the
combination group (40%). Erufosine and ABT-737 alone and in combination induces autophagy in
PC-3 but not in DU-145 and PNT-1A cells according to results of acridine orange staining. When
cells were stained with Hoechst 33342, we observed that Erufosine and ABT-737 alone and in
combination induces apoptosis in CRPC cells.

Keywords: ABT-737, Apoptosis, Autophagy, Erufosine, Prostate Cancer

Introduction

Prostate cancer(PCa) is the second most common cancer type and the fifth leading cause of cancer-
related deaths in men worldwide(1). PCa is an initially androgen-dependent disease and responds to
androgen deprivation therapy(ADT) but it may transform into an aggressive and lethal
phenotype(castration-resistant prostate cancer,CRPC)(2, 3). Currently available treatment methods
are considered to be ineffective in CRPC(4) and there exists an obvious need for the development of
novel therapeutic modalities which target aberrant signaling pathways(5). The PI3K/NF-»B/Bcl-2
survival mechanism is being considered as a crucial signaling pathway, especially in the initiation
and progression of PCa and CRPC. Therefore, using drugs alone and combination that target Bcl-2
and PI3K signaling pathways can be a promising approach for the treatment of CRPC(6-7). The Akt
inhibitor, erufosine(ErPC3) blocks cell proliferation by triggering both apoptosis and autophagy(8).
The Bcl-2 inhibitor, ABT-737 blocks anti-apoptotic Bcl-2, it was also shown that ABT-737
interrupts its interaction with Beclinl and thereby, induces autophagy(9).

In the present study, ABT-737 with erufosine alone and/or in combination was determined in PC-3
and DU-145 and PNT-1A, in terms of their effects on autophagy and apoptosis in vitro.
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Material and Methods

Cell viability assay. Cell proliferation was measured by MTT. Absorbance at 540-nm was detected
using an ELISA plate reader.

Cell cycle analysis. Cells were stained with propidium iodide(PI) to identify the phases of the cell
cycle. Analysis for cell phase distribution was made by the sub-G1 peak in the DNA histogram
using BD FACS Caliber system.

Acridine orange (AO) staining. Cytoplasmic acidification was assessed by the AO staining
procedure of the autophagic vacuoles. For quantification of the staining, cells were stained with
acridine orange for 15 min, detached by trypsinization, and collected in PBS for the FACScan.
Hoechst 33342 staining. Cells were stained with 1.6mM Hoechst33342 solution for 10min in the
dark at at 37°C and photographed with fluorescence Zeiss Axiophot microscope.

Statistical analysis

The data were statistically analyzed using one-way ANOVA with Tukey post-hoc test.

Results & Discussion

Cell viability assay

Following 24, 48 and 72h, combined treatment with ABT-737(5uM)/ErPC3(6.254M) reduced the
cell viability to 84+10, 48+5, and 30+4%, respectively in PC-3. Therefore, ABT-737/ErPC3
combination displayed a synergistic cytotoxic effect in PC-3. In DU-145, following 24, 48 and 72h,
ABT-737(5uM) with ErPC3(504M) combination treatment decreased cell viability to 9245, 5245,
and 41+2%, respectively. Therefore, combining ABT-737/ErPC3 provided no added value for all the
incubation periods when compared to erufosine alone in DU-145. In PNT-1A, combination
treatments did not demonstrate significantly higher cytotoxicity.

Cell cycle analysis

Combination treatment significantly induced the accumulation of DU-145 in the G2/M phase(56%)
and had no influence on cell cycle phase distribution in PNT-1A(34%) when compared to other
groups. On the other hand, in PC-3, ErPC3 is more effective on cell cycle phase distribution(55%)
when compared to the combination group(40%).

Acridine orange (AO) staining

Erufosine and ABT-737 alone and in combination groups(0.5%) did not significantly induced AVOs
in DU-145 and PNT-1A. On the other hand, erufosine(6.25¢M) and ABT-737(5uM) alone and in
combination groups(10%) induced the development of AVOs in PC-3.

Hoechst 33342 staining

Nuclear condensation and chromatin fragmentation were increased after combination treatment
compared to the ErPC3 and ABT-737 alone in PC-3. ErPC3 alone was increased apoptotic
morphologies compared to ABT-737 alone and combination treatment in DU-145. On the other
hand, Hoechst staining showed no increase of the PNT-1A with morphologically apoptotic nucleus
with ErPC3, ABT-737 alone and in combination.

Conclusion

In conclusion, the anticancer effects of targeted antineoplastic agents are dependent on the tumor
type which implies that drug susceptibility testing and biomarker based selection of drug
combinations may improve the therapeutic outcome in CRPC.
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SS023 - Can Umblical Cord-Derived Mesenchymal Stem Cells Be Used in
Retinal Diseases: A Case Presentation of Leber Congenital Amaurosis
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Abstract

Human umblical cord blood is an excellent source of stem and progenitor cells
which increase secretion of neurotrophic factors. These cells are known to have
neuroprotective effect in neurodegenerative processes. The number of clinical reports
including implantation of stem cells in retinal diseases are increasing rapidly. This paper
aimed to review the safety and efficacy of umblical cord derived mesenschymal stem cell
implantation in retinal pathologies. We also present the first clinical case of a hereditary
retinal disease called Lebers' congenital amaurosis with the sixth month follow-up results
after stem cell treatment.

Key words: Leber congenital amaurosis, Retinal Diseases, Suprachoroidal
implantation, Umblical cord-derived mesenchymal stem cell.

Introduction

Degenerative retinal diseases cause progressive irreversible vision loss in early
stages of life. Usage of stem cells in the treatment of these retinal diseases is a fairly new
and popular topic in ophthalmology. Many researchers consider that the transplantation of
mesenchymal stem cells (MSCs) is the most effective way of cell therapy. Simultaneous
activation of multiple mechanisms (paracrine, trophic, immunomodulatory, and
differentiation) affect all stages of the regeneration of damaged tissues. It has been reported
that umblical cord derived MSCs (UCMSCs) increase secretion of neurotrophic factors,
angiogenic chemokines and angiogenic growth factors. [?] There are experimental studies
demonstrating successful results of UCMSCs applications in degenerative retinal diseases
34 and to date there is no data about this type of stem cell implantation in human.

Leber congenital amaurosis (LCA) is an inherited retinal disorder characterized by
severe visual impairment from birth or within the first months of life. It is the most
common cause of congenital blindness which is also known as early onset form of retinitis
pigmentosa (RP). The disease is thought to be caused by abnormal development of
photoreceptor cells, or by the premature degeneration of retinal cells. After successful
outcomes of phase III studies, the first gene therapy drug named voretigene neparvovec
(Luxturna™) is approved by FDA for the treatment of LCA and other retinal dystrophies.
Luxturna is an adeno-associated virus vector-based gene therapy indicated for the treatment
of patients with confirmed biallelic RPE65 mutation. It is recommended for the patients
which have viable retinal cells in early stages of the disease. [°]

This clinical case aimed to investigate the safety and efficacy of suprachoroidal
UCMSC implantation in a patient with LCA. To the best of our knowledge, this is the first
case report including the results of UCMSC treatment in LCA.
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Case Presentation: In this report, we describe a 36-year-old female patient with
the clinical diagnosis of LCA who received suprachoroidal UCMSC implantation. The
patient had low visual acuity since childhood and her visual acuity decreased to light
perception in her both eyes at the age of 7 years. Her vision was only light perception in
both eyes at presentation. She had nystagmus and poor pupillary light responses. Fundus
examination showed bilateral pale optic disc and severe peripheral pigmentary retinopathy.
The electroretinography (ERG) testing was undetectable in both eyes and she was unable to
do the visual field testing due to the low vision. Optic cohorence tomography (OCT) testing
showed atrophic retina and choroid in both eyes. Foveal thickness was 169 microns and
choroidal thickness was 153 microns in the right eye. Her systemic examination was
normal.

The patient was informed about gene therapy and genetic testing for RPE65 (this
gene is the only treatable one) was performed. Unfortunately the RPE65 gene of the patient
was found to be normal and there was no chance for gene therapy under current conditions.
[5] Therefore we gave information about stem cell treatment option and written informed
consent about stem cell therapy was obtained from the patient and her parents. After the
approval by the Review Board of Stem Cell Applications of the Ministry of Health
according to the regulations in our country (Review number for approval: 56733164/203),
the patient received suprachoroidal UCMSC treatment to the right eye.

The details of the stem cell preparation were as follows: Umbilical Cord was
disinfected and cut into pieces of 1-2 mm?. The pieces transferred to 75-cm? culture flasks
in DMEM-LG containing 10% HS (Human Serum), and 1% penicilin+streptomycin and
cultured at 37°C in 5% CO, Culture medium was changed with fresh medium once every 3
days and waited for %70 confluency. Culture-expanded cells at the third passage were
examined for surface protein expression by using flow cytometry. The UCMSCs were
positive for CD 73, 90, 105 and negative for CD 34, 45, HLA-DR. No evidence of bacterial
or fungal contamination was observed in the cells which were tested before releasing. Cell
viability evaluated by trypan blue exclusion was > 90. 0 % 0.5 before cell transplantation.
2x10° cells/ml in isotonic solution containing 1 % human serum albumin were transferred
in vials with the temperature controlled bag in 12 hours. The product was used in 24 hours.
(3]

The surgery was carried out under local anesthesia. We performed a surgical
technique defined as Limoli Retinal Restoration Technique (LRRT) which was described by
Limoli et al [land was also applied in another study of our group and found to be safe. [}
The details of the surgery are as follows: The globe was deviated to the supero-nasal
quadrant and conjunctiva was dissected at the infero-temporal quadrant at 8§ mm from the
limbus. A deep scleral flap of about 5 X 5 mm was opened by radial hinge at the infero-
temporal quadrant. The sclerectomy was deep enough to allow viewing of the color of the
choroid. A flap from the orbital fat was extracted from a gap above the inferior oblique
muscle. This tissue was laid on the scleral bed and sutured with 6/0 vicryl at the proximal
edge. The scleral flap was then sutured above the fat pedicle. The remaining space between
the autologous fat graft, choroid, and scleral flaps was filled with 1 cc of 2x10% UCMSCs.
The conjunctiva was sutured with 8/0 vicryl. [67]
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On the examination at 6 months after treatment best corrected visual acuity
improved to hand motion at 1 meter in the treated eye. There was also an improvement in
the self-reported visual acuity and the patient mentioned that she was able to distinguish
some colors after the treatment. We found no difference in the examination of visual field
and ERG testing. There was a reduction of the nystagmus frequency compared to baseline
and to the fellow eye. Furthermore, we found an improvement in the pupillary constriction
of the treated eye compared to the untreated eye. We also found a thickening of the choroid
(increased from 153 microns to 173 microns) which may demonstrate the improvement in
the choroidal blood flow after stem cell treatment (Figure 1). There were no systemic or
ocular adverse events related to the surgical procedure of the patient.

Discussion:

In recent years, there have been significant developments about stem cells therapies
for retinal diseases. Clinical studies showed that implantation of stem cells for advanced
retinitis pigmentosa is safe and had no serious advers effects. 1% In the Reticell-clinical
trial, the investigators analyzed the effect of intravitreal use of autologous bone marrow
derived MSCs (BMMSCs) to the quality of life of 20 patients with RP. [¥1 They found a
statistically significant improvement in the quality of life of patients 3 months after
treatment, whereas by month 12 there was no statistically significant difference from
baseline.

In the largest ophthalmology stem cell clinical trial, seventeen patients with
bilateral visual loss due to RP were included and followed up at least 6 months.
Affected eyes were treated with ‘The Stem Cell Ophthalmology Treatment Study’
(SCOTS) protocol. In 33 treated eyes, 15 eyes improved an average of 7.9 lines of
Snellen acuity, 15 eyes remained stable, and 3 eyes worsened by an average of 1.7
lines of Snellen acuity. !

Another recent study ' included 11 patients with end-stage RP who
received subretinal implantation of adipose tissue derived MSCs and only one
patient experienced an improvement in visual acuity (from 20/2000 to 20/200),
visual field, and ERG. Three patients mentioned that the light and some colors were
brighter than before and there was a slight improvement in visual acuity. The
remaining seven patients in the study had no vision improvement (five of them only
had light perception before surgery).

Human umbilical cord blood is widely used as a rich and ethically acceptable source
of stem cell and is known to have higher proliferative potential than the other sources of
MSC:s like bone marrow and adipose tissue. In all clinical studies UCMSCs administration
had no side-effects. [?!

Limoli et. al.l’ treated 36 eyes of 25 dry age related macular degeneration patients
with surgically grafted autologous cells and adipose tissue derived MSCs to the
suprachoroidal space with his LRRT surgical technique. After 6 months the treatment
improved visual performance in 19 eyes (52.78%) and no adverse effects were reported in
any case in this study.
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In the current case report, LRRT was used as a stem cell implantation technique in
our patient without any ocular complications and we found improvement in visual
performance of the treated eye at 6 month follow-up. Up to date no standardized treatment
modality have been proved including the route of delivery for the stem cells.
Suprachoroidal technique was applied in another study of our group in retinal diseases and
it was found to be safe with no systemic or ocular complications and effective for stem cell
implantation. [7]

In conclusion, stem cell based treatment modalities have been showing promising
results in commonly encountered retinal diseases that currently have no curative treatment
options. We believe that UCMSCs can be an effective stem cell source in the near future
and stem cell therapies will hold an important place in the treatment of degenerative retinal
diseases.
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SS024 - Primer ve Metastatik Kolon ve Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Hipoksik
Kosullarda Exosom Icerigi

Ibrahim Halil Giir¢cinar, Hilal Kabaday1, Seda Vatansever

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi

Eksozomlar, endozomal agdaki kiiciik vezikiillerdir ve hiicreler arasinda biyoaktif molekiillerin
taginmasinda rol alirlar. Tiimor hiicrelerinden elde edilen eksozomlarin; anjiyogenez, hiicre
cogalmasi ve immiino-regiilasyon gibi tlimor progresyonunda yer alan siireclerde gorev aldiklart
gosterilmistir. Tiimor dokusu i¢indeki hipoksi ortaminin kanser adaptasyon siirecini etkileyerek,
malign fenotip gelisimini ve ila¢ direncini etkiledigi diisiiniilmektedir. Intratumoral hipoksi, kanser
gelisimini yonlendiren, metastaz ve hasta mortalitesi ile iligkili olan ortak bir mikro ¢cevre uyaranidir.
Meme kanserinde, HIF-1a veya HIF-2a'nin asir1 ekspresyonu, metastaz, tedavi basarisizligi ve hasta
mortalitesi ile iligkilidir. Hipoksi ile indiiklenen eksozom saliminin, HIF bagimli oldugu
gosterilmekle birlikte eksozom salinmasi igin gerekli spesifik hedef genler heniiz tam olarak
tanimlanamamustir.

Bu calismada, primer meme (MCF-7) ve kolon (Colo-320) ile metastatik meme (M4A4) ve kolon
(Colo- 741 kanser hiicre hatlari, in vitro hipoksik (%3 O 2 ) ve normoksik ortamda eksozom varhigi,
HIF-1a sekresyonu ve kanser hiicrelerinin kokliiliigii tizerine olan etkisinin arastirilmasi amaclandi.
Hiicreler hipoksik ve normoksik kogullarda 48 saat inkiibasyona tabi tutulduktan sonra kiiltiir
vasatlar1 topland1 ve ¢caligmada kullanilmak tizere -80 O C sakland1. Hiicreler %4 paraformaldehit ile
tespit edildikten sonra eksozom belirteclerinin (CD9, CD63) kok hiicre varliginin (CD133) ve HIF-
1o dagiliminin degerlendirilmesi indirekt immiinhistokimyasal boyama kullanilarak yapildi. Kiiltiir
vasatindaki eksozomlar miRCURY™ Exosome Isolation Kiti kiti ile elde edildikten sonra total
miRNA analizi yapildi. Hipoksik kogullar altinda, primer kanser hiicre hatlarinda (MCF-7 ve Colo-
320) CD63 immiinoreaktivitesinin metastatik (M4A4 ve Colo-741) kanser hiicre hatlarina gore fazla
oldugu saptandi.

Buna kargin CD9 immureaktivitesi tiim hiicrelerde ve her iki ortamda negatif idi. Bununla birlikte,
CD133 immunoreaktivitesinin, hem primer hemde metastatik kolon ve meme kanseri hiicre
hatlarinda hipoksik kosulda normoksik kosula nazaran daha fazla oldugu saptandi. Benzer sekilde
HIF-1a immunoreaktivitesi hem hipoksik hem de normoksik kosullardaki tiim hiicrelerde saptandi.

Hipoksik ortamin, primer meme ve kolon kanseri hiicre hatlarinda hem eksozom salgilanmasini
arttirmas1 hem de kanser hiicrelerinde kokliiliigii desteklemesi ile tiimor mikrogevresinde kanser

hiicresinin metastatik ve agresiflik 6zelliginin arttig1 sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Eksozom, Primer kanser, Metastatik kanser, Hipoksi
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SS025 - Spinal Kord Yaralanmasinda Klinik Kok Hiicre Uygulamalari

Necati Kaplan

Rumeli Universitesi Istanbul Reyap Hastanesi

Travmatik omurilik yaralanmasiin (TOY) giincel tedavisinde kok hiicrelerin olasi potansiyellerini
tanimlamak icin deneysel ve klinik ¢aligsmalar halen devam etmektedir. Bu kapsamda kullanilan
hiicreler mezenkimal kok hiicreleri (6rn., Wharton's Jelly kaynakli mezenkimal kok hiicreleri (WJ-
MSC'ler)) veya embriyonik kok hiicreleri (ESC'ler) sayabiliriz. Son yillarda TOY tedavisinde veya
bir anlamda benzer etyopatogenezde oldugu diigiiniilen santral sinir sisteminin iskemik
hastaliklarinda kok hiicrelerin klinikte uygulanmasi umut verici sonuglar 6ngormektedir. Bizde T.C.
Saglik Bakanligi Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigii Kan, Organ, Doku Nakli Hizmetleri Dairesi
Bagkanlig1 Bilimsel Etik Kurulu onayli 3 TOY hastamiza WJ-MSC'ler uyguladik. Devam eden
klinik sonuglarimizi bildirmek istedik. TOY patofizyolojisinin karmasikligin1 aydinlatan veriler
ortaya c¢iktikca, basarili bir onarimin muhtemelen kok hiicre nakli, gen tedavisi, scaffold
biyomiihendisligi gibi ¢ok cesitli biyomedikal veya biyomiihendislik disiplinleriyle elde edilebilecek
bilimsel verilerle aydinlatilabilecegi diisiincesindeyiz.

Kaynaklar

1. Kabatas S, Teng YD. Potential Roles of Neural Stem Cell in Restoration of the Injured Spinal
Cord: Review of the Literature. Turk Neurosurg 20(2): 103-110 pp., 2010

2. Kabatas S, Civelek E, Inci C, Yal¢inkaya EY, Giinel G, Kir G, Albayrak E, Oztiirk E, Adas G,
Karatz E. Wharton's Jelly-Derived Mesenchymal Stem Cell Transplantation in a Patient with
Hypoxic-Ischemic Encephalopathy: A Pilot Study. Cell Transplant 27(10):1425-1433 pp., 2018

Anahtar Kelimeler: omurilik yaralanmasi, mezenkimal kok hiicre, kok hiicre






TUBA

" 0 ( |SSCA @ Tip Fakdiites) @ 'I‘

TOR ML AxaT g

PS001 -Kronik Bobrek Yetmezliginin Progresyonunda Adiponektin Uzerine Plasenta
Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Etkisi

Ezgi Akan', Emin Tiirkay Korgun?, Dijle Kipmen Korgun'

! Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Antalya
2Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Antalya

Amac: Kronik glomeriiler ve tiibiilointerstisyel fibrozis, son donem bobrek yetmezliginin en yaygin
sebebidir. Adiponektin, kronik bobrek yetmezligi (KBY) gelisimi i¢in dnerilen biyobelirteclerden
biridir. Calismamizda, siganlara subtotal nefrektomi yaparak kronik bobrek yetmezligi olusturmay1
ve bobrek hastaliginda 6nemli bir biyobelirte¢ olabilecegi dnerilen adiponektin iizerine insan
plasentasindan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) etkisini incelemeyi amagladik.

Gere¢-Yontem: Calismamizda ilk olarak term plasentalarindaki amniyon membranindan
mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen hiicrelerin flow sitometre ile
karakterizasyonu yapild1 ve ardindan mezenkimal hiicrelerin adiposit, kondrosit ve osteositlere
yonlendirilmesi saglandi. Deney gruplarint olusturmak i¢in Wistar tiirii erkek ratlarin sol
bobreklerine ligasyon yapildiktan iki hafta sonra sag bobrekleri tamamen alinarak 5/6 nefrektomi
yapilmis oldu. Tiim gruplarda Adiponektin'in protein diizeyleri western blot yontemi ile, mRNA
ekspresyonlari ise Real-Time PCR yontemi ile tespit edildi. Ayrica, adiponektinin idrar ve serum
diizeyleri sicana 6zgii ELISA kiti kullanilarak 6l¢iildii.

Bulgular: Adiponektin’in protein ve mRNA ekspresyonlarinda nefrektomi yapilan gruplarda kontrol
gruplarina kiyasla bir artma gozlenirken; 5/6 nefrektomi yapildiktan sonra kok hiicre verilmis olan
sicanlarda, kok hiicre verilmemis KBY'li gruplar ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde azalma belirlendi. Ayrica, kok hiicre verilen gruplarda serum adiponektin diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artma gézlenirken, idrar adiponektin diizeylerinde ise anlaml bir
azalma tespit edildi.

Sonug: Sonug olarak, kan ve idrarda dlgiilebilir bir biyobelirte¢ olan adiponektin kronik bobrek
hastaliginin ilerlemesinde dnemli bir role sahiptir. KBY'de klinik denemeler ve deneysel sistemlerin

dizayn1 acisindan MKH'ler terapétik olarak rol oynayabilir.

Anahtar Kelimeler: Kronik bobrek yetmezligi, mezenkimal kok hiicre, adiponektin
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PS002 -Farkh Yontemlerle izole Edilmis Umbilikal Kord Kaynakh Mezenkimal Kok
Hiicre Eksozomlariin Protein Konsantrasyonu ve Eksozom Miktar: Acisindan
Karsilastirilmasi

Dilek Bahar , Zeynep Burcin Génen

Erciyes Universitesi, Genom ve Kok Hiicre Merkezi ( GENKOK), Kayseri

Giris: Hiicreler tarafindan salgilanan mikrovezikiillerden en ¢ok caligilan, hiicre-hiicre
komiinikasyonunda yeni bir ara¢ olarak tanimlanan eksozomlar, 40-150nm biiyiikliigiinde, endositik
orjinden gelen, bir¢ok hiicre tipi ile kan ve lirin gibi ekstraseliiler ve amniyotik sivilar, asitler,
tiikriik, anne siitii, sperm ve serebrospinal sivilar tarafindan hiicre dis1 alana salgilanan
nanovezikiillerdir (1,3). Eksozomlar izole edildikleri kaynaklara gore icerigi degisebilmektedir ve
proteinler, lipidler, mRNAlar, miRNAlar, IncRNAlar, tRNA, genomik DNA, cDNA ve mtDNA gibi
birgok biyoaktif molekiilii igermektedir. icerdikleri enzimler yardimiyla da enzimleri hedef hiicreye
aktararak hiicre-hiicre etkilesimini olustururlar. Boylelikle eksozomlar ekstraseliiler organeller olarak
parakrin/endokrin rol oynarlar (4,6). Eksozomlarin iceriginde bulunan biyoaktif molekiillerin
islenmesi ve paketlenmesi heniiz ¢ok aydinlatilmig olmasa da bu mekanizmanin ¢ok siki bir sekilde
kontrol edildigini gosteren caligmalara rastlanmaktadir ve son yillarda hiicresel tedavilerde goriilen
komplikasyonlara karg1 olarak hiicresiz hiicresel tedavi liriinii olarak kabul edilmektedir ve eksozom
saklanma soliisyonu ile ilgili herhangi bir standart protokol bulunamamaktadir.

Amac: Bu ¢aligmadaki amag insan umbilikal kord dokusundan elde edilen mezenkimal kok hiicre
(hUK-MKH) eksozomlarinin, bir ticari kit (System Biosciences, ABD) ile ve Polietilen glikol (PEG)
ve Dekstran kullanilmasiyla elde edilen iki fazli sulu ¢ozelti sistemi ile farkli iki yontemle izole
edilmesinin ve biri Fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS) digeri Radioimmunopresipitasyon tamponu
(RIPA) olan iki farkli soliisyonlarda saklanmasinin protein konsantrasyonuna ve eksozom sayisina
etkisini aragtirmaktir.

Yontem: insan umbilikal kord kaynakli mezenkimal kok hiicreler Erciyes Universitesi, Genom ve
Kok Hiicre Merkezi (GENKOK)’inden temin edildi. Hiicreler 3. Pasaja kadar aMEM igeren standart
besiyerinde kiiltiire edildi. Ardindan kondrojenik, osteojenik ve adipojenik olamak iizere 3 farkli
hatta farklilastirilarak boyamalari yapildi. Daha sonra akim sitometri ile hiicrelerin yiizeyinde
bulunan proteinler ile mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu yapildi. Hiicrelerin karakterizasyonu
tamamlandiktan sonra hiicreler 24 saat boyunca serumsuz besiyerinde inkiibe edildi ve ardindan
eksozom izolasyonuna gecildi. Eksozomlar ticari kit ve PEG-dekstran kullanilarak izole edildi. Elde
edilen eksozomlarin tanimlanmas1 Westernblot, Zeta-Potansiyel Olgiimii ve Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) goriintiileriyle yapildi. Westernblot ile eksozomal yiizey belirteci olan CD63’ilin
varligina bakildi. Zeta potansiyel 6l¢limii icin eksozomlar distile su i¢inde1:1000 seyreltilerek,
Refraktif indeks: 1,39; absorbans ise 0,001 alinarak Zeta Potansiyel 6l¢timii yapildi. SEM
goriintiileri i¢in de 30 ul eksozom temiz bir lam iizerine damlatildi ve steril hava akigh kabinde
kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar SEM (Zeiss GEMINI 500) *de goriintiilendi. Goriintiisti alinan
ekszomlarin yarigaplart ImageJ programi kullanilarak 6l¢iildii. Eksozomlarin tanimlanmasinin
ardindan protein konsantrasyonu Bradford yontemi kullanilarak 6lciildii.
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Eksozom sayis1 ise Asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktivitesine dayali bir kit olan ExoCet kit (SBI,
ABD) kullanilarak yapildi. Yapilan deneylerin absorbans 6l¢iimleri ELISA cihazi (Promega
Glomax, ABD) kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki fark t-testi ile istatistiksel olarak analiz
edildi.

Sonug: Westernblot sonuglaria gore drneklerin CD63 eksozomal ylizey proteinini ifade ettigi
goriildii. Orneklerin Zeta potansiyeli 105,621+6,68 nm 6lciildii. SEM goriintiilerinden elde edilen
eksozom ¢api ise 83,728+27,269nm hesaplanarak eksozomlarin tanimlanmasi yapildi. iki farkls
yontemle izole edilen eksozomlarin dlgiilen protein konsantrasyonunda istatistiksel olarak fark
bulunmad: (P=0,2). RIPA tamponu i¢inde dondurulup ¢ézdiiriilen eksozomlarin protein
konsantrasyonunun PBS ic¢inde dondurulup ¢ézdiiriilen eksozomlardan daha fazla oldugu ve ikisi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildii (Pgipa/izolasyon Soliisyonu<0.001)-

Iki farkli yontemle elde edilen ayn1 konsantrasyonda proteine sahip eksozom orneklerinin sayisinda
ise istatistiksel olarak fark goriilmedi (P=0,35).

Tartigma: Elde edilen sonuclara gore kullanilan izolasyon yontemleri arasinda protein
konsantrasyonu ve eksozom miktar1 acisindan bir fark goriilmemistir. Bunun sebebi ticari kitin de
PEG ve Dekstran tabanli bir kit olmasi olabilir. Protein konsantrasyonu ve eksozom sayis1 arasinda
korelasyon goriilmiis ve RIPA i¢inde saklanan eksozomlarin protein konsantrasyonunun daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. ileriki calismalarla eksozom ¢alismalari daha etkin ve standart bir hale
getirilebilir.

1. Burke, J. vd. 2016. “Stem cell derived exosomes: A potencial alternative therapeutic agent in
orthopaedics”, Stem Celllntenational, 1-6

2. Kahraman, T. vd. 2014. “Eksozomlar: Tan1 ve tedavide kullanilabilen dogal nanokesecik
adaylar1”, Turkish Journal of Immunology, 2, 34-40

3. Thery, C. 2011.“Exosomes: secreted vesicles and intercellular communications, Biology Reports,
vol. 3

4.0.G.De Jong, B. W. M. Van Balkom, R. M. Schiffelers, C. V. C. Bouten, and M. C. Verhaar,
“Extracellular vesicles:potential roles in regenerative medicine,” Frontiers in Immunology, vol. 5,
article 608, 2014.

5. Masciopinto, F. vd. 2004. “Association of hepatitis C virus envelop proteins with exosomes”, Eur
J Immunology, 34,2834-2842

6. Valadi, h. Vd. 2007. “exosome mediated transfer of mRNAs and microRNAs is a novel
mechanism of genetic Exchange between cells”, Nat Cell Biology, 9, 654-659
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PS003 - Pankreatik Duktal Adenokarsinoma Kok Hiicre Belirteci Olarak CD44

Furkan ilker OZBALCI', Nilgiin GURBUZ!

ISiileyman Demirel Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, ISPARTA

Pankreas kanseri, teshisinin ge¢ ve prognozunun kétii olmasi nedeniyle diinya genelinde 6liimciil ilk
5 kanser icerisinde gosterilmektedir (1). Pankreas kanseri hastalarinin teshis koyulduktan sonra 5 yil
icerisindeki hayatta kalma orani, %2-3 gibi oldukca diisiik bir degerdir ve genellikle tedavi ile
ortalama ancak 6 ay gibi kisa bir siire yagamlarini siirdiirebilirler (2). Tiim pankreas kanser tipleri
icerisinde, pankreatik duktal adenokarsinoma (PDAC), %85°1lik oran ile en sik rastlanilan pankreas
kanseri formudur (3).

PDAC’nin kétii prognozunun molekiiler acidan sebebi, bozulan hiicresel sinyal mekanizmalaridir.
PDAC hiicrelerinde metastatik potansiyel olduk¢a fazla olup apoptozis gibi 6nemli bir hiicre 6liim
mekanizmasina da direng gosterirler. PDAC gelisiminde rol oynayan kilit mediyatorlerin
tanimlanmasi, tanis1 ve tedavisi cok zor olan pankreas kanserinin takibinde ¢cok 6nemlidir. Bu
nedenle PDAC’ye spesifik biyomarkarlerin tespit edilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda yapilan
caligmalarda CD (Cluster Differentiation) hiicre yiizey proteinlerinin antijenik dzelliklerinden dolay1
biyomarker etkileri 6n plana ¢ikmaktadir. 2016 yili itibariyle insanlarda tanimlanan CD’lerin sayist
371 olup ancak her gegen yil bu rakam artmaktadir(4). Insanlarda tanimlanan bu CD’ler icerisinde
CD44’1in, gen amplifikasyonuna bagl olarak bir¢ok farkli kanser tiiriinde agir1 derecede eksprese
oldugu gosterilmisgtir.

CD44 molekiilii hiicre-hiicre veya hiicre-matriks etkilesimi saglayan tip 1 transmembran
glikoproteinidir. Transmembran, ekstraselliiler ve intraselliiler / sitoplazmik olmak tiizere ii¢ alt
birimden olusan CD44’{in ekstraselliiler alt birimi hiicre disinda bulunan kollajen, osteopontin,
hyaluronik asit, laminin gibi ekstraselliiler matriks komponentleriyle etkilesime girer. Transmembran
alt birimi proliferasyon, biiyiime, migrasyonu saglayan sinyal yolaklarinda ko-fakttr ve adaptor
kistm olarak gorev alir. Intraselliiler / sitoplazmik alt birimi ise kisa kuyruk ve uzun kuyruk
konfigiirasyonlarina sahiptir, bunun yani sira ¢esitli molekiillerin nukleer lokalizasyonunu ve
Notch1, MMP gibi hiicre migrasyonunda ve invazyonunda rol oynayan proteinlerin
transkripsiyonunda aracilik eder. CD44, hiicre proliferasyonunu hem pozitif hem de negatif olarak
diizenleyebilir. CD44 mRNA’sinin ekson 6-15 arasindaki alternatif kirpilmalar sonucunda CD44’iin
bir¢ok farkli varyantlari olusur. Farkli kanser tiplerinde farkli CD44 varyantlarinin ekspresyonunun
arttig1 gosterilmistir. Ornegin; CD44v8-10 pankreatik kanserlerde (5), CD44v6 ise kolorektal
kanserlerde asir1 derecede eksprese edilir (6). 67 pankreas kanseri hastasinda yapilan bir ¢caligmada,
CD44 acisindan negatif olan hastalarin pozitif olanlara gore yaklagik on ay daha fazla yasadig: tespit
edilmigtir (7). CD44’iin kanserdeki bircok Kkilit roliine ilaveten en 6nemlisi kanser kiik hiicrelerden
fazlaca eksprese edilmesidir. Yapilan ¢aligmalar net olarak ortaya koymustur ki CD44, pankreas
kanseri kok hiicre icin bir biyomarkerdir. Wnt/B-catenin kanonikal sinyal yolaginda Wnt proteinin,
LRP5/6 reseptorlerine baglanmasi sonucu B-katenin defosforile olur ve boylece GSK3-beta degrede
edilemez. Defosforile haldeki B-katenin niikleer por kompleksinden gecerek TCL/LEF kompleksiyle
beraber CD44 transkripsiyonunu arttirir (8). CD44 geninin CD44 siRNA ile susturulmasi sonucu
pankreas kanserlerinde proliferasyon, migrasyon ve invazyonun azaldig: goriilmiistiir.
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Tiim bu kanitlar 1s181nda CD44’{in, hem hastaligin teshisinde hem de progresyonunun takibinde hem
de tedavide uygulanacak kemoterapétigin yanitinin degerlendirilmesinde olduk¢a yardimct olacagini
ifade etmektedir. Hiicre proliferasyonu, hiicre 6liimii, invazyon/migrasyon gibi pankreas kanserinin
gelisgmesinde ve ilerlemesinde dnemli hiicresel mekanizmalarda CD’iin kilit rolleri dikkate
alindiginda, CD44’iin hedef olarak alindig1 hem gen diizeyinde hem de protein diizeyinde potansiyel
terapotik ajanlarin gelistirilmesi, pankreas kanserinin tedavisinde etkin bir stratejik yaklasim
gelistirecektir.
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PS004 - Gbm Kok Hiicreleriyle Hazirlanan Dendritik Hiicre Asis1 Optimizasyonu

Ayfer Haydaroglu!, Aysel Yurtsever?, Nezih Oktar?, Tayfun Dalbasti?, Sevgi Erdem*, Giilin
Kavakalan*, Pinar Hiiner>, Ayse Caner'

1Ege Universitesi Kanser Arastirma Merkezi,Ege Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji Ana
Bilim Dali, Izmir
2Ege Universitesi Kanser Aragtirma Merkezi, [zmir
3Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Beyin ve Sinir Cerrahi Ana Bilim Dali,Izmir
4Ege Universitesi Saghk bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji Ana Bilim Dali, Izmir
SONKIM Kok Hiicre Teknolojileri, Istanbul

Giris: Kotii prognozlu Glioblastoma Multiforme(GBM) olgularinda standart tedavi yaklagimi
cerrahi sonrasi radyoterapi ve kemoterapidir. Ancak tiim agresif multimodel tedavilere karsin
beklenen hayat siiresi ¢ok kisadir. Bu nedenle GBM’lerde siirekli yeni model tedavi arayislari
siirmekte ve immunoterapi bu arayiglarin baginda gelmektedir.

Calisma Amaci: Bu ¢alisma GBM de daha iyi bir prognoz i¢in yapilacak immunoterapi
kapsaminda dendritik hiicre (DH) agilarinin optimizasyonu amaci ile kordon kanindan elde edilmis
ve GBM kok hiicreleri(GKH) ile olgunlasmig DH lerle yapilan flow sitometrik bir analiz ¢caligmadir.
Hedefimiz tiimor icinden ayrilan GKH ile as1 hazirlanmasini, DH matiirasyonu i¢in hangi
diliisyonlarin daha uygun oldugunu gostermektir.

Materyal ve Yontem: GBM’li 15 hastanin tiimér drnekleri, EUTF Beyin Cerrahisi AD tarafindan
onay1 alinan hastalardan saglandi. Gobek kordonu kanlarr ailelerin bilgilendirilmis onay1 alinarak
toplandi. GKH, Miyeloid ve plazmasitoid DH ler mikroskop altinda gézlendi ve hareketleri,
davraniglar1 videoya alindi. Gobek kordonu kaninda bulunan DH lerin ve GKH lerin Akim
sitometresi kullanilarak analizleri yapildi. PTEN ve MGMT genlerin analizi gerceklestirildi. DH
matiirasyonunu gosteren CD123 ve CD11c aktiviteleri farkli seyreltilmis 6rneklerde kargilagtirildi.
Istatistiksel analizde Mann Whitney U testi ve Pearson korelasyon analizi kullanildi, P < 0,05 olarak
anlaml1 bulundu.

Bulgular ve Tartisma: Neurosferler ve 6nciil hiicreler video ¢cekimleri ve fotograflarla
gosterildi(Sekil 1). GBM’1i 15 olgu kok hiicre isaretleyicileri acisindan degerlendirildi(Tablo1) ve
istatistiksel olarak genetik isaretleyicilerde 6nemli bir fark bulunmazken kok hiicre isaretleyicileri
arasinda korelasyon agisindan 6nemli bir fark bulundu (R=0,999) (p<0,0001)(Tablo 2). DH asilarin
etkinlik degerlendirmesi i¢in flow sitometride CD 123 ve CD 11c ekspresyon seviyesine bakilarak
DH olgunlagsma derecesi saptandi. DH ler ile GBM hiicrelerinin farkli diliisyonlariyla ko-kiiltiir
yapildi. 123 CD ve CD 11c ekspresyon seviyeleri kontrol grubuyla mukayese edildi. GBM 1/2
seyreltme bir etki bulunmadi ama 1/4 ve 1 /256 aralig1 6nemli bir etki gosterildi. 1/512 ve 1/1024
seyreltmelerde ise etki daha diisiik bulundu($ekil 2). Gobek kordon kaninda DH konsantrasyonlari
1.2 x10 ¢ olarak, GBM antijenleri 1x 10 ¢ olarak tespit edildi. CD 123 ve CD1 Ic selliilarite ve
graniilarite orani arasinda istatistiksel olarak énemli bir korelasyon bulundu (R=0,999) (p<0,001)
ve bunun fagositoz agisindan anlamu tagidig: diisitintildii.
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Sonuclar:

1. DH agis1 konsantrasyonlart i¢in 1/4-1/256 dilusyonlar1 daha uygun bulundu.

2. Sellularite ve graniilarite oran1 arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir korelasyon bulundu.

3. Kanser kok hiicreleri ile genetik analizler kargilastirildiginda 6nemli bir korelasyon bulunmazken
kok hiicre ekspresyonlari arasinda istatistiksel bir fark bulundu.

4. DH agilarinin optimizasyonu agisindan gelecekteki ¢aligmalara ve protokollere yardimct olacak
sonuclar elde edildi.
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cD133 CD56 CD45
ENEEEFH
RO 372 522 | 807 | 322 6.4
ETEIGIM 301 225 235 177 45
0,63 1,77 2,33 1,51 22
UM 480 6,70 530 530 10,0
013 016 030 006 0,0
u 6 (DA) 0,06 0,20 0,04 0,10 0,1
u 7(G) 0,21 0,20 024 012 0,0

oo e e
0.880

u8 | 0,12 0,15 023 0,06 0,0 n

u9 | 0,12 0,16 0,07 0,06 0,0 n 0.000

u 10 (K 0,99 0,16 0.38 0,12 0,0

[CTRACOM o007 o008 o010 010 00 cD111 Bl ose  osm

007 020 004 033 0,0 n 0.000 0.000
0,23 0,16 0,30 0.10 0,1

URCICoN 020 0,07 0,24 0,19 0.1 CD133 “ e o S
021 01 000 033 00 B oo oo oo

Tablo 1: GBM Kok Hiicre Ekspresyonlari Tablo2: GBM K&k Hiicre Ekspresyonlar Arasinda Korelasyon
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Sekil 2: Diliie 6reklerde CD123 and CD11c ekspressionlan
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PS005 - As1t Amach Kanser Kok Hiicreleri ve Dendritik Hiicre Ko-Kiiltiirii

Aysel Yurtsever!, Ayfer Haydaroglu?, Giilin Kavakalan3, Sevgi Erdem3, Rukset Attar*, Ayse Caner?

'Ege Universitesi Kanser Aragtirma Merkezi, [zmir
2Ege Universitesi Kanser Arastirma Merkezi;Ege Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji Ana
Bilim Dalu, [zmir
’Ege Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji Ana Bilim Dali, Kanser Biyolojisi ve
immunolojisi, Izmir
*Yeditepe Universitesi Kadin Hastaliklart ve Dogum Departmani, Istanbul

Giris: Yasam beklentisi kisa olan ileri evre kanserlerde konvansiyonel radyoterapi ve kemoterapi
gibi tedavilerinden sonra otolog hazirlanmig tiimor agilarinin standart tedavilere eklenmesinin yagam
stiresini uzattigin1 géstermek onem kazanmustir.

Calisma Amaci: Bu calismada amag; ileri evre kanserlerde yasam siiresini arttiracak asi
gelistirilmesinde kullanilmak iizere yontem arastirmaktir.ileri evre kanserlerde, tiimor dokusu
icinden kanser kok hiicrelerini(KKH) ayirmak, kanser hiicrelerini dendritik hiicreler(DH)le
karsilagtirilarak tumor antijenine karst duyarli hale getirmek, DH maturasyonlari lizerine etki eden
faktorleri aragtirmak, diliisyon ¢aligmalari ile en uygun hangi dilusyonlarda aginin etkin olabilecegini
saptamak, kanser kok hiicrelerinin analizlerini yapmak ve istatistiksel olarak kiyaslamaktir.

Materyal ve Yontem: Dendritik hiicreler, annelerin bilgilendirilmis olur formlariyla izinleri
alinarak umbilikal kord kanindan elde edildi. Over kanser ornegi Istanbul Universitesi Kadin
Dogum ABD dan izin veren hastadan ameliyat sirasinda alindi. Myeloid DH(mDH) ve plasmositoid
DH(pDH) mikroskop altinda g6zlendi(Sekil 1) ve videoya ¢ekildi. DH lerin hiicre yiizeyine tipik
proteinleri, insan antijenlere karsi; CD56, NK hiicreleri, CD133/1-PE, CD11a-FITC; CD18-PE;
CD123-PE olgunlagmamis DHler i¢in, ve CD 80 ile isaretlendikten sonra flow sitometrede analizleri
yapildi. Kanser kok hiicreleri CD34-PE, CD45-FITC, CD56-PE, CD133/1-PE ve CD111-PE
kullanilarak isaretlendi. Flow sitometri kullanilarak analizleri yapildi. CD123 ve CD11c aktiviteleri
farkl1 dilusyon drneklerinde karsilastirildi. Pearson korelasyon analizi istatistiksel analiz i¢in
kullanildi.Sonuglar P < 0,05 anlamli kabul edilmigtir.

Bulgular: Kordon kanindan 1,2 X 10° oraninda DH lerin sabit konsantrasyonlari, seri olarak diliie
edilmis 1,5 x 106 over kanseri kokenli karaciger metastazi hiicreleriyle ko-kiiltiir yapildi. CD123
hiicresel ve parcali yap1 oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulundu(Grafik 1).
Over kanser kokenli karaciger metastazi hiicrelerinin 1/8 diliisyonunda DH’in en belirgin sekilde
etkili oldugu gozlemlendi.(Grafik 2) Selliilarite ve graniilarite orani arasinda istatistiksel 6nemli
seviyede anlamli oldugu (CD123, p=0,007; CD11c p=0,013 ) ve fagositoz a¢isindan anlam tagidig1
diisiiniildii.

Sonuglar: Kanser mikrogevresinin KKH konsantrasyonunu artirdigi, NK hiicre konsantrasyonu ve
parcall yap1 oraninda énemli artis olmasinin DH agis1 liretimindeki 6nemi ve 1/8-128 dilusyonlarmin
DH ag1 konsantrasyonlari i¢in daha uygun oldugu bulundu. Selliilarite ve graniilarite oran1 arasinda
istatistiksel anlamli korelasyon bulundu ve fagositoz basartyla gosterildi.
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Grafik 2: Dilute rneklerde CD123 ve CD11c expresyonlar
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PS006 - Effects Of Human Placental Amnion Derived Mesenchymal Stem Cells
On Proliferation And Apoptosis Mechanisms In Chronic Kidney Disease In The Rat.

Emin Turkay Korgun'!, Busra Cetinkaya'*#, Gozde Unek!, Dijle Kipmen-Korgun?, Sadi
Koksoy?,

!Department of Histology and Embryology, ?Department of Medical Biochemistry, 3Department of
Medical Microbiology and Immunology, Medical Faculty, Akdeniz University, 07070 Antalya, Turkey,
“Department of Histology and Embryology, Medical Faculty, Bulent Ecevit University, 67600 Zonguldak,
Turkey

Background and Objectives: The feature of chronic kidney failure (CKF) is loss of kidney
functions due to erosion of healthy tissue and fibrosis. Recent studies showed that Mesenchymal
stem cells (MSCs) differentiated into tubular epithelial cells thus renal function and structures
renewed. Furthermore, MSCs protect renal function in CKF. Therefore, we aimed to investigate
whether human amnion-derived mesenchymal stem cells (hAMCS) can repair fibrosis and determine
the effects on proliferation and apoptosis mechanisms in chronic kidney failure

Methods and Results: In this study, rat model of CKF was constituted by applying
Aristolochic acid (AA). hAMCS were isolated from term placenta amnion membrane and
transplanted into tail vein of rats. At the end of 30 days and 60 days of recovery period, we
examined expressions of PCNA, Ki67, p57 and Parp-1 by western blotting. Immunoreactivity of
PCNA, Ki67, IL-6 and Collagen type I were detected by immunohistochemistry. Besides, apoptosis
was detected by TUNEL. Serum creatinine and urea were measured.

Expressions of PCNA and Ki67 increased in hAMSC groups compared with AA group.
Furthermore, expressions of PARP-1 apoptosis marker and p57 cell cycle inhibitory protein
increased in AA group significantly according to control, hAMSC groups and sham groups. IL-6
proinflammatory cytokine increased in AA group significantly according to control, hAMSCs groups and
sham groups. Expressions of Collagen type I protein reduced in hAMSCs groups compared to AA group.
After hAMSC treatment, serum creatinine and urea levels significantly decreased compared to AA
group. After injection of hAMSC to rats, Masson’s Trichrome and Sirius Red staining showed
fibrosis reduction in Kidney.

Conclusions: According to our results hAMSCs can be ameliorate renal failure.

Keywords: Human Amnion derived mesenchymal stem cells, Chronic kidney failure,
Apoptosis, Proliferation, Rat

Introduction

Chronic kidney injury can progress end-stage renal failure that causes an irreversible
glomerular and tubular damage lead to loss of renal function (1). Apoptosis, oxidative damage and
microvascular rarefaction are responsible for glomerular and tubulointerstitial fibrosis in chronic
kidney failure (2).

Aristolochic acid (AA) is obtained from the Chinese herb Aristolochic fangchi. (3) In recent
studies showed that AA leads to renal damage has been identified (4) . AA effects on proximal
tubular cells and causes Chronic Kidney Diseases (CKD) and AA nephropathy (AAN) create
progress fibrosis rapidly. (5). Therefore, renal functions deteriorate and end stage renal failure occurs
in a short while (6). Several studies asserted that specific AA-DNA adducts formation in renal
epithelial cells after AA injection and these adducts effect proximal tubular epithelial cells (PTEC)
regeneration negatively leading to apoptosis. Therefore, irreversible proximal tubular atrophy occurs
(Z-11).
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CKD is caused by the development of renal fibrosis. It is characterized by renal interstitial
fibrosis, tubular atrophy, interstitial inflammatory cell infiltration, and interstitial matrix
accumulation. In fibrotic kidneys, type 1 and type 3 together with basal membrane type 4 collagen
are the most common types of collagen. Kidney fibrosis is characterized by collagen synthesis
accumulation, cross-linking and decreased degradation (12-13). AAN patients are observed high
serum creatinine rate with anemia and proteinuria. AA induces loss of peritubular capillary that
results of hypoxia and tubular cell death (14, 15). Transplantation of mesenchymal stem cells
(MSCs) was performed to provide renal repairment of damaged kidney in most of studies.
Therefore, stem cells were considered therapeutic tool for the treatment of kidney diseases (16-20).

Placenta is used as a source of MSCs alternatively and placenta is an important reserve for
stem cells and progenitor cells. Chorionic villus, amniotic membrane, umbilical cord stroma and
amniotic fluid are indicated as a source of MSCs in placenta (21,22). Diaz-Prado and colleagues
determined that isolation, localization, phenotypic characterization and differentiation potential of
human amniotic mesenchymal stem cells (hAMSC) (23). AMSC show plastic adherence and
fibroblast-like growth as MSCs obtained from bone marrow. They express specific cell surface
markers such as CD90, CD44, CD73, CD105, CD166 and CD29 and lack expression CD45, CD34,
CD14, HLA-DR (23,24) .

Several studies demonstrated the effect of MSCs that obtain from bone marrow on CKD
(25-28). However, effects of placental-derived mesenchymal stem cell in CKD experiments are
limited. In the present study, we aimed to investigate whether amnion membrane derived
mesenchymal stem cells can repair fibrosis that occurs because of chronic kidney failure and they
are effective in mechanisms of proliferation and apoptosis.

Materials and Methods

Isolation of Human Amnion derived Mesenchymal Stem Cells

Human term placentas of normal pregnancies (range 38—42 weeks, n = 6) were obtained
after spontaneous delivery or caesarean section with informed consent. Approval of the Ethical
Committee of the Medical University of Akdeniz was granted. Isolation of hAMSC was performed
according to the protocol of Soncini et al 2007 using enzymatic treatment of the amnion with
collagenase A and DNase (both from Roche, Penzberg, Germany) after manual separation from the
chorion (29) . hAMSC were cultured in DMEM (Lonza, Basel, Switzerland) low glucose
supplemented with 15 % FBS (FBS Gold, both from Gibco, Invitrogen, Paisley, UK).

Immunophenotyping of Cells

The cell surface marker phenotype of these hAMSCs was analyzed by flow cytometry and
shown to be for CD90+, CD105+, CD73+, CD44+ and negative cocktail containing CD34, CD11b,
CD19, CD45 and HLA-DR. hAMCS were analyzed with a FACS Aria III Cell Sorter flow
cytometry and the CellQuest software (BD Biosciences, New Jersey, USA).

Chondrogenic, osteogenic and adipogenic differentiation

For induction of osteogenic, chondrogenic, or adipogenic differentiation, hAMSCs
were cultured in StemPro Osteogenic, StemPro Chondrogenic, or StemPro Adipogenic
differentiation media (Life Tech, Carlsbad, USA), respectively, and with appropriate supplements.
At week 3 of postosteogenic, postchondrogenic and postadipogenic inductions cells were washed
with phosphate-buffered saline (PBS) and fixed in 4% paraformaldehyde for 10 min. The cells were
stained with Alizarin Red, Alcian Blue, and Oil Red O dyes (Sigma—Aldrich, St Louis, USA) for
detection of calcium deposits, proteoglycans, and fat vacuoles as an indication of osteogenic,
chondrogenic, and adipogenic differentiations, respectively.
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Animal Experiment

The study involving both human (File No: 294) and animals (File No: 2014.07.03) was
conducted in accordance with the principles of the Helsinki Declaration and was approved by the
ethical committee of Akdeniz University.

Aristolochic acid I (AA; Sigma-Aldrich, St Louis, USA) was used to mimic the structural
and functional damage of CKD. AA was dissolved in Dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich,
St Louis, USA). Animals were randomized in 6 groups. (i) Control group (n=5), Sham groups that
received intraperitoneal injection of DMSO as a vehicle for 6 weeks. (ii) After 6 weeks one of the
Sham groups was waited for 30 days (S+30; n=5) and (iii) the other Sham group was waited for 60
days (S+60; n=6) and sacrificed (iv). Every three days, rats received intraperitoneal injections of 10
mg/kg body weight AA for six weeks to induce AA group (n=6). After AA was taken, we waited six
weeks thus we made a model of CKD. Then AA group was sacrificed. In hAMSCs groups, after rats
were received AA for six weeks, 6x10° hAMSCs were injected from in the tail vein with 500 u1
DMEM medium. (v) One of hAMSCs group was waited for 30 days (AA+hAMSCs+30; n=5) and
(vi) the other MSCs group was waited 60 days (AA+hAMSCs+60; n=6) and sacrificed.
Furthermore, all-cell treated rats received daily subcutaneous injections of cyclosporine A (1
mg/day, Cell Signaling, Danvers, USA), starting one day before engraftment and continuing for
seven days after engraftment.

Functional and histological damage assessment

Functional damage was evaluated by serum creatinine and urea levels. Blood samples were
collected prior to sacrifice. Serum creatinine was analyzed by creatinine assay kit (Invitrogen,
Paisley, UK) according to manufacturer’s protocol. BUN was measured by serum urea with urea
assay kit according to protocol of manufacturer (Invitrogen, Paisley, UK). Tissue damage was
assessed through morphological analysis using Masson‘s Trichrome and Sirius Red (Sigma-Aldrich,
St Louis, USA) staining. Percentage of fibrosis was measured by Image J (Maryland, USA).

Immunohistochemistry and TUNEL analysis

The immunohistochemical procedure has been described elsewhere (30). Briefly, slides
were incubated with primer antibodies that are mouse monoclonal PCNA (1:1000, Cell Signaling),
rabbit monoclonal Ki67 (1:100 dilution, Abcam) and mouse monoclonal human anti-Mitochondrial
Antibody (1:250 dilution, Abcam), IL-6 (1:100 dilution, Abcam) and Collagen type I (1:100
dilution, Novus), through overnight at 4 °C through overnight at 4 °C. Staining was completed by
performing LSAB 2 System-HRP (Dako) and then AEC system was used for developing.
Hematoxylin counterstaining was performed.

Apoptosis was determined by terminal transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-
end-labeling (TUNEL) assay (In situ cell detection kit-POD, Roche, Risch-Rotkreuz, Switzerland)
in paraffin-embedded tissue sections according to protocol of the manufacturer.

Western Blotting

Immunoblot analysis were performed as described previously (31). Briefly, Membranes
were incubated with PCNA (1:2000 dilution, Cell Signaling, Danvers, USA), pS7 (1:250 dilution,
Santa Cruz, Dallas, USA), PARP-1 (1:500 dilution, Abcam, Cambridge, UK) and Beta Actin
(1:5000 dilution, Abcam, Cambridge, UK) at 4°C through overnight. Then the membranes were
incubated with horseradish peroxidase ppconjugated IgG (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
USA) for 2 h at room temperature. SuperSignal CL-HRP Substrate System (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) was used for immunolabeling. Membranes were exposed to Hyperfilm
(Amersham, Little Chalfont, UK) and analyzed by using Alpha Digi Doc 1000 gel documentation
unit (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, USA).



TUBA

: & c1sscA @ e @

TR LA ANALEM IS

35 11910 IR
R ayVicting

#'1
A\

EI T

Statistical analyses

Data were expressed as mean +SEM. One way ANOVA test was used to compare means of
multiple groups using GraphPad Prism (version 4.0; GraphPad Software, La Jolla, USA). The level
of statistical significance was set p<0.05.

Results

Characterization of hAMSCs

Human placenta amnion membrane-derived MSCs that showed fibroblast-like phenotype
were isolated. At passage 3, hAMSCs were characterized with cell surface markers by flow
cytometry analyses: CD90, CD105, CD73, CD44 positive and negative cocktail containing CD34,
CD11b,CD19, CD45 and HLA-DR with isotype controls. The percentages of cell surface markers
were 98.8%, 93.5%,95.3%, 88.6% and 3.9% respectively (Figure 1A-J).

Phase contrast microscopic images of human amniotic membrane MSCs in the second
passage are given in Figures 2A and 2B. hMSCs were spindle or triangular shaped and adhered to
plastic.

hAMSCs Undergo Adipogenic, Chondrogenic and Osteogenic Differentiation

hAMSC:s could differentiate into adipocytes, chondrocytes and osteocytes. To show lipid
droplets, cells were stained with Oil Red O in adipocyte differentiation (Figure 2C). To determine
deposition of calcium, cells were stained with Alizarin Red S in osteocyte differentiation (Figure
2D). To determine chondrocytes, cells were stained with Alcian Blue (Figure 2E) and Sirius Red
(Figure 2F). While proteoglycans were stained with Alcian blue, collagens were stained with Sirius
Red.

Morphological Studies

To evaluate renal histology and determine renal fibrosis, paraffin-fixed specimens were
sectioned at a thickness of 5 ym and stained with Masson’s Trichrome (Figure 3A-D) and Sirius Red
(Figure 3E-H). Increased extracellular matrix production was shown with Masson’s Trichrome.
Accumulation of collagen was shown with Sirius Red. There were no significant extracellular matrix
and collagen in control and sham groups (S+30, S+60) (Figure 3A) (Figure 3E). Morphological
differences were not found between control and sham groups (control and S+60 results not shown).
In AA group, significant increase of extracellular matrix was observed near proximal and distal
tubules compared to hAMSCs groups (AA+MSCs+30 and AA+MSCs+60) (Figure 3B). Also in AA
group, accumulation of collagen was more than MSCs groups at the same area (Figure 3F).
Although rats were treated with hAMSCs, Masson’s Trichrome and Sirius Red staining showed
fibrosis reduction in both AA+hAMSCs groups (Figures 3C and 3D) and (Figures 3G and 3H). The
percentage of fibrosis measured with Image J.

MSC tracking

To determine hAMSC localization in kidney tissues, immunohistochemistry analysis was
performed. We used human anti-mitochondrial antibody. hAMSC was observed in kidney tissues
(Figures 4A and 4B). Furthermore, human decidua tissue was used as a positive control for human
anti-mitochondrial immunostaining (Figures 4C and 4D).

Proinflammatory cytokine IL-6 and Fibrosis marker Collagen type I immunostaining

Expressions of the proinflammatory cytokine IL-6 significantly increased in AA group
especially in proximal and distal tubule cells. However, after hAMSCs injection expressions
decreased both AA+hAMSC+30 and AA+hAMSC+60 groups significantly (Figures SA-D).

Renal interstitial fibrosis was determined a significant increase in the collagen I protein in
AA group compared to control group, sham groups, AA+hAMSC+30 and AA+hAMSC+60 groups.
In hAMSC:s groups expressions of collagen I decreased significantly (Figures SE-H).
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Proliferation (PCNA and Ki67 staining) and Western blot analysis of PCNA expression

The proliferations markers PCNA and Ki67 were expressed in sham group Kidney Tissue
(Figures 6A and 6E). The immunohistochemistry staining of PCNA and Ki67 in AA group kidneys
were observed weak signal (Figures 6B and 6F). However, after injection of hAMSCs, in both
AA+hAMSCs groups cell proliferation was significantly increased. Increase of PCNA and Ki67
staining were observed especially in proximal and distal tubule cells. PCNA and Ki67 staining were
not observed significant differences between AA+hAMSC+30 and AA+hAMSC+60 groups
(Figures 6C and 6D, and Figures 6G and 6H). Western blot analysis results showed that PCNA
expression was decreased in the AA group compared with control, S+30 and S+60 groups.
Furthermore, after hAMSCs injection, expression of PCNA was increased significantly in the
AA+hAMSCs groups (Figure 7)

Apoptosis (TUNEL staining) and Western blot analysis of PARP-1 expression

In AA group, numbers of apoptotic cells were observed to increase compared with sham
groups (Figures 6K and 6L). When rats treated with hAMSCs, apoptotic cells were reduced
significantly in tubules (Figures 6M and 6N). We determined expression of Parp-1 protein as an
apoptosis marker. In western blot analysis, Parp-1 expression of AA group was compared with that
of control and sham groups. In AA group, apoptosis level was higher than control and sham groups
(Figure 7). However, after hAMSCs injection, Parp-1 expression level of both AA+hAMSCs groups
was decreased significantly compared with AA group. Therefore, TUNEL results supported western
blot analysis of Parp-1 expression (Figure 7).

Western Blot Analysis of p57 expression

In AA group, p57 expression was increased compared with control and sham groups.
However, p57 expression level was reduced compared to AA group after hAMSCs injection.
Differences were not finding between both hAMSC groups and control and sham groups in
expression of pS7 significantly (Figure 7).

Functional renal damage studies

Renal function was assessed by serum creatinine and BUN. Therefore, the development of
CKD was evaluated in model of AAN. AA group rats showed significantly higher levels of serum
creatinine and BUN than normal control and sham groups. When rats were treated with a single
intravenous of 6x105 hAMSCs after AAN, serum creatinine and BUN levels were decreased
significantly according to levels of AA group. Furthermore, creatinine and BUN levels of the both
AA+hAMSCs groups were not significantly different from normal control and sham groups (Figure
8).

Discussion

CKD increases day after day as a public health problem. Recently, cell therapies are
applying for the repair of kidney injury. More studies, stem cell transplantation was carried out to
damage kidney for provision of renal repair (32-36). Human amniotic membrane is thought to be a
reservoir of mesenchymal stem cell. For these reason, hAMSCs has been the focus of interest as a
source of MSCs in cell transplantation and regenerative medicine. In this study, we showed that a
single administration of amniotic membrane derived MSCs prevents CKD after induction of AAN in
rats.

Several studies showed that the administration of MSCs protects rats against CKD in
different models. To ensure recovery after application of MSCs could be explained by several
mechanisms. MSCs can differentiate into kidney cells. One of the mechanisms is paracrine effect.

In model of chronic allograft nephropathy, MSCs migrated to the injured tissue and integrated to
kidney. Briefly, MSCs has been determined to ameliorate the process of fibrosis when MSCs applied
in the CKD model (25, 35, 37, 38).
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In present study, CKD model was constituted after 6 weeks AA injection, rats were waited
six weeks. Therefore, AA induced CKD model was occurred after total 12 weeks. We determined
fibrosis with Masson’s Trichrome and Sirius Red staining. In addition expressions of collagen I was
determined with immunohistochemistry staining. In AA group, fibrosis increased significantly
compared with control and sham groups. Particularly, accumulation of collagen occurred in the
vicinity glomeruli, proximal and distal tubules. Recent studies showed that the primarily target of
AA is proximal tubules. According to Huang et al, AA applied kidney is showed to increase
collagen in interstitial area (39). After hAMSC administration, accumulation of collagen decreased
compared with AA group. Therefore, tubular damage was considered to ameliorate after hAMSCs
injection.

In CKD, damaged tubular cells, macrophages, accumulating fibroblasts and infiltrating
lymphocytes produce cytokines and growth factors, causing the kidneys to become inflammatory.
This inflammation leads to interstitial fibrosis (40). Therefore, the levels of expression of the
proinflammatory cytokine IL-6 was determined by immunohistochemistry. In AA group,
expressions of IL-6 significantly increased. However after hAMSCs injection reduced expressions of
IL-6 both AA+hAMSC+30 and AA+hAMSC+60 groups.

Renal functions are damaged rapidly in AAN and end-stage renal failure arises in a few
months. Both in vitro and in vivo studies, specific AA-DNA adduction formation was demonstrated
in renal epithelial cells after AA injection and this formation can prevent proximal tubular epithelial
cells (PTEC) proliferation capacity. Besides, apoptosis was determined in CKD and this condition
was suggested to be mechanism of tubular epithelial cell deletion. Progressing tubular atrophy
correlate with unrecoverable regeneration and apoptosis of PTEC. Additionally, staining of Ki67 and
PCNA inform about DNA damage. The reduction of PCNA expression in PTECs, AA-DNA
addition formation is considered impairment of DNA repair and this situation induces defective cell
proliferation and tubular atrophy (11). In present study, AA injected group was observed to decrease
PCNA and Ki67 immunohistochemistry staining compared with control and sham groups. The
reason for this is due to degradation of DNA repair mechanism, AA-DNA addition formation
occurred. This condition indicated that reduction of proliferation in AA injected group. Furthermore,
cell death was determined with TUNEL and western blot analysis of PARP-1 protein expression. In
accordance with other studies (36, 41) both TUNEL and western blot analysis indicated that
apoptosis increased in AA group compared to other groups. Li et al. reported that cell cycle arrest of
PTECs was occurred after AA injection (42). We observed that expression of pS7 increased in AA
group compared with other groups. Therefore, unrecoverable PTECs can lead to apoptosis.

Sun et al. evaluated the use of human amniotic fluid stem cells (hAFSCs) in cell-based
therapy (36). They investigated whether hAFSCs effect on interstitial fibrosis in unilateral urethral
obstruction which is one of the CKD model. Therefore, proliferation and apoptosis mechanisms of
tubular cells were investigated to evaluate therapeutic effect of hAFSCs injection. The mechanism
that covers proliferation and apoptosis of tubular epithelial cell includes paracrine effect.
Furthermore, proliferation of resident epithelial cells was suggested that a mechanism of basic-repair
in ischemia-induced tubular injury model (36)

Gatti et al investigated that MSCs derived microvesicles administration can ameliorate
ischemia-reperfusion induced acute kidney disease (AKD) and CKD (41). After injection,
microvesicles accumulated in glomeruli and damaged tubules temporarily and they induced
proliferation of tubular cell. Furthermore, microvesicles reduced significantly tubular cell apoptosis.
These biological effects are specific for MSC derived microvesicles because these effects were not
seen in fibroblast derived microvesicles (41).
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In this study, fibrosis can be considered to ameliorate due to increasing of renal tissue cell
proliferation after hAMSCs administration. This study suggested that hAMSCs have an important
role in tubular atrophy and hAMSCs can prevent damage formation in PTECs and other cells. This
situation shows that hAMSCs have therapeutic features. In addition to, the increase of proliferation
is considered to cause hAMSCs can replace with damaged cell and differentiate into adult tissue
cells. Furthermore, hAMSCs have paracrine effects thus they can secrete various growth factors and
cytokines.

We observed expression of apoptosis marker and cell cycle inhibitor decreased significantly
after hAMSCs administration. Therefore, apoptosis can be prevented due to tubular cell
regeneration.

Recent studies were reported that serum creatinine, BUN, urea levels decreased significantly
after MSCs injection in various CKD models (26, 41, 43). In present study, when serum creatinine,
serum urea and BUN levels were analyzed, we observed to increase in AA group compared with
control and sham groups. After hAMSCs administration, levels of serum creatinine, serum urea and
BUN decreased significantly. In AA-induced CKD model after hAMSCs injection, reduction of
serum creatinine, urea and BUN levels indicate that hAMSCs have renoprotective effects.

Conclusion

Consequently, we suggest that hAMSCs can play an active role to ameliorate renal damage
and they can prevent the induction of apoptosis because of fibrosis. Therefore, hAMSCs have
therapeutic effect in CKD.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. hRAMSC characterization. Flow cytometry analysis of hAMSCs for CD90 (A, B), CD105 (C,D), CD73
(E, F), CD44 (G, H) and negative cocktail (1, J) with isotype controls.

Fig. 2. Phase contrast microscopic images of human amniotic membrane derived mesenchymal stromal cells in
4X (A) and 40X magnifications (B). hAMSCs were differentiated into adipocytes (C., as shown by Oil Red O staining),
osteocytes (D., as shown by Alizarin Red S staining) and chondrocytes (E and F, as shown by Alcian Blue and Sirius Red
staining).

Fig. 3. Masson’s Trichrome was performed to determine fibrosis in sham+30 (A), AA (B), AA+hAMSC+30 (C)
and AA+hAMSC+60 (D) groups. Sirius Red staining was showed sham+30 (E), AA (F), AA+hAMSC+30 (G) and
AA+hAMSC+60 (H) groups respectively.

Fig. 4. At 30 day hAMSCs tracking in kidney tissue with immunolabeling of human anti-mitochondrial antibody
(A x40, B x100). Positive control is human decidua tissue (C x40, D x100).

Fig 5. A, Immunohistochemical staining of kidney tissue sections for the sham+30, AA, AA+hAMSC+30 and
AA+hAMSC+60 groups using IL-6 (a—d), Collagen-I (e-h)

B and C, H scores of IL-6 and Collagen-1. Values presented as mean + SD. AA group compared with Sham,
Control, AA+hAMSC+30, and AA+hAMSC+60 groups. Values statistically significant at: *p < 0.05, Sham and Control
groups compared with AA and hAMSC groups; #p < 0.05

Fig. 6. PCNA, Ki67 and TUNEL immunostaining in kidneys tissue for the control, sham+30 (A), AA (B),
AA+hAMSC+30 (C) and AA+hAMSC+60 (D) groups, for Ki67 sham+30 (E), AA (F), AA+hAMSC+30 (G) and
AA+hAMSC+60 groups (H) and for TUNEL immunostaining sham+30 (K), AA (L), AA+hAMSC+30 (M) and
AA+hAMSC+60 (N) groups.

Fig. 7. Western blot results of PCNA, p57, total PARP and cleaved-PARP. AA administration caused increased
PARP and p57 expressions but decreased PCNA compared with control, sham+30 and sham+60. After hRAMSC
administration PARP and p57 expressions decreased and PCNA expression increased significantly. Protein levels between
AA+hAMSC+30 and AA+hAMSC+60 were not statistically significant. All results were normalized to beta actin.
Graphics represent means of optical densitometry measurements. *p<0.005.

Fig. 8. Functional damage assessment. Serum creatinine (a), serum urea (b) and BUN (c) levels were
determined. AA administration caused increased serum creatinine, serum urea and BUN compared to control and sham
groups significantly. After hRAMSC administration, serum creatinine, serum urea and BUN levels decreased significantly.
Graphics represent means of optical densitometry measurements. *p<0.005.
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PS007 — Development Of Gene Editing Strategies For Human 3-GLOBIN (HBB) Gene
Mutations
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Fatih Kocabas?

!Koc University, Istanbul, Turkey
20ndokuz Mayis University, Samsun, Turkey
3Yeditepe University, Istanbul, Turkey

Sickle cell disease (SCD), is a devastating disease with significant morbidity and mortality and
affect millions of people worldwide. The disease is defined as a monogenic blood disease caused by
a point mutation in the human [3-globin gene encoding the subunits of hemoglobin. Recent advances
in gene editing technology have made it possible to make the desired changes in the DNA sequence
using programmable endonucleases. These novel gene editing tools are promising candidates for
clinical applications in the treatment of genetic disorders such as SCD, a hereditary monogenic
disorder caused by point mutations in the HBB.

In this study, it was aimed to target HBB gene via CRISPR/Cas9 genome editing tool to introduce
nucleotide alterations for efficient genome editing and correction of point mutations causing SCD in
human cell line, by Homology Directed Repair (HDR).

As a result of the study, the target specific nucleotide changes in the HBB gene could be induced in
the locus of the mutation causing SCD. The effect of on-target activity of standard-gRNA and the
newly developed long gRNA were investigated. It was observed that longer gRNA has higher
affinity to target DNA while having the same performance for targeting and Cas9 induced DSBs.
The HDR mechanism was triggered by co-delivery of donor DNA repair templates in circular
plasmid form. As a result, we have suggested methodological roadmap for efficient targeting with
higher affinity to target DNA and generating desired modifications on HBB gene.

Keywords: Sickle cell disease, thalassemia, anemia, gene regulation, CRISPR / Cas9
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PS008 - MCF-7 Hiicre Hattinda Twistl Geni Transfeksiyonunun Radyasyon
Duyarhhgina Etkisi
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Ozet:

Meme kanseri gelismis ve gelismekte olan iilkelerde kadinlarda gériilen kanserlerin %33’iine ve
kanserle iligkili 6liimlerin %20’sine neden olmaktadir. MCF-7 insan meme adenokarsinomundan
tiiretilmis ve hiicre zarinda Ostrojen hormon reseptorii (ER), progesteron hormon reseptorii (PR)
bulunduran ancak insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER?2) reseptoriinii bulundurmayan
bir epitel kanser hiicre dizisidir [1].

Twistl, hiicreleri epitelyal mezenkimal gecise tesvik ederek hiicre metastazini destekleyen bir
onkogen olarak tanimlanmigtir. Twist]l olmasi gerekenden bagka bir bolgede ekspresyonun
saglanmasiyla, E-Kaderin ekpresyonunu baskilamakta ve mezenkimal belirteclerde artig ve
beraberinde hiicre motilitesinde artisa yol agmaktadir [2].

Epitelyal mezenkimal gecis radyasyon direnci ile iligkilidir. Twistl bir epitel mezenkimal gecis
diizenleyicisi oldugundan, radyasyon direnci ile ilgili olabilecek potansiyel bir faktor olabilmektedir
[3].

Radyasyon tedavisi bircok kanser tiirii i¢in kullanilan bir tedavi yontemidir. Iyonize radyasyon(IR)
tedavisi, iltihapl siirecleri aktive ederek hiicre sagkalimimi etkileyebilecek ¢ok miktarda molekiiliin
salinmasina neden olur. Radyasyon, kanser hiicrelerinin canliligin1 azaltmadaki dogrudan etkisinin
yaninda, tiimor biiylime ve gelismesini etkileyebilecek lokal mikro ortamlarda degisikliklere neden
olabilmektedir. Meme kanserinde kullanilan IR, tiimdr eksizyonu sonrasinda kalan rezidii hiicreleri
ortadan kaldirmak icin kullanilmaktadir [4].

Bu caligmada, Twistl geni ile transfekte edilmis MCF-7 hiicre hattina farkli dozlarda uygulanan
iyonize radyasyonun etkilerini incelemek amaglanmugtir.

Yontem ve gerecler:

MCF-7 hiicreleri 10% fetal bovine serum igceren Dulbecco’s modified Eagle’s medium’da 37°C’de
ve %5 CO,‘li ortamda kiiltiire edildi.%70-80 konfluent olan hiicreler transfeksiyon deneyi i¢in
kullanildi. Escherichia coli DH5a bakteri susundan izole edilen Twistl geni pozitif pcDNA3.1
vektorleri MCF-7 hiicrelerine lipofectamine 2000 (invitrogen) yardimiyla transfekte edildikten sonra
kiiltiir iglemine devam edildi [2].

Hiicrelere radyasyon uygulanmasi

Twistl geni ile transfekte hiicreler konfluense olduktan sonra 1x10¢ hiicre olacak sekilde ii¢ grup
olarak petri kaplarina pasajlandi. Birinci grup kontrol olarak, ikinci gruba 8 Gy, iiciincii gruba ise 24
Gy dozlarinda iyonize radyasyon (NOVAC7 Intraoperatif Elektron Radyasyon Tedavi Sistemi)
uyguland: [3]. Hiicrelerin say1 ve canlilik durumu radyasyon uygulamasidan 24 saat ve 48 saat
sonra Flow Sitometri cihazinda (Muse Cell Analyzer, Merck Millipore), say1 ve canlilik testiyle
analiz edildi.
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Bulgular:

Twistl geni transfeksiyon igleminden sonra ii¢ farkli petri kabina ayrilan hiicreler sirastyla kontrol, 8
Gy ve 24 Gy radyasyon uygulanan gruplara ayrildi. Ayrica MCF-7 hiicresi de kontrol olarak
kullanildi. Twistl geniyle transfekte edilmis MCF-7 hiicrelerinde say1 ve canlilik incelendi. IR
uygulanmamis kontrol gruplari arasinda anlaml bir farklilik gériilmedi. Kontrol MCF-7 hiicreleri,
IR uygulanmamig Twistl geni transfekte MCF-7 hiicreleri ve IR uygulanmis (8 ve 24 Gy) Twistl
geniyle transfekte MCF-7 hiicreleri karsilastirildi. 8 Gy ve 24 Gy radyasyon verilmig hiicrelerin say1
ve canlilik oraninda 24 saat ve 48 saat sonunda kontrol gruplarina gore bir farklilik
goriilmedi.(Tablol1, Sekill)

Grafik Bashigi
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Tablo 1: Twistl geni transfekte ve transfekte olmayan MCF-7 hiicrelerinde IR uygulama sonrast sayi ve
canlilik yiizde oranlari.
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Sekill: (a,b)Twistl geniyle transfekte edilmemis, radyasyon uygulanmamis MCF-7 hiicrelerinin 24 saat ve 48
saat sayt ve canlilik flow sitometri sonuglart, (c,d)Twistl geni transfekte edilmis, radyasyon uygulanmamis
MCEF-7 hiicrelerinin 24 saat ve 48 saat say: ve canlilik flow sitometri sonuglari, (e f)Twistl geni transfekte
edilmig 8 Gy radyasyon uygulannmis MCF-7 hiicrelerinin 24 saat ve 48 saat say: ve canlilik flow sitometri
sonuglari, (g,h)Twistl geni transfekte edilmis 24 Gy radyasyon uygulanmis MCF-7 hiicrelerinin 24 saat ve 48
saat sayt ve canlilik flow sitometri sonuglari.
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Tartisma:
Literatiir incelendiginde, Twistl kanser metastazinin ana diizenleyicisi olarak tanimlanmistir. Meme
kanseri, tiroit kanseri, akciger kanseri, mide karsinomu. kolorektal kanser, hepatoseliiler karsinom

ankreas kanseri gibi maling tiimdrlerde fazla eksprese edilir. Twist] geni ekspresyonunun down
regiilasyonunun in vivo olarak akciger kanseri metastazini azalttig1 gozlemlenmistir [5].
Bircok metastatik meme kanseri hiicre hattinda Akt2 ve Twistl seviyeleri birbirlerine pozitif olarak
bagimhdir. Akt2, Twistl lizerinde diizenleyici bir etkiye sahiptir. MCF-7 hiicrelerinde, Akt2
aktivasyonu, Ser4?2 rezidiisiinde Twist1 fosforilasyonuna yol acar. Twist1 fosforilasyonu radyasyon

tedavisi ile indiiklenen DNA hasarina cevaben p53 seviyelerinin azalmasina ve p53 kaynakl
apoptozun baskilanmasina yol agarak hiicre sagkalimini arttirmistir [6]. Bizim calismamizda ise
MCF-7 hiicrelerinde Twistl geni transfeksiyonuyla hiicrelerde radyasyon duyarlilig1 tizerinde bir
etki goriilmemistir.
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PS009 -MDA-MB 231 hiicre hattinda twist1 antisense gen transfeksiyonunun
radyasyon duyarhhgima etkisi

Bahadir OZTURK! , Giiler YAVAS? , Suray PEHLIVANOGLU3 , Ilkay SAK! , Hilal TESTICI!
JIlker GUVEN!

ISelcuk Universitesi, Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim dali, Konya-Tiirkiye
2 Selcuk Universitesi, Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim dali, Konya-Tiirkiye
3Necmettin Erbakan Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim dali, Konya-Tiirkiye

OZET: Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlarda en sik teshis edilen malignitedir ve kanserin ikinci
6liim nedenidir (1).MDA-MB 231 insan meme adenokarsinomundan tiiretilmis ve hiicre zarinda
Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii
2(HER?2) ifadelerinin eksikligi ile iiclii negatif meme kanseri (TNBC)olarak tanimlanan ve meme
kanserinin yaklagik% 15-20'sini olusturan bir epitel kanser hiicre dizisidir (2).

Antiapoptotik ve prometastatik bir transkripsiyon faktorii olan TWIST1, diizenleyici temel bir
sarmal ilmek-sarmal (PHLH) transkripsiyon faktorleri ailesinin olduk¢a korunmug bir tiyesidir ve
bir¢cok kanser hiicresi tipinde migrasyondan sorumludur (3,4).Twistl ayn1 zamanda E-cadherin
baskilanmasi ve N- cadherinin indiiksiyonu yoluyla epitelyal mezenkimal gecisi (EMT)
diizenlemektedir (4,5).Twistl'in, ¢ok ¢esitli insan kanserlerinde, apoptozu inhibe ederek ve DNA
hasar1 veya onkogen aktivasyonu sonrasinda hiicre sagkalimini tesvik ederek onkogenezde yer
aldigina dair bir¢ok yayin vardir (6).

Radyasyon tedavisi (RT), kanser hiicrelerinde DNA hasarina neden olur, bu da hiicresel 6liimiin
ardindan biiyiime inhibisyonuna yol agar(7). RT, ii¢lii negatif meme kanseri (TNBC) tedavisi i¢in
birincil yontemlerden biridir (8).

Kanser icin en yaygin kullanilan tedavi yontemlerinden biri olan iyonize radyasyon (IR), DNA cift
sarmalinin kopmasina neden olur ve tiimor dongiisiiniin durmasini ve/veya kanser hiicrelerinin
oliimiinii indiikleyerek tiimorlerin biiytimesini 6nler (9, 10). IR maruziyeti apoptoz ve senesens gibi
cesitli hiicresel reaksiyonlara neden olabilir (11).

Bu caligmanin amaci, Twist1 antisens geni ile transfekte edilmis MDA-MB 231 hiicre hattina farkli
dozlarda uygulanan iyonize radyasyonun etkilerinin incelenmesidir.

YONTEM VE GERECLER:

Hiicre Kkiiltiirii ve Transfeksiyon

MDA-MB 231 hiicreleri 10% fetal bovine serum iceren Dulbecco’s modified Eagle’s medium’da
37°C’de ve %5 CO2°li ortamda kiiltiire edildi.%70 konfluent olan hiicreler transfeksiyon deneyi icin
kullanildi. Escherichia coli DH5a bakteri susundan izole edilen twist1 antisens pozitif pcDNA3.1
vektorleri MDA-MB 231 hiicrelerine lipofectamine 2000(invitrogen) yardimiyla transfekte
edildikten sonra kiiltiir iglemine devam edildi(12).

Hiicrelere radyasyon uygulanmasi

Twistl antisens ile transfekte hiicreler konfluense olduktan sonra 1x10° hiicre olacak sekilde ii¢ grup
olarak kiiltiir kaplarina pasajlandi. Birinci grup kontrol olarak kullanild1 ikinci gruba 8 Gy iiciincii
gruba ise 24 Gy dozlarinda iyonize radyasyon (NOVAC?7 Intraoperatif Elektron Radyasyon Tedavi
Sistemi) uygulandi (13). Hiicrelerin apoptotik durumu uygulamadan 24 saat ve 48 saat sonra Flow
Sitometri cihazinda (Muse Cell Analyzer, Merck Millipore), Annexin V-Dead cell testiyle analiz
edildi.
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BULGULAR:

Transfeksiyon igleminden sonra li¢ ayri kiiltiir kabina ayrilan hiicreler sirasiyla kontrol, 8 Gy
radyasyon uygulanan ve 24 Gy radyasyon uygulanan gruplara ayrildi. Bunun yaninda MDA-MB
231 hiicresi de kontrol olarak kullanildi.Twistl antisensle transfekte MDA-MB 231 hiicrelerinin
apoptozu incelendi. IR uygulanmamis kontrol gruplar1 arasinda total apoptoz oraninda fark
goriilmedi.Kontrol MDA-MB 231hiicreleri, IR uygulanmamug twist1 antisens transfekte MDA-MB
231 hiicreleri ve IR uygulanmis (8 Gy,24 Gy) twist] antisensle transfekte MDA-MB 321 hiicreleri
karsilagtirildi. 8 Gy ve 24 Gy radyasyona maruz kalan hiicrelerin 24 ve 48 saat sonra kontrol
gruplarina gore total apoptoz miktarlar1 artmig oldugu goriildii (Tablo 1, Sekil 1).

Tablo 1

€ 30
5 25
o 20
:2 15
8 0 | —Eem—— I
S 0Gy(Twl | 0Gy(Twl | 8Gy(Twl | 24Gy(Twil
& AS) AS+) AS+) AS+)
M 24 saat 2,55 3,83 16,38 22,23
W 48 saat 2,82 3,55 21,21 25,4

Tablo 1: Twistl Antisens(AS) transfekte ve transfekte olmayan MDA-MB 231 hiicrelerinde radyasyon
uygulama sonrasi apoptoz yiizde oranlart.
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Sekil 1: Twistl antisens geniyle transfekte edilmemis radyasyon verilmemis MDA-MB 231 hiicrelerinin 24 ve
48 saat Annexin 'V flow sitometri sonug grafigi (a,b). Twistl antisens geniyle transfekte edilmis radyasyon
verilmemis MDA-MB 231 hiicrelerinin 24 ve 48 saat Annexin 'V flow sitometri sonug grafigi (c,d). Twistl
antisens geniyle transfekte edilmis 8 Gy radyasyon verilmis MDA-MB 231 hiicrelerinin 24 ve 48 saat Annexin
V flow sitometri sonug grafigi (e f). Twistl antisens geniyle transfekte edilmis 24 Gy radyasyon verilmis MDA-
MB 231 hiicrelerinin 24 saat 48 saat Annexin 'V flow sitometri sonug grafigi (g,h).

TARTISMA
Twistl, kanser hiicrelerinde motilite, invazivlik ve anjiyogenez olugsumunun arttirtlmasi dahil olmak

tizere ¢ok cesitli biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Literatiir incelendiginde Twistl transfeksiyonlu
Nazofarenks mukozal epitelinden kaynaklanan nazofrenks karsinomu (NPC) hiicreleri radyasyona
maruz kaldiktan sonra twistl hiicrelerin apoptozunu inhibe ettigi bildirilmigstir (14).Twistl geni ile
transfeksiyonun Ozefagus skuamoz karsinomunda radyasyona maruziyetle hiicrelerin apoptozunu
arttirdig1 ifade edilmistir(15).H1299 ve H460 insan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (
NSCLC) hiicrelerine siRNA transfeksiyonu sonucu twistl seviyesi diigiiriilmiis ve NSCLC'lerde
arsenik trioksit ve iyonize radyasyon kaynakli hiicre 6liimiinii arttirdig1 gosterilmistir(16). Bizim
calismamizda da MDA-MB 231 hiicrelerine Twist] antisense geni transfeksiyonu sonucunda
radyasyon uygulamasinin apoptozu arttirdig1 goriilmiistiir.
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PS010 - Effects of Pineapple Derived Exosomes on Human Adipose Stem Cells

Irem Ozkan!, Neslihan Tagh!, Beyza Mat!, Murat Ozpolatl, Merve Yildirim! , Polen Kocak!,
Fikrettin Sahin!

1 Department of Genetics and Bioengineering, Faculty of Engineering and Architecture, Yeditepe University, 26
Adustos Campus, Kayisdagi cad., Kayisdagi, TR-34755 Istanbul, Turkey.

Objective

Secreted from all types of cells, exosomes are nanosized vesicles with their sizes ranging between
30-100 nm. Although it is well known fact that the communication between eukaryotic cells are
carried out through exosome secretion, the role of plants exosomes remain unexplored. Here, we
examined for the first time the effects of pineapple exosomes on human adipose stem cells. In order
to achieve that, first the characterization of pineapple exosomes are performed and then followed
with the uptake analysis of the exosomes inside the stem cells. The effect of varying doses of
pineapple exosomes are also evaluated through MTS assay, cell cycle analysis and doubling time.

Materials & Methods

Pineapple fruit was used for exosome source and applied on to the human adipose stem cells
(hADSC:s) to evaluate their effects on the stem cells in vitro. Exosomes from pineapple were isolated
by using two phase fluid system and exosome concentrationwere characterized via nanoparticle
tracking analysis (NTA). Flow cytometry is also used for exosome characterization for specific
exosome antibodies. MTS assay is used to determine the effective concentration of the exosomes as
well as to detect their toxicity on the stem cells if there is any. Uptake analysis is also shown with
uptake analysis assay. Cell cycle analysis and doubling time experiments were also performed to
analyze any changes occured due to exosome application.

Results

Exosome Isolation & Characterization

Pineapple exosomes were chopeed and centrifuged to get the liquid of the fruit. Then two-phased
fluid system is applied to isolate exosomes. The size of the exosomes were determined via
nanoparticle tracking analysis devices and it proved that the size of our exosomes is ranging between
30-100nm. Exosome specific markers such as CD9, CD63, CD81 and HSP70 were used to
characterize them via flow cytometry.

MTS Assay

Increasing doses of pineapple exosomes were applied to the human adipose stem cells and no
significant changes were observed via MTS assay.

Exosome Uptake Analysis

Cells, exosomes and cell core were dyed with different fluorescence dyes and exosome entry were
observed into the cells via fluroscence microscopy.

Cell cycle Analysis

When apllied onto the human adipose stem cells, pineapple exosomes appeared to have no
significant effects on cell cycle process of the human adipose stem cells.
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PS011 - Hashimato Hastahginda Dental Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin
Hiicresel Tedavide Immiinomodiilator Etkisinin In-vitro Ortamda Arastirilmasi

Muazzez Gokalp!, Hiilya Iliksu G6zii?, Nur Ecem ('jztop1 , Fatma Rabia Kahraman'!, Cem Armagan
Turan?, Tung Akkog!

!Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghig: ve Hastaliklart Ana Bilim Dalu, Istanbul
2Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklart Ana Bilim Dal, Istanbul

Amag: Hashimoto tiroiditi toplumda en sik rastlanilan otoimmun tiroid hastaliklarindandir.Tiroid
bezi lenfositler tarafindan infiltre edilmekte ,sonrasinda hormon tiretimi bozulacak kadar hasar
olugmaktadir.Calismamizda Hashimato hastalarinin periferal kanlarindan izole edilen lenfositlerin
0.Giin immiinfenotiplemeleri ve 3.Giin anti-CD3 ve anti-CD28 uyarimlari sonrasinda mezenkimal
kok hiicre(MKH) varliginda ve yoklugundaki kiiltiir sonrasi;proliferasyon,Treg hiicre
diizeyleri,lenfositlerin naif-memori ve Fas-FasL diizeyleri arasindaki iligki saglikli bireyler ile
karsilagtirilarak in-vitro ortamda aragtirilmasi amaclanmugtir.

Gere¢-Yontem: Endokrinoloji poliklinigine bagvuran 18 yas tizeri,Tiroid Stimule Edici Hormon
Reseptor antikoru,anti-TPO ,anti-Tg diizeyleri hashimato patogeneziyle uyumlu 8 Hashimato hastasi
caligsmaya dahil edilmistir.Kontrol grubu olarak hicbir otoimmiin hastaligi bulunmayan 8 saglikli
birey calismaya alinmigstir Bireylerden 10 cc ven6z kan alinmig ve Periferal Kan Mononiikleer
Hiicre(PKMH) izolasyonlar1 yapilmistir.izolasyonu takiben 0.Giin
immiinfenotipleme(CD3+CD4+Th,CD3+CD8+Tc,CD3-CD19+B ve CD3-
CD16+56+NK)yapilmistir PKHM ler 3 giin siire ile anti-CD3 ve anti-CD28 ile uyarilarak MKH
varliginda ya da yoklugunda kiiltiire edilmistir Kiiltiir sonras1 CFSE ile hiicre proliferasyonu, lenfosit
FAS-FASL diizeyleri, CD4+CD25+FoxP3/Treg hiicre diizeyleri ve lenfositlerin naif-memori
diizeyleri incelenmistir.

Bulgular: Hashimato hastalarinin ve saglikli bireylerin 0.Giin ve 3.Giin kiiltiir sonrast MKH
varliginda ve yoklugunda CD3+CD4+Th diizeylerinde bir fark
bulunmamistir(p>0.05).CD3+CD8+Tc hiicre diizeyleri MKH yoklugunda Hashimato patogenezli
bireylerde saglikli ve Hashimato hastalarinin MKH varligindaki kiiltiirlere gére anlamli olarak
yiiksek bulunmustur(p<0.05)ve CD4+CD25+FoxP3/Treg diizeyleri arasinda hasta ve kontrol grubu
arasinda fark goézlemlenmemistir. MKH varligindaki Hashimato hastalarinin kiiltiirlerinde FAS-
FASL diizeyleri ve lenfosit proliferasyonu saglikli ve MKH yoklugundaki kiiltiirlerine gére anlamli
olarak diisiik bulunmustur(p<0.05).

Sonug: On calisma sonucunda MKH’lerin Hashimato patogenezinde lenfosit proliferasyonunu ve
Fas-FasL diizeylerini baskilayarak saglikli bireydeki diizeylere yakin olmas1t MKH’lerin hastalik
patogenezinde iyi bir diizenleyici olarak goriilmekte ve otoimmiin tiroid hastaliklarda hiicresel
tedavinin yeni bir secenek olabilecegi yoniinde yapilacak calismalara kapilar1 aralamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Hashimato, Mezenkimal Kok Hiicre, Immﬁnomodﬁlasyon
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TS001 - Radyolojik goriintiileme ve norolojik hasarim onlenmesinde kullamlan
ilaclarin intervertebral disk dokusunun rejenerasyonu iizerine etkisi

Duygu Yasar Sirin!, Numan Karaarslan?

'Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali, Tekirdag
2Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Tip Fakiiltesi, Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dali, Tekirdag

GIRIS: Toksik etki ilag endiistrisi icin biiyiik bir sorundur. toksisiteye neden olma potansiyeli olan
ilaclar1 belirlemek amaciyla yapilan calismalar sayesinde tedavi siiresi ve dozlar1 belirlenebilmekte
veya uygun Onlemler alinabilmektedir (1). Literatiirde dejenere intervertebral disk dokusu ile yapilan
cok sayida ¢alisma olmasina kargin intakt doku ayrica primer veya eksplant kiiltiirlerde yapilan
caligma sayist oldukca sinirlidir. Bu sunumda intakt intervertebral disk dokusundan elde edilen
primer ve eksplant annulus fibrosus /nucleus pulposus (AF/NF) hiicre kiiltiirlerinde daha dnce
etkileri degerlendirilmemis olan ilaclar (iopromid, gadoksetik asit, nimodipin ve pregabalin) ile
yaptigimiz ¢aligmalarin sonuglarimin sunulmasi amaglanmugtir.

fopromid ve gadoksetik asit, diskografide siklikla kullanilan radyo kontrast ajanlardir (2). Kalsiyum
kanal bloke edicileri olarak bilinen bir ila¢ grubuna dahil olan Nimodipin, serebrovaskiiler kaynakl
iskemik norolojik hasar1 6nlemek icin kullanilmaktadir (3). Pregabalin (PGB) bir GABA analogu
olan bir farmakolojik ajandir (4). Kimyasal yapist ve farmasotik 6zellikleri nedeniyle PBG, epilepsi,
periferik noropatik agri (5), kronik kas-iskelet sistemi agrisi, lomber - ameliyati sonras: postoperatif
agri (6), anksiyete, somnipati ve fibromiyalji (7) tedavisi icin kullanilmaktadir.

MATERYAL ve YONTEM: Laminektomi ve diskektomi ile elde edilen intakt intervertebral disk
dokusundan hazirlanan primer hiicre kiiltiirlerde ila¢ uygulamalar gerceklestirilmigstir. AF/NP
kiiltiirlerine fopromid final konsantrasyonu 0,0025 mmol/mL ve gadoksetik asit 0,39 mg/mL olacak
sekilde 2, 4 ve 6 saat siireyle, nimodipin ve pregabalinin ise final konsantrasyonu 100 pMolar olacak
sekilde 24 ve 48 saat siireyle uygulanmistir. Hiicrelerin gelisimi invert mikroskobi ile takip edilmig
ve goriintiilenmistir. Canlilik analizi; MTT analizi ve Akridin orange/ Propidyum iyodit (AO/PI)
boyama sonrasinda floresan mikroskobi ile gerceklestirildi. ilag uygulanan kiiltiirlerde 6zellikle
hiicre proliferasyonu ve ekstraseliiler matriks olusumu iizerine etkili oldugu daha 6nceki ¢aligmalar
ile bildirilen chondroadherin (CHAD), type II collagen (COL2AT1) ve hypoxia-inducible factor 1
alpha (HIF 1a) genlerinin ekspresyonu qRT-PCR yéntemi ile degerlendirildi. Veriler one-way
ANOVA ve post-hoc Tukey HSD yontemleri kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi.

SONUCLAR ve TARTISMA: Literatiirde yaptigimiz calismadan 6nce, Norosirujide diskografi
metodolojisinde kullanilan radyo-kontrast farmasétikler iopromid ve gadoksetik asitin intakt disk
dokusu hiicrelerinin canlilig1 ve proliferasyonu iizerine etkisini net bir sekilde gosteren higbir
caligma yapilmamustir. fopromid ve gadoksetik asitin AF/NP hiicrelerine negatif bir etki
gostermedigi saptanmustir (2).

Iskemik norolojik hasarm &nlenmesinde kullanilan Nimodipine uygulanan kiiltiirlerde hiicre
proliferasyonunun yavagladig: ve hiicre 6liimii gerceklestigi saptandi. Sekil 1. de nimodipin
uygulanan kiiltiirlere ait AO/PI boyama ve invert mikroskobi goriintiileri sunulmusgtur (Sekil 1).
AO/PI boyamalar1 incelendiginde 6zellikle nimodipin uygulamasinin 48. saatinde apoptotik hiicre
Oliimlerinin gerceklestigi goriilecektir.
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Nimodipin uygulanan intact AF/NP kiiltiirlerin 0, 24 ve 48. saatlerinde RNA izolasyonunu takiben
gqRT-PCR ile 6zellikle ekstraseliiler matriks olusumu ile iligkisi daha onceki ¢aligmalar ile saptanmig
olan COL2A1, CHAD ve HIF 1a genlerinin ekspresyonlari belirlenmigtir. O saat kiiltiirleri referans
olarak kabul edilmis ve bu kiiltiirlerdeki gen ekspresyon seviyesinin RQ =1 (% 100) oldugu kabul
edilmigtir. 24 ve 48. saatlerdeki gen ifadesi referans ile kiyaslanarak kat olarak hesaplanmustir.
COL2A1 gen ifadesi kontrol veya nimodipin uygulanmus higbir kiiltiirde saptanamamigtir. CHAD
gen ekspresyonu nimodipin uygulamasindan etkilenmemistir. HIF 1o ifadesinin ise kontrol grubuna
gore azaldig1 saptanmustir. Ancak, nimodipine uygulamasi ile ¢aligilan genlerin ifadelerinde
gozlenen degisim arasinda bir korelasyon saptanmamugtir.

Pregabalin uygulanan kiiltiirlerde doz ve siireden bagimsiz olarak hiicre proliferasyonunun
baskilandig1 gozlenmis ancak hiicre 6liimii belirlenmemisgtir.

Pregabalin uygulanan intact AF/NP kiiltiirlerin 0, 24 ve 48. saatlerinde de qRT-PCR y0Ontemi ile
COL2A1, CHAD ve HIF 1a genlerinin ekspresyonlari arastirilmistir. Bu kiiltiirlerde COL2A1 gen
ekspresyonu degismeden kalirken, CHAD ve HIF-1a genlerinin ifadesinde azalma belirlenmis
istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur.

Sonug olarak yaptigimiz ¢aligmalar tek bagina ila¢ uygulamalarinin klinik etkilerini yanitlamasa da,
uygulama siire ve dozlarinin belirlenmesinde yon verici olabilecek yeni veriler saglamigtir.
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TS002 -The potential role of Apelin receptor signaling in skin regeneration:
A fibroblast perspective

Taha Baru Hayal, Fikrettin Sahin, Aysegiil Dogan

Department of Genetics and Bioengineering, Faculty of Engineering, Yeditepe University, Istanbul, Turkey

Introduction: Skin regeneration is a crucial process for mammalians since it plays critical role in
wound healing, tissue regeneration and homeostasis. Cell migration which plays a role in cancer,
immunological response and embryonic development is also required for skin regeneration.
Fibroblasts cell migration is important in homeostasis of several organs such as skin. G protein
coupled membrane bound receptor, Apelin receptor (Aplnr), has been shown to be effective in
gastrulation movements before. In the study, Aplnr has been identified as a potential candidate
pathway for fibroblast cell migration and future regenerative medicine therapies.

Materials and Methods: Cell proliferation and colony forming assay of PMEF-CF (primary mouse
embryonic fibroblast) and NIH-3T3 fibroblasts was performed to show Aplnr pathway in cell
viability. GFP-Aplnr phusion protein construct was generated by inserting the Aplnr gene next to C-
terminal part of sfGFP-C1 plasmid and receptor internalization has been shown in mouse fibroblast
cells. Aplnr receptor pathway was activated by Apelin peptide and small molecule ML-233 for
further wound healing experiments. siRNA of Apelin and Aplnr has been used for downregulation
of Aplnr signaling in mouse fibroblast cells. Scracth assay and transwell cell migration analysis was
performed for cell migration analysis. Migratory phenotype was demonstrated by gene and protein
expression analysis by qPCR and western blot analysis.

Results: Aplnr overexpression was conducted by transfection of the cells with GFP-Aplnr phusion
protein. GFP-Aplnr phusion protein was found to be localized on the cell surface at 0 min. However,
Apelin and ML-233 application initiated the intercellular localization at 30 min. Aplnr pathway was
activated in both MEF and NIH-3T3 cell lines after Apelin and ML-233 application and a slight
increase in cell proliferation was observed. However, a significant increase was observed in scratch
closure and migration of MEF and NIH-3T3 cells after Apelin and ML-233 treatment. Additionally,
knock down of Aplnr signaling resulted in significant decrease in cell migration ability of fibroblast
cells. qPCR results demonstrated a noticeable increase in migration and cell proliferation related
genes, such as AKT and COL1A1, in both of MEF and NIH-3T3 cells. Also, scarless wound healing
related genes MMP2 and MMP9 was found to be overexpressed after the activation of Aplnr
signaling pathway. Actin and Vimentin protein levels increased in Aplnr signaling activated
fibroblasts and decreased in siRNA applied cells.

Discussion: Cell migration is an important event in several processes including developmental
stages during gastrulation and neurogenesis, immune response, tissue regeneration, cancer and
wound healing. Identification of underlying pathways is crucial to develop a novel therapeutic
approaches for diseases. In current study, Aplnr pathway has been shown to be important in cell
migration which could be a promising therapeutic target for future therapies.

Conclusion: Activation of Aplnr signaling pathway increased fibroblast migration via enhancement
of regulatory protein and gene expressions in fibroblast cells.
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TS003 - Pomegranate Ile Desteklenen Yag Doku Mezenkimal Kok Hiicre Tedavisinin
Deneysel Testis Iskemik Hasarinda Etkileri

Seckin Karatag, Sarper Selimoglu, isa Emre Cetinkaya, Aml Uyanikoglu,
Pimnar Kiligarslan Sénmez, ibrahim Mehmet Tuglu

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali

Amagc: Testis hasar1 erkek infertilitesi icin 6nemli bir durumdur. Pomegranate (PG) antioksidan
ozelligi bilinen dogal bir tiriindiir. Yag doku mezenkimal kok hiicre (YDMKH) klinik kullanimda
olan etkili bir hiicre tedavisidir. Bu calismada deneysel sican modelinde torsiyon ile olusturulan
hasarda PG ve YDMKH ile birlikte uygulamalarinin olugan hasara etkisi incelendi.

Gerec-Yontem: Torsiyon/detorsiyon (TD) modeli siganlarin sol testisin 720 ° saat yoniiniin tersine
dondiiriilmesi ile olusturulup 4 saat sonra detorsiyon yapildi. Tedaviler torsiyon sonrasi ilk saatte
yapilip 6rnekler detorsiyondan 24 saat sonra alindi. Hasarin degerlendirilmesinde sperm analizi,
Johnson skoru, tiibiil ¢ap1 ve seminifer tiibiil epitelinin kalinlig1 ile oksidatif stres parametreleri
olarak endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) ve apoptoz i¢cin TUNEL ile apoptotik indeks kullanildi.
biyokimyasal analizde serum SOD ve MDA diizeyleri bakildi.

Bulgular: TD ile azalan Johnson skoru, tiibiil cap1 ve seminifer tiibiil epitelinin kalinli§inin, artan
eNOS tanimlamasinin ve apoptotik indeksin, azalan SOD ve artan MDA diizeylerinin, PG, YDMKH
ve Ozellikle birlikte kullanimlarinda anlamli bir sekilde geri dondiiriildiigii bulundu.

Sonug: Testsi hasarinda PG ile desteklenen YDMKH uygulamasinin infertilitenin dnlenmesi
acisindan klinik kullanim potansiyelinin olacag: diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Testis iskemisi, Pomegranate, Yag dokusu mezenkimal kok hiicre, oksidaitf
stres, apoptoz
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TS004 - Kok Hiicre ile Tedavi Edilen Gonartrozlu Vakalarda Klinik Sonuclarimiz

Ahmet Ozyazgan!, Kutsi Tuncer?, Glingor Akyiiz?, Kadri Yildiz#, Ferdi Sari’, Hakk: Yildirim®,
Atakan Giivendiren®, Ferhat Avct’

10zel kolan hastanesi
2Atatiirk iiniversitesi ortopedi a.b.d
Istanbul esenyurt iiniversitesi
“Kars kafkas iiniversitesi
Beylikdiizii devlet hastanesi
Ofstinye devlet hastanesi
"Haseki egitim aragtirma

2012-2019 yillan arasinda kemik iligi ve adipoz dokudan elde edilen numuneler kok hiicre haline
doniistiiriiliip dizlere steril kosullarda enjekte edildi. islem 6ncesi skorlar1 ve klinik bulgulari
kaydedildi. Islem sonras1 klinik bulgular ve yiiriime skorlar1 anlamli derecede iyi oldugu goriildii.

Islem standardiize olarak ayni kit ve cihaz kullanilarak esit ortamlarda yapild: hastalar steril
ortamlarda goriildii ve uygulama yapildi hastalar orta uzun donemde stem cell uygulamasindan

anlamli derecede fayda gordiiler.

Anahtar Kelimeler: stem cell, kok hiicre, svf
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TS005 - Successful treatment of a 20-year nonhealing venous leg ulcer in a patient with
systemic lupus erythematosus

Cenk Eray Yildiz

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Kardiyoloji Enstitiisii, Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali, Istanbul

Chronic relapsing ulcerative wounds affecting the lower extremities are frequently associated with
venous insufficiency leading to edema. It is a vicious circle unless leg edema is resolved with
additional care; otherwise the size and depth of the ulcer as well as symptoms of the patients
increase devastatingly [1-3].

Systemic lupus erythematosus is a chronic autoimmune multisystemic, inflammatory disorder
without an identified etiology, affecting skin, kidneys, lungs, liver, the nervous system, heart and
circulation [4, 5]. Vascular disorders involving the arteries and veins during the course of the disease
are common and may lead to significant morbidity and even mortality [6].

Here, we present successful treatment of a leg ulcer, which had existed for over 20 years, in 3
months with a 3-step treatment protocol including treatment of venous reflux, negative pressure
wound treatment followed by thrombin-enriched thrombocyte concentrate in a 45-year-old patient
with systemic lupus erythematosus.

A 45-year-old male patient was admitted to our institution with a 10 x 12 cm in diameter pretibial
leg ulcer. His body surface area was 2.5 m? and his body mass index was 38 kg/m?. The history
revealed being followed irregularly with the diagnosis of systemic lupus erythematosus and use of
prednisolone 4 mg daily. The ulcer started 20 years ago after a traffic accident and never healed. He
had depressive symptoms such feeling hopeless, irregular and inadequate feeling, and loss of joy of
life.

The ulcer was dirty, infected and smelled bad (Figure 1 A). Laboratory work-up indicated increased
an erythrocyte sedimentation rate of 103 mm at 1 h (normal: 1-10), C-reactive protein (CRP) of 53
mg/l (normal: 1-10), white blood cell count of 12,000 g/l and a1, 31 and 32 and v levels in protein
electrophoresis. Cultures were taken immediately and microscopic evaluation showed Pseudomonas
aeruginosa colonization. Ciprofloxacin 750 mg twice daily was initiated according to the
antibiogram results.
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Figure 1
A — Leg and ulcer before RF ablation, B — leg and ulcer after RF ablation

The nonhealing ulcer was investigated multifactorially. The prednisolone that he had been on for
many years was discontinued. An exercise program was started and a protein-rich, low-carbohydrate
diet was advised. Lower extremity Doppler ultrasonography revealed grade 4 reflux in the
superficial veins of sizes reaching up to 6-10 mm. Further hematologic tests for coagulopathies
including protein C and S deficiency, factor 5 Leiden mutation, and homocysteinemia were negative.
Rheumatologic tests indicated homogeneous strong positive anti-nuclear antibodies and an anti-ds-
DNA value of 204 TU/ml, confirming the diagnosis of systemic lupus erythematosus.
Hydroxychloroquine 200 mg/day was prescribed.

We decided to proceed with a three-step treatment protocol starting with endovenous radiofrequency
ablation (Venefit, VNUS Closure, Covidien, NY, USA) of bilateral great and lesser saphenous veins
(Figure 1 B). His legs were covered with elastic bandages after the procedure and he was discharged
home the next day with compression stockings for at least 2 months and medications of aspirin 100
mg daily and micronized purified flavonoid fraction (Daflon 500) two times per day. In the
meantime wound care was provided with Pico IFU (Global Excl. USA Sterile Product), a
miniaturized single use 80 mm Hg negative pressure wound treatment system (Figures 2 A. B). As
the last step, an autologous thrombocyte concentrate was prepared with a combination of 6 ml of
ACD-A solution (citric acid, sodium citrate, dextrose combination) with 54 ml of autologous blood.
The red blood cells were removed from the solution, enriched with undifferentiated multipotent
CD34+ cells, and 10 ml of solution was obtained in the end. 4 ml of solution was injected around the
ulcer, and the remaining 6 ml was saved for wound closure after combining with thrombin.
Autologous thrombin was combined with 6 ml of blood in a tube containing 1 ml of ACD-A and 1.7
ml of calcium to make 10 ml of solution and incubated at room temperature for 45 min. At the end,
the mixture of thrombin and platelets at a range of 1/3 revealed a rather solid gel-membrane in 5
min, indicating that the platelets were sufficiently active [7, 8]. This gel was used as a wound
dressing in our patient, and the wound was closed for 7 days. On the third day, the wound was
checked for infection and it was left for a natural course after the 8 day (Figures 3 A. B). Regular
wound care was performed then after and at the end of the 6" month the size of the wound decreased
by 70% without signs of infection (Figure 4).
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Figure2 A, B
Pico IFU negative pressure aspiration therapy

Figure 3A, B
Status of the ulcer after cell injection — note the tissue hypertrophy

ys. On the third day, the wound was checked for infection and it was left for a natural course after
the 8 day (Figures 3 A. B). Regular wound care was performed then after and at the end of the
6™ month the size of the wound decreased by 70% without signs of infection (Figure 4).
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Figure 4
Normal twice daily wound care with isotonic solution — note the status of the wound after 2 months

Many factors contribute to the pathogenesis of leg ulcers. Most patients have venous stasis due to
chronic venous insufficiency. Chronic venous hypertension either due to primary or secondary
venous disease and incompetence resulting in reflux is the underlying pathology in most cases;
however, inflammatory reactions, leucocyte infiltration, platelet adhesion, pericapillary fibrin
accumulation, and macrophages filling the tissues result in hypoxia, cell death and eventually
ulceration. The diagnosis of leg ulcer can be made based on medical history, inspection, palpation of
the skin, comparison of the temperature of the ulcerated leg, palpation of arteries, fascia holes,
presence and degree of edema, firm-painful lymphatic channels, and functional testing to assess
peripheral occlusive arterial disease or identify superficial and deep venous reflux of the legs. Other
causes of chronic leg ulcers may be hematologic diseases, autoimmune diseases, genetic defects,
infectious diseases, primary skin diseases, cutaneous malignant states, use of intradermal
medications and therapeutic procedures, and numerous exogenous factors [1, 2]. At this point, a
clear history and differential diagnosis are crucial.

Vascular pathologies are common in the course of systemic lupus erythematosus [35, 6]. They either
occur as direct complications of the disease or develop as comorbidities due to the hematologic
disturbances and side effects of the immunosuppressive medications used for the treatment of
systemic lupus erythematosus. Vasculopathy in the presence of an inflammatory environment is very
common [6]. It is also associated with increased thrombotic events occurring at younger ages.
Especially in systemic lupus erythematosus, unlike other autoimmune disorders or vasculitis
syndromes, vascular pathologies may occur in combination of atherosclerotic and thrombotic disease
as well as autoimmune vessel wall degeneration mediated with antiendothelial cell antibodies.

e
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Venous ulcers are long lasting, frequently complicated with infections, and costly to treat. Healing
requires patience and patient compliance, with a high risk of recurrence after healing disorders
leading to severe debilitating symptoms in patients and causing increased loss of young, working age
people from the economy. Although venous hypertension plays the major role in the etiology,
treatment is more complicated than only relief of the venous stasis with interventional therapies and
external compression. Ulcers usually require combination treatment and proper care, otherwise they
may get infected, leading to gangrene and in extreme cases eventually amputation [9, 10]. When
necessary, a home wound care team may be installed.

Venous ulcers are chronic disorders. They not only lead to a physical and economical burden to the
healthcare systems but also cause a serious psychological reaction due to restrictions, ill feeling, and
increasing and/or relapsing symptoms despite therapeutic attempts. The patients may end up
experiencing anxiety or depression requiring therapy. The causes of emotional changes are also due
to additional soft (skin and muscle) and hard tissue (joint and bone) changes. The consequences of
depressive symptoms such as weight gain, immobilization, and inadequate alimentation may also
negatively affect the venous insufficiency and the ulcer [11].

Our patient had depressive symptoms, and he was persuaded about a possible treatment of his
nonhealing stasis ulcer with multimodality approaches. Following the treatment of venous reflux, the
wound of our patient was stabilized with Pico IFU negative pressure application, which was
followed by autologous platelet concentration injection as well as a platelet-rich gel-membrane
dressing applied at the end of the process to facilitate healing [12].

In conclusion, venous ulcer is an important health problem, and treatment is quite burdensome and
usually lasts long. Despite advances in medicine, cure is not very likely and ulcers may relapse if
precautions are not taken. Treatment has to be multifactorial, combining the treatment of
insufficiency of the venous system and wound care.

Nonhealing leg ulcers have a complex etiology and lead to important socioeconomic problems
throughout the world. Usually the patients are unfortunately neglected. Together with our 3-step
treatment protocol applied in one of our patients, we wanted to stress the successful therapy of long-
lasting venous ulcers with patients and careful care.
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TS006 - Characterization of Treg Cells Generated in The Presence of
Group 3 Innate Lymphoid Cells

Ahmet Eken

Medical Biology, Faculty of Medicine, Betul Ziya Eren genome and Stem Cell Center, Erciyes University,
Kayseri, Turkey

Objective: CD4+ Foxp3+ Treg cells are a heterogeneous population of suppressive helper T cell
lineage and are utilized for therapeutic purposes in autoimmune disease models. Roryt+ group 3
innate lymphoid cells (ILC3s) were shown to express MHCII and interact with CD4+ T cells,
however, if and how ILC3s regulate Treg cell functions has not yet been addressed. In our study, we
characterized the molecular features of Treg cells generated from naive CD4+ T cells in the presence
or absence of ILC3s ex vivo.

Materials-Methods: CD4+ Foxp3- T cells were sorted from Foxp3YFP reporter mice. ILC3s were
purified from IL-23 receptor GFP reporter mice. Treg differentiation was performed with TGF-f3,
IL-2 and CD3/CD28 stimulation with or without addition of ILC3s. Foxp3YFP+ Treg cells were
surface stained for CD25, CTL4-4, LAG3, KLRG1, ICOS, GITR. IL-10 production was tested via

intracellular cytokine staining.

Results: Murine Treg cell differentiation in the presence of ILC3s were reduced significantly.
Surface expression of CTLA-4 and LAG3 in Treg cells was elevated whereas GITR, CD25, ICOS,
CD25, LAP levels remained comparable in the presence of ILC3s compared to those differentiated
in its absence. Human Treg generation in the presence of ILC3s was comparable to the condition
without ILC3s. Importantly ILC1 addition significantly improved the yield. Presence of human of
ILC3s in the Treg cultures augmented KLRG1 expression by Treg cells.

Conclusions: Presence of ILC3s during Treg cell generation impacts the expression of surface
proteins associated with the suppressive machinary of Treg cells in humans and mice.

Keywords: Treg, ILC3, Foxp3, Rorgt
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TS007 - Donor Kemik Iligi Kaynaklhh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Cevresel Stres
Altinda Gosterdikleri Hiicresel Yanitin Fonksiyonel Analizi

Giinay Balta', Sema Aygar?, Betiil Celebi Saltik?, Emine Kili¢?, Duygu Uckan Cetinkaya?

!Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklart AD, Pediatrik Hematoloji BD, Ankara
2Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi, Ankara
3Kirikkale Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Béliimii, Kirikkale

Amagc: Son yillarda, mikrogevrenin kritik eleman1 olan mezenkimal kok hiicreler(MKH) rejeneratif
amacli hiicresel tedavilerde artan diizeyde kullanilmaktadir. Uygulamalarinin ¢cogunda MKH’ler
dokularda uzun siire fonksiyonel/canli kalamamakta, bu durum etkinligi kisitlayan faktorler arasina
yerlesmektedir. Aktarim sonras1 hiicreden/mikrocevreden kaynaklanan cesitli stres uyaranlari
MKH’lerin yaglanmalarina, yasamlarinin kisalmasina, fonksiyonlariin kaybina, 6liimlerine veya
malign transformasyonuna neden olmakta, boylece hiicresel tedavi kapasiteleri azalmakta, yok
olmaktadir. Hasar mekanizmalarinin anlagilmasi hastaya 6zel terapétik stratejiler gelistirilmesine
katki saglayabilecektir. Bu calismada, segilmis hiicresel stres uyaranlarina donér kemik-iligi(dK1)
kaynaklt MKH’lerin verdigi metabolik yanitin fonksiyonel olarak arastirilmasi hedeflenmistir.

Gerec-Yontem: dKIMKH leri; oksidatif-stres indiikleyicisi hidrojen-peroksit(H202), mitokondri-
elektron-transport-sistemi-kompleks-1 inhibitorii Rotenon(ROT), genotoksik etidyum-
bromiiriin(EtBr) artan dozlarinda gercek-zamanli xCELLigence sisteminde 72s izlenmigtir.
Duraklama fazinda sabitlenmeleri nedeniyle yeterince hiicresel stres olustugu anlagilan
H202_ROT_EtBr’nin sirastyla 400 M_500uM_1uM sabit dozlarinda 1,5s_24s_48s_72s siirelerle
inkiibasyon sonrasi, MKH’ler aktif mitokondri(Mitotracker), ROS, ATP, Sitokrom-C-
Oksidaz(CytC) diizeyleri acisindan fonksiyon analizlerine alinmusgtir.

Bulgular: Calisilan her uyaranin artan maruziyet siirelerinin bazilarinda, bakilan parametreler
acisindan degerlendirildiginde, hiicre fonksiyonlarinin degisik diizeylerde etkilendigi; H202 ve
EtBr’le 24s inkiibasyon sonras1 mitotraker, ATP, CytC diizeylerinde azalma, EtBr’le 72s inkiibasyon
sonrasinda azalmis mitotraker, CytC, artmig ROS diizeyleri gdzlenmigtir. ROT la 72s inkiibasyon
sonrasl tiim parametreler etkilenmis, mitotracker, ATP, CytC’de diisiis, ROS’da artig g6zlenmistir.

Sonug: Primer dKIMKH’ler; uygulanan kimyasallarin ancak yiiksek dozlarinda duraklama fazina
giren, metabolik aktivitelerinde dramatik degisiklik gdstermeyen oldukca direncli hiicrelerdir.
Heterojen popiilasyon olmalari, ayni sartlarda yapilan deney tekrarlarindan elde edilen sonuglart
etkilemektedir dKIMKH leri yiiksek sitotoksik cevresel baskiya dayanabilen, canliliklar1 devam
ettigi siirece hiicresel tedavi uygulamalarinda zorlu sartlarda dahi fonksiyonlarini devam
ettirebilecek nadir terapotik ajanlardir. Ancak, MKH uygulamalari sonrasinda sayilarmin hizla
azalmasi konusunda daha ayrintili arastirilmalarm yapilmasina gereksinim duyulmaktadir. HU
BAP#8178)desteklemistir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre (MKH), hiicresel stres uyaranlari, hidrojen peroksit,
rotenon, etidyum bromiir
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TS008 - Hematopoetik Kok Hiicre (HKH) Regiilasyonunda Néropeptid Y (NPY) in
Roliiniin Incelenmesi

Baris Ulum!, Aynura Mammadova?, Ozgiir Ozyiincii?, Duygu Uckan Cetinkaya#, Tiilin Yanik!,
Fatima Aerts Kaya?

!Middle East Technical University, Faculty of Arts and Sciences, Department of Biological Sciences,
Biology/Molecular Biology & Genetics, Ankara
2Hacettepe University, Graduate School of Health Sciences, Department of Stem Cell Sciences, Ankara, Turkey

3Hacettepe University, Faculty of Medicine, Department of Obstetrics and Gynecology, Ankara, Turkey
YHacettepe University, Center for Stem Cell Research and Development, 06100 Ankara, Turkey

Amac: Noropeptid Y (NPY) merkezi veya periferik sinir sisteminde sempatik sinirler tarafindan
salian bir norotransmitterdir. NPY; kemik iliginde bulunan makrofajlar, osteoblastlar (OB) ve
endotelyal hiicreler tarafindan salgilanmakta ve immiin hiicrelerin homeostazini diizenlemektedir.
NPY reseptor/lerinin varligi; makrofajlar, OB ve Mezenkimal Kok Hiicre (MKH)'lerde
gosterilmistir. NPY yoklugunda, HKH'lerin sayilar1 azaldig1 ve kemik iligi rejenerasyonunda
bozulma olmasina ragmen, HKH'lerin NPY reseptorii ifadeleri arastiriimamistir. Bu ¢caligmada,
HKH’lerin regiilasyonunda NPY ’nin etkileri ve NPY reseptoriin ifadeleri degerlendirildi.

Gerec-Yontem: NPY nin, HKH’ler iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla 0-300 nM
arasindaki farkli NPY dozlari 4 veya 7 giin siirecinde SCF, TPO, Flt3-ligand (STF) iceren serumsuz
medyumda insan HKH hiicre kiiltiiriine uygulandi. NPY reseptorleri Y1-Y5 ekspresyonu
degerlendirildi. NPY nin HKH proliferasyonu iizerindeki etkisi WST-1 hiicre proliferasyon ajani
(Roche) ve hiicre dongiisiindeki aktivitesiBrdU/7-AAD (Biolegend) ile test edildi.

Bulgular: NPY reseptorii Y1 oranlar kiiltiir 6ncesi hiicrelerde yiiksekken, hiicre kiiltiiriiniin 4. ve 7.
giinlerinde hizla azaldi; NPY-Y2, Y4 ve Y5 ifadeleri de hiicre kiiltiiriiniin ilerleyen giinlerinde diigtii.
Tam tersine, HKH’lerin homingi i¢in gérevli en énemli reseptor olan CXCR4 (NPY-Y3) ifadeleri
kiiltiirde zaman icerisinde artti. WST-1 proliferasyon testlerinde; hiicre kiiltiirlerinde 300 nM NPY
HKH’lerin proliferasyonunun baskilandig: belirlendi ve hiicre dongiisiiniin GO/G1 (sessiz) fazindaki
HKH sayilarinda énemli bir artig, S ve G2/M fazindaki HKH sayilarinda bir azalma oldugu
gbzlendi.

Sonug: Taze insan HKH’lerinde tiim NPY reseptorleri farkli oranlarda ifade edilmektedir. HKH' ler
hiicre kiiltiiriine maruz birakildiginda, NPY-Y3 ifadelerinde bir artig, diger reseptor ifadelerinde bir

azalma gozlenmistir. Sonug olarak, yiiksek doz NPY HKH’lerin proliferasyonu baskilamakta ve
sessiz fazindaki HKH' lerin sayilarini artirmaktadir.

Bu proje HU-BAP THD-2018-17209 tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hematopoetik Kok Hiicreler, Noropeptid Y, hiicre dongiisii
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TS009 - MicroRNA-let-7a functions as a tumor suppressor and inhibits cancer stem
cell growth in triple negative breast cancer by targeting PIK3CA.

Havva Tezcan!, Gulsah Cecener!, Berrin Tunca!, Unal Egeli!
!Department of Medical Biology, Faculty of Medicine, Bursa Uludag University, Bursa, Turkey

Triple-negative breast cancer (TNBC) is an aggressive disease with poor outcome and lacks targeted
therapy. Recent studies have shown that breast cancer stem cells (BCSCs) are responsible for tumor
initiation, progression, relapse, metastasis and drug resistance. Targeting cancer stem cells may also
be a promising, novel strategy for the treatment of TNBC. Increasing evidence has shown that let-7a
plays an important role in human cancer progression. Although, the PI3K/AKT/mTOR pathway is
frequently activated in various human cancers. The purpose of this study is to demonstrate the
interaction between 3'UTR sites of PIK3CA gene that are potential target for let-7a in MDA MB 231
cell lines. In this study, to explore the function of let-7a, two computational algorithms TargetScan
and miRDB, were used to search for potential let-7a target genes and a large number of different
target genes. Among these candidate target genes PIK3CA, which was predicted by all two
algorithms, attracted our attention. BCSCs in MDA MB 231 cell line were labeled according to their
CD44+/CD24- characteristics and isolated by fluorescence-activated cell sorting. Then, let-7a and
PIK3CA 3°’UTR groups were transfected into CD44+/CD24- MDA MB 231 cells and 48 hours after
transfection; luciferase activities, cell proliferation and viability were measured. Also, after the
transfection, the expression levels of PIK3CA gene in CD44+/CD24- MDA MB 231 cells were
examined by RT-PCR. Expression of each gene was quantified by measuring cycle threshold (Ct)
values and normalized using the 2—AACt method relative to ACTB. Student's unpaired t-tests were
used to evaluate statistical significance. Spearman's correlation tests were used to evaluate the pair-
wise expression correlation between let-7a and PIK3CA. Data are expressed as means + s.e.m.
*P<0.05; ****P<0.0001 was considered statistically significant. The PIK3CA 3'UTR was confirmed
as a direct target of let-7a by using the luciferase assay for the reporter gene expressing let-
7a/PIK3CA 3'UTR binding sites (p=0,0151). A significant decrease in PIK3CA gene expression
(p=0,0435) was detected with let-7a transfection in CD44+/CD24- MDA MB 231 cells. However,
in these cells, significant cell death 25,63% (p=0,0001) was also detected with WST-1 cell
proliferation assay. Our results showed for the first time that let-7a functions as a tumor suppressor
by targeting PIK3CA in BCSCs in TNBC.
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TS010 - hsa-miR-128-1-5p Regulates Expression of NR3C2 mRNA Expression in
Human Adrenal Gland Carcinoma

Serdar KARAKURT, Husamettin VATANSEV

Faculty of Science, Department of Biochemistry, Selcuk University Konya, TURKEY

Abstract: Nuclear receptor subfamily 3 group C member 2 (NR3C2) encodes the
mineralocorticoid receptor for both mineralocorticoids (MC) such as aldosterone and
glucocorticoids (GC) such as corticosterone or cortisol (Yang et al. 2018). MicroRNAs
(miRNAs) are small non-coding RNAs (~22 nucleotides in length) that function as guide
molecules in RNA silencing and like many genes they affect aldosterone metabolism
(Sober et al. 2010). The aim of this study is to clarify the effects of microRNAs on NR3C2
mRNA expressions. NCI-H295R cells, Human Adrenal Gland Carcinoma cells, were grown
in DMEM/F12 medium supplemented with 2.5% Nu-Serum, 1% of ITS+ Premix and 2 mM
glutamine. 3x10* of NCI-h295R cells were seeded into 24 well and incubated at 37°C and
5% CO, for 24 h. Cells were treated hsa-miR-128-1-5p mimic and inhibitors for 48 h and
cell viability and proliferation was determined with Alamar Blue reagent. Inhibition of hsa-
miR-128-1-5p expression with 5 nM of miRNA inhibitor increased NR3C2 mRNA
expression as 10-fold (p<0.0001), and treatment with 50 nM of hsa-miR-128-1-5p mimic
leads the 2-fold inhibition of NR3C2 mRNA expression (p<0.005).

Introduction: The renin—angiotensin—aldosterone system (RAAS) plays a critical role in
the regulation of blood pressure (BP) homeostasis. The renin—angiotensin—aldosterone
system (RAAS) plays a critical role in the regulation of blood pressure (BP) homeostasis.

The loss of function variants in NR3C2 can cause pseudohypoaldosteronism type 1 (Riepe
et al. 2006).

Material and Method

Determination of Cell proliferation

Human Adrenal Gland Carcinoma cells, were grown in DMEM/F12 medium supplemented
with 2.5% Nu-Serum, 1% of ITS+ Premix and 2 mM glutamine. 3x10* of NCI-h295R cells
were seeded into 24 well and incubated at 37°C and 5% CO, for 24 h. Cells were treated
hsa-miR-128-1-5p mimic and inhibitors for 48 h and cell viability and proliferation was
determined with Alamar Blue reagent (Karakurt &Adali 2016).

miRNA mimic and Inhibitor Transfection Studies
hsa-miR-128-1-5p expression was inhibited with 5 nM of miRNA inhibitor and increased

and treatment with 50 nM of hsa-miR-128-1-5p mimic.

mRNA Expression Studies
NR3C2 mRNA expression was determined with qRT-PCR technique
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Fig.l1 a) hsa-miR-128-1-5p expression of human adrenal gland carcinoma cells and human kidney epithelial
cells. B) Effects of hsa-miR-128-1-5p on NR3C2 mRNA expression of human adrenal gland carcinoma cells

Conclusion: In conclusion, Since MR is a potential target for treatment in EH and other
cardiovascular diseases, further research is needed to confirm the association between NR3C2 and
the response to clinical treatment of cardiovascular disease. miRNAs are potent regulators of
steroidogenesis and apoptosis in adrenocortical cells. hsa-miR-128-1-5p modulates NR3C2
expression and alters aldosterone and cortisol metabolism in Human Adrenal Gland Carcinoma cells.

This project was supported by TUBITAK (114Z734).
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TS011 - Dogal Biyoaktif Timokinon, Kafeik Asit Fenetil Ester Ve Fukoidan Bilesenleri
Anti-meme Kanseri Aktivitelerinin Triple-negatif MDA-MB-231 Hiicrelerinde

Arastirilmasi

Esra Eroglu Koksal!, Giinay Balta?, Fatima Aerts Kaya?

! Ankara Yildirim Beyazit Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD, Ankara
2Hacettepe Universitesi,Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghg ve Hastaliklari AD, Pediatrik Hematoloji BD, Ankara
SHacettepe Universitesi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre Bilimleri AD, Ankara

Meme kanseri hiicresel kompozisyon ve klinik sonuclariyla kompleks ve heterojen karakterde olan,
kadinlarda en sik goriilen ve en dldiiriicti kanser tiiriidiir. Triple-negatif meme kanseri (TNMK, ER-
/PR-/HER2-), diger molekiiler alt tiplere gore (ER+/PR+) cok daha agresif ve mortalite orant cok
daha yiiksektir. Bu nedenle, TNMK i¢in yeni hedef/ajanlara veya destek tedavilerine gereksinim
duyulmaktadir. Yan etkileri bulunmayan, antioksidatif, anti-enflamatuar, antikanser 6zellikler
gosteren, ¢corekotu, balarisi-propolis ve kahverengi yosun Fucus vesiculosus gibi farkli kaynaklardan
izole edilen sirasiyla Timokinon (TK), Kafeik Asit Fenetil Ester (KAFE) ve Fukoidan (FK) son
yillarda kanser aragtirmalarinin popiiler konusunu olugturmusgtur. Ancak, bu dogal biyoaktif
bilesenlerden hangisinin daha iistiin antikanser 6zellik tagidig1 bilinmemektedir. Bu ¢aligmada, TK,
KAFE ve FK’1n insan TNMK hiicre_hatt1 (MDA-MB-231) iizerine sitotoksik etkilerinin
karsilagtirmali aragtirilmasi hedeflenmigtir.

MDA-MB-231 meme adenokarsinoma hiicreleri, 48s(saat) inkiibasyonu takiben, periyodik artan
TK, KAFE (50nM-150uM) ve FK (150ng/ml-500pg/ml) dozlarma 3 tekrarli olarak, 24s, 48s, 72s
maruz birakilmis ve hiicre canliligit XTT analiziyle degerlendirilmisgtir.

TK 1.5uM iizerindeki dozlarda 24s’te %20-30, 48-72s’te %40-50 oldiiriicii etki gostermistir. KAFE
24s’te SpM lizerinde tersine %50-100 proliferatif etkili, 48s’te tiim dozlarda etkisiz, ancak 72s’te
15uM iizerinde maksimum %?20 sitotoksiktir. FK sadece 48-72s’te yiiksek konsantrasyonda
(500pg/ml) %40 oldiiriicii etkili, diger uygulamalarda etkisizdir.

Bu calismada, TK, KAFE ve FK’n antikanser etkilerinin karsilagtirmalr analizi ilk kez yapilmus,
TK’un MDA-MB-231 hiicrelerinde digerlerinden ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda ve zaman
diliminde ¢ok daha yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigi anlagilmugtir.

Agresif TNMKyle miicadelede, TK, arastirmalarda bagi ceken KAFE’den daha limit verici
fitoterdpotik molekiil ve ilag aday1 olabilir. Bu ¢alisma Ankara Yildirrm Beyazit Universitesi ve

Hacettepe Universitesi (BAP#8178) tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, MDA-MB-231, Timokinon, KAFE, Fukoidan
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TS012 - Multipl Miyelom Hiicrelerine Kars1 Otolog Kok Hiicre ve Mononiikleer
Hiicrelerinden Dendritik Hiicre Uretilmesi
(Tiimor Asis1 Uretilmesi)

Giilsen BUGDAY', Ali UNAL?2, Mustafa Yavuz KOKER?

!Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre Bilimleri, Kayseri
2Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Dahili Tip Bilimleri, Kayseri
3Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri, Kayseri

Amac: Malin plazma hiicrelerini ortadan kaldirilmasi i¢cin miyeloma spesifik immun cevabi
saglayacak tedavi ve giinlimiizde yeni yeni gelistirilen, maliyetli ancak uygulanabilir alternatif bir
yontem olan tiimor agisi iiretimi i¢in gereken hiicrelerin elde edilmeye calisildi. Bdylece antijen
sunan hiicre olan dendritik hiicreye, miyelom hiicrelerinin antijenik yapilart tanitilarak timor
spesifik lenfositlerin olugturulmasi hedeflenmistir. Ciinkii tiimor agis1 hem tiimore karsi spesifik
olmasindan dolay1 konvansiyonel tedavilere gore yan etkisi daha az hem de hafiza 6zelligine sahip
olmasindan dolay1 daha uzun koruma 6zelligine sahiptir.

Gerec¢ ve Yontem: Multipl miyelom hastasindan toplanmig kemik iligi numunesi ile otolog nakil
olacak multipl miyelom hastadan toplanan kok hiicre ve moniikleer hiicrelerden alinan numune
kiiltiire ekim iglemi i¢in birlestirildi. Bu karigima IL-4+GM-CSF sitokin kombinasyonu eklenerek
hazirlanan flasklar en uygun kiiltiir sartlar1 olarak belirlenen %5°’lik CO,’li, 37°C sicaklikta ve nemli
ortama sahip inkiibatorde analizlerin yapilacagi saate kadar bekletildi. Daha sonra akim sitometri
laboratuvarinda 48, 72 ve 96. saatlerinde ekim iiriinlinden alinan numunedeKki hiicrelerin
tanimlanmasi ve bu hiicrelerin canliliklarinin tespiti yapildi.

Bulgular: CD14, CD34, CD45, CD80, CD83, CD86 ve CD209 antikorlarindaki degisimler akim
sitometri cihazi ile 0, 48, 72 ve 96. saatlerdeki kok hiicre ve mononiikleer hiicrelerin dendritik
hiicreye doniigiimiiniin olup olmadig: tespit edildi ve Annexin-V Kiti ile kiiltiir ortaminda bulunan
dendritik hiicrelerin ne kadarinin canlt oldugu belirlendi.

Data Set 2; 0.5AAT A5, TUP1 Data Set 3; 48,5447 A5, TUP1 Data Set 3; 72,544T A5, TUR Data St 2+ 05 SAAT AS. TUPT

[A] CD14A 750 / 55 INT _ [A] CD14A 750 / 55 INT - 1A] CDH4A 750 1 55 INT [A] CD14A 750 5 INT
o B e SR,

S5 IHT
S5 HT
S5 M1

,___
=

: g : T T T . 0 "
o 10 10 10 10 1w 1 10 10 CIHA4A 750
CD4a 750 CIl4a 750 CO4A 750 Gate X-GMean

Gate X-GMean Gate X-GMean Gate X-GMean All 3,26

All 3,79 Al 1,56 All 1,09 E 191,42

H 41,05 B 114,07 B 99 &)

Sekil 1. Uygulamanin kiiltiir oncesi ve kiiltiir sonrast akim sitometrik analizi
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Tablo 1. Kiiltiir oncesi ve kiiltiir sonrast antikorlarin ekspresyon diizeyleri

Yiizey \ Kiiltiir 0. SAAT 48. SAAT 72. SAAT 96. SAAT
Markerlar: \ Saatleri

CD14 40,06 80,70 71,72 220,57
CD34 0,14 0,21 0,16 0,25
CD45 16,85 49,02 51,74 57,53
CD80 0,32 4,65 4,72 9,95
CB83 0,48 5,68 3,10 6,02
CD86 1,14 731 10,74 15,43
CD209 2,70 47,65 92,38 89,32
HLA-DR 0,37 6,96 13,52 13,26

(Agiklamasi: Hiicre kiiltiir isleminin 0, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan numunelerdeki akim sitometrik
analizlere bagl yiizey markerlarin (antikorlarin) ekspresyon diizeyindeki degisimler)

Sonug: IL-4+GM-CSF sitokin kombinasyonunun in vitro kiiltiir ortamlarina eklenmesi ve hiicre
kiiltiir i¢cin 37°C sicakliga, %5 CO,’li ve nemli bir ortama sahip inkiibatr kullanilmas: dendritik
hiicre matiirasyon gelisimini olumlu etkiledigi tespit edildi. Multiple miyelom hastalarina
uygulanabilir bir dendritik hiicre bazli otolog tiimér agisi eldesi i¢in ilk basamakta gerekli olan
dendritik hiicre iiretimi saglandi.

Anahtar Kelimeler: Akim sitometri, Dendritik hiicre, Hiicre kiiltiirii, Multipl miyelom, Tiimor agisi
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TS013 - Notropenik farelerde karbapeneme direncli Klebsiella pneumoniae sepsis
modelinde mezenkimal kok hiicre tedavisinin etkinligi

Gokeen Ding', Esma Eren?, Olgun Kontag®, Mehmet Doganay?

!Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji A.D. ; Genom ve Kk Hiicre Merkezi, Kayseri
2Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, Kayseri
3Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji Ana Bilim Dali, Kayseri

Genel bilgi ve amac: Sepsis hayat1 tehdit eden progresif enfeksiyoz bir hastaliktir. Sepsis
tedavisinde son yillarda en 6nemli sorun; direncli bakteriyel enfeksiyonlarin varligidir. Bu
enfeksiyonlarda rol alan K. pneumoniae nozokomiyal pndmoni, yara enfeksiyonu, idrar yolu
enfeksiyonu, invaziv alet iligkili enfeksiyonlar, menenjit, peritonit ve biliyer sistem enfeksiyonlarina
da yol acar (1,2, 3). K. pneumoniae tiirlerinde gelisen karbapenem direnci nedeniyle tedavide son
secenek antibiyotik olarak kolistin tercih edilmis fakat bu antibiyotige karst da K. pneumonia tiirleri
direng gelistirmeye baslamistir. Yeni bir antibiyotik seceneginin olmadig: giiniimiizde hiicresel
tedavi secenekleri giindeme gelmistir (3,4). Bu segeneklerden birisi de mezenkimal kok hiicrelerin
(MKH) kullanimudir (5, 6, 7). Bu ¢alismada nétropeni modeli olusturulan farelerde gelistirilen
karbapeneme direncli K. pneumoniae sepsisinde, MKH uygulamasinin tedavideki etkinliginin
aragtiritlmasi amaclanmigtir.

Gerec ve Yontem: Caligsmada, Balb-c fareler inraperitoneal (ip) iki doz siklofosfomid verilerek
notropenik hale getirildikten sonra kontrol grubu (pozitif ve negatif) ve tedavi gruplari (kolistin,
kolistin-MKH, MKH) olarak ayrildilar. Negatif kontrol grubu hari¢ tiim gruplarda sepsis gelistirmek
icin 3x107cfu/ml karbapenem direncli K. pneumoniae siispansiyonundan 0.1 ml ip enjekte edildi.
Tedavi gruplarinda bakteri verildikten 3 saat sonra ip antibiyotik ve MKH baglandi. Kolistin dozu 5
mg/kg yiikleme dozu ve sonrasinda 5 mg/kg/giin ikiye boliinmiis olarak 12 saat aralikla uygulandi.
Bakteri inokiilasyonundan 3 saat sonra ve 48 saat sonra MKH 2x10%kg dozda ip yolla uygulandi.
Antibiyotik enjeksiyonu her 12 saatte bir tekrarlanirken, MKH 48 saat sonra 2.doz olarak uygulandi.
Tiim fareler 48 ve 96 saat sonunda sakrifiye edilerek kalp, akciger, karaciger, periton ve dalaktan
ekim yapildi. Farelerin sag akcigeri ve karacigerin yarisindan kantitatif kiiltiir yapilarak bakteri yiikii
cfu/gr olarak hesaplandi. Sol akciger, karaciger dokusunun diger yaris1 ve her iki bobrek
histopatolojik olarak degerlendirildi. Fare serumlarinda IL-6 ve TNF-a sitokin diizeyleri ELISA ile
belirlendi.

Bulgular: Deneyde 80 fare kullanildi. Notropenik fareler pozitif ve negatif kontrol gruplari ile her
bir tedavi grubunda 16 fare, bunlarin alt grubunda da 8’er fare olacak sekilde deneye alindi. 48 saatte
gruplarin akciger ve karaciger dokusundaki bakteriyel yiikleri degerlendirildiginde; kolistin+ MKH
tedavi grubunda koloni sayisi tiim gruplara kiyasla 6nemli dlciide diisiiktii. 96 saatte ise tiim
gruplarin akciger ve karaciger dokularinda bakteri yiikii kontrole gére anlamli 6l¢iide azalmigt
(p>0,05). Kolistin+ MKH tedavi grubunda karacigerde bakteri yiikii diger gruplardan diisiik olmasina
ragmen tedavi gruplarr arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik saptanmadi.
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Kolistin+ MKH tedavi grubu ile kolistin tedavi grubu arasindaki farklilik istatistiki olarak anlaml
degil iken (p=0,30) kolistin+ MKH tedavi grubu ile MKH tedavi grubu arasindaki farklilik istatistiki
olarak anlaml1 (p=0,045) bulundu. Ayrica, kolistin+MKH kombinasyonunun 48. saatten itibaren
akciger ve karaciger dokusundan bakteriyel yiikii eradike etmeye bagladigi, kolistin tedavisinin ise
96. saatte bakteriyel yiikii eradike etmeye basladig1 saptandi. Gruplar arasinda sitokin seviyelerinde
istatistiki olarak anlaml bir farklilik bulunmad1 (p>0,05).

Tartigma: Sepsiste simdiye kadar yapilan cesitli deneysel hayvan ¢alismalarinda MKH’ler
uygulanmis ve MKH hepsinde sag kalim iizerine etkin bulunmustur. Bu ¢caligmalarda MKH’lerin
antienflamatuvar ve immunomodulator etkisi ile sag kalima katki sagladig: gosterilmistir (6, 8,9,
10). Ancak bu ¢alismalar saglikli farelerde ve duyarli mikroorganizmalara bagli gelisen pndmoni
veya sepsis modellerinde yapilmustir. Bu ¢aligsma ise notropenik farelerde karbapenem direncli K.
pneumoniae ile sepsis olusturularak gerceklestirilmis ve MKH’lerin etkinligi degerlendirilmisgtir.
Daha 6nce immunsuprese farelerde karbapenem direncli K. pneumoniae ile olusturdugumuz
deneysel sepsis calismasinda (11), tigesiklin ile kolistin kombine terapisinin monoterapilere gore bir
ustiinliik saglamadig1 saptanmigti. Bu ¢aligmada ise MKH ile kombine edilen kolistin tedavisinin,
monoterapilere gore 48 ve 96. saatlerde karaciger ve akcigerdeki bakteri yiikiinii onemli dl¢iide
azalttig1 gézlendi.

Sonug: Sonug olarak, nétropenik farelerde enfeksiyonun 48. ve 96. saatlerinde MKH+kolistin
uygulanan grupta akciger ve karaciger dokularinda bakteri yiikiiniin, kolistin ve MKH monoterapi
gruplarina kiyasla daha diisiik oldugu ve hatta bakteriyel eradikasyonun en erken yalnizca bu grupta
bagladig1 belirlendi. MKH'lerin in vivo sepsis modeli iizerinde kolistinle kombine edildiginde
kolistin veya MKH monoterapilerine gore iyilestirilmis terapotik etkiler sagladigi goriigiine varildi.

Anahtar sozciikler: Deneysel notropeni, K. pneumoniae, mezenkimal kok hiicre, sepsis

( Bu calisma TUBITAK tarafindan 2168893 no’lu proje olarak desteklenmistir.)
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TS014 - Kiiltiirde Mezenkimal Kok Hiicreden Farklanan Osteoblastlar Tle
Olusturulan Diyabetik Osteoporoz Kirik Taklidinde Kok Hiicre Ve Nar Ekstraktinin
Iyilesme Uzerine Etkileri

Sude Tuglu?, Doga Ozden Giilsiin2, Seher Seher?, Pmar Kiligarslan S6nmez!,
Ibrahim Mehmet Tuglu!

'Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dalu
2[zmir Tiirk Koleji

Amagc: Diyabetik osteoporozlularda kemik kiriklar1 tedavileri zor durumlar olup yan etkileri
azaltmak ve tedavi etkinligini arttirmak amach bitkisel tiriin kullanimi yararli olabilmektedir. Punica
granatum (PG) nar cicegi lirlinii olup bu anlamda potansiyeli olan gifali bitkidir. Bu ¢aligmada yag
kokenli mezenkimal kok hiicreden (YDMKH) farklandirilan osteoblastlar ile kiiltiir ortaminda
olusturulan kemiksi dokuda ¢izik yontemi yara modelinde MKH ve PG etkisi incelendi.

Gerec-Yontem: YDMKH ile osteojenik besiyerine eklenen 17f3-estradiol (E2) ortaminda kemiksi
doku yapilarak Alizarin kirmizisi, Vonkossa ve osteonektin ile karakterize edildi. Diyabet yiiksek
glikozlu besiyeri ile osteoporoz E2 besiyerinden uzaklagtiriimast ile taklit edildi. Pipet ucu ile
standart cizik yapilarak kirik yara modeli olugturuldu. Yaranin kapanmas: siirecinde MKH, PG ve
birliktelklerinini etkisi degerlendirildi.

Bulgular: YDMKH belirtegleri lizerinden karakterize oldular. Farklanan osteblastlarin klonik
kemiksi adaciklar yaparak mineralize olduklar: gosterildi. Yiiksek glikozlu besiyerinde E2
uzaklagtirilmasi ile belirginlesen iyilesmedeki gecikmede, MKH ve PG birlikteliginin anlamli bir
tedavi edici etkisi bulundu.

Sonug: Zor iyilesen bir durum olan diyabetik osteoporoz i¢in kiiltiir ortaminda olusturulan modelin
tedavi etkinligi icin kullanilabilir bir yontem oldugu diisiiniildii. Maliyeti diisiik, etkinligi yiiksek ve
yan etkilerin azalmasini saglayabilecek bir uygulama olarak MKH ve PG birlikteliginin in vivo
deneysel modelde denenebilecegi ve klinik kullanim bulabilecegi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: diyabetik osteoporoz, kirik, invitro model, kok hiicre, nar eksisi ekstrakti
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TS015 - Dis Pulpasi, Yag ve Umbilikal Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin
Hiicresel Ozellikler Acisindan Karsilastirilmasi

Zeynep Burcin Gonen !, Gokgen Ding 12, Buket Banu Ozkan !, Nesime Oner Bulut !,
Mustafa Cetin !

! Erciyes Universitesi, Genom ve Kok Hiicre Merkezi (GENKOK), Kayseri
2 Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji A.D., Kayseri
3 Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklart A.D, Hematoloji Boliimii

Giris: Mezenkimal kok hiicreler (MKH), kendi kendini yenileyebilen ve farkli hiicre tiplerine
farklilagabilme potansiyeline sahip multipotent stromal hiicrelerdir. MKH’ler; kemik iligi (1), yag
dokusu (2), amniyon sivisi (3), dis pulpas1 (4), umbilikal kord ve wharton jeli (5) gibi viicuttaki
bir¢cok dokudan elde edilebilmektedir.

Amag: Bu calismada amacg; insan viicudundaki ii¢ farkli dokudan Iyi Uretim Uygulamalari (GMP)
Laboratuvarinda ayni iiretim kogullarinda elde edilmis MKH’lerin (yag dokusu kaynaklt MKH (AD-
MKH), umbilikal kord kaynakli MKH (UK-MKH) ve dis pulpasi kaynakli MKH (DP-MKH))
hiicresel 6zelliklerini kargilagtirmaktir.

Yontem: Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi GMP Laboratuvarinda kayitli, AD-
MKH (n:10); UK-MKH (n:10) ve DP-MKH (n:10) verilerinin restrospektif taranmasi ile veriler elde
edildi. Ug farkli kaynaktan elde edilen MKH’lerin morfolojik 6zellikleri, adipojenik ve osteojenik
farklilasma yetenekleri, giin cinsinden primer kiiltiirden ¢ikma siiresi, relatif telomeraz aktivitesi
(RTA), dondurma-¢dzme canliliklar ve bunlar arasindaki fark, akim sitometri ile belirlenen yiizey
belirteglerinin ekspresyon farklili1 agisindan karsilastirilmistir. Gruplar arasi istatistiksel analiz,
ANOVA testi kullanilarak gerceklestirildi. p< 0,05 anlamli kabul edilmigtir.

Sonug: Hiicrelerin igsi yapidaki fibroblast benzeri morfolojisinin tiim gruplarda birbirine benzer
ozellikte oldugu, adipojenik ve osteojenik olarak esit derecede farklilagma yetenegine sahip oldugu
bulundu. Flow sitometri bakimindan karsilastirildiginda negatif yiizey belirte¢ ekspresyonlart AD-
MKH %0,16+0,1; UK-MKH %0,31+%0,1 ve DP-MKH %0,14+%0,0; CD105 yiizey belirtec
ekspresyonlart AD-MKH %99.,8+%0,1; UK-MKH %98,3+%1,2 ve DP-MKH %99,1+%1,7; CD73
yiizey belirte¢ ekspresyonlart AD-MKH %98,6+%2,2; UK-MKH %96,5+%2,2 ve DP-MKH

%98 4+%1.5; CD90 yiizey belirte¢ ekspresyonlart AD-MKH %99,8+%0,1; UK-MKH %99,1+%1.9
ve DP-MKH %99,6+%0,3; CD44 yiizey belirte¢ ekspresyonlari ise AD-MKH %99,6+%0 4; UK-
MKH %95 ,6+%1,8 ve DP-MKH %97,3+%3 4 bulunmustur. Negatif yiizey belirte¢ ekspresyonunda
UK-MKH, DP-MKH’ e (p=0,01) gore ve AD-MKH’ e (p=0,03) gore istatistiksel olarak yiiksek
bulundu. UK-MKH, AT-MKH’ a gore istatistiksel olarak CD105 yiizey belirte¢ ekspresyonu
(p=0,03) ve CD44 yiizey belirte¢ ekspresyonu (p=0,00) acisindan diisiik degerde bulundu.

Primer kiiltiirden ¢cikma siireleri; AD-MKH 10+1,2; UK-MKH 13,3+2,6 ve DP-MKH 13,1+3,1
giindiir. DP-MKH (p=0,02) ve UK-MKH (p=0,01), AD-MKH’ ye gére daha uzun siire primer
kiiltiirde kalmugtir.
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Hiicrelerin RTA degeri AD-MKH 1,33+1,0; UK-MKH 0,65+0,5 ve DP-MKH 0,96+0 4 olarak
bulundu. Telomeraz degerleri ile gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark yoktu.
Dondurma iglemi sirasinda bakilan canlilik oranlart AD-MKH %94,1+%6.3; UK-MKH

%92 2+%1.5; DP-MKH %95,1+%1 .9 iken ¢6zdiirme canliliklari AD-MKH %83,3+%7,3; UK-MKH
%85 ,6+%4,2; DP-MKH %92 ,5+%1,7 bulundu. Dondurma ve ¢6zme isleminde baslangica gore
hiicre kaybinin AD-MKH 10,8+6,3; UK-MKH 6,6+4,6; DP-MKH 2,6+1,8 oldugu belirlendi.
Dondurma canliliklart agisindan her 3 grup arasinda istatistiksel bir fark bulunmazken ¢ozme
canliiginda DP-MKH, AD-MKH’ a (p<0,001) gore ve UK-MKH’ a (p=0,01) gore daha yiiksek
canlilikta ¢6zdiiriildii. Dondurma-¢dzme arasindaki hiicre canlilig1 farki agisindan UK-MKH ile
diger gruplar arasinda herhangi bir farki bulunmazken, AD-MKH’ daki canlilik kaybinin DP-MKH’
ye gore istatistiksel olarak anlamli ve yiiksek oldugu bulundu (p=0,00).

Tartisma: UK-MKH en gen¢ MKH kaynagi olsa da hiicresel 6zellikler agisindan DP-MKH VE
AD-MKH ile morfoloji, adipojenik ve osteojenik farklilagma, RTA degerleri, dondurma canlilig,
CD73 ve CD90 yiizey belirte¢ ekspresyonlar 6zellikleri agisindan farklilik gostermemistir. AD-
MKH’ de bir avantaj olarak diger gruplardan daha kisa siirede primer kiiltiirden ¢ikarken, dezavanta]
olarak DP-MKH’ ya gore daha fazla dondurma-¢6zme esnasinda canlilik kaybi gosterm1§t1r U¢
farkl1 kaynak da benzer 6zellikleri ile klinik iiretim agisindan elverisli kaynaklardir. Uretim
esnasindaki farkliliklar klinik cevabi etkilemektedir (9). Klinik basart ile hiicre kaynaklarinin
karsilagtirildig ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre izolasyonu; Kok hiicre kaynagi; Mezenkimal kok hiicre.
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TS016 - Dondurulmus Mezenkimal Kok Hiicrelerin Enflamatuar Sitokin Ekspresyon
Seviyelerine Etkisinin Degerlendirilmesi
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Mezenkimal kok hiicreler (MKH); kendini yenileme potansiyeli olan, osteoblast, kondrosit ve
adiposit gibi 6zellesmis hiicrelere farklilagabilme yetenegine sahip, erigkin, multipotent, progenitor
ve klonal hiicrelerdir. MKH” ler heterojendir ve karakterizasyonu i¢in belirlenmis tek bir
biyobelirte¢ mevcut degildir. Bu nedenle, 2006 yilinda Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi
tarafindan bildirilen bir dizi 6zellik ile tanimlanmasi saglanir (1). Yaygin olarak kabul géren bu
kriterlere gore MKH’ lerin; 1) kendini yenileme yetenegi (self-renewal) ii) Yiizeylerinde CD73,
CD90 ve CD105 belirteclerini eksprese ederken CD45, CD34, CD14 ve HLA-DR gibi yiizey
belirteclerini eksprese etmemeleri iii) In-vitro kosullarda kemik, yag ve kikirdaga doniisebilme
(diferensiyasyon) 6zellikleri mevcuttur. MKH’ ler stromal kdkenleri, fibroblast benzeri
morfolojilerinin yani sira kiiltiirde plastik yiizeye hizli adhezyonu ile karakterize edilir. Mezenkimal
kok hiicreler (MKH) immiinomodiilator etkileri nedeniyle, farkli immun ve hiicresel terapi
secenekleri icin dikkat ¢ekici bir kaynaktir (2). MKH’lerin hem in vivo hem de in vitro dogal ve
adaptif immiin yanitlara miidahale ederek pro-enflamatuar veya anti-enflamatuar sitokinleri
salgilamastyla inflamasyonu engelledigi diigtiniilmektedir (3).

Mezenkimal kok hiicrelerin hiicresel terapi , rejeneratif tip ve doku miihendisligi gibi alanlarda
kullanim potansiyelleri nedeniyle, erisimlerini ve kullanilabilirliklerini arttirmak icin
kriyoprezervasyon ve bankacilik fikri odak noktasi haline gelmistir. Bu caligmada ise amag¢ uzun
stireli dondurulmug kok hiicrelerin kullanimlar1 dncesi kiiltiire edilmesi veya direkt kullanilmasinin
immiinmodiilatdor mRNA ekspresyon seviyelerine olan etkisini degerlendirmektir.

Calismada Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi’ nden temin edilen, 2015 yilinda
dondurulmus dis pulpas1 kaynakli MKH' ler kullanilmigtir. Grup 1 (n:6) 'de hiicreler ¢ozdiiriilerek
kiiltiire alinmig ve %80 yogunluga ulastiginda tripsinizasyon yontemi ile hiicreler kaldirilarak RNA
izolasyonu gergeklestirilmigtir. Grup 2 (n:6)' de ise dondurulmus 6rneklerden direkt ¢ozdiirme
sonrast RNA izolasyonu yapilmustir. Ardindan her iki 6rnek icin cDNA sentezi Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) protokoliine gére yapilmistir. Caligmada TNF-a, IFN-y, IL-10,
IL-6,IL-17a, TGF-f, ekspresyon seviyeleri 18S'e normalize edilerek degerlendirilmis ve RT- PCR
(Lightcycler 480 II, Roche) cihazindaki amplifikasyon degerleri ile analiz edilmigtir. 6 tekrarlt
caligilan degerlerde istatistiksel olarak dondulmusg ve kiiltiire edilmis gruplar aras: kargilagtirma,
student-T testi kullanilarak gergeklestirilmigtir (Turcosa). p<0,05 anlamli kabul edilmigtir.

Dondulmus ve kiiltiire edilmis TNF-a., IL-10, IL-6 ve IL-17a ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda
anlamli derecede farkli ve dondulmus grupta yiiksek olarak bulunmustur (p tnr.o. 1-10, 11172 <0,001;
pi-s =0,008). IFN-y ve TGF-f ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktur.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-therapy
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MKH °‘lerin dondurularak saklanmast; taze dokulara duyulan siirekli ihtiyaci azaltmayi, kalite
kontrol testlerini dogrulamak icin kullanilabilecek bir referans MKH kaynagi1 saglayabilmeyi
hedeflemektedir (4). Doku ve hiicre bankalari, nakil i¢in kullanima hazir hiicre tedarikinin yani sira
tedavinin daha iyi zamanlanmasina olanak saglayacaktir. Saglikli bir nakil i¢in, etkili hiicre rezervini
korumak ve hiicreleri erken pasajda dondurmak esastir ¢linkii MKH’larin sayis1 ve farklilagsma
potansiyelleri artan pasaj sayisi ile azalmaktadir (3). Protokollerin optimize edilmesi, ortam
kompozisyonunun dondurulmasi, sogutma cihazlari ve saklama kaplarinin yani sira iyi iiretim
uygulamalart (GMP) gelistirmek i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Ancak mezenkimal kok
hiicrelerin kriyoprezervasyon siiresince klinik kullanim i¢in giivenli olmasi ve terapotik 6zelliklerini
de korumasi gerekmektedir. Bu nedenlerle hiicrelerin hastaya en hizli sekilde ulasmasini saglamak
icin dondurulmusg ornek diisiiniilebilir. Ancak hiicreler ve dokularin donma iglemi sirasinda meydana
gelen fiziksel degisikliklere verdigi tepkilerin anlasilmasi, donma hasarini en aza indirecek ve
hastaya uygulanabilir fonksiyonel hiicrelerin maksimum geri kazanimini saglayacak olan
protokollerin hazirlanmasi kriyoprezervasyon iglemi i¢in 6nemlidir.

Bu enflamatuar sitokinlerin ekspresyon seviyelerindeki artig, 6zellikle allojenik transplantta
dondurulmus hiicrelerin direkt kullanimin kisitlamaktadir. Dondurma ve ¢6zme immiinsupresyonu
etkilediginden dolay1 hastaya uygulama Oncesi tekrar kiiltiire alinmasi enflamatuar sitokin
ekspresyonunu diizenler ve tedavi yanmitim degistirebilir. Immiinmodiilatér etkinin rejeneratif cevaba
olan etkisi lizerine yeni ¢aligmalar planlanmaktadir.

1. Dominici M, Le Blanc K, Mueller I, Slaper-Cortenbach I, Marini F, Krause D, Deans R,
Keating A, Prockop D, Horwitz E. Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal
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2. Zhao Q, Ren H, Han Z. Mesenchymalstemcells:
Immunomodulatorycapabilityandclinicalpotential in immunediseases. J Cell Immunother.
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Stem Cell. 2013;13(4):392-402.

4. S.Viswanathan, A. Keating, R. Deans, P. Hematti, D. Prockop, D.F. Stroncek, et al.Soliciting
strategies for developing cell-based reference materials to advance mesenchymal stromal cell
research and clinical translation StemCells Dev., 23 (2014), pp. 1157-1167
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TS017 - 32immiinoterapi Uriinii Sitokin Ile Indiiklenmis Oldiiriicii Hiicrelerin
Karakterizasyonundaki Farkliliklarin Sebepleri

Fatma Eyiiboglu Uniivar!, Utku Seyis!, Muhammet Yilanci!', Bulut Yurtsever!, Gozde Sir Karakus!,
Omiir Selin Giinaydin!, Rengim Vural!, Raife Dilek Turan?

Actbadem Labcell Hiicre Laboratuvart ve Kordon Kani Bankast
Actbdadem Univesitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Medical Biyoteknoloji

Sitokin ile indiiklenmis katil (CIK) hiicreler, periferik kandan izole edilen mononiikleer hiicrelerin
(PBMC'ler) cGMP Kkiiltiir kosulllarinda sitokinler ile uyarilmasiyla elde edilen heterojen hiicre
popiilasyonudur. Bu heterojen hiicre popiilasyonu sitotoksik T, yardimer T, NKT, NK lenfosit
hiicrelerinden meydana gelir. Heterojen hiicre popiilasyonunun ¢ogunlugunu NK (CD16+, CD56+),
NKT (CD3+ CD56+) ve sitotoksik T lenfosit (CD3+ CD8+) hiicreleri olusturmaktadir. Herhangi bir
antijen tanitim1 yapilmadan tiretilen CIK hiicreleri hedefe spesifik degildir ancak antijen tanitimi
yapilarak iiretildiginde antijen spesifik CIK hiicreleri olarak adlandirilirlar. Uretimin her agamasinda
kalite kontrolii prensip alarak standartlara uygunlugunu belirleyen siireci proses kontrolii olarak
adlandirtyoruz. Proses kontroliinde degerlendirme i¢in yeterlilik analizi yonteminden faydalanilir.
Proses yetenek indeksi (Cpk) degerleri hesaplanarak prosesin yeterliligi 6l¢iiliir. Bu calismada
Acibadem Labcell olarak 2014 — 2017 yillar1 arasinda iiretilen CIK iiriinii i¢in yapilan proses kontrol
sonuglart yillara gore degerlendirilmistir. Prosesin belli parametreler i¢in yeterlilik analizlerinin
beklenenin disinda oldugu tespit edilmistir. Ilk etapta sorunun iiretim metoduna bagl oldugu
diisiiniilmiis ve metod degisikligine gidilmigtir. Ancak her ne kadar yapilan validasyonlarda uygun
sonuglar alinsa da hastalar icin tiretilen iiriinlerin sonug¢larinin belli parametrelerde sapmalara sahip
oldugu goriilmiistiir. Sebepleri arastirildiginda prosesde sapmalara yol acan seyin hastalarin bireysel
farkliliklar1 ve tedavi siire¢lerinde uygulanan metodlarin etken oldugu sonucuna vartlmigtir.
Gercekten de yapilan analizler giris hiicre oranlari ile ¢ikis oranlari arasinda belirgin bir bag oldugu
ve hastalarin aldig tedavi hastalifin ¢esidi, evresi ile ilgili degiskenliklerin bu konuda rol
oynayabilecegi sonucuna varilmistir. Nitekim heniiz yeni yayinlanan immiinoterapi ¢aligmalari
analizinde hastalarin son bir ayda kullandiklar: antibiyotikler ile klinik yanitlar arasinda belirgin
iligki oldugu gosterilmistir. Bu sebeple mevcut datanin hastanin yasi ve cinsiyetinin yani sira
hastaligin evresi tipi ve antibiyotik kullanimu ile iligkisine dair bir takip mekanizmasi kurularak
yeterli vaka sayisina ulagildiginda yeniden analiz edilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Sitokinler, Sitokin ile indiiklenmis hiicreler, Proses kontrolii, Validasyon,
Hiicresel Tedavi
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TS018 - Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin (AD-SCS)
Kiiltiirasyonunda ve Adipositlere Farkhilastirilmasinda Trombositten Zengin
Plazmanin (PRP) Etkinligi

Siikran Noyan Savas!, Afrooz Rashnonejad?, Burcu Denizlioglu!, Yigit Ozer Tiftikgioglu3,
Giilinnaz Ercan'?

'Ege Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali, Izmir
2Ege Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Kok Hiicre Ana Bilim Dali, Izmir
’Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik ve Rekonstruktif Cerrahi Ana Bilim Dali, Izmir

Amac: PRP, tam kanin santrifiij edilmesi ile elde edilir. Biiyiime faktorlerini yogun icermesi
nedeniyle son yillarda bir¢ok tedavi alaninda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Insanin otolog
olarak kendi kanindan alinip elde edilebildigi i¢cin PRP uygulamasi alerjik etkilerin olugsmasini da
engellemektedir.

Gerec¢-Yontem: Calismamizda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi
Klinigine liposaksin islemi i¢in bagvuran goniillii vericilerden etik komiteden onay alinarak alinan
lipoaspirat/lipektomi materyalinden adipoz doku kok hiicreleri (AD-SCs) saflastiriimistir. Hiicreler
kiiltiire edildikten sonra adipositlere farklilagtirilmistir. Ayrica, ayn1 vericilerden alinan periferal kan
orneklerinden PRP de elde edilmistir.

Bulgular: AD-SCs’in kiiltiirasyonu ve adipositlere farklilastirilmas: esnasinda gereksinim duydugu
biiylime faktorlerinin temininde hayvansal kaynakl fetal bovine serum (FBS) veya fetal calf serum
(FCS) yerine insan vericilerden otolog olarak elde edilen PRP kullanilmigtir. Boylece hayvansal
kaynakli materyalden meydana gelebilecek immiin red ya da alerjik reaksiyonun engellenmesi ya da
azaltilmasi hedeflenmistir. Ayrica AD-SCs’in adipositlere farklilagtiriimasi esnasinda hayvansal
FBS yerine PRP kullanilmas: farklilagma siirecini yaklagik iki kat kisaltmigtir. Ayn1 zamanda,
kiiltiirasyonunda PRP kullanilan ortamdaki hiicre miktarinin FBS kullanilan ortamdaki hiicrelere
gore yaklagik 2 kat fazla oldugu gozlemlenmistir. Ornegin %20 PRP kullanilan kiiltiirde dt (doubling
time, ikilenme siiresi, hiicrelerin sayisal olarak ikiye katlanma siiresi) 20.087 saat iken, %20 FBS
kullanilan hiicrelerde dt 35.99 saat olarak saptanmugtir.

Sonug: Sonug olarak MKH'in kiiltiirasyonunda FBS yerine PRP kullanilmasinin daha etkin oldugu
belirlenmistir. Klinik ¢aligmalarda MKH'in kiiltiirasyonu ya da diferansiyasyonu prosediirlerinde
gereksinim duyuldugunda hayvan kaynakli FBS ya da FCS yerine insan kaynakli otolog PRP
kullanimi immiin reddi de onleyebileceginden ya da azaltabileceginden rahatlikla 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: AD-SCs, Biiyiime Faktorleri, Mezenkimal kok hiicreler, PRP
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TS019 - 3-Deazaneplanocin A (DZNep) Kkills proliferating cells and increases
expression of midbrain dopaminergic genes in hESC-derived neural progenitors

Mehmet Oktar Giiloglu', Nicolaj Stroeyer Christophersen?

![stinye Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji AD, Istanbul
2Novo Nordisk A/A Denmark

Polycomb group (PcG) proteins have been shown to regulate the epigenetic state of ESCs by histone
methylation. The small molecule S-adenosylhomocysteine hydrolase inhibitor 3-Deazaneplanocin A
(DZNep) is one of the most potent inhibitors of PcG activity. It has been shown that DZNep
selectively induces apoptosis in cancer cells, but not in normal cells.

In this study, we hypothesized that repressing the PcG protein expression using DZNep may kill the
undifferentiated and highly proliferating cells in our hESC-derived NP culture, leading to a safer cell
population for transplantation in PD.

We tested different concentrations of DZNep and observed cell death in our NPs upon treatment
with DZNep concentrations ranging from 5 to 50 uM.

To study if DZNep selectively Kkills proliferating cells in our NP culture, we immunostained the cells
for the proliferation marker Ki67 after 5 pM DZNep treatment. Our results revealed that the
percentage of Ki67+ cells significantly decreased from 69,1% for untreated cells to 30,7% for
DZNep treated cells.

To identify if DZNep has any effects on the expression of DA neuron-related genes, we then
screened the gene expression of Nurrl and TH. Surprisingly, DZNep treatment increased the
expression of both genes, with the most significant increase observed after treatment with 50 uM
DZNep for Nurrl, and 1 to 10 uM DZNep for TH (p<0.01, n=4).

We then differentiated DZNep treated neural progenitors to dopaminergic neurons to address
whether the effects seen at gene expression level will also affect the percentage of cells that
exhibited features of DA neurons after the full differentiation protocol. A concentration of 50 uM
DZNep treatment significantly reduced the percent of proliferating cells to 9%; however,
administering this concentration also killed most of the DA neurons decreasing the proportion of TH
positive cells in the cultures from 11% to 6%. Our results showed that 10 uM DZNep treatment is
the optimal concentration for decreasing the percent of Ki67+ cells whereas increasing the percent of
TH+ neurons.

DZNep selectively kills highly proliferating NPs, but the cell death-inducing pathway is unknown.
Therefore, we examined the gene expression of key apoptosis pathways using PCR Array after 3, 6
and 12 hours of 10 uM DZNep treatment. Our results revealed that Ezh2 inhibition by DZNep
administration is associated with increased TNFRSF10B transcript levels in NPs by time.
TNFRSF10B is one of the two transmembrane receptors that are associated with TRAIL-induced
apoptosis.

cells.
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Retinoic acid (RA) has widely been used in clinical trials for several cancer types. PcG proteins
were previously identified as downstream targets of RA signaling in ESCs. In ESCs, RA treatment
results in a decrease of H3K27me3, a marker of active PcG transcriptional repression. RA has also
been shown and used to differentiate neural progenitors into dopaminergic neurons. Considering the
similar mechanism RA and DZNep have on these cells, it is reasonable to think increased DA
differentiation after DZNep treatment is the consequence of similar mechanisms.

DZNep treatment also increased Nurrl expression in NPs. Nurrl is not only involved in
dopaminergic differentiation but also protects against apoptosis. It should be further analyzed
whether innately expressed Nurrl selectively protects dopaminergic progenitors from apoptotic
effects of DZNep, or the increased anti-apoptotic expression of Nurrl after the administration of
DNZep primes NPs into midbrain dopaminergic fate.

In summary, our results show that DZNep treatment of neural progenitors significantly decreased the
proportion of cells that proliferate in the culture. DZNep treatment caused these cells to undergo
apoptosis via the TRAIL pathway. Moreover, it significantly increased the expression of midbrain
dopaminergic genes, and increased the percentage of the dopaminergic neurons after full
differentiation, while decreasing the percent of the proliferating cells.
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TS020 — Sodium Pentaborate Pentahydrate in Combination With F68 Pluronic Block
Polymer Represses Adipogenic Differentiation From Human Adipocyte Stem Cells and
Thereby Restricts Fat Accumulation

Nezaket Tiirkel Sesli

Yeditepe University, Faculty of Engineering, Department of Genetics and Bioengineering, Kayisdagi, Istanbul
34755, Turkey

Abstract: Obesity is an important public health problem worldwide and the major risk factor for
certain diseases including cardiovascular disease, diabetes, cancer and depression. Unfortunately,
currently available anti-obesity drugs have failed in the long-term maintenance of weight control. It
has been a challenge to design new types of drugs that could potentially treat obesity or prevent
gaining weight leading to it. Since it is a consequence of the formation of new mature adipocytes
from undifferentiated precursors, drugs that might control adipogenesis could be beneficial for the
treatment of obesity. In the current study, combined effect of sodium pentaborate pentahydrate
(NaB) and pluronic F68 on adipogenic differentiation was examined by using human adipose stem
cells (hASC) in vitro. Immunocytochemistry and quantitative RT-PCR were performed to evaluate
the levels of adipogenesis-promoting genes; peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARY),
fatty acid binding protein (FABP4) and adiponectin. Results indicated that expressions of all these
three genes were restrained. Furthermore, Oil Red O staining revealed that lipid vesicle formation
was reduced in hASC treated with NaB/F68 complemented differentiation medium. Herein, we
showed that combination of NaB and F68 curtails adipocyte differentiation by inhibiting the
adipogenic transcriptional program leading to a decrease in lipid accumulation in the cell even at
very low doses, thereby uncovered striking opportunity to use this combination in obesity treatment.
Keywords: sodium borate, F68, adipose stem cell, Hippo pathway, adipogenic differentiation,
obesity

Introduction: During adipogenic differentiation, a number of genes have to be expressed in
coordinated fashion to determine the different stages of adipogenesis. PPARy(peroxisome
proliferator-activated receptor-v) is the master regulator of adipogenesis and regulates the expression
of genes involved in generating and maintaining adipocytes including fatty acid binding
protein(FABP4)(1). Adiponectin(ADPN) is an adipokine hormone secreted from adipose tissue and
functions in carbohydrate metabolism to increase insulin sensitivity and boost glucose
metabolism(2).

Boron is essential to maintain health in rats and other mammals by playing an important role in
embryogenesis, bone growth and immune response. Previous studies suggested that boron
deprivation in the diet significantly affects both bone and teeth growth, and impaired
development(3-5). Recent studies showed that sodium pentaborate pentahydrate (NaB) is a good
alternative as boron source in the regeneration studies(6).

F68 is a pluronic block co-polymer and can be used to protect cells against toxic conditions and for
drug delivery purposes(7,8).
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Here, we investigated the effects of sodium pentaborate pentahydrate(NaB) combined with
poloxamer F68 on adipogenesis of hASCs, in vitro. In here, we demonstrated that NaB and F68
combination prevented adipocyte differentiation by inhibiting the adipogenic transcriptional program
leading to the reduction of lipid accumulation into the cell.

Material and Methods

Primary human ADSCs used were isolated from subcutaneous adipose tissue samples harvested
from the abdomen and upper inner thighs of two healthy adult female donors undergoing liposuction
procedure. Characterization of hADSCs were conducted and effects of pluronicsF68 and NaB were
tested on the cell viability. Then hADSCs were induced to differentiate into adipocytes using an
adipogenic differentiation medium. Immunohistochemistry assay was performed at the end of the
differentiation procedures by incubating cells with primary antibodies of PPAR-y, FABP4 and
adiponectin. Total RNA isolation after differentiation and qRT-PCR were performed in triplicate
using primers of PPAR-y, FABP4 and adiponectin genes. Further validation of adipogenic
differentiation parameters was carried out by performing Oil Red O staining to visualize the
intracellular lipid vesicles.

Results : In our study, real time PCR showed that hASCs treated with F68 and NaB complemented
differentiation medium had significantly lowest mRNA expressions of the marker genes for
adipogenesis compared to positive control(differentiation medium only). In contrast, only NaB
addition to differentiation medium altered the hASCs to increase the expression of these genes
compared to positive control. Interestingly, F68 complementation to differentiation medium did not
alter the expression levels of PPARyY and FABP4, but significantly increased the adiponectin gene
expression level. Furthermore, immunocytochemical analysis also indicated that the expression of
these markers were reduced substantially in NaB-F68 combination group while the positive control
group exhibited higher expressions of adiponectin, FABP4 and PPAR-vy. Interestingly, Oil red O
staining demonstrated that addition of NaB to differentiation medium uplift the differentiation
potential of hASCs and generated more lipid vesicles. In terms of obesity aspect it is not desired as
more lipid vesicles mean more mature adipocytes. But when same amount of NaB was applied in the
presence of F68, results were strikingly opposite that differentiation of hASCs was perturbed.

Discussion and Conclusion: Consequently, this is the first study demonstrating that NaB in
combination with F68 reveals an anti-obesity property when administered to primary hADSCs
isolated from human adipose tissue. Inhibition of the differentiation programming in these cells was
underscored through the down-regulation of the key adipogenic transcription factor-PPARY. The
reduction in previously suggested dose of NaB by using F68 may offer more advantages when
evaluating the potential of this combination in the treatment and management of obesity. Further
extensive experiments are still required to improve our understanding of working principle of this
combination and to evaluate its anti-obesity effect in vivo.



References

1.

E.D.Rosen, C.J. Walkey, P. Puigserver, and B. M. Spiegelman, “Transcriptional regulation of
adipogenesis,” Genes Dev, vol. 14,no. 11, pp. 1293-1307, 2000.

E. E. Kershaw and J. S. Flier, “Adipose tissue as an endocrine organ,” J Clin Endocrinol Metab,
vol. 89, no. 6, pp. 2548-2556, 2004.

S.S. Hakki et al., “Boron enhances strength and alters mineral composition of bone in rabbits
fed a high energy diet,” J Trace Elem Med Biol, vol. 27,no0. 2, pp. 148-153, 2013.

F. H. Nielsen, “Dietary fat composition modifies the effect of boron on bone characteristics and
plasma lipids in rats,” Biofactors, vol. 20, no. 3, pp. 161-171, 2004.

H.M. Wu, Q. Wang, C. N. Gao, and X. L. Wei, “[Effect of boron and fluoride on the expression
of enamelin in rat incisor],” Hua Xi Kou Qiang Yi Xue Za Zhi, vol. 26, no. 3, pp. 244-247, 2008.
P.N.D. Tasli A.Demirci, S.Sahin, F., “Boron enhances odontogenic and osteogenic
differentiation of human tooth germ stem cells (hTGSCs) in vitro,” Biol Trace Elem Res, vol.
153, no. 1-3, pp. 419-427,2013.

BASF Performance Chemicals, “BASF, Ludwigshafen, Germany.,” 1988.

BASF Technical Information, “Pluronic PE types,” BASF, Ludwigshafen, Ger., 1989.



TUBA

"

TUmshv s JM b AxALsgatind

TS021 — Kok Hiicre Bagiscihigi Farkindaliginin Degerlendirilmesi

Yasemin Ovyaci', Cigdem K. Cinar!, Ayse Emel Onal?, Hiilya Giil2, Nilgiin Bozbuga3,
Fatma S. Oguz!

![stanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
2[stanbul Universitesi Toplum Hekimligi Uygulama Arastirma Merkezi
Jlstanbul Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahi Anabilim Dali

Hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN), kemik iligi kanserleri (ALL,AML vb), lenfomalar, kalitsal
anemiler ve immiin yetersizlikler gibi bir¢ok hastaligin tedavi secenegidir. Hastalara uygun doku
tipine sahip vericiler oncelikle kisinin kardegleri, anne-babasi ve yakin akraba i¢i bireylerden taranir.
Uygun verici aile icerisinden bulunamaz ise tarama, akraba olmayan goniillii bagiscilar arasinda
yapilmaya baglanir.

Goniillii bagiscilart bir havuzda toplayan HKH bankalar: kurulmusgtur. 33 milyon kok hiicre bagiscist
ile Diinya Donor Bankalar1 Birligi (WMDA) ne iiye 134 banka birbirleriyle entegre olarak
caligmaktadir. Bu bankalar tamamen goniilliiliik esasi ile bagis¢ilarin doku gruplarint havuzda
toplay1p bagvuran hastalarin doku gruplari ile karsilagtirarak hastaya en uygun kok hiicre vericisini
bulmay1 hedefler.

Hematopoetik kok hiicreler, kemik iligi, kan ve gobek kordonundan elde edilirler. Damar yolu ile
verildiginde kemik iligine yerlesir ve hematopoezi (kan hiicrelerinin olugumu) baglatirlar.

Bu ¢alismadaki amacimiz Istanbul Tip Fakiiltesi 5. Simf 6grencileri ile toplumdan rastlantisal
secilmis erigkin bireylerin kok hiicre bagisciligi ile ilgili bilgi ve tutumunu belirlemektir.
Calismaya 285 6grenci (Grup I, yas ort:24.2, K/E:136/149) ve 168 eriskin birey (Grup II, yas
ort:45 .4, K/E:113/55) dahil edildi. Her iki gruba da 21 adet sorudan olugan anket formu gozlem
altinda goriisme yontemi ile doldurtturuldu.

Ogrenci ve toplumdan bireylerin kok hiicre bagisi farkindalig1 acisindan istatistiksel olarak
karsilagtirilmasinda 6grencilerin farkindaliginin halktan cok ileri derecede anlamli olacak sekilde
yiiksek oldugu saptandi (2= 46,963; p<0,001). Farkindalik kazanma yolu olarak 6grenci grubunda
okul, rastlantisal secilmis bireylerde ise yazili/gorsel basin 6ne ¢ikmaktaydi. Her iki grupta ister kan
ister kok hiicre bagist yapanlar %24 6grenciler, %26 toplumdan bireyler seklindeydi.

Anahtar Kelimeler: goniillii bagis¢ilik, kok hiicre, kok hiicre nakli
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TS022 — Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre (uPKH) Bankacihiginda Kullanima
Yonelik, Besiyeri Tabanh Karsilastirma Calismasi

Sema Aygar!, Inci Cevher Zeytin', Berna Alkan!, Emine Kili¢?, Fatma Visal Okur?,
Duygu Ugkan Cetinkaya3

!Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi, Ankara
2Kurikkale Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Boliimii, Kirikkale
3Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghg: ve Hastaliklart ABD, Pediatrik Hematoloji BD, Ankara

uPKH (IPSC)’ler, hastalik modelleme, ila¢ arastirmalari ve tedavi denemelerine yonelik sahip
olduklari potansiyel ile gereksinimi hizla artan hiicrelerdir. Viicuttan alinan herhangi bir hiicreye in-
vitro ortamda pluripotent 6zellik kazandirilmasi sonucu elde edilen uPKH'ler, istenilen hiicre tipine
farklilagtirilarak kisiye 0zel incelemeler/uygulamalar yapilmasina izin vermektedir. Bu 6zellikleriyle,
uPKH’lerin bankalanmasi, biyoteknolojik alaninin en ilgi ceken konular1 arasinda yer almus, ilag
endiistrisi ve saglik alaninda gelisim icin degerli hale gelmistir. Calismamizda, cok asamali ve her
agamasl degisken barindiran bir siire¢ olan uPKH iiretiminin bankalama i¢in en uygun
(seri/ucuz/kolay) hale getirilmesi amaciyla, farkli besiyerleri temelli karsilagtirma yapilmus,
karakterizasyon diginda metabolik 6zellikleri incelenmistir.

Saglikli bireylerden elde edilen mezenkimal kok hiicrelere Sendai viriis ile Oct3/4,Sox2 Kl1f4 c-Myc
genlerinin aktarimi sonucu laboratuvarimizda geligtirilen uPKH’ler, dondurulmus olarak
saklanmakta iken, erken ve ge¢ pasajlara ait 6rnekler ¢oziilerek, donduruldugu besiyeri olan E8
icerisinde matrijel kapli plaklara ekilmistir. Iki grup olusturularak hergiin (E8_besiyeri) veya iig
giinde bir besleme (E8 flex_besiyeri) yapilmistir. Hiicrelerin morfolojileri giinliik takip edilirken,
ilerletilmis pasajlarda belirli yogunluga ulastiklarinda, pluripotentlik ve kokliiliik belirteci ifadeleri
ile mitokondriyal yogunluk ve ROS diizeyleri l¢iilmiistiir.

uPKH iiretim siirecinde hergiin degisim gerektiren E8 besiyeri ile kiyaslandiginda, ii¢ giinde bir
beslemeye olanak veren E8 flex besiyerindeki sonug¢lar olumlu bulunmusg; hiicrelerin
karakterizasyonu ve metabolik 6zelliklerinin giinliik besleme yapilan besiyerindeki sonuclar ile
benzer oldugu gozlenmistir. Edinilen bu 6n verilerin ileri genetik/epigenetik incelemelerle
desteklenmesi halinde hafta sonu dahil her giin besleme gerektirerek paha ve zaman ihtiyacini
arttiran ve bankalama siirecinde is ve maaliyet yiikii anlamina gelen E8_Kkiiltiir sistemi yerine ES8 flex
iceren kiiltiir sisteminin, lilkemizde bir ilk olarak olusturulmasi planlanan uPKH bankaciliginda
tercih edilmek lizere uygun bir alternatif olabilecegi diisliniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Uyarilmis pluripotent kok hiicre (uPKH ya da IPS hiicreleri), uPKH
bankacilig1, E8 besiyeri, E8 flex besiyeri
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TS023 — Dental Folikiil Mezenkimal Kok Hiicrelerin Pemphigus Vulgarisli Hastalarm
Dentritik Hiicre ve Lenfositleri Uzerindeki Immiinregiilator Etkilerinin Arastirilmasi

Yazgiil Duran !, Ziileyha Ozgen?, Tiilin Ergun2, Kamil Goker?, Tung Akkog!.

'Marmara Universitesi, Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghg ve Hastaliklart Ana Bilim Dali, Istanbul.
2Marmara Universitesi, Tip Fakiiltesi, Dermatoloji Ana Bilim Dalt, Istanbul.
*Marmara Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Agiz ve Cene Cerrahi Ana Bilim Dalt, Istanbul

Amac: Pemfigus Vulgaris (PV), deride ve mukozada su dolu kabarciklar ve iilserlerle karakterize,
dezmozomal kaderin proteinleri (dezmoglein-1, dezmoglein-3) hedef alan antikor aracili otoimmiin
kronik bir deri hastaligidir. Hastalik patogenezinde baglica IgG tipi oto antikorlarin dezmozomal
proteinlere baglanarak keratinosit-keratinosit baglantisint bozmasi ve sonucunda intraepitelyal
ayrigma olugsmasi ile karakterizedir. Hem genetik faktorler hem de cevresel faktorler PV hastaligini
tetikleyebilir. PV’ in ana tedavisi uzun dénem yiiksek doz steroid tedavisidir. Ek olarak bagisiklik
sistemini baskilayan immiinsupresif tedavi ve ajanlari kullanilmaktadir. Hem steroidlerin hem de
immiinsupresif ajanlarin ciddi yan etkilere sebep olmasi nediyle etkinligi yiiksek, yan etkisi yok/cok
az tedavi secenekleri arayis1 devam etmektedir. Bu amacla yapilmis in-vitro ve in-vivo ¢aligmalarda
kok hiicre tedavisi umut vadetmektedir.

Dentritik hiicreler, edinsel immiin yanitin baslangicinda ve diizenlenmesinde temel rol oynayan
antijen sunan hiicrelerdir. Bu hiicreler ayn1 zamanda dogal ve edinsel immiin yanit arasinda 6nemli
bir koprii gorevi goriir. Dentritik hiicreler CD34+ kemik iligi onciil hiicrelerinden veya CD14+
monositlerden gelisir. Olgunlasmamis Dentritik hiicrelerin antijen alim kapasitesi en yiiksektir.
Yapilan caligmalarda PV hastalariin patogenezinde dezmoglein antijenlerinin T hiicreye sunumu ve
ardindan B hiicrenin antikor liretiminde dentritik hiicrelerin 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir.
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Sekil 1: Pemfigus Vulgaris hastalik patogenezinin ve dentritik hiicrenin roliiniin sematik gosterimi (Michael
Kasperkiewicz ve ark. Nature Reviews Disease Primers. Article number: 17026 doi:10.1038/nrdp.2017.26.
11 May 2017).
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MKH’lar immiinomodulator ve rejeneratif 6zellikleri, in-vitro proliferatif kapasitleri ile tedavi
yaklagimlarinda etkili hiicreler olmaktadir. Giincel olarak IBH, GVHD, multiple sekleroz, otoimmiin
romatoid hastaliklar ve otoimmiin diyabette MKH’lar 300°den fazla klinik ¢aligmada tedavi se¢enegi
olarak denenmektedir (clinicaltrails.gov). MKH’ler kemik iligi, adipoz doku, kordon kani, dental
folikiil ve plasenta gibi farkli dokulardan izole edilebilmektedir.

MKH’lerin klinik uygulamalar i¢in 6ne ¢ikan 6zellikleri arasinda 1-IFN-y ve TNF-a sitokinlerine
yanit vermesi, 2- immiin uyarimlarda indoleamine 2,3dioxygenase (IDO) salgilamalari, 3-
MKH’lerin ksenotransplantasyon modellerinde basarili olmasi, 4- MKH uygulamalarinda
diizenleyici immiin yanit olugmasi sayilabilir. Bu 6zellikler MKH’lerin preklinik ¢alismalarda
hayvan modellerinde doku hasarlarinda ve inflamatuar hastaliklarda kullanimlarina ve ¢aligmalarin
klinige aktarilmasina imkan saglamaktadir.

Mezenkimal kok hiicre (MKH) ile hiicresel tedavi bir¢ok otoimmmiin hastaligin tedavisinde
immiinojenitesinin diigiik olmasi, doku reddine yol agmamasi ve inflamasyonun baskilanmasinda
bagarili olmasi nedeniyle iyi bir tedavi secenegi olarak goriilmektedir.

Uluslararas1 Kok Hiicre Kriterlerine gore MKH’lar Plastik yiizeye yapisabilen, Osteojenik,
Kondrojenik ve Adipojenik farklilagabilen ve Yiizeyinde CD73, CD90, CD146,CD105, CD146'1
%95’1n iizerinde ifade eden, CD45, HLA-DR, CD34, CD14 ifade etmeyen hiicreler olarak
tanimlanir.

Calismamizda Dental Folikiil Mezenkimal Kok Hiicrelerin (DF-MKH), PV’li hastalardan izole
edilen Periferal Kan Mononiikleer Hiicreleri (PKMH) ve dentritik hiicreleri iizerindeki (DH)
immiinmodiilator 6zelliklerinin in vitro ortamda incelenmesi amaglanmustir.

Yontem: Molar dis cekimi esnasinda ¢ikarilan DF-MKH’ler liciincii pasaja kadar cogaltildiktan
sonra MKH kriterlerine uygunlugunu analiz etmek i¢in akim sitometrik yontemle karakterizasyonu
ve osteojenik, kondrojenik, adipojenik farklilagma kiiltiirleri gerceklestirildi. PV tanist almig hastalar
(n=5) ve saglikli bireyler (n=5) calismaya dahil edilmistir. 10cc vendz kandan PKMH izolasyonu
yapild; uyaransiz/antiCD3-antiCD28(CDmix) uyaranlt ortamda; MKH’li ve MKHsiz 3giin
kiiltiirleri yapildi. Kiiltiir sonrast akim sitometri cihazinda lenfosit apoptozu, Tregiilator hiicre orant,
DH kostimiilasyonu ve naive, efektor, efektor bellek ve merkez bellek CD4+ Tlenfosit oranlari
bakildi.

Bulgular: PV hastalarinin CDmix uyarimli mononiikleer hiicreler ile DF-MKH birlikte kiiltiirlerinde
CDA4+T lenfosit apoptozu (6,7+1,7) kok hiicresiz kiiltiirlere gore (23,6+2.1) istatistiksel anlaml
azaldi (p<0,05). PV hastalarinin CDmix uyarimli mononiikleer hiicreler ile DF-MKH birlikte
kiiltiirlerinde CD4+CD25+FoxP3+ Tregiilator hiicre oranlar (3,6+0,3) kok hiicresiz kiiltiirlere gore
(1,840 4) istatistiksel anlamli artt1 (p<0,05). PV hastalarinin CD11b+ hiicrelerde CD83, CD86
ifadesi CDmix uyarimli kiiltiirlerde saglikli bireylere gére anlamli yiiksektir (p<0,05). DF-MKH’ler
PV hastalarinin efektor ve efektor bellek CD4+ T lenfosit oranlarini anlamli azaltirken, naive CD4+
T lenfosit oranlarini istatistiksel olarak anlamlr artirmigtir (p<0,05).

Sonug: Bu sonuglar dogrultusunda Elde ettigimiz bu sonuglar PV hastaliginin hem patogenezini
aydinlatacak hem de yeni bir tedavi yaklagimi olarak planladigimiz Mezenkimal Kok Hiicre
caligmalarma Onciiliik edecektir.
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TS024 — Evaluation of Superoxide Dismutase Enzyme Levels in Patients with
Degenerative Lumbar Spine

Erek Oztiirk!, Eyiip Can Savrunlu2, Murat Kahraman?, Selcuk Ozdogan3, Erding Civelek?,
Serdar Kabatag?

!Dr. Nafiz Kérez Sincan State Hospital,Department of Neurosurgery,Ankara,Turkey
2Gaziosmanpasa Taksim Training and Research Hospital,Department of Neurosurgery,Istanbul, Turkey
3Sancaktepe Sehit Prof.Dr. Ilhan Varank Training and Research Hospital,Department of
Neurosurgery,Istanbul, Turkey

Objective: In this study, patients who underwent surgery due to lumbar degenerative spine were
evaluated together with superoxide dismutase levels and compared with the control group.

Materials-Methods: A control group of 94 patients with lumbar degenerative spine disease and 64
patients without lumbar degenerative spinal disease were enrolled in our clinic.Human Superoxide
dismutase (SOD) ELISA Kit was used to measure the amount of SOD in the samples.For each
standard, control and sample, double readings were averaged and average zero standard optical
density was subtracted. Serum SOD enzyme levels were determined by Student-t and Mann
Whitney-U test to determine differences between groups.

Results: No statistically significant difference in SOD levels was found between patient and control
group.After thiscomparing, the patient group was divided according to the characteristics of the
disease clinical symptoms,VAS values, ODI scores and statistical significance was sought by
looking at the SOD levels among these parameters. Based on these parameters, no statistically
significant difference was found in the statistical calculations made within the patient groups
themselves.

Conclusion: As a result, there was no statistically significant difference between the SOD levels,
even though the patient-control groups and the many characteristics of the patients were compared
within themselves. We are of the opinion that the results of our work to increase the number of
patients in the light of this information and to try them with more specificization

Keywords: Lumbar degenerative disc disease, Lumbar disc degeneration, Free oxygen radicals,
Superoxide dismutase enzyme
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TS025 - Using extracellular vesicles isolated from grapefruit as a wound healing agent

Hiiseyin Abdik!, Oguz Kaan Kirbag!, Pakize Neslihan Tagh!, Ezgi Avsar Abdik!, Yagiz Savci!,
Fikrettin Sahin!

!Department of Genetics and Bioengineering, Faculty of Engineering and Architecture, Yeditepe University,
Istanbul, Turkey

Abstract: Today, many studies are performed to explore novel wound healing agent. Extracellular
vesicles (EVs) isolated from various plants are used as wound healing agents. Human keratinocyte
HACAT cells can be used as model cell line for wound healing studies. In the current study, EVs
obtained from grapefruit was selected because it has been previously proven that grapefruit increases
cell proliferation of some cells. Firstly, EVs were isolated from the grapefruit and the effects of these
vesicles on the cell viability of HACAT, cell migration ability of HACAT and expression of related
genes were investigated. For cell viability, EVs isolated from grapefruit were applied for 72 hours at
concentrations of 1.25,2.5,5, 10 and 20 yg/mL, and at the end of 72 hours, cell viability was
increased in a dose-dependent manner except for the lowest dose. According to the cell viability
experiments; the cell migration assay was performed with 2.5 pg/mL (low dose) and 20 pg/mL (high
dose). At the end of this assay, the cell migration ability of HACAT was increased in a dose-
dependent manner. Then, the cells were collected from culture and total RNA was isolated for real
time polymerase chain reaction. In gene expression analysis marker genes including collagen,
laminin and fibronectin were selected. As a results, EVs isolated from grapefruit significantly
increased in laminin and fibronectin gene expressions; it did not affect collagen expression. The
results show that EVs isolated from grapefruit are a promising agent for wound healing studies.

Keywords: extracellular vesicles, grapefruit, wound healing

Introduction: Today, many studies have been performed to explore novel wound healing agent.
Extracellular vesicles (EVs) play a crucial role in immune response, cancer development, tissue
homeostasis, inflammation, and angiogenesis due to their function as major mediators of cell-to-cell
communicationl2, EVs isolated from various sources are used as wound healing agents34. Cell
proliferation, migration and angiogenesis capacities are very crucial for complete wound healing
procedure2. Moreover extracellular elements including Collagen 1, Fibronectin and Laminin are also
important for healing process?. Human keratinocyte HACAT cells can be used as model cell line in
various wound healing studies. In the current study, EVs obtained from grapefruit was selected
because it has been previously proven that grapefruit increases cell proliferation of several cells.

Methods: Firstly, for isolation EVs, grapefruit extract was centrifuged and supernatant was
collected. The solution was filtered with 0.22 ym filter and washed with peg/dex solution three
times. The concentration of extracellular vesicles was measured by BCA. The effects of these
vesicles on the cell viability of HACAT was measured with MTS assay. Scratch assay was done for
evaluation of migration capacity of HACAT with administration of 2.5 yg/mL and 20 yg/mL
grapefruit EVs. Then, the cells were collected from culture and total RNA isolation was performed.
cDNA was synthesized using cDNA synthesis kit and qPCR was done with SYBR Green master
mix. As extracellular matrix elements, Collagen 1, Fibronectin and Laminin were used in qPCR. All
data were normalized to GAPDH.
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Results: For cell viability, EVs isolated from grapefruit were applied for 72 hours at concentrations
of 1.25,2.5,5, 10 and 20 pg/mL, and cell viability was increased in 10 and 20 ug/mL
administrations for 24 and 48h. At the end of the 72h, cell viability of HACAT cells significantly

increased in 5, 10 and 20 pug/mL administrations (Figure 1).
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Figure 1 The effects of various concentrations of EVs isolated from grapefruit on cell viability of HACAT at
24,48 and 72h.

According to the cell viability experiments; the cell migration assay was performed with 2.5 pg/mL

(low dose) and 20 pg/mL (high dose). At the end of this assay, the cell migration ability of HACAT
was increased in a dose-dependent manner. While closure area rates were %60 in low dose and %80
in high dose, closure area rate was %40 in control group (Figure 2)
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Figure 2 Scratch assay of HACAT after 24h EVs isolated from grapefruit treatment and closure rates of
indicated experimental groups.
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Then, the cells were collected from culture and total RNA was isolated for gPCR. For gene
expression analysis, marker genes including Collagen 1, Laminin and Fibronectin were selected. As
aresults, EVs isolated from grapefruit significantly increased laminin and fibronectin gene
expressions; it did not affect collagen expression compared to control group (Figure 3).
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Figure 3 The effects of EVs isolated from grapefruit treatment on migration related gene expression levels in
HACAT

Discussion: According to many studies, cell proliferation and cell migration are important for
wound healing process2. Our data shown that EVs isolated from grapefruit increased proliferation of
HACAT. Migration ability was tested with scratch assay which is model experiment. As result,
migration capacity of HACAT was significantly increased in a dose dependent manner. Besides,
extracellular elements including Collagen 1, fibronectin and Laminin expressions were evaluated.
Because, these elements provide cell-to-cell communication and interact with growth factors during
wound healing?. Administration of EVs isolated from grapefruit increased fibronectin and laminin
expressions of HACAT. The results indicated that EVs isolated from grapefruit are a promising
agent for wound healing studies.
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TS026 — The Effect of Exosomes Isolated from Human Foreskin Stem Cells on Wound
Healing

Derya Sagrac!, Safa Aydin', Fikrettin Sahin'

!Department of Genetics and Bioengineering, Faculty of Engineering and Architecture, Yeditepe University,
Istanbul, Turkey

OBJECTIVE: Wound healing is a complex process where the skin and the sub-tissues repair
themselves after damage. Various external substances are usually unfamiliar to the body, so they
may trigger the immune system. To overcome this issue, exosomes are good candidates for the
wound healing process. Due to the fact that they have the same cell surface antigens, exosomes can
easily penetrate through the cell without any immune response. Human foreskin stem cells (hFSCs)
are isolated from circumcised tissue normally discarded after surgery. Through embryonic
development, the layer of hFSCs provides nutrients to the cells. Their potential can promote the
wound healing process through proliferation, migration, and angiogenesis. In this study, it was
aimed to evaluate the effect of exosomes derived from hFSCs on the wound healing.

MATERIALS & METHODS: Human foreskin stem cells (hFSCs) were used for exosome source
while the immortalized human keratinocytes (HaCat) and human umbilical vein endothelial cells
(Huvec) were used to mimic the wound healing model in vitro. The exosomes were isolated from
hFSCs by two-phase fluid systems. To prove the presence of the exosomes, characterization
procedure was performed by Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) and Flow Cytometry. Effective
exosome concentration was determined by MTS assay. The migration capability of cells was
assessed with the scratch assay. To evaluate the effect of exosomes in angiogenesis, tube formation
assay was done and changes in gene expression were measured by real-time PCR (qPCR).

RESULTS

a. Exosome Isolation & Characterization

Exosomes derived from human foreskin stem cells (EDFFSs) were observed clearly. Size of
exosomes was close to 100nm and the exosomes expressed the exosome-specific surface markers
such as CD81, CD9, CD63, and HSP70.

b. Cell Proliferation

The results of cell viability assay revealed that different doses of exosomes significantly increased
the proliferation rates of HaCat and Huvec in vitro.

c. Cell Migration Analysis (Scratch Assay)

The scratch assay was performed to evaluate the inductive effect of exosomes on migration. HaCat
and Huvec treated with different concentrations of EDFFS. After treatment of HaCat with 30pug/ml
and 50ug/ml of EDFFS, wound closure rates were obtained as 73% and 77% after 18h; and gaps
closed completely after 24h, while wound closure rate of the negative control was only 42%. Wound
closure rates of Huvec cells were obtained as 82% and 95% after 24h; while the negative control
wound closure rate was only 54%.

d. In vitro Angiogenesis Assay (Tube Formation Assay)

The angiogenic ability of Huvec cells was demonstrated with tube formation assay. 30u g exosome
treated groups were remarkably significant after 7 hours when compared to the control group.
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e. PCR Analysis

Levels of important genes like vascular endothelial growth factor (VEGF), one of the first growth
factors expressed during angiogenesis, for Huvec cell line and fibronectin which is expressed during
cell proliferation for HaCat cell line were increased in treated groups when compared to the control

group.

CONCLUSION: The results indicate that the EDFSCs might be a new potential candidate to
accelerate the wound healing process. However, further studies are needed to explore the molecular
mechanisms of exosomes during healing progression.
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