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ÖZET 

 

 

 
NÖROBLASTOMDA KANSER KÖK HÜCRELERĠNE MEZENKĠMAL 

KÖK HÜCRE VE TÜMÖR ĠNFĠLTRE EDĠCĠ LENFOSĠTLERĠN ETKĠSĠ 

 

 

 

Dr. Zübeyde Yıldırım Ekin 

YazıĢma Adresi: Dokuz Eylül Üniversitesi, Onkoloji Enstitüsü, Temel Onkoloji 

Anabilim Dalı, Ġzmir 

 

 

Amaç 

 
Bu çalıĢmanın amacı; nöroblastom hücreleri, nöroblastom ve KKH'leri ile tümör 

infiltre edici lenfositler (TIL'ler) ve mezenkimal kök hücreler (MKH) olan tümör 

mikro çevre elemanları arasındaki etkileĢimi ilk defa ex vivo araĢtırmaktır. 

 

 

 

Yöntem 

 
Nöroblastom ameliyat materyali taze dokularından tek hücre süspansiyonu 

yapılıp kültüre edildi. CD133+KKH, nöroblastom tümör dokusundan manyetik 

izolasyon kullanılarak izole edildi. TIL'ler, AIMV ortamı göç yöntemi MKH ile izole 

edildi ve CD54+, CD90+ manyetik izolasyon ile izole edildi. Ġzole edilen hücreler, 

TIL‟ler ve CDDP çok kuyucuklu platelere ekildi. Sonra hücrelerin canlılığı 24 ve 48 

saatte ölçüldü. TIL'lerin fenotipi flow sitometri ve immünohistokimyasal yöntemle 

belirlendi. Nonparametrik sonuçların karĢılaĢtırılması için Mann-Whitney U testi 

kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 

 

 

 

Bulgular 

 
MKH‟ler, CDDP+NB ortamına eklendiğinde canlılık istatistiksel anlamlı artar. 

TIL‟ler,  CDDP+NB  ortamına  eklendiğinde  canlılık  istatistiksel  anlamlı  değiĢmez. 
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TIL‟ler CDDP‟in NB hücrelerine apoptotik etkisini istatistiksel anlamlı arttırırken 

nekrotik etkisini değiĢtirmez. TIL ve MKH‟lerin birlikte CDDP+NB ortamına 

eklendiğinde canlılık istatistiksel anlamlı değiĢmez. TIL ve MKH‟ler birlikte iken 

CDDP‟in nöroblastom hücrelerine apoptotik ve nekrotik etkisini istatistiksel anlamlı 

olarak değiĢtirmez. MKH‟ler, CDDP+KKH‟si ortamına eklendiğinde canlılık 

istatistiksel anlamlı artar. TIL‟ler, CDDP+KKH‟si ortamına eklendiğinde canlılık 

istatistiksel anlamlı değiĢmez. TIL‟ler CDDP‟in KKH‟lerine apoptotik etkisini 

istatistiksel anlamlı değiĢtirmezken nekrotik etkisini arttırır. TIL ve MKH‟lerin birlikte 

CDDP+KKH‟si ortamına eklendiğinde canlılık istatistiksel anlamlı değiĢmez. TIL ve 

MKH‟ler birlikte iken CDDP‟in KKH‟lerine apoptotik etkisini istatistiksel anlamlı 

azaltırken nekrotik etkisini değiĢtirmez. 

 

 

 

Sonuç 

 
MKH‟lerin; TIL, NB ve CDDP içeren ortama eklenmesi hücrelerin canlılık, 

apototoz ve nekroz oranlarını değiĢtirmezken TIL, KKH ve sisplatin içeren ortama 

eklendiğinde canlılık ve nekroz oranını değiĢtirmediğini ancak apoptoz oranını 

arttırdığını bulduk. Bu etkileĢimin kanıtlanması, nöroblastom ve KKH‟sini hedef alan 

tedavilerin planlanmasında mikroçevrenin rolü hakkında yararlı bilgiler sunmaktadır. 

 

 
 

Anahtar Sözcükler: Nöroblastom, Kanser Kök Hücresi, Mezenkimal Kök 

Hücre, Mikroçevre, Tümör Ġnfiltre Edici Lenfosit 
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ABSTRACT 

 

 
EFFECT OF MESENCHYMAL STEM CELLS, TUMOUR 

INFILTRATING LYMPHPCYTES AND CANCER STEM CELLS IN 

NEUROBLASTOMA 

 

 

 

 
Dr. Zubeyde Yildirim Ekin 

 

 

Correspondence Address: Dokuz Eylül University, Institute of Oncology, 

Department of Basic Oncology, Izmir 

Purpose 
 

The aim of this study is to investigate the interaction between neuroblastoma 

cells, CSCs and the elements of tumor microenvironment which is tumor infiltrating 

lymphocytes(TILs) and mesenchymal stem cells(MSC) ex vivo for the first time. 

 

 

 

Material Method 

 
CD133+CSC and MSC were isolated using magnetic isolation from cultured 

neuroblastoma cancer cells. TILs were isolated by AIMV medium migration method. 

The isolated cells, tumor infiltrating lymphocytes and cisplatin were seeded in multi- 

well plates. Then the viability of cells measured at 24 and 48 hours. Also phenotype of 

TILs were identified by flow cytometry and immunohistochemistry. Result were 

analysed by nonparametric tests at p<0.05 level. 

 

 

 

Result 

 
When MSCs are added to the CDDP+NB containing medium, the viability 

increases statistically. When TILs are added to the CDDP+NB containing medium, the 

viability doesn‟t change. TILs doesn‟t alter the necrotic effect of CDDP but increase 

the apoptotic effect on NB cells. TIL and MSCs together dont‟t alter the apoptotic  and 
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necrotic effects of CDDP on NB. When MSCs are added to CDDP+CSC containing 

medium, the viability increases. TILs increase the necrotic effect of CDDP. When TIL 

and MSCs are added together in the CDDP containing medium, the viability doesn‟t 

change statistically. While TIL and MSCs are co-administered, the necrotic effect of 

CDDP isn‟t altered while the apoptotic effect on CSC. 

Conclusion 

 
It was observed that TILs and MSCs together protect neuroblastoma cells from 

the effect of cisplatin. TILs alone had no effect on CSCs; however MSCs protected 

CSCs from the effect of cisplatin. Proving this interaction offers useful information to 

consider microenvironment in planning neuroblastoma and CSC-targeted therapies. 

Keywords: Neuroblastoma Cancer Stem Cell, Mesenchymal Stem Cells, 

Microenvironment, Tumor Infiltrating Lymphocytes 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

1.1 Problemin Tanımı ve Önemi 

Nöroblastom (NB), periferik sempatik sinir sisteminin nöral krest 

türevli hücrelerinden kaynaklanan, çocukluk çağında görülen en yaygın 

ekstrakraniyal solid tümördür. NB daha çok adrenal medullada ortaya çıkar ve 

pediatrik olguların %70'i tanıda metastatik durumdadır (1,2). NB spontan 

regresyon, iyi huylu bir tümöre matürasyon ve hayatı tehdit eden agresiflik gibi 

değiĢken klinik davranıĢlara sahiptir (3). Ne yazık ki, agresif tedavilere rağmen, 

NB'lu hastaların uzun vadeli prognozu halen kötüdür ve çocukluk çağı kanseri ile 

iliĢkili ölümlerin %15'inin sebebidir. Bu yüzden NB'nin tedavi yönetimi bir sorun 

olmaya devam etmektedir. NB'daki tedavi baĢarısızlığının baĢlıca nedeni 

tedavilere karĢı direnç geliĢmesidir (4). Hastaların prognozlarını iyileĢtirmek için, 

tümör progresyonunun ve tedavi direncinin altında yatan mekanizmaların 

aydınlatılması gerekir. 

 

Tümör mikro çevresi (TMÇ), hücre dıĢı matriks, sinyal molekülleri ve 

tümör infiltre edici inflamatuvar hücreler, tümör iliĢkili fibroblastlar, endotel 

hücreleri gibi tümör dıĢı hücreleri içerir (5). Kanser hücreleri ile TMÇ arasındaki 

etkileĢim ve iletiĢim, tümörün geliĢimi, büyümesi, invazyonu, metastazı ve ilaç 

direncinin geliĢmesinde kritik rol oynamaktadır (6). ġu anki bilgilerimize göre,  

her tümör kendi TMÇ‟sine sahip olsa da, tümör progresyonundan sorumlu kritik 

bileĢenler kanserler arasında benzerdir (6). 

 

Tümör infiltre edici lenfositler (TIL), TMÇ'nin önemli bir parçası olarak 

tümör büyümesinin kontrolünde kritik bir rolü vardır (7). TIL'ler, efektör T 

hücreleri, T düzenleyici hücreler, natural killer (NK) hücreler, B hücreleri ve diğer 

immün hücreleri içeren heterojen bir hücre grubudur (7). Bununla birlikte, TIL'lerin 

baĢlıca alt popülasyonları, in vitro kültürde CD8+ T hücreleri ve CD4+ T 

hücreleridir (8). CD8+ sitotoksik T hücrelerinin, CD45RO+ bellek T hücrelerinin  

ve CD4+ Th1 T hücrelerinin varlığı ve yüksek oranda bulunmaları NB‟da dahil 

birçok solid tümörde iyi prognoz ile koreledir (7,9-11). Kolorektal  kanserlerde 

TNM evresine ve histopatolojik bulgulara göre TIL‟lerin tipi, dansitesi ve 

lokalizasyonları hastalık prognozunu ön görmede daha baĢarılıdır (12). TIL‟ler    ile 
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ilgili birçok çalıĢma olmasına rağmen literatürde CD4+ Th2 T hücrelerinin ve 

düzenleyici T (Treg) hücrelerinin prognoz üzerine etkileri çeliĢkilidir (7). Olumlu 

immünolojik bulguların varlığı birçok tümörde kemoterapiye iyi yanıt ile iliĢkilidir 

(7,9,10,13). NB‟de T hücre infiltrasyonunun iyi prognoz ile iliĢkili olduğu 50 yıl 

önce yapılan klinikopatolojik çalıĢmalarda gösterilmiĢ olmasına rağmen, TIL'lerin 

NB'de sisplatin kemoterapisine yanıtına olan etkisi araĢtırılmamıĢtır (10). 

 

TMÇ'deki tümör stromal hücreleri, inflamatuvar hücrelerin 

fonksiyonlarının düzenlenmesine birçok aĢamada katılır (7,16). Tümör stromal 

hücreleri morfolojik olarak MKH‟lere benzer özelliktedir. MKH'ler, fibroblastlara, 

perisitlere, adipositlere, miyofibroblastlara ve endotel hücrelerine transformasyon 

yeteneğine sahiptir (17). MKH'ler perivasküler niĢlerde bulunur ve kemik iliği, yağ 

dokusu, yaralanma alanları ve TMÇ‟de dahil olmak üzere hemen hemen her türlü 

insan dokusunda bulunurlar (18,19). Uygun bir TMÇ sağlamak için interlökin (IL) - 

6, IL-8, IL-10, CCL-5, CXCR4, CXCL12, dönüĢtürücü büyüme faktörü (TGF) -β, 

vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) ve diğer faktörler gereklidir. MKH, 

tümör büyümesi ve invazyonu için gerekli sinyalleri üretirler (17). Bununla birlikte 

MKH‟ler genotoksik hasara karĢı dirençlidir ve malign transformasyon 

göstermezler (19-22). Ayrıca MKH'ler birkaç solid tümörde doğrudan hücresel 

etkileĢimler ve parakrin faktörlerle kemoterapötik duyarlılığı değiĢtirirler (18). 

Karsinom ile iliĢkili MKH'ler ve platin ile aktive olan MKH'ler, over, NB, meme ve 

birçok kanser hücresini, karboplatin dahil olmak üzere birçok kemoterapötik 

ajandan korurlar (18,23-25). MKH‟lerinin bu gibi etkilerine rağmen, NB 

supresyonunda veya progresyonundaki rolü tartıĢmalıdır (26,27). MKH‟lerinin NB 

supresyonu etkisi, MKH'lerinden büyüme faktörlerinin salgılanması ile NB 

hücrelerinin nöronal fenotipe doğru farklılaĢması aracılığı ile olmaktadır (28). 

Bunun dıĢında, MKH'lerinin intratümöral enjeksiyonu, NB hücrelerinin büyümesini 

azalttığı gösterilmiĢtir (29). Sonuç olarak literatürde MKH‟lerinin NB supresyonu 

ve progresyonu ile ilgili çalıĢmalar olmakla beraber bundan sorumlu olan 

mekanizmalar net olarak anlaĢılmamıĢtır. 
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Tedavi üzerine TMÇ'nin etkisini araĢtıran az sayıda çalıĢma bulunmaktadır. 

Bugüne kadar hiçbir çalıĢma, hem TIL'lerin hem de MKH'lerinin NB hücrelerine ve 

kanser kök hücrelerine (KKH) sisplatin cevabı üzerindeki etkilerini 

değerlendirmemiĢtir. Bu çalıĢmanın amacı, NB olgularında TIL'lerin ve MKH'lerin 

prognostik değerini belirlemek ve insan NB hücrelerinde sisplatin ile etkileĢimi 

tanımlamaktır. 

 

1.2 AraĢtırmanın Amacı 

Bu çalıĢmada NB ve KKH‟lerinin, mikroçevre elemanlarından olan TIL‟ler 

ve MKH‟ler ile etkileĢimi, NB ve KKH‟lerinin canlılığı, apoptozu ve nekrozu 

üzerinden araĢtıracaktır. NB ve KKH‟lerinin mikroçevredeki hücrelerle etkileĢiminin 

kanıtlanması NB ve KKH hedeflenmiĢ tedavi planlamada mikroçevreyi de göz önüne 

alıp almama kararında yardımcı bilgiler sunabilir. Planladığımız Ģekilde yayınlanmıĢ 

bir çalıĢma yoktur. MKH ile KKH‟leri arasındaki etkileĢimin kanser baĢlatılmasına 

iliĢkin veya kanser tedavisinde KKH‟lerinin öldürülmesine iliĢkin mekanizmaların 

öğrenilmesi, NB hücreleri ile baĢ etmede yeni tedavi stratejileri geliĢtirilmesinde 

önemli rol oynayacağı öngörülmüĢtür. 

 

1.3 AraĢtırmanın Hipotezleri 

KKH, malignitesi yüksek olan, tümörde metastaz ve rekürrensten sorumlu 

tutulan, tümör baĢlatıcı hücreler olarak bilinen tümör hücreleri içinde düĢük yüzdede 

kök hücreye benzer özellikler taĢıyan hücrelerdir. Bu hücrelerin tümör içinde artmıĢ 

düzeyleri kötü prognozla iliĢkilidir. 

 

 
 

Nöroblastom dokusu ve bu dokudan geliĢtirilmiĢ hücre hatlarının, kanser kök 

hücresi içerdiği kanıtlanmıĢtır. NB mikroçevresinde bulunan MKH‟ler ve TIL‟ler, 

KKH‟leri üzerine etkilidir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1 Nöroblastom ve Epidemiyolojisi 

NB nöral krest hücrelerinden geliĢen bir çoçukluk kanseridir. Sıklıkla adrenal 

medulladan baĢlamakla birlikte diğer alanlarda ve omurgaya yakın nöral hücrelerden 

de baĢlayabilir. Nöroblastom sıklıkla 5 yaĢ altı çocuklarda geliĢir ve hatta bazı 

kaynaklarda doğumdan öncede baĢladığı düĢünülmektedir. Genelde tümör büyüyerek 

belirtiler oluĢturmaya baĢladığı zaman saptanmaktadır (30-39). NB, çocukluk 

çağındaki kanserlerinin %8-10‟unu oluĢturur (30,33). NB insidansı 7000 canlı 

doğumda bir olup ABD‟de her yıl 800 yeni vaka bildirilmektedir (30,31). Çocukluk 

çağı kanserleri içerisinde en sık görülen üçüncü kanser olup, ekstrakraniyal tümörlerde 

ise en sık görülen kanser türüdür (34). Aynı zamanda bir yaĢ altı çocuklarda görülen 

kanserlerin en sık nedenidir (34). Pediatrik onkoloji grubu (TPOG)‟na göre 1986-2001 

arası tanı alan hastaların yaĢ ortalaması 19 ay‟dır (40). Aynı zamanda hastaların %98‟i 

10 yaĢının ve %89‟u 5 yaĢının altındadır (33). NB‟un etyolojisi net olarak 

bilinmemektedir ancak çevresel maruziyetin kanser oluĢmasındaki önemi ile ilgili net 

bir bilgi yoktur (35,40). Buna karĢın ise ürogenital ve kardiyak anomaliler gibi bir 

kısım konjenital anomaliler ile NB birlikteliği gösterilmiĢtir (40). Nöroblastik tümörler 

nöral krest hücrelerinden köken aldıkları için en sık olarak adrenal medullada, daha 

sonra ise abdomen, pelviste ve daha az sıklıkla mediastende yerleĢmektedir (36, 40). 

NB‟lar; Ewing sarkomu, non-hodgkin lenfoma ve rabdomyosarkomların da bulunduğu 

küçük, mavi, yuvarlak hücreli tümörler grubundandır (39). Aynı zamanda nöroblastom 

yüksek seviyede katekolamin ve metabolitlerini (VMA, HVA) salgılarlar (36). 

 

 
 

Genetik olarak, NB heterojen bir gruptur ancak iyi tanımlanmıĢ bir hastalıktır. 

NB‟da MYCN amplifikasyonu kötü prognostik göstergedir (31). NB hücrelerindeki 

MYCN overekspresyonun olması, proliferasyonu ve DNA sentezini arttırır, mitojenik 

stimülasyon sonrası erken S-fazına ilerlemeyi G1 yolunun progresyonu için hız 

sınırlayıcı olarak arttırır. 17q23-qter kazancı NB‟nin %50‟den fazlasında görülür (33). 

 

 
 

NB diferansiyasyon dereceleri değiĢkenlik gösterirler; diferansiyasyonu fazla 

olan  tümörler  daha  iyi  prognoza  sahiptirler  (36-38).  Ġyi  diferansiye  NB     sıklıkla 
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fokaldir ve cerrahi Ģansları mevcuttur. Buna karĢın az diferansiye NB ise genellikle 

hızlı yayılım gösterirler ve daha agresiftirler. Bu sebeple diferansiyasyona neden olan 

tedaviler yaĢamı uzatırlar. Bununla birlikte bazı hastalarda spontan yani tedavi 

olmadan diferansiyasyon ve hatta regresyon gözlenmektedir (36-38). Ġleri evre 

nöroblastomlar ciddi tedavilere rağmen kötü prognoz göstermektedir ve gen tedavileri 

gibi alternatif yeni tedavi yaklaĢımlarını gündeme getirmektedir. 

 

 

 

2.2 Nöroblastomda Genetik Yatkınlık 

o Ailesel Nöroblastom 

NB olgularının % 1-2‟sinde aile öyküsü mevcuttur (40,41). Genetik olarak 

hastaların çoğunda (%60-70) otozomal dominant (OD) geçiĢ gösterilmiĢtir (40,41). 

Ailesel NB oldukça heterojen bir gruptur spontan regresyonlar olduğu kadar hızlıca 

mestastaz yapan olgular da bildirilmiĢtir. Diğer nöral krest kökenli anomaliler ile (örn; 

Hirschsprung hastalığı, santral hipoventilasyon sendromu, nörofibromatozis, 

feokromasitoma) birlikteliği sıktır. Nörofibromatozis sendromunda görülen NF1, 

Hirschsprung hastalığında görülen RET, ECE1, ZFHX1B, EDNRB, EDN3, GDNF, 

santral hipoventilasyon sendromunda görülen RET, BDNF, PHOX2B GDNF, EDN3 

gibi gen anomalileri nöroblastomun baĢlamasında ve/veya ilerlemesinde de rol 

oynamaktadır (42). Net bir Ģekilde anaplastik lenfoma kinaz (ALK)‟deki 

mutasyonların ve homeodomain (HOX) transkripsiyon faktörü olan paired-like 

homeobox 2B (PHOX2B)‟deki mutasyonların ailesel nöroblastoma neden oldukları 

belirtilmektedir (43,44). Özellikle PHOX2B‟nin, embriyonik geliĢim aĢamasının erken 

evrelerinde sinir sisteminin geliĢimi ve diferansiyasyonunda oldukça önemli bir rolü 

olduğu bilinmektedir (45). Yine ALK‟daki mutasyonlar ailesel nöroblastomda sık 

karĢılaĢılmaktadır. Yapılan fare deneylerinde ALK genindeki F1174L mutasyonunun 

(en agressif ALK mutasyonudur) nöroblastom oluĢumunu baĢlattığı bildirilmiĢtir (46). 

Ayrıca ALK ve MYCN‟in birlikte eksprese olduğu nöroblastom tümörlerinde, 

hastalığın agresifliğini arttırıcı etki yaratmaktadır (46). 
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o Sporadik Nöroblastom 

Nöroblastomların %98‟i sporadik olarak geliĢir (40). Çoklu ve düĢük frekanslı 

polimorfizmle birliktedirler. MYCN ve bununla birlikte BARD1 (BRCA-1  iliĢkili 

Ring Domain-1) ve LMO1 (Lim Domain only 1) genetik değiĢiklikleri eĢlik  

etmektedir ve özellikle BARD1- BRCA1 ile heterodimerizasyonuna neden 

olabilmektedir (40). LMO1 duplikasyonu ise nöroblastomların  %17‟sinde 

bildirilmiĢtir. Bununla birlikte LMO1 siRNA knockdown çalıĢmaları sonrası hücre 

proliferasyonu durmuĢtur. Ailesel formlarda izlenen ALK mutasyonu sporadik 

nöroblastomlarda %16 oranında gözlenmektedir (40). 

 

 

 

2.3 Patogenez ve Patoloji 

Köken: Nöroblastom, adrenal medulla veya sempatik nöronlardaki nöronal krest 

kökenli hücrelerin diferansiyasyon un bozulmasına bağlı oluĢur (ġekil 1) (36). 

 

 

 

 

 

ġekil 1: Nöral Krest Hücreleri ve FarklılaĢtıkları Hücreler. 
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OlgunlaĢma ve diferansiyasyon spektrumu açısından klasik olarak üç adet 

histopatolojik pattern görülmektedir (ġekil 2): 

1) Nöroblastom 

2) Ganglionöroblastom 

3) Ganglionörom (34). 
 

 

ġekil 2: Nöroblastik Tümörlere Ait Histopatolojik Paternler. 

 

 

1) Nöroblastom: Nöroblastomlar küçük mavi yuvarlak hücreli tümörler grubundadır. 

Dar sitoplazmalı dens hiperkromatik nükleusludur. Nöropil bulunabilir. Homer Wright 

rozetleri, eozinofilik nöropilin nöroblastom hücrelerini halka gibi sarmasıyla oluĢan 

aslında bir psödorozet olan bir oluĢumdur (48). 

 

Nöroblastomlar diferansiyasyon durumuna göre üç tipe ayrılmaktadır. 

a) Andiferansiye (diferansiye olmamış) nöroblastom: Küçük yuvarlak, poligonal 

Ģekilli, hiperkromatik nukleuslu, dar sitoplazmalıdır ve nöropil içermez. 

b) Az diferansiye nöroblastom: Nöropilik bir zemin vardır. Ġri nükleolleri belirgin 

hücreleri içerebilir (49). 

c) Diferansiye nöroblastom: Gangliyonik diferansiyasyon ile schwannian stroma 

mevcuttur. Nöropili yoğun bir Ģekilde içermektedir. Homer-Wright psödorozetleri en 

sık burda görülür. 
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2) Ganglionörom: Oldukça diferansiye olan ve benign gidiĢ gösteren tipteki tümörler 

ganglionöromadır. En sık posterior mediasten yerleĢimlidir. Matür gangliyon  

hücreleri, Schwann hücreleri ve bol nöropil ve içerirler. Makroskobik olarak iyi sınırlı 

olup, fibröz bir kapsül içermektedir. Mikroskobik olarak ise uniform görünümlü 

irregüler yerleĢmiĢ Schwann hücreleri ve bunların arasında dağılmıĢ matür gangliyon 

hücreleri görülmektedir (34,50-52). 

 

3) Ganglionöroblastom: Nöroblastom ve ganglionöromların diferansiyasyon bulguları 

dahil olmak üzere histopatolojik özelliklerini de içeren heterojen bir grup tümörü 

betimlemektedir. Genelde olgun gangliyon hücreleri boyunca ilkel nöroblastlardan 

oluĢmaktadır (34). Çok sayıda araĢtırmacı histolojik özellikleri temel alarak prognostik 

sınıflandırmalar yapmıĢtır. “Shimada sınıflandırması” günümüzde en fazla  

kullanılan sistemdir. YaĢ, schwann stroma varlığı veya yokluğu, diferansiyasyon 

derecesi ve mitotik karyotik indeks (MKI) değerlendirmelerini içermektedir ve 

tümörün iyi (favorable) ve kötü (unfavorable) olarak sınıflandırır (Tablo 1). Son 

zamanlarda Shimada dahil bir grup önemli çocuk patoloğu Uluslararası Nöroblastom 

Patolojik Sınıflamasını (INPC) geliĢtirmiĢtir (Tablo 2) (34). POG tarafından kullanılan 

risk Ģemasında hastalık evresi, hasta yaĢı, INPC histopatoloji sınıflandırması, MYCN 

amplifikasyon durumu, ploidi ve 1p veya 11q‟da allelik kayıp bulunmaktadır (52, 53). 

 

Tablo 1: Uluslararası Nöroblastom Patoloji Sınıflandırması (53). 
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2.4 Nöroblastomda Moleküler Patogenez 

• MYCN (N-myc) amplifikasyonu 

• 1p36 delesyonu (LOH) 

• 11q delesyonu (LOH) 

• 17q25 kazanımı (gain) 

• Bazı genlerin (Trka Trkb, NGF, BDNF) ekspresyonundaki değiĢiklikler (54). 

 

 

MYCN (N-MYC) Amplifikasyonu 

MYCN 2. kromozomun distal, kısa kolunda yerleĢmektedir (2p24) (54).  

MYCN gen ürünü Max proteini ile dimerize olduktan sonra aktif olarak 

transkripsiyonda görev yapabilmektedir (55). Bu genin amplifikasyonu (kopya 

sayısının artması) iki Ģekilde gerçekleĢir: 

 

a) Double minutes kromatin cisimcikleri: Minik kromozom parçaları aracılığı ile olur. 

 

 

b) HSR (homojen boyanan bölgeler): Aynı kromozomdaki bazı bölgelerin tekrar 

etmesi aracılığı ile olur (ġekil 3). 

 

Double minute kromatin cisimcikleri primer tümörlerde daha çok görülürken 

HSR‟ler ise hücre hatlarında daha sık görülmektedir (31,57-60). MYCN 

overekspresyonu olmasıyla tümörün proliferasyonu, DNA sentezi artar (60). Ayrıca 

kötü prognostik bir faktör olup anjiyoogenez ve metastazla iliĢkilidir (61-63). MYCN 

geni amplifikasyonu erken evre nöroblastom tümörlerinde yaklaĢık %25-30 oranında 

gözlenir iken metastatik olguların %50‟sinde görülmektedir (63). 
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ġekil 3: MYCN Genomik Amplifikasyonu, Homojen Boyanan Bölgeler (HSR) ve 

Double Minutelar. 

 

 

1p36 delesyonu (1p36 LOH: loss of heterozygosity) 

Birinci kromozomun kısa kolunda delesyon hastaların %25-35‟inde 

saptanabilmektedir (64). Genellikle MYCN gen amplifikasyonu ile birlikte görülür 

(53). Mental retardasyon ile iliĢkili belirtiler görülebilmektedir (55). TPOG 

Nöroblastom 2009 protokolünde düĢük risk evre 4S olgularda yada evre 2A-2B olup 

yaĢı 18 aydan büyük olanlarda kromozom 1 aberrasyonları dikkate alınmaktadır 

(30,52). 

 

11q delesyonu (11qLOH) 

Olguların %35-45‟inde bulunabilmektedir ve kötü prognostik bir belirteçtir (30,52). 

Farklı olarak bu genomik değiĢiklik MYCN pozitifliğine sahip tümörlerde genellikle 

saptanmamaktadır (31). Ancak yüksek riskli özelliklerle (ileri evre, kötü patoloji, ileri 

yaĢ) iliĢkili olarak bulunmuĢtur (31). 
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17q25 kazanımı (17q25 gain) 

Hastaların yarısından çoğunda görülmektedir. Genellikle t(1;17) ve t(11,17) Ģeklinde 

görülmektedir (30,52). Kötü prognostik bir belirteçtir (30,52). Dengesiz 17q  

trizomileri ise nöroblastomlarda sık görülmektedir (31). 

 

Bazı genlerin ekspresyonundaki değişiklikler 

Nörotrofin reseptörlerinden NTRK1 (TrkA), NTRK2 (TrkB) ve ligandları NGF ve 

BDNF‟nı içeren yolaklarının nöroblastomda maligniteye neden olduğu 

belirtilmektedir. TrkA/NGF yolağının aktivasyonu apoptozise ve regresyona neden 

olurken nöroblastomların ise ganglion hücresine dönüĢümünü uyarmaktadır. 

TrkB/BDNF yolağı ise daha çok ilaç direnci oluĢumu ile ilgilidir. TrkA‟nın 

ekspresyonun yüksek olması iyi prognoz ve iyi klinik bulgular (düĢük evre gibi) ile 

iliĢkili iken TrkB‟nin ekspresyonun yüksek olması kötü prognoz ve ileri tümör 

özellikleri ile iliĢkilidir (56). 

 

2.5 Nöroblastom GeliĢiminde Genetik Modeller 

Tip 1: 

Sıklıkla 1 yaĢın altında, hiperdiploid/triploide yakın karyotipli, TrkA yüksek 

ekspresyonu göstermektedirler. DüĢük evre olup iyi prognoz gösterirler (ġekil 4) (22). 

 

Tip 2: 

Sıklıkla 1 yaĢın üstünde, 11q delesyonu, 3p delesyonu veya 17q kazanımının eĢlik 

edebildiği, TrkB yüksek ekspresyonu gösteren tümörlerdir. Ġleri evre hastalık 

grubundadır (ġekil 4) (53). 

 

Tip 3: 

Genellikle 1-5 yaĢ arasında, 1q delesyonu veya 17q kazanımı eĢlik edebilen ve MYCN 

amplifikasyonu bulunabilen tümörlerdir. Ayrıca TrkB ekspresyonu yüksektir.  Ġleri 

evre hastalık grubundan olup hızlı progresyon gösterirler (53). 
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ġekil 4: Nöroblastom GeliĢiminde Genetik Modeller (52,66). 

 

 

2.6 Risk Sınıflandırması 

INSS evresi, N-myc, yaĢ ve Shimada histolojisi parametreleri kullanılarak olgular 

düĢük, orta ve yüksek risk grupları olarak değerlendirilmektedir (Tablo 2) (68). 
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Tablo 2: Türk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) Nöroblastom 2009 Protokolü Risk 

Sınıflaması (53). 
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2.7 Kanser Kök Hücresi 

Kanser kök hücresi farklılaĢmamıĢ, kendini yenileyebilen, özelleĢmiĢ hücrelere 

farklılaĢabilen hücrelerdir ve bir solid tümördeki küçük bir populasyonu tanımlar. Bu 

hücrelerin büyüme kapasitesi sınırsızdır. 

 

 
 

Kanser kök hücresi (KKH) ile ilgili ilk direk kanıt, 1997‟de Dick J. ve 

arkadaĢlarının yayımladıkları makale ile gelmiĢtir. Dick J. ve arkadaĢları, akut myeloid 

lösemili (AML) hastaların kanlarından izole ettikleri malign hücrelerin küçük bir 

grubunun (yaklaĢık 10.000 hücrede <1 hücrenin), diyabetik olmayan ağır 

immünosüpresif (NOD/SCID) farelerde orjinal tümörü oluĢturabildiğini 

göstermiĢlerdir. AraĢtırmacılar, bu hücre grubunun farklı olarak normal hematopoetik 

kök hücrelerin fenotipinde olduğunu (CD 34+/CD 38-) belirlemiĢtir ve kanserin  

normal kök hücrelerden kaynaklandığı görüĢünü ileri sürmüĢlerdir (61). 

 

 
 

Daha sonraki yıllarda ise, Dick J. ve arkadaĢlarının açtığı yoldan diğer 

araĢtırmacılar da ilerleyerek, bu grubun “lösemik kök hücrelerini” izole ettiği ve bu 

hücrelerin kök hücre özelliklerini test ettiği yöntemleri, solid tümörlerde de 

çalıĢmıĢlardır. Bu bağlamda meme kanseri ve glioblastomlarda yapılan araĢtırmalar 

baĢta olmak üzere (2003 ve 2004), kolon kanseri, akciğer kanseri ve prostat kanseri 

gibi birçok solid tümörde “kanser kök hücreleri” gösterilmiĢtir (62). 

 

 
 

Bir tümör içindeki hücreler görece homojendir. Tümörün oluĢmasına ve 

ilerlemesine yol açan genetik değiĢiklikler tüm hücrelerde oluĢur. Bu nedenle bu 

yolakların anlaĢılması ve tümörün eredike edilmesini sağlayacak tedaviler, tümördeki 

bu hücreleri kapsamalıdır. Ancak KKH‟leri tümörü baĢlatan küçük bir hücre 

popülasyonu olup biyolojik ve fonksiyonel olarak diğer hücrelerden farklıdır. 

Tümördeki hücrelerin büyük çoğunluğuyla karĢılaĢtırıldığında, bu hücrelerde farklı 

tümörojenik yolaklar iĢleyecektir. Dolayısıyla, kanser relapsını ve progresyonunu  

etkili bir Ģekilde önleyebilecek tedavilerin geliĢtirilebilmesi için araĢtırmalar KKH‟leri 
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üzerinde yoğunlaĢtırılmalıdır. Ġn-vivo olarak tümör oluĢumunu baĢlatabilecek ve 

ilerletebilecek kapasiteye sahip olan kök hücrelerin tümörün geri kalan büyük 

kısmından izole edilmesiyle KKH„lerinin moleküler ve biyolojik temelleri 

araĢtırılabilmektedir (61-62). 

 

 
 

KKH‟lerinin tanımlandığı birçok belirteç bulunmaktadır. Lösemiler için 

CD34+CD38-, meme kanserinde CD44+CD24-/düĢük, beyin, kolon ve akciğer 

kanserlerinde CD133+, karaciğer kanserinde CD90+CD45- fenotipleri ile tanımlanan 

kanser tipine özgü çeĢitli KKH‟leri tanımlanmıĢtır. 

 

 
 

Nöroblastom ve bu tümörden geliĢen hücre hatlarının kanser kök hücresi içerdiği 

kanıtlanmıĢtır. Nöroblastom hücreleri, kültür ortamında iken iki farklı morfolojide 

gözlenirler. Bunlardan nöroblastik tipte olanlar daha küçük ve yuvarlak olup 

sitoplazmik nöritleri bulunmaktadır. Hücre kültür materyaline tutunma oranı azdır. 

Aralarındaki tutunan hücreler daha sınırlı yaĢam gösterirler. Ara hücreler olarak 

tanımlanan bir üçüncü grup olup, her iki grubun özelliklerini taĢır ve bu hücrelerin 

nöroblastom kök hücresi olduğu gösterilmiĢtir. Bu hücrelerin malignite potansiyelleri 

oldukça yüksek olup, tümör içindeki düzeyleri ne kadar çok ise prognoz o kadar 

kötüdür (60). 

 

 
2.8 Mezenkimal Kök Hücresi 

Kök hücreler eriĢkin ve embriyonik olmak üzere 2‟ye ayrılırlar. Embriyonik kök 

hücreler, diferansiye olarak herhangi bir organa spesifite gösterebilirler. EriĢkin kök 

hücreler ise daha sınırlı bir proliferasyon ve diferansiyasyon kapasitesine sahiptirler 

(63). 

 

 
 

Mezenkimal stroma hücreleri olarak da bilinen mezenkimal kök hücreler (MSC), 

andiferansiye  eriĢkin  kök  hücrelerdir  ve  en  çok  kemik  iliğinden,  göbek bağından, 
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adipoz dokudan, plasentadan, sinovyumdan ve iskelet kasından olmak üzere birçok 

dokudan izole edilebilirler. 

 

 
 

Mezenkimal kök hücreler, 3 ana kriter olan; in vitro olarak osteoblastlara, 

adipositlere ve kondroblastlara diferansiye olma yeteneklerine, CD73, CD105, CD90, 

gibi tipik yüzey markerlarının ekspresyonuna; CD45 ve CD34 gibi hematopoetik 

markerların eksprese etmemelerine ve kültürde plastik yüzeye tutunmalarına göre 

tanımlanırlar. 

 

 
 

Mezenkimal kök hücrelerden salgılanan insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF- 

1), hepatosit büyüme faktörü (HGF), vasküler endotelyal büyüme faktörü(VEGF), 

interlökin-1 (IL-1), IL-4, IL-5, IL-6, CCL3, CX3CL1, KC, CXCL16, CCL2 ve   CCL5 

gibi 40‟ın üzerinde büyüme faktörü, sitokin ve kemokinlerle tanınırlar (64,65). 

 

 

 
Çok sayıda yeni çalıĢmaya göre mezenkimal kök hücreleri; sadece mezoderm 

değil mezodermin dıĢında kalan endotel, nöroektoderm ve endoderm gibi çok çeĢitli 

hücrelerin karakterlerini kazanabilecekleri bildirilmektedir. 

 

 
 

Mezenkimal kök hücrelerin kullanıldığı tüm çalıĢmalarda in vitro olarak çok 

sayıda pasajdan geçirilerek kültürü yapılmıĢ hücreler kullanıldığı için bu çalıĢmalar, 

plastisitesi olan hücrelerde kendini yenileme özelliğinin de olduğunu göstermektedir 

(65). 

 

 
 

Bu çalıĢmada nöroblastom kanser kök hücrelerinin mikroçevre elemanlarından 

olan tümör infiltre eden lenfositler ve mezenkimal kök hücreler ile etkileĢimi, 

nöroblastom kanser kök hücrelerinin canlılığı üzerinden araĢtırılacaktır. 
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Nöroblastomda kanser kök hücrelerinin mikroçevredeki hücrelerle etkileĢiminin 

kanıtlanması kanser kök hücre hedeflenmiĢ tedavi planlamada mikroçevreyi de göz 

önüne alıp almama kararında yardımcı bilgiler sunacaktır. Bu alanda planladığımız 

Ģekilde yayınlanmıĢ bir çalıĢma yoktur. Mezenkimal kök hücreler ile kanser kök 

hücreleri arasındaki etkileĢimin kanser baĢlatılmasına iliĢkin veya kanser tedavisinde 

kanser kök hücrelerinin öldürülmesine iliĢkin mekanizmaların öğrenilmesi, 

nöroblastomla baĢ etmede yeni tedavi stratejileri geliĢtirilmesinde önemli rol 

oynayacaktır. 

 

 

 

2.9 Tümör Ġnfiltre Edici Lenfositler 

Tümör infiltre edici lenfositlerin (TIL), TMÇ'nin bir parçası olarak tümör 

büyümesinin kontrolünde aracılık etmede kritik bir rolü vardır (63). TIL'ler, efektör T 

hücreleri, T düzenleyici hücreler, doğal öldürücü hücreler, B hücreleri ve diğer immün 

hücreleri içeren heterojen bir hücre grubudur (7). Bununla birlikte, TIL'lerin baĢlıca alt 

popülasyonları, in vitro kültürde CD8+ T hücreleri ve CD4+ T hücreleridir (65).  

CD8+ sitotoksik T hücrelerinin, CD45RO+ bellek T hücrelerinin ve CD4+ Th1 T 

hücrelerinin varlığı ve yüksek oranda bulunmaları NB‟da dahil birçok solid tümörde  

iyi prognoz ile koreledir (63,65-67). 

 

Kolorektal kanserlerde TNM evresine ve histopatolojik bulgulara göre TIL‟lerin 

tipi, dansitesi ve lokalizasyonları hastalık prognozunu ön görmede daha baĢarılıdır 

(68). TIL‟ler ile ilgili birçok çalıĢma olmasına rağmen literatürde CD4+ Th2 T 

hücrelerinin ve düzenleyici T (Treg) hücrelerinin prognoz üzerine etkileri çeliĢkilidir 

(7). Olumlu immünolojik bulguların varlığı birçok tümörde kemoterapiye iyi yanıt ile 

iliĢkilidir (63,65,66,69). NB‟de T hücre infiltrasyonunun iyi prognoz ile iliĢkili olduğu 

50 yıl önce yapılan klinikopatolojik çalıĢmalarda gösterilmiĢ olmasına rağmen, 

TIL'lerin NB'de sisplatin kemoterapisine yanıtına olan etkisi araĢtırılmamıĢtır 

(65,66,69). 
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2.10 Sispatin 

Güçlü bir antineoplastik ilaç olan sisplatin (cis-diamminedchloroplatinum II), 

neoplastik hastalıkların tedavisinde kullanılan alkilleyiciler grubundan antineoplastik 

bir ilaçtır. EriĢkinlerde solid tümörlerde, küçük hücreli dıĢı akciğer kanserinde, baĢ 

boyuna ait tümörlerde, over tümörlerinde, mesane tümörlerinde ve serviks 

tümörlerinde kullanılır. Çocukluk çağı kanserlerinde ise baĢta nöroblastom olmak 

üzere Wilms tümörü, germ hücreli tümör, hepatoblastoma, beyin tümörleri, 

osteosarkoma gibi birçok tümörün tedavisinde kullanılan kemoterapatik bir ajandır. 

Tedavide kullanılırken ototoksisite, miyelosüpresyon, nefrotoksisite, nörotoksisite, 

gastrointestinal toksisite, kardiyovasküler hasar gibi sınırlayıcı yan etkileri göz onunda 

bulundurmak gereklidir (64,65). 

 

Kolon ve küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri sisplatine direnç gösterirken, 

nöroblastom, over, testis, baĢ boyun tümörleri gibi tümörler sisplatine duyarlıdır. 

Ancak sisplatinle tedavi edilebilen tümörlerin çoğu tedaviden bir süre sonra direnç 

geliĢtirmektedirler. Sisplatin direncine sebep olabilecek nedenler arasında hücrelerdeki 

ilaç birikiminin azalması, sülfür içeren bileĢiklerin inaktivasyonu, apaptoz 

proteinlerinin ekspresyon değiĢiklikleri sıralanırken nükleotid eksizyon onarım 

genlerindeki değiĢiklikler de önemlidir. Örneğin sisplatine duyarlı testis tümörlerinde 

ve dirençli mesane tümörlerinin karĢılaĢtırıldığı bir çalıĢmada sisplatine duyarlı testis 

tümörlerinde NER kapasitesinin daha düĢük olduğu bildirilmektedir (68). 

 

 
Bu çalıĢmanın amacı nöroblastom kanser kök hücrelerinin mikroçevre 

elemanlarından olan tümör infiltre eden lenfositler ve mezenkimal kök hücreler ile 

etkileĢimini araĢtırmaktır. 



23  

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 
 

3.1 AraĢtırmanın Tipi 

Bu araĢtırma, ilaç dıĢı giriĢimsel olmayan bir klinik araĢtırmadır. AraĢtırma, 

kontrollü ve tek kör bir çalıĢma olarak tasarlanmıĢ ve gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.2 AraĢtırmanın Yeri ve Zamanı 

Bu araĢtırma 21.03.2014 tarihinde literatür taraması ile baĢlamıĢ olup, 

10.07.2017 tarihinde tez savunması ile sonlandırılmıĢtır. AraĢtırma, gerekli olan 

biyogüvenlik düzeylerine uygun donanıma sahip Dokuz Eylül Üniversitesi Onkoloji 

Enstitüsü Temel Onkoloji Anabilim Dalı laboratuvarlarında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.3 AraĢtırmanın Evreni ve Örneklemi 

Bu çalıĢmanın evreni olarak, Türkiye‟nin çeĢitli hastanelerinde nöroblastom 

tanısı almıĢ 18 yaĢ altı hastalar seçilmiĢtir. Bu dokular içerisinden seçilen, 10‟u kız ve 

10‟u erkek olmak üzere düĢük risk grubuna giren 8 hasta ve yüksek risk gruba giren  

12 hasta olmak üzere toplam 20 hasta çalıĢmanın örneklemini oluĢturmuĢtur. 

 

3.4 ÇalıĢma Materyali 

Bu araĢtırmada, Türkiye‟de çeĢitli hastanelerde nöroblastom patolojik tanısı 

almıĢ olan hastalardan gönderilen taze nöroblastom tümör doku örnekleri 

kullanılmıĢtır. 

 

3.5 AraĢtırmanın DeğiĢkenleri 

Apoptozis ve proliferasyon değerleri kantitatif olarak değerlendirilecek ve 

student t-test ile analiz edilecektir. Ayrıca bu değiĢkenler kategorik olarak da 

değerlendirilecek ve bulgular ki-kare ve Mann-Whitney U testiyle analiz edilecektir. 

 

Bağımlı değiĢken: nöroblastom hücrelerindeki apoptoz nekroz ve canlılık 

Bağımsız değiĢken: kanser kök hücresi, mezenkimal kök hücre ve tümör infiltre 

edici lenfositler 
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3.6 Veri Toplama Araçları 

o Mevcut Olanaklar 

Akım Sitometri (BD Accury C6) 

Hassas Terazi (Sartorius BP221S) 

ELISA Reader (Thermo) 

Real time PCR 

Vorteks(Velp Scientifica ZX3) 

Saf su sistemi 

Mikroskop olympus bx50 

Derin dondurucu (Sanyo) 

Sıvı azot tankı 

Laminar Flow 

Mikrosantrifüj (Thermo) 

CO2 inkübatörü (Thermo) 

Pastör fırın (Thermo) 

Soğutmalı santrifüj (Heraeus) 

ELISA Reader (Thermo) 

-80 °C dondurucu (Nüve) 

Manyetik Ġzolasyon Cihazı 

Ġnverted mikroskop 

-80°C derin dondurucu 

 

 

o Kullanılan Sarf  Malzemeler 

CD133 manyetik izolasyon boncuğu (25 testlik) 

CD133 monoklonal antikoru (50 testlik) 

CD54 manyetik izolasyon boncuğu 

CD54 monoklonal antikoru 

CD90 manyetik izolasyon boncuğu 

CD90 monoklonal antikoru 

Annexin V (100 testlik) 

Propidium Ġyodide 

WST-1 hücre canlılığı reaktifi (25 ml) 

Iscove‟s Modified Dulbecco‟s Medium (IMDM) 
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DMEM 

RPMI 1640 

Penisilin/Streptomisin 

L-Glutamin 

Antimikotik 

Tripsin/EDTA 

Steril PBS 

Heat activated FBS 

DMSO 

Tek hücre süspansiyonu oluĢturmak için filtre 

Ġnsülin enjektörü 

Ġnkübatör sterilizayonu için farmasidal solüsyon 

Vakumlu filtre sistemi (500 ve 1000 ml‟lik) 

Mr. Frosty 

Otomatik üçlü pipet seti (1-10 µl, 10-100 µl, 100-1000 µl) 

Pipet tabancası 

Ġnkübatör içi su küveti (4 adet) 

Steril pipet 2 ml‟lik 

Steril pipet 5 ml‟lik 

Steril pipet 10 ml‟lik 

Steril pipet 25 ml‟lik 

Steril pastör pipeti 

Ependorf (0.5 ml„lik, 1.5 ml‟lik ve 2 ml‟lik) 

6 kuyucuklu pipet 

96 kuyucuklu pipet 

75 cm2 lik flask  

25 cm2 lik flask 

Kriyoviyal 

Kriyoviyal saklama kutusu 

Lizinli lam 

Lamel 

Lam saklama kutusu (50‟lik) 
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Savlon 

Filtreli kapaklı 5 ml„lik polistren flow sitometri tüpü 

Sarı pipet ucu 

Mavi pipet ucu 

 

 

o Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Sisplatin (Koçak) medium içinde çözülerek çalıĢma öncesi taze olarak 

hazırlanmıĢtır. ÇalıĢma sırasında 96 well plate içerisinde belirlenen yerlere insülin 

enjektörü yardımıyla uygulandı. 

 

o Doku örneklerinin Toplanması ve Saklanması 

TPOG 2009 rutin analizler için gönderilen doku örneklerinden nöroblastom 

patolojik tanısı olan örnekler kullanılmıĢtır. 

 

o Nöroblastom Hücrelerinin Çoğaltlması 

YapılmıĢ olan bu çalıĢmada, nöroblastom ameliyat materyali taze dokularından 

tek hücre süspansiyonu oluĢturmak için filtre kullanılarak tek hücre süspansiyonu 

yapıldı. Steril pipet kullanılarak 75 cm2‟lik flasklara alındı. Hücreler inkübatöre 

konulmadan önce inkübatör farmasidal solüsyon ile silindi. Tümör hücreleri, %10 heat 

activated FBS, %1 L-Glutamin ve %1 penisilin/streptomisin ve %1 antimikotik içeren 

ortamda 33°C‟de, %10 CO2 ve %95 nemli DMEM ortamında inkübatör içi su 

küvetinde kültüre edildi ve vakumlu filtre sistemi kullanıldı. Hücreler %95 konfluent 

olduğunda 1/2 oranında pasajlandı ve steril pastör pipeti kullanılarak 25 cm2‟lik 

flasklara alındı. Mezenkimal kök hücre, CD133+ kök hücre izolasyonu için uygun 

miktarda hücre populasyonuna ulaĢana dek kültür süreci devam ettirildi. Kök hücre 

izolasyonundan önce ölü hücreleri ortamdan ayırmak için death cell removel kiti 

uygulandı. 

 

o Nöroblastom Hücrelerinin Pasajlanması 

Hücreler %95 konfluent olduğunda kültür ortamı uzaklaĢtırıldı ve PBS (5 ml) 

ile yıkandı. Ardından ortamdan PBS uzaklaĢtırıldı, tripsin (5 ml) eklendi ve 33°C‟de 

%10 CO2 ile 3 dakika inkübasyona bırakıldı. Ortamdaki tripsini inaktive etmek için 10 

ml eklenerek 1200 rpm‟de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatan otomatik üçlü pipet 
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seti kullanılarak uzaklaĢtırıldı ve pellet kısmı daha önceden belirlenen flasklara 

aktarıldı. Flaskların dıĢı savlonla silinerek DMSO ortamında yeterli yoğunluğa 

ulaĢıncaya kadar kültüre edildi. 

 

o Death Cell Removal Kit ile Ölü Hücrelerin UzaklaĢtırılması 

Kültüre edilen hücrelerin ortamları uzaklaĢtılıp steril PBS ile yıkandı.  Daha 

sonra tripsin-EDTA solüsyonu ile muamele edilerek hücrelerin kalkması sağlandı. 1:1 

oranda ortamlar eklenip hücreler falkon tüpler içinde 300g 10 dk santrifüj edildi. Elde 

edilen hücre pelleti üzerindeki süpernatan uzaklaĢtırıldı. Kitte belirtildiği gibi hücre 

pelletini 60 mikrolitre buffer ile resüspanse edildi. Kitin içinden çıkan 20 mikrolitre 

FcR blocking reagent ve 20 mikrolitre Death Cell Removal mikrobeat, pipet tabancası 

ve steril pipet kullanılarak ortama eklendi. 15 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Daha 

sonra hücreler 1-2 ml buffer ile yıkandı. 300g 10 dakika santifüj edildi. Kolonu 

manyetik alana yerleĢtirip önce 500 mikrolitre ile yıkandı ve daha sonra hücreler 

manyetik alandan geçirilip 3x500 mikrolitre buffer ile tekrar yıkandı. Böylece ölü 

hücreler manyetik alanda takıldı ve elimizde ependorfa aldığımız sadece canlı hücreler 

kaldı. Kalan hücreler 6 kuyucuklu well plate içerisine alındı ve Iscove‟s Modified 

Dulbecco‟s Medium (IMDM) içerisinde kültüre edildi. 

 

o CD133+ Nöroblastom Kanser Kök Hücre Ġzolasyonu 

Kültüre edilen hücrelerin ortamları uzaklaĢtılıp ve PBS ile yıkandı. Daha sonra 

tripsin-EDTA solüsyonu ile muamele edilerek hücrelerin kalkması sağlandı. 1:1  

oranda ortamlar eklenip hücreler falkon tüpler içinde 300g 10 dakika santrifüj edildi. 

Elde edilen hücre pelleti üzerindeki süpernatan uzaklaĢtırıldı. Kitte belirtildiği gibi 

hücre pelleti 60 mikrolitre buffer ile resuspanse edildi. Kitin içinden çıkan 20 

mikrolitre FcR blocking (CD133 monoklonal antikoru) reagent ve 20 mikrolitre 

CD133 manyetik izolasyon boncuğu eklendi. Soğuk odada tube rotator ile 15 dk yavaĢ 

bir Ģekilde çalkalandı. Daha sonra hücreler 1-2 ml buffer ile yıkandı. 300g 10 dakika 

santifüj edildi. Kolonu manyetik alana yerleĢtirip önce 500 mikrolitre ile yıkandı daha 

sonra hücreler manyetik alandan geçirilip 3x500 mikrolitre buffer ile tekrar yıkandı. 

Manyetik alanda tutulan CD133+ hücreler kolonun pistonu itilerek toplama tüpünde 

toplandı.  Böylece  CD133+  nöroblastom  kanser  kök  hücreleri  izole  edilmiĢ   oldu. 
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Manyetik alana takılmayan hücreler ise ayrı bir tüpte toplandı. Bu, CD133- olan 

hücreler mezenkimal kök hücre ayrımı için kullanıldı. 

 

o Anti-MSCA-1 (W8B2) Mikrobeat Kiti Kullanarak Mezenkimal 

Kök Hücre Ġzolasyonu 

CD133 mikrobeat kiti kullanılarak CD133+ hücrelerin ayrıldığı, geride kalan 

hücre populasyonu kullanıldı. Hücreler falkon tüpler içinde 300g 10 dakika santrifüj 

edildi. Elde edilen hücre pelleti üzerindeki süpernatan sarı pipet ucu kullanılarak 

uzaklaĢtırıldı. Mezenkimal kök hücreler, kültüre edilen hücrelerden CD54+, CD90+ 

önce monoklonal antikorları bağlanarak (CD54, CD90 monoklonal antikor) daha sonra 

CD54 ve CD90 manyetik izolasyon boncukları ile manyetik  izolasyonla 

ayrımlaĢtırıldı. Kitte belirtildiği gibi hücre pelleti 60 mikrolitre buffer ile resuspanse 

edildi. Kitin içinden çıkan 20 mikrolitre FcR blocking reagent ve 20 mikrolitre Anti- 

MSCA-1 (W8B2) mikrobeat eklendi. Ġyice karıĢtırılıp 2-80C de 15 dakika bekletildi. 

Daha sonra hücreler 1-2 ml buffer ile yıkandı. 300 g de 10 dakika santrifüj edildi. 

Kolonu manyetik alana yerleĢtirip önce 500 mikrolitre ile yıkandı daha sonra hücreler 

manyetik alandan geçirilip 3x500 mikrolitre buffer ile tekrar yıkandı. Manyetik alanda 

tutulan mezenkimal hücreler kolonun pistonunu itilerek toplama tüpünde toplandı. 

Manyetik alana takılmayan hücreler ise ayrı bir tüpte toplandı ve RPMI 1640 

ortamında kültüre edildi. 

 

 
o Tümör Örneklerinden TIL Ġzolasyonu ve Çoğaltılması 

Her tümör örneği çevresindeki normal doku ve nekrotik alandan tamamen 

ayrılarak klas 2 kabinet içinde steril ortamda çalıĢıldı. Tümör örneği, steril bir bisturi 

ile farklı kısımlarından yaklaĢık 2-3 mm büyüklüğünde olacak Ģekilde parçalara 

ayrıldı. Tümör fragmanları, flasklara yerleĢtirildi ve üzerlerine lenfositleri çoğaltmaya 

uygun AĠM-V, doku yüzeyini kaplayacak kadar ilave edildi. Flask nemli, 37oC, %5 

CO2 inkübatöre kondu. Lenfosit göç ve çoğalması gözleninceye kadar inkübe edildi. 

Ġnverted ıĢık mikroskobunda günde iki kere gözlem yapıldı. Tipik olarak yaklaĢık 1 

hafta sonra her fragmanın çevresinde yoğun lenfositik göç görünümünü alması 

gözlemlendi. Göç eden TIL varlığı gözlemlendiğinde tümör fragmanı mavi pipet ucu 

kullanılarak flasktan alınıp GMCSF ve IL-2 eklenerek TIL‟ler çoğalmaya bırakıldı. 

Ġmmunhistokimya ile TIL‟lerin lenfosit olduğu konfirme edildi. 
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ġekil 5: AIM-V Mediumda TIL‟lerin Üretilmesi 

 

 

ĠĢi biten nöroblastom dokuları kriyoviyal tüpünde DMSO ortamına alınarak Mr 

Frosty yardımı ile yavaĢ yavaĢ -800C olacak Ģekilde soğutuldu. 

 
o 96 Well Plate Hücre Kombinasyonlari 

 

 

 
ġekil 6: 96 Well Plate Hücre Kombinasyonları 
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o Flow Sitometrik Annexin V-FITC/PI Boyaması 

Annexin V-FITC/Propidium Iodide (PI) boyaması apoptotik hücre ölüm oranını 

kantitatif olarak belirlemek için; kanser kök hücrelerine, tümör infiltre edici lenfosit 

hücreleri, mezenkimal kök hücreleri ve sisplatin kombinasyonlarının uygulanması 

sonrasında yapıldı. Kanser kök hücreleri lamlara yayıldı. Annexin V-FITC apoptoz 

deteksiyon kiti kullanılarak protokole uygun olarak boyandı. Ajan uygulamaları 

sonrasında hücreler PBS ile 3‟er kez yıkandı ve ortam içinde resüspanse edildi. Daha 

sonra nöroblastom kanser kök hücreleri oda sıcaklığında 15 dakika Annexin V-FITC 

ve PI ile inkübe edildi. Daha sonra lameller kapatıldı. Flow sitometrik olarak ölçümler 

yapıldı. 

 

 
 

o Hücre Canlılığının Ölçümü 

EVE ™ otomatik hücre sayım cihazı kullanılarak canlı, ölü ve toplam hücre 

sayısı ve canlılık yüzdesini belirlendi. Bu cihaz standart tripan mavisi tekniği 

kullanılarak hücre sayısını ve yaĢayabilirliğini (canlı, ölü ve toplam hücreleri) doğru  

ve hassas bir Ģekilde ölçmek için tasarlanmıĢ sayaçtır. 

 
 

ġekil 7: EVE Otomatik Canlılık Ölçme Aleti 
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Ayrıca hücreler tripsin ile kaldırılarak 200 µl‟de 1x104 yoğunluğunda olacak 

Ģekilde hesaplanarak 96 kuyucuklu plaklara ekim yapıldı. Gece boyu 33°C %10 

CO2‟de inkübasyona bırakılan hücreler ertesi gün %75-80 konfluent seviyesinde 

olduğunda hücrelerden süpernatan kısmı ortamdan uzaklaĢtırıldı. Hücre canlılığı için 

belirlenen saatlerde plaklara 10 μl/kuyucuk WST-1 eklenerek hücreler 2 saat 

inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyondan sonra ELISA okuyucuda 450/630 nm de 

okutuldu. Kontrol hücre canlılığı %100 kabul edilerek sisplatin uygulamaları ve diğer 

kombinasyonlardaki hücre canlılıkları yüzde olarak hesaplanarak sağlaması yapıldı. 

 

o Nöroblastom Dokularının Histopatolojik Ġncelenmesi 

Hastalardan alınan nöroblastom dokuları 10 vaka 1 blokta olacak Ģekilde doku 

mikroarray yöntemi ile parafin bloklara gömüldü. Daha sonra 4 mikronluk kesitler 

alınarak incelendi. 

 

o Ġmmünhistokimyasal Boyama 

Ġmmunohistokimyasal değerlendirme streptavidin biotin peroksidaz methoduna 

göre yapıldı. Bu methodda, immünohistokimyasal inceleme için her hastanın H&E ile 

boyalı preperatlarından kanama ve nekroz içermeyen ve tümörü en iyi temsil eden  

blok seçilerek önce lamda, sonra blokta iĢaretlenerek, 2 mm çapında silindirik 

parafinize doku örnekleri donör bloklardan alınıp, haritalandırma, adresleme tekniği 

kullanılarak çoklu bloklar hazırlanmıĢtır. 

 

 

 
Hazırlanan bloklardan Ant marka lizinli lamlara 4 mikron kalınlığında kesitler 

alındı. Alınan kesitlerden CD4 (1:150 dilüsyon, Dako, Glostrup, Danimarka), CD8 

(1:150 dilüsyon, Dako, Glostrup, Danimarka), CD25 (1:150 dilüsyon, Dako, Glostrup, 

Danimarka), CD3 (1:150 dilüsyon, Dako, Glostrup, Danimarka), CD20 (1:150 

dilüsyon, Dako, Glostrup, Danimarka) ile boyama yapıldı. ĠHK boyama için  Ant 

marka poly-L-lizin ile kaplı lamlara alınan kesitlere etüv içerisinde 600C derecede 1 
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saat deparafinizasyon iĢleminden sonra DAKO PT LĠNK cihazında 65 derecede 20 

dakika pH 6.0 sitrat solüsyonunda kaynatma iĢlemi yapıldı. Lamlar buffer 

solüsyonunda 5 dakika soğumaya bırakıldı. 1 saat boyunca biotin-avidin yöntemiyle 

1/200 dilüsyondaki primer antikorla oda ısısında bekletildi, boyanan kesitler ıĢık 

mikroskobunda incelendi. 

 

 

 
o Ġmmunohistokimyasal  Değerlendirme 

Ġmmunohistokimyasal boyalı preperatlar iki patolog (SA, ZYE) tarafından 

değerlendirildi. Her vakada her immün için 10 büyük büyütme alanındaki boyanan 

hücre sayısı sayılarak 10‟a bölündü. Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildi. 
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3.7 AraĢtırma Planı ve Takvimi 

 

 

Nöroblastom ameliyat materyali taze dokularından tek hücre süspansiyonu yapılması 

 

 

Elde edilen nöroblastom hücrelerinin kültüre edilmesi 
 

 

Nöroblastom hücrelerinden manyetik izolasyonla CD133 + kanser kök hücrelerinin izole 

edilmesi 

 

 

Ġzole edilen kök hücrelerde CD133 ekspresyonunun flow sitometri ile konfirmasyonu 

 

Tümör infiltre edici lenfositlerin doku fragmanından AĠM-V mediuma göç yöntemi ile 

ayrımlaĢtırılıp, GMCSF ve IL-2 ile ekspanse edilmesi. 

 

 

CD54+, CD90+  mezenkimal kök hücrelerin manyetik izolasyonla ayrımlaĢtırılması 

 

Ġzole edilen mezenkimal kök hücrelerde CD54 ve CD90 ekspresyonunun flow sitometri ile 

konfirmasyonu 

 
 

AyrımlaĢtırılan hücrelerin ex vivo olarak değiĢik kombinasyonlarda ilaç ve tümör 

hücreleri ile biraraya getirilip canlılık, apoptosis, kanser kök hücre sayısı, diferansiyasyon 

yönünden araĢtırılması 

 

Verilerin değerlendirilmesi ve istatistiksel analiz 
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ġekil 8: AraĢtırma Planı 

 

 

3.8 Verilerin Değerlendirilmesi 

AraĢtırma sonuçlarının istatistik analizi, SPSS için Windows istatistik 

programının 15.0 versiyonu kullanılarak p<0.05 anlamlılık düzeyinde incelenmiĢtir. 

Canlılık testlerinde her bir koĢul için 3 kuyucuk kullanıldı. Canlılıklar yüzde olarak 

hesaplandı. Non parametrik bağımsız iki grupta ortalamaların karĢılaĢtırılması için 

Mann-Whitney U testi kullanıldı. 

 

Apoptozis ve proliferasyon değerleri kantitatif olarak değerlendirildi ve student 

t-test ile analiz edildi. Ayrıca bu değiĢkenler kategorik olarak da değerlendirildi ve 

bulgular ki-kare ve Mann-Whitney U testi ile analiz edildi. 

 

3.9 AraĢtırmanın Sınırlılıkları 

Bu çalıĢmanın çeĢitli sınırlamaları vardır. Bu araĢtırmanın sınırlılıkları arasında 

öncelikle  hasta  sayısı  gelmektedir.  Yaptığımız  gruplamalarda  hasta  sayısı     30‟un 
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altında kalmıĢ olup, nonparametrik testler kullanılmak zorunda kalınmıĢtır. Grup 

sayısının 30‟un üstüne çıkması daha sağlıklı sonuçlar verecektir. 

 

Ayrıca deneylerde NB hücreleri olarak CD133- ve Anti-MSCA-1- hücreleri 

kullandık. Bununla birlikte, CD133-Anti-MSCA-1- hücreleri sadece NB hücreleri 

içermemektedir. Ġkincisi, bu çalıĢmada MKH'lerin farklılaĢma testi yapılmadı. 

MKH'lerin ve MKH'nin fibroblastlar, osteojenik, adipogenik, endotel hücreleri gibi 

farklılaĢmıĢ hücrelerin sayı ve dağılımı bilinmemektedir. 

 

3.10 Etik Kurul Onayı 

ÇalıĢmaya Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi GiriĢimsel Olmayan Etik 

Kurul tarafından 1568-GOA protokol numarası ile etik kurul onayı alınmıĢtır (Ek 1). 
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4. BULGULAR 

TPOG (Türk Pediatrik Onkoloji Grubu) 2009-protokolü kapsamında 

gerçekleĢtirilen nöroblastom klinik ve moleküler analizlerin sonuçları 

değerlendirilerek, 20 hasta, 12‟si yüksek 8‟i düĢük risk grubundan seçilmiĢ ve analiz 

edilmiĢtir. Gelen doku örneklerinden moleküler çalıĢmadan önce, örnekleri lamlara 

dokundurarak lamlara imprintleri yapılmıĢtır. Bu lamlar Toludin mavi boyası ile 

boyanmıĢ ve tümör hücresi yeterliliği açısından değerlendirilmiĢtir. 

 
 

ġekil 9: Nöroblastom Ġmprintinin Toludin Mavi Boyası ile BoyanmıĢ Görüntüsü. 

 
 

ÇalıĢmada yaĢları 2-168 (ortalama 39) ay arası 20 hastanın materyali hücre 

kültürü ile değerlendirildi. Olguların onu kız onu erkek, 8‟i düĢük risk, 12‟si yüksek 

risk grubunda idi. Hastalar ortalama 32,35 (28,4-36,2) ay takip edilmiĢtir. Bu takip 

süresince hastaların %15‟i (3 hasta) ex olmuĢtur. Ex olan hastaların hepsi yüksek 

grubundaydı. 
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ġekil 10: Hastaların sağkalım eğrisi 
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ġekil 11: DüĢük ve Yüksek Risk Arasındaki Sağkalım Farkı, Log Rank (p=0.043) 
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Tablo 3 Nöroblastom Hasta Karakteristikleri 

 
No 

YaĢ 

(ay) 

 
Cinsiyet 

 
Genetik 

Metastatik 

Alan 

INSS 

 
Evre 

Mycn 

Durumu 

COG 

Risk 

Grubu 

1 77 Erkek - - 1 - DüĢük 

2 56 Erkek 11q-, 17q+ 
LN, K, KĠ, 

AC 
4 + Yüksek 

3 48 Kız 17q+ 
LN, K, KĠ, 

AC 
4 + Yüksek 

4 5 Kız 1pLOH - 2B - DüĢük 

5 14 Kız 11q-, 17q+ - 2A + Yüksek 

6 25 Erkek - - 1 - DüĢük 

7 38 Kız 1pLOH, 11q- - 1 + Yüksek 

8 15 Erkek 11q-, 17q+ - 2B - DüĢük 

9 21 Kız 17q+ - 2A + Yüksek 

10 25 Erkek - - 1 - DüĢük 

11 20 Kız 17q+ K,AC 4 - Yüksek 

12 56 Erkek - - 3 - DüĢük 

13 108 Kız 17q+ K,KĠ,AC 4 + Yüksek 

14 21 Kız 17q+ K, KĠ 4 + Yüksek 

15 168 Erkek 17q+ - 2A + Yüksek 

16 2 Erkek 17q+ KĠ, LN 4 + Yüksek 
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17 13 Kız 
1pLOH, 

17q+ 
- 2B - DüĢük 

18 52 Erkek 17q+ KĠ 4 + Yüksek 

19 12 Kız - - 2B - DüĢük 

20 5 Erkek 
1pLOH, 

17q+ 
AC 4 + Yüksek 

LN: lenf nodu, K: kemik , KĠ:kemik iliği, KC: karaciğer, AC: akciğer 

 

4.1 Hücre Kültürü ÇalıĢmaları Bulguları 

Nöroblastom ve sisplatin kombinasyonuna, tümör infiltre edici lenfositlerin 

eklenmesi 24. saatte canlılığı istatistiksel olarak anlamlı arttırırken (%23.1 vs. %39.0, 

p=0.024), 48. saatte canlılıkta (%29.6 vs. %47.9, p=0.164) istatistiksel anlamlı  

farklılık tespit edilmedi. 

 

Nöroblastom ve sisplatin kombinasyonuna, mezenkimal kök hücrelerin 

eklenmesi  24.  (%23.1  vs.  %37.7,  p=0.027)  ve  48.  (%29.6  vs.  %54.6,    p=0.018) 

saatlerde hücrelerin canlılığını istatistiksel anlamlı arttırmakta idi. 

 

 

Nöroblastom ve sisplatin kombinasyonuna, tümör infiltre edici lenfositlerin ve 

mezenkimal kök hücrelerin birlikte eklenmesi 24. (%23.1 vs. %32.4, p=0.136) ve 48. 

(%26.3 vs. %33.3, p=0.615) saatlerde hücrelerin canlılığını arttırsada, bu farklılık 

istatistiksel olarak anlamlı değildi. 

 

CD 133+ nöroblastom kök hücresi ve sisplatin kombinasyonuna, tümör infiltre 

edici lenfositlerin eklenmesi 24. (%37.1 vs. %33.3, p=0.748) ve 48. (%44.9 vs. %77.0, 

p=0.355) saatlerde hücrelerin canlılığını istatistiksel olarak anlamlı değiĢtirmemekte 

idi. 
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CD 133+ nöroblastom kök hücresi ve sisplatin kombinasyonuna, mezenkimal 

kök hücrelerin eklenmesi 24. (%37.1 vs. %66.1, p=0.006) ve 48. (%44.9 vs. %74.2, 

p=0.002) saatlerde hücrelerin canlılığı istatistiksel anlamlı olarak arttırmakta idi. 

 

CD 133+ nöroblastom kök hücresi ve sisplatin kombinasyonuna, tümör infiltre 

edici lenfositlerin  ve  mezenkimal  kök  hücrelerin  birlikte  eklenmesi  24.  (%37.1  

vs. %30.5, p=0.231) ve 48. (%44.9 vs. %33.4, p=0.052) saatlerde hücrelerin canlılığını 

istatistiksel olarak anlamlı olarak değiĢtirmemektedir. 

 

4.2 Nöroblastom Hücre Canlılık Değerleri 
 

ġekil 12: NB Hücre Kombinasyonunda Canlılık Değerleri 
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4.3 CD133 Kök Hücre Kombinasyonlarının Hücre Canlılık Değerleri 
 

 

ġekil 13: CD133 Kök Hücre Kombinasyonlarının Canlılık Değerleri 

 

 

4.4 Anneksin V- PI bulguları 

o Apoptoz Bulguları 

Kontrol grubuna sisplatin (CDDP) eklendiğinde oluĢan fark belirgindir 

(p=0,0001). Sisplatin yeterli dozda verilmiĢ ve deney modelimiz çalıĢmıĢtır. 

NB+CDDP ortamına TIL eklendiği zaman TIL‟ler CDDP‟nin apoptotik etkisini 

arttırmaktadır (p=0,018). NB+CDDP ortamına mezenkimal kök hücreler eklendiğinde 

CDDP‟nin apoptotik öldürücülüğünün değiĢmediği bulunmuĢtur (p=0,86) (Tablo 4). 

 

Kontrol grubuna sisplatin (CDDP) eklendiğinde oluĢan fark belirgindir 

(p=0,0001). CDDP, KKH‟lerini apoptoz üzerinden öldürebilmeyi baĢarmıĢtır. 

KKH+CDDP ortamına TIL eklediğimiz zaman etki değiĢmemiĢ olup MKH 

eklendiğinde apoptotik etki azalmaktadır (p=0,005) (Tablo 4). 
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o Nekroz  Bulguları 

NB üzerine uyguladığımız CDDP belirgin nekrotik etki göstermiĢtir (p=0,009). 

TIL, CDDP‟in nekrotik etkisini arttırmamıĢtır (p=0,094). Ortama MKH eklendiğinde 

yine etki değiĢmemiĢtir (p= 0,340) (Tablo 4). 

 

KKH‟leri üzerine uyguladığımız CDDP belirgin nekrotik etki göstermiĢtir 

(p=0,0001). Ortama TIL eklenmesi bu nekrotik etkiyi arttırmaktadır (p=0,003). Ancak 

ortama MKH eklenmesi bu etkiyi değiĢtirmemektedir (p=0,56) (Tablo 4). 

 

Sonuç olarak NB hücrelerine TIL eklenmesi, sisplatinin tümör hücreleri 

üzerindeki apoptotik etkisini arttırırken, KKH‟lerine TIL eklenmesi sisplatinin 

nekrotik etkisini arttırmaktadır. Tedaviye katkısı nedeniyle TIL‟lerin iyi prognostik 

literatür bilgisini desteklemektedir. 

 

Tablo 4: Hücrelerin Canlılık, Apoptoz ve Nekroz Oranları 
 

 CANLILIK 

(%) 

APOPTOTĠK 

HÜCRE (%) 

NEKROTĠK 

HÜCRE(%) 

NB+Kontrol 91.53 ± 3.94 6.08 ± 3.71 0.83 ± 0.84 

NB+CDDP 46.63 ± 17.92 41.54 ± 17.57 9.19 ± 12.52 

NB+TIL+CDDP 34.40 ± 15.64 49.95 ± 18.86 13.82 ± 15.99 

NB+TIL+MSC+CDDP 48.67 ± 11.81 42.31 ± 13.36 5.74 ± 7.83 

KKK KONTROL 92.88 ± 2.96 6.36 ± 3.41 0.73 ± 0.85 

KKH+CDDP 33.91 ± 11.46 57.94 ± 12.73 6.41 ± 5.34 

KKH+TIL+CDDP 23.00± 12.50 61.94 ± 18.53 8.98± 5.43 

KKH+TIL+MSC+CDDP 40.22 ± 18.49 48.34 ± 17.25 8.15 ± 6.19 
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ġekil 14: Anneksin V- PI Flow Sitometri Sonuçları 
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4.5 Treg Flow Sitometri Bulguları 

Bu konuda literatürde çalısma olmadığı için median değerler cut off olarak 

kullanıldı ve istatistiksel değerlendirme buna göre yapıldı. 

 

 
 

Treg median değeri %2.1 olarak bulundu. TIL‟ler Treg içerme oranına göre 2 

gruba ayrıldığında; Treg %2.1‟den fazla olan grupta canlılığın 2 kat daha fazla olduğu 

tespit edildi (p=0.043). Buna göre, Treg oranının %2.1‟den yüksek olması  

nöroblastom hücrelerinin CDDP direnciyle iliĢkili olabilir. Tümör lehine çalıĢtığı 

kanıtlanmıĢ olan Treg hücrelerinin bu etkisi literatür ile uyumlu bulunmuĢtur. 

 

 
 

CD4 median değeri %11.5 olarak bulundu. TIL‟ler CD4 içerme oranına göre 2 

gruba ayrıldığında CD4+ T lenfositlerin CDDP‟nin öldürücü etkisini değiĢtirmediği 

bulunmuĢtur (p=0.09). 

 

 

 

4.6 Parafin Kesit Bulguları 

Evre arttıkça nöroblastom içindeki CD25 pozitif Treg yüzdesinin arttığı bulundu 

(p=0,023). 

 

 
 

Tablo 5: Parafin Kesitteki CD25 Oranı ile Flow Sitometrik Treg Sonuçları 

 
Evre Treg yüzdesi (%) CD25 yüzdesi (%) 

Evre 1 1,63 2,64 

Evre 2A 3,1 16,71 

Evre 2B 3,35 22,68 

Evre 3 3,4 29,11 

Evre 4 7,14 37,31 
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ġekil 15: Parafin Blok HE kesiti ve CD25 ĠHK Boyanması. 
 

 

 

 

 
ġekil 16: Nöroblastom Tümör Ġnfiltre Edici Lenfostilerdeki Treg Oranları 
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4.7 Korelasyon Bulguları 

CD3, CD20 (r=0.593, p=0.006) ve CD4 (r=0.536, p=0.015) ile doğru korele 

bulundu. CD3, CD25 (r=-0.476, p=0.034) ile ters korele bulundu. 

 

 
 

CD25, evre (r=0.531, p=0.023), kemik metastazı (r=0.525, p=0.021)  ve 

karaciğer metastazı (r=0.510, p=0.008) ile doğru korele bulundu. 

 

 
 

CD4, NB+CDDP24 (r=0.470, p=0.037) ve KKH+CDDP48 (r=0.510, p=0.06) ile 

doğru korele bulundu. 

 

 

 
Toplam inflamatuvar hücre sayısı, 11qdel (r=0.667, p=0.034) ile doğru korele 

bulundu. 
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5. TARTIġMA 

Nöroblastom, adrenal medulla ya da sempatik nöronlardaki nöronal  krest  

kökenli hücrelerin diferansiasyonun bozulmasına bağlı oluĢan en sık rastlanan 

ekstrakraniyal çocukluk çağı solid tümörüdür (57,58). NB tüm çocukluk çağı 

kanserlerinin %8-10‟unu oluĢturur. NB‟nin kötü prognozu MYCN amplifikasyonu ile 

karakterize edilmiĢtir (57). 

 

 
 

NB‟daki tedaviye yanıtın heterojenliği, matür diferansiyasyon veya spontan 

regresyon, metastatik yayılım ve kötü prognoza kadar değiĢmektedir. NB'nin farklı 

klinik davranıĢları moleküler ve biyokimyasal analizlerle anlaĢılmaya baĢlanmıĢtır 

(32). Onkogen amplifikasyonu, allelik kaybı veya kazanımı, DNA ploidi durumu 

NB'nin genetik özellikleri olarak bilinmektedir (1). 

 

 
 

CD133+ KKH'leri bağımsız olarak kötü prognoz ile iliĢkilidir (32). KKH'leri 

hücreleri düzenleyebilir, kanser dokusunun heterojenliğine ve kemoterapötik direncine 

katkıda bulunurlar (33). Bu önemli rolleri nedeniyle CD133+ KKH bu çalıĢmada 

MKH‟ler ile etkileĢimini sorgulamak için dahil edildi. 

 

 
 

TMÇ, kanser hücresinin konakçı ile etkileĢimi sonucu tümör progresyonu 

sırasında ortaya çıkan özelleĢmiĢ bir ortamdır. Tümör mikroçevresi, prolifere olan 

tümör hücrelerini, tümör stromasını, kan damarlarını ve TIL‟leri içerir. Bu mikroçevre, 

tümör oluĢturucu bir fenotip elde etmek için kanser hücresi tarafından Ģekillendirilir 

(77). 

 

 
 

TIL‟ler birçok kanserde tanımlanmıĢ, iyi prognostik olarak öngörülen ancak 

bazen tümör lehine çalıĢan hücreleri de içeren TMÇ iliĢkisinin önemli bir 

komponentidir.  Daha  önce  yapılan  çalıĢmalarda,  NB  dokusuna  eĢlik  eden,   tümör 
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içinde bulunan lenfositlerin varlığı gösterilmiĢtir. Bu TIL‟lerin olgudan olguya değiĢen 

oranda CD4, CD8, Treg hücreler içerdiği saptanmıĢtır (78). 

 

 
 

TIL'ler heterojen bir hücre grubudur. Effektör T hücreleri, T düzenleyici 

hücreler, NK hücreler, B hücreleri ve diğer bağıĢıklık hücreleri TIL'leri oluĢturur (7). 

T hücrelerinin infiltrasyonunun, NB'de iyi prognozla iliĢkili olduğu 50 yıl önceki 

çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (10,14,15). TIL'lerin alt popülasyonu incelendiğinde, daha 

yüksek yoğunluklu T hücre alt tiplerinin daha iyi onkolojik sonlanım ile iliĢkili olduğu 

gösterilmiĢtir (10). T hücrelerinin yoğunluğunun yanı sıra, birbirleri ve çevre dokular 

ile olan etkileĢimleri de etkili bir immünitenin geliĢtirilmesi ve sürdürülmesi için 

önemlidir (4,10). NB hastalarında “yüksek CD3+” veya “düĢük CD3+ ve yüksek 

CD4+/CD8+ oranı” iyi prognoz ile iliĢkilidir (10). DüĢük riskli NB'de T hücre 

infiltrasyonu spontan regresyonda anahtar rol oynamaktadır. Bu hastalar, spontan 

regresyon sırasında CD8+ T hücreleri tarafından granül ekzositozu yoluyla serbest 

bırakılan bir efektör molekül aracılığıyla granülizat seviyelerinde geçici bir artıĢ 

göstermiĢtir (1,2,10). Tümör dokularında güçlü bir T hücre birikimi, TIL'lerin 

potansiyel selektif zenginleĢtirilmesinden kaynaklanan TIL'lerin oligoklonal 

geniĢlemesi ile iliĢkilidir (10). Bununla birlikte, bir diğer çalıĢmada aynı tümörün 

farklı bölgelerindeki T hücre klonlarının heterojen ve kompleks olduğu gösterilmiĢtir 

(34). TIL'lerin fonksiyonel aktivitesi salınmıĢ efektör sitokinleri ile izlenebilir. 

 

 
 

Kemoterapötik ajanların bağıĢıklık hücreleri üzerindeki etkisi iyi 

bilinmemektedir. Kemoterapötik ajanların immun sistem hücreleri üzerine olan etkisi 

“immunosurveillance teorisi ve immünomodülasyon teorisi” ile açıklanabilir. Bu 

mekanizmalarda inhibitör immün hücrelerin bastırılması ve sonuç efektör T 

hücrelerinin kanser hücrelerine infiltre olmasına izin veren mekanizmalardır (35,36). 

Ġmmün gözetim ve immün düzenlenmenin hangi yolaklar aracılığı ile olduğu 

günümüzde tam olarak bilinmemektedir. Kemoterapötik ilaçların uygulanması, 

dendritik hücre fonksiyonunu ve düzenleyici T hücrelerini seçici bir Ģekilde tüketerek 

immün sistemi düzenler (37). Ayrıca, efektör T hücre yanıt vermeme ve miyeloid 
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kökenli süpresör hücrelere bağlı immün sistemden kaçıĢı, kemoterapötik ilaçlarda 

etkileyebilir (38,39). Diğer çalıĢmaların tersine, canlılık testimizde 24. saatte TIL'lerin 

sisplatinin NB hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisini azalttığını, ancak TIL'lerin ve 

MKH'lerin kombinasyonunun, sisplatinin antiproliferatif etkisini değiĢtirmediğini 

bulduk. Bu bulguların muhtemel bir açıklaması, bu çalıĢmada kullanılan sisplatine 

dirençli NB hücrelerinden oluĢabileceği için bu hücrelerin beklenenden daha az  

öldüğü düĢünülmektedir. Bir baĢka açıklama, NB hücrelerinin ĠDO aktivitesini 

arttırarak, FasL, TNF'ye bağlı apoptozu indükleyen ligand ve hipoksik koĢullar  

yoluyla ile TIL'lerin erken dönemde immünsüprese olması ve sonrasında 

kemoterapötik ajanlar aracılığı ile düzelmesi olabilir (40). Ayrıca, çalıĢmada NB 

hücreleri olarak CD133- ve Anti-MSCA-1- olan hücreler kullanıldı. Bu nedenle, bazı 

kemoterapötik ilaçlara ve T hücre yanıtlarına aracılık eden tümör iliĢkili makrofajlar  

ve miyeloidden türetilen süpresör hücreler deneylerde bulunabilir ve sonuçları 

etkileyebilirler (39). Bu bulguları aydınlatmak için daha ileri çalıĢmalara ihtiyaç 

vardır. 

 

 
 

MKH'ler, TMÇ'nin bir baĢka bileĢeni olup, tümör stroma hücrelerinden biridir 

(41). MKH'ler ve tümör stromal hücreleri kan damarlarına yakın yerleĢmektedir ve 

direkt olarak bağıĢıklık hücreleri ile temas eder durumdadır. MKH'ler, farklı sinyaller 

veya niĢler tarafından tetiklenebilen çoklu farklılaĢma potansiyeline sahiptir. Birkaç 

hücre popülasyonu üzerinde güçlü immünomodülatör etkileri olduğu gösterilmiĢtir 

(16,17). Tümör stroma hücrelerindeki artıĢ, pankreas adenokarsinomunda T hücreleri 

üzerine anti-proliferatif bir etki yoluyla immün kaçıĢ mekanizmasının bir parçası 

olabileceği düĢünülmektedir (42). Ayrıca MKH'ler B hücrelerinin ve dendritik 

hücrelerin iĢlevlerini modüle etmektedir (43). Ek olarak MKH gibi immünosupresif 

hücrelerin varlığı, akciğer ve renal hücreli karsinomlarda aktive edici reseptörlerin 

downregülasyonu nedeniyle immün hücrelerin sitolitik fonksiyonunu tehlikeye atabilir 

(16,42). Üstelik, kanser iliĢkili fibroblastların ortamdan uzaklaĢtırılmasının meme 

kanserinde Th2'den Th1 kutuplaĢmasına neden olduğu gösterilmiĢtir (16,17). 

MKH'lerin, büyüme faktörleri ve kemokinler gibi birkaç çözünür sinyal molekülü 

saldığı bilinmektedir (41,44). Benzer Ģekilde, kansere bağlı fibroblastlar, Wnt,    BMP, 
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Ephrin gibi sinyal moleküllerini salgılar (41,44). Bu faktörler, artmıĢ tümör büyümesi 

ve metastazı olan kanser hücreleri için destekleyici stromal niĢe katkıda bulunur (44). 

Ayrıca, MKH'lerden salınan VEGF ve TGF-β ve kanser iliĢkili fibroblastlar, tümör 

büyümesini destekler (41,44). 

 

 
 

MKH‟lerin TMÇ ile iliĢikili özellikler sergilediğini ve çalıĢılan tümör türüne 

göre malign hücre büyümesini desteklediği veya engellediğinin anlaĢılmasından beri 

MKH‟ler onkolojide ilgi çekici konulardan biri olmuĢtur (78). Mezenkimal stroma 

hücreleri olarak da bilinen MKH‟ler, andiferansiye eriĢkin kök hücrelerdir ve kemik 

iliğinden, göbek bağından, adipoz dokudan, plasentadan, sinovyumdan ve iskelet 

kasından izole edilebilirler (64). MKH‟lerin kullanıldığı tüm çalıĢmalarda in vitro 

olarak çok sayıda pasajdan geçirilerek kültürü yapılmıĢ hücreler kullanıldığı için bu 

çalıĢmalar, plastisitesi olan hücrelerde kendini yenileme özelliğinin de olduğunu 

göstermektedir (65). 

 

 
 

MKH'lerin kemoterapötik ilaç direncine katkı rolü vardır. Platin grubu 

kemoterapötik ilaçlar ile yapılan bir çalıĢmada, endojen MKH‟lerinin, birçok 

kemoterapötik ajana karĢı kanser hücrelerini koruyan yağ asitlerini salgıladığı 

gösterilmiĢtir (23). BaĢka bir çalıĢmada, karsinom ile iliĢkili MKH'lerin PI3K/Akt 

sinyal yolunu aktive ederek over kanseri hücrelerinde efektör kaspaz aktivasyonunu ve 

apoptozu inhibe ederek karboplatin direncini indüklediği gösterilmiĢtir (24). Bununla 

birlikte, MKH'lerin kemoterapötik ajanların yanıtı üzerindeki etkisi NB hücrelerinde 

yeteri kadar çalıĢılmamıĢtır. IL-6 ve diğer sitokinlerin önemi bilinmektedir. NB 

hücreleri ile kemik iliğinden türetilen MKH‟ler arasındaki IL-6/sIL-6R/STAT3 yolu, 

ilaç direncine katkıda bulunmaktadır (25). 

 

 
 

KKH‟lerinin keĢfi çok basamaklı tümörogenez mekanizmaları hakkındaki 

düĢüncelerimizi büyük ölçüde değiĢtirmiĢtir. Kendini yenileme özelliğindeki bu 

hücreler kanser hücre popülasyonuna göre genetik değiĢim ve klonal seçimde    önemli 
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bir hedef olmaktadır (76,71). KKH hakkındaki ilk direkt kanıt, 1997‟de Dick J. ve 

arkadaĢlarının yayımladıkları makale ile gelmiĢtir. Dick J. ve grubu, akut myeloid 

lösemili (AML) hastaların kanlarından izole ettikleri lösemik hücrelerin küçük bir 

grubunun (yaklaĢık 10.000 hücrede <1 hücrenin), diyabetik, obez olmayan ağır 

immünsupresif (NOD/SCID) farelerde orijinal tümörü oluĢturduğunu göstermiĢlerdir. 

AraĢtırmacılar, bu hücre grubunun normal hematopoetik kök hücrelerin fenotipinde 

olduğunu (CD 34+/CD 38-) tespit etmiĢtir. Bu nedenle kanserin hücrelerinin, normal 

kök hücrelerden kaynaklandığını ileri sürmüĢlerdir (61). Daha sonraki yıllarda baĢka 

araĢtırmacılar, Dick J. ve arkadaĢlarının açtığı yoldan ilerleyerek, bu grubun “lösemik 

kök hücreleri” izole ettiği ve bu hücrelerin kök hücre özelliklerini test ettiği  

yöntemleri, solid tümörlere adapte etmiĢlerdir. Bu bağlamda meme kanseri ve 

glioblastomlarda yapılan araĢtırmalar baĢı çekmiĢ (2003 ve 2004) ve ardarda kolon 

kanseri, akciğer kanseri ve prostat kanseri gibi birçok solid tümörde “kanser kök 

hücreleri” gösterilmiĢtir (62). 

 

 
 

Yapılan bir çalıĢmalarda agresif bir NB hücre hattı olan Kelly hücre hattında 

metastaz iliĢkili genlerde belirgin ekspresyon artıĢı olduğu bulunmuĢtur. Bu nedenle 

NB hücre hatlarının kök hücrelerinde metastaz karakterizasyonunda farklılıklar olduğu 

gözlenmiĢtir (77). KKH‟lerinin özelliklerinin aydınlatılması yeni tedavi moleküllerinin 

geliĢtirilmesini sağlayabilecektir. 

 

 
 

Sisplatin, platin grubu içeren bir kemoterapötik ajandır. Ġnflamasyon sisplatinin 

etkililiğini etkiler. PI3K-AKT sinyal yolağının PTEN indirgemesi ile aktivasyonu, 

özellikle sisplatin ve oksaliplatin gibi DNA hasarı oluĢturan ilaçlara karĢı geliĢen 

kemoterapötik ilaç direncinin merkezinde olabilir (4,45). Yakın tarihli bir çalıĢmada, 

NB hücreleri ve monositler arasındaki çapraz etkileĢimde exosomik miR-21 ve miR- 

155'in, eksosomik miR-21/TLR8-NF-кB/eksosomik miR-155/TERF1 sinyal yolağı 

aracılığı ile sisplatin direnci geliĢimine yol açtığı gösterilmiĢtir (46). Spesifik ATP 

bağlayıcı ilaç taĢıyıcılarının ve epidermal büyüme faktörü reseptörünün artmıĢ 

ekspresyonu,  CD133+  KKH'leri  tarafından  geliĢtirilen  kemoterapötik    direncinden 



53  

sorumlu yollardır (4,32). Ayrıca, AKT yolu CD133+ KKH'lerinin kemoterapötik ilaç 

direnci geliĢiminde rol oynamaktadır (32). Bu çalıĢmada, CD133+ KKH'leri izole 

edilip NB hücrelerinden ayrı olarak deneye tabi tutuldu. CD133+ KKH ve sisplatin 

kombinasyonuna, TIL eklenmesi 24. (%37.1  vs.  %33.3,  p=0.748)  ve  48.  (%44.9 

vs. %77.0, p=0.355) saatlerde hücrelerin canlılığını istatistiksel olarak anlamlı 

değiĢtirmemekte olduğunu bulundu. CD133+ KKH‟si ve sisplatin kombinasyonuna, 

mezenkimal kök hücrelerin eklenmesi 24. (%37.1 vs. %66.1, p=0.006) ve 48. (%44.9 

vs. %74.2, p=0.002) saatte hücrelerin canlılığını istatistiksel olarak anlamlı arttırdığı 

bulundu. Buna karĢılık, CD133+ KKH ve sisplatin kombinasyonuna, TIL‟lerin ve 

MKH‟lerin  birlikte  eklenmesi  24.  (%37.1  vs.  %30.5,  p=0.231)  ve  48.  (%44.9  

vs. %33.4, p=0.052) saatte hücrelerin canlılığını istatistiksel olarak değiĢtirmemekte 

olduğunu bulduk. Bu bulgularımız literatür ile uyumlu idi (55-69). 

 

 
Birçok çalıĢmada ölümsüzleĢtirilmiĢ hücre hatları kullanmaktadır. Ne yazık ki, 

bu hücre dizilerinin kültürü fenotipleri ve genetik ekspresyon profilleri değiĢtirildiği 

için in vivo ortam özelliklerinden uzaklaĢmaktadır. Ġn vitro çalıĢmaların hastalığın 

gerçek ortamını yansıtan kısıtlılıkları vardır. ÇalıĢmamızdaki ex vivo modelimiz, 

TMÇ'nin NB hücrelerinin kemoterapötik yanıtı üzerindeki etkisini değerlendirmek için 

NB'un gerçek koĢullarını daha fazla temsil etmektedir. Öte yandan, bu çalıĢmanın 

çeĢitli sınırlamaları vardır. Birincisi, deneylerde NB hücreleri olarak CD133-Anti- 

MSCA-1 hücreleri kullandık. Bununla birlikte, CD133-Anti-MSCA-1- hücreleri 

sadece NB hücreleri dıĢında birçok hücre popülasyonunuda içermektedir. Ġkincisi, bu 

çalıĢmada MKH'lerin farklılaĢma testi yapılmadı. MKH'lerin ve  MKH'nin 

fibroblastlar, osteojenik, adipogenik, endotel hücreleri gibi farklılaĢmıĢ hücrelerin sayı 

ve dağılımı bilinmemektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

NB‟da KKH‟lerin MKH‟ler ve TIL‟lerle etkileĢimini araĢtıran yayınlanmıĢ bir 

çalıĢma yoktur. Bu nedenle, MKH ile KKH‟leri arasındaki etkileĢimi öğrenmek NB ile 

baĢ etmede yeni tedavi stratejileri geliĢtirilmesinde önemli rol oynayacaktır. 

 

 
NB‟da TIL‟ler NB hücrelerinde sisplatinin apoptotik etkisini arttırırken 

KKH‟lerine eklendiğinde sisplatinin nekrotik etkisini arttırmaktadır. Tedaviye katkısı 

nedeniyle iyi prognostik literatür bilgisini desteklemektedir. Ayrıca NB‟da TIL‟lerin 

ekspansiyonu ve tedavi destekleyicisi rolünü in vivo araĢtırmak faydalı olacaktır. 

 

MKH‟ler, CDDP+KKH‟si ortamına eklendiğinde canlılık istatistiksel anlamlı 

artar ancak TIL ve MKH‟lerin birlikte CDDP+KKH‟si ortamına eklendiğinde canlılık 

istatistiksel anlamlı değiĢmez. MKH‟ler, CDDP+NB ortamına eklendiğinde canlılık 

istatistiksel anlamlı artar ancak TIL ve MKH‟ler birlikte iken CDDP‟in nöroblastom 

hücrelerine apoptotik ve nekrotik etkisini istatistiksel anlamlı olarak değiĢtirmez. 

 

Ġn vivo modellerde TIL‟ler doku içinden ayrılması mümkün olmamasından 

dolayı MKH‟lerin, sisplatinin etkisini hem NB hücrelerinde hem de KKH‟lerinde 

değiĢtirmediği kabul edilebilir. Bu bulgumuz MKH‟lerinin NB‟da yan etkilerini 

azaltma ve onarma amaçlı in vitro ve preklinik in vivo aĢamalarında denenebileceğini 

göstermektedir. 

 

Bu bulgular ex vivo in vitro MKH‟lerinin nöroblastom tedavisinde, tedavi edici 

etkisi olmadığı ve sisplatinin etkisini değiĢtirmediği görülmüĢür. Ancak daha ileri 

yorum yapabilmek için in vitro veya in vivo nude-fare çalıĢması yapılması 

gerekmektedir. 
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