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OZET

BIR TUMORUN TEDAVISINDE KULLANIMA YONELIK
PREEKLAMPTIK PLASENTAL MEZENKIMAL KOK HUCRE
KOSULLU ORTAM

Sivi bir kiiltiir ortaminda, preeklamptik bir plasentadan plasental mezenkimal kok
hiicreler kiiltiirlenerek elde edilebilen bir kosullu ortam (CM) agiklanmaktadir.
Bulusun amact olan kosullu ortam, en az IP-10 ve TARC proteinleri
kapsamaktadir ve bir timoriin, tercihen bir epitelyal timérin, terapotik

tedavisinde kullamima yonelik kullamilmaktadir.
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ISTEMLER

1. Kosullu ortamin, bir timdriin terapétik tedavisinde kullanima yonelik, en az at
interferon gama-indiiklenmis protein 10 (IP-10) ve timus aktivasyonu-regiile
kemokin (TARC) igerdigi; serumsuz bazal sivi bir kiiltiir ortaminda preeklamptik
bir plasentadan plasental mezenkimal kék bir hiicre kiiltiirlencrek elde edilebilen

bir kosullu ortam.

2. Tiimériin bir epitelyal tiimdr oldugu, Istem 1°e gére kullanima yonelik kosullu

ortam.

3. Tiimdriin bir meme timéri oldugu, Istem 2°ye gore kullanima yénelik kosullu

ortam.

4, Kosullu ortamin ayrica: ¢ozinir fms-benzeri tirozin kinaz-1 (sFlt-1},
interlokin-6 (IL-6), interldkin-8 (IL-8) ve tiimér nekroz faktorii-alfa (TNF-alfa),
ve bunlarin herhangi bir kombinasyonundan olugan gruptan segilen en az bir adet
protein de icerdigi; Istemler 1 ila 3’ten herhangi birine gére kullanima yénelik

kosullu ortam.

5. Kosullu ortamin ayrica: ENA-78, GRO, GRO-alfa, IL-5, IL-7, IL-10, IL-15,
IL-16, MCP-1, MCP-2, MCSF, MDC, ANJIOGENIN, ONKOSTATIN m, VEGF,
BDNF, BLC, CKb 8-1, EOTAKSIN 2, EOTAKSIN 3, FLT-3 LiGAND,
FRAKTALKIN, GCP-2, GDNF, HGF, IFN-gamma, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-
4, LIF, LIGHT, MCP-3, MCP-4, MIF, MIG, MIP-3alfa, MIP-1lbeta, MIP-16,
NAP-2, NT-3, OSTEOPONTIN, OSTOPROTEGERIN, PDGFBB, RANTES,
SCF, SDF, TGF-beta 1, TGF-beta 2, TGF-beta 3, TIMP-1 ve TIMP-2, EGF,
Trombopoietin, LEPTIN, Eotaksin, FGF-4, FGF-6, FGF-7, FGF-9, IGFBP-3, NT-
4, PARC, PIGF, ve bunlarin herhangi bir kombinasyonundan olusan gruptan
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secilen bir veya daha gok protein de igerdigi; Istemler 1 ila 4’ten herhangi birine

gore kullanima ydnelik kosullu ortam.

6. Plasental mezenkimal kék hiicrenin, koryonik veya amniyotik orijine sahip

oldugu; istemler 1 ila 5’ten herhangi birine gére kullanima yénelik kosullu ortam.

7. Hiicresiz olan; Istemler 1 ila 6°dan herhangi birine gére kullanima yénelik

kosullu ortam.
8. Preeklamptik bir plasentadan plasental mezenkimal kok hiicrenin, insan

orijinine sahip oldugu; Istemler 1 ila 7’den herhangi birine gére kullanima yénelik

kosullu ortam.
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TARIFNAME

BIR TUMORUN TEDAVISINDE KULLANIMA YONELIK
PREEKLAMPTIK PLASENTAL MEZENKIMAL KOK HUCRE
KOSULLU ORTAM

Mevcut bulug, tiimoral patolojiler i¢in terapétik tedaviler alam ile ilgilidir.

Son birka¢ on yillik zaman boyunca, anti-timoral terapiler énemli ilerlemeler
kaydetmistir; bdylece artan sayida vakanin prognozu, bir zamanlar dnlenemez bir
sekilde kayg1 verici olan, pozitif olarak modifiye etmesine izin vermektedir ve
dolayisiyla bunlar tedavi edilebilir ve bazen iyilestirilebilir hale getirmektedir.
Ancak, eger timdr alanmi ve hastaligin evresi izin verir ise, konvansiyonel timér
terapileri yine Oncelikli olarak cerrahi miidahalelere dayanmaktadirlar. Cerrahi
miidahaleler genellikle, maalesef siddetli yan etkiler ile iliskisi olan kemo-
vefveya radyo-terapi tedavileri de beraberinde getirmektedir. Kemoterapi sistemik
olarak uygulanmaktadir; bu nedenle sitotoksik etkileri hem kanserli hem de
saghkli hiicreleri, 6zellikle de yiiksek bir proliferasyon orani ile karakterize edilen
dokularda, ayrim gozetmeksizin hedefleyebilmektedir. Esasinda, kemoterapi
miyelosiipresyon ve mukozit gibi ek patolojik durumlarim baglangicina da neden
olabilmektedir. Radyoterapi ayrica, tiimor alaninin 1sinlanmasi esnasinda esasen
saghkli hiicrelerin DNA’s1 tarafindan neden olunan siddetli yan etkiler de
indiikleyebilmektedir. Bu olay, ikincil tiimérlerin olusumuna bile neden

olabilmektedir.

Dolayisiyla, alternatif terapotik  yaklasimlarin  degerlendirilmesi {izerine
odaklanilmis olan klinik onkolojik arastirmalar: ornegin spesifik olarak kanser
hiicresi biiylimesi ve neoplastik hiicrelerin metastatik invazyonu esnasinda yani

sira tUmor neo-anjiyogenezi esnasinda aktive olan hiicresel mekanizmalar ile
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selektif olarak catigan terapétik ajanalrin kullanimi vasitasiyla, neoplastik hiicreler

izerinde daha hedefe ydnelik bir etki uygulayabilmektedir.

Kok hiicre tabanli terapiler, kok hiicreler ve fizyolojik kosullar altinda kok hiicre
tarafindan tiretilmis olan faktorleri kullanan yaklasimlar dahil olmak tizere, daha

inovatit ¢oziimler arasinda énemli bir rol oynamaktadirlar.

Ozellikle, yakin zamandaki deneysel kanitlar: insan embriyonik kék hiicrelerinin,
kanser hiicrelerinin invitro proliferasyonunu ve tiimorijenezini selektif olarak
inhibe edebilen trofik faktdrler: salgilayabildiklerini ileri sirmektedir. Ayrica,
kemik iligi ve adipoz dokudan izole edilmis olan yetiskin mezenkimal kok
hiicrelerinde (MSC-Mesenchymal Stem Cells) anti-timéral aktivite rapor
edilmistir. Omegin, in-vivo fareler modellerinde intravendz olarak uygulanan
insan MSC’lerin, tiimdral stromaya entegre olmak ve kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe etmek iizere malign dokuya dogru selektif olarak
taginabildikleri gozlenmistir. Aktif tiimdrijenez alanlarina dogru bu ozel
MSC’lerin tropizmlerine dayanarak, son zamanlarda MSC’lere yoOnelik ek
terapotik uygulamalar gelistirilmistir. Bu yontemler, anti-neoplastik aktiviteye
sahip olan biyolojik molekiilleri dogrudan tiimér alamina selektif olarak teslim

etmek i¢in araglar olarak mezenkimal hiicrelerin kullanimmi kapsamaktadir.

Yukarida belirtilen umut verici sonuglara ragmen, klinik uygulamada insan kdk
hiicrelerinin uygulanmast hala bir zorluktur. insan embriyonik kok hiicreleri,
onemli etik ve biyogiivenlik meseleleri teskil etmektedir ¢linkili  siirh
karakterizasyonlari, ikincil tiimorlerin insidansi gibi potansiyel yan etkileri tahmin
etmeyi zorlastirmaktadir. Diger yandan, MSC’nin terapotik kullanimi: dogal
diisik konsantrasyonlar1 dolayisiyla (kemik iliginde (%0,001 tek c¢ekirdekli
hiicreler) bu hiicreleri zor ve pahali ex-vivo genlesme yontemlerine maruz birakma
gerekliligi ile birlikte, yiiksek derecede invaziv prosediirler tarafindan kemik iligi

veya adipoz dokudan hasatlarina igaret etmektedir.
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Yakin zamandaki calismalar, plasental koryonik villuslarin mezenkiminde ve
plasental mezenkimal kdk hiicreler (PDMSC) adinda belirli bir hicre
popiilasyonunun amniyotik membranlarinda mevcudiyet rapor etmistir (Huang
YC, Yang ZM, Chen XH, Tan MY, Wang J, Li XQ, ve ark. lIsolation of
mesenchymal stem cells from human placental decidua basalis and resistance to
hypoxia and serum deprivation. Stem Cell Rev. 2009;5(3):247-55). Plasental
dokunun essiz 6zellikleri nedeniyle, bu hiicreler kendilerini: yiikselmis bir
proliferatif ve diferansiyasyon potansiyeli ile birlikte, iyi tanimlanmig bir yasam
suresine ve kontrollii bir proliferasyon oranina sahip olma ydniinde temel 6zellik
ile temin eden bir kok-mezenkimal fenotipe sahiptirler; boylece in-vivo
kullanimlan ile iliskili ikincil timérlerin olusumu seklindeki potansiyel riski
indirgemektedirler. Ayrica, PDMSC’ler immiinsiipresif ve anti-inflamatuar

aktiviteler uygulayabilmektedirler.

Yukarida belirtilen benzersiz plastik ve diferansiyasyon ozelliklerine vani Sira
plasental doku alma ve kullanma kolayhigina dayanarak, plasental mezenkimal
kok hiicreler esasen rejeneratif tip alaninda yogun sorusturma konusu haline

gelmislerdir.

Riister B. ve meslektaglari, MSC’nin onarici slirece dahil olmak iizere hasarli
organlara ve dokulara dogru spontane olarak tasinma kabiliyetine sahip oldugunu
rapor etmektedirler (Riister B, Gattig S, Ludwig RJ, Bistrian R, Miiller S, Seifried
E, ve ark. Mesenchymal stem cells display coordinated rolling and adhesion
behavior on endothelial cells. Blood. 2006:108(12):3938-44). Mezenkimal kok
hiicrelerinin tipine &zgli immiinojenisitenin olmamas1 ayrica, T lenfositleri
dogrudan uyarmak ve sitotoksik T lenfositlere lizis direnci vermek ig¢in gerekli
HLA-II ve es-uyarict molekillerin (CD80, CD86, CD40) eksikligi nedeniyle,
rejeneratif tipta uygulamalarimi da desteklemektedir. Diger ¢alismalar, fizyolojik

plasentanin amniyotik membranlarindan tiiretilen PDMSC’lerin tiimér hiicre
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dizileri proliferasyonu iizerinde inhibitor bir etki uygulayabildiklerini gostermigtir
(Magatti M, De Munari S, Vertua E, Parolini O. Amniotic Membrane-Derived
Cells Inhibit Proliferation of Cancer Cell Lines by Inducing Cell Cycle Arrest. ]
Cell Mol Med. 2012 Jan 19. doi: 10.1111/j.1582-4934.2012.01531.x.] aday anti-
proliferatif faktirler olarak yazarlarin ismi GM-CSF, IL-6, IFNalfa, IFNbeta, TFN
alfa ve DKK1. Uluslararasi patent bagvurusu No. WO 2013/093878, preek lamptik
sendromun terapdtik tedavisi i¢in fizyolojik insan plasentasinin  koryonik
villuslardan izole edilen PDMSC hicreleri tarafindan kosullu bir kiiltiir ortaminin
kullanimini agiklamaktadir. Preeklampsi: agirlasmig bir  maternal-plasental
inflamatuar yanit, genellestirilmis endotel hasar ve defektif plasental gelisim ile

karakterize edilen insan hamileligi ile ilgili siddeth bir sendromdur.

Ackerman, W.E. ve ark., IFPA 2011 Toplantis1 ¢aligtay raporu I1l, PLACENTA,
W.B. SAUNDERS, GB, cilt 33, 24 Kasim 2011, sayfalar S$-15-S22: makrofa]
migratuar inhibitér faktéri (MiF) ve timor nekroz faktdrl o (TNF-a) dahil,
preeklamptik plasental mezenkimal kok hiicreler tarafindan pro-inflamatuar

sitokinlerin artan dretimini agiklamaktadirlar.

Asagidaki deneysel bolimde daha fazla ayrminti ile gosterilecegi gibi, mevcut
mucitler: bir sivi kiiltiir ortamda preeklampsiden etkilenmis olan insan
plasentasindan izole edilmis olan plasental mezenkimal kok hiicrelerin
kiiltirlenmesi vasitasiyla dretilmis olan kosullu ortamin (CM-Conditioned
Medium) timér proliferasyonu ve anjiyogenez lizerinde sasirtict bir inhibitor etki
uyguladigim gdzlemlemislerdir. Ozellikle, Sekil 1°de gosterildigi gibi, yukarida
bahsedilen kosullu ortam tarafindan primer ve metastatik timdral meme dokusu
eksplantlarinin tedavisi: tiiméral neo-anjivojenez siireglerinde dahil olan ana
vaskiiler biliyilime faktorii olarak iyi bilinen, kontrollere kiyasla VEGF nin
("Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii") ekspresyon seviyelerinde ve
ekspresyonu meme kanserinin kotii bir prognozu ile dogrudan iliskili olan
Alktivasyon Proteini-1’in (AP-1) onkojen 6gesi, transkripsiyonel faktér JunB’de
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onemli ve sasiurtict bir diisils indliklemektedir. Bu hiicrelerin terapotik etkinligi
gergekten sasirticidir ¢linkii fizyolojik plasental mezenkimal kok hiicreler
kiiltiirlenerek elde edilen kosullu ortam, wvaskiilojenezi uyararak tiimoral

cksplantlar iizerinde zit bir etki uygulamaktadir.

Anjiyogenez siiregleri lzerinde ve tiimoral hiicrelerin proliferasyonu iizerinde
uygulanms olan deneysel olarak gdsterilen inhibitor etki, ileri bir asamadaki
kanser dokulari lizerinde de ozellikle etkili oldugu da ortaya ¢ikan, sivi bir kiltiir
ortaminda insan preeklamptik plasentasindan plasental mezenkimal kok hiicreler
kiltirleyerek elde edilebilen kosullu ortamin klinik anti-timdéral etkinliginin
kuvvetli bir gostergesidir. Yukanda agiklanmig olan CM anti-tiimoral etkilere
uyumlu bir sekilde katkida bulunan preeklamptik PDMSC’ler tarafindan
salgilanan proteinleri tanimlamak amaciyla mucitler tarafindan izlenen deneysel
yaklasim: birkag farkli sitokinler, kemokinler ve bilyiime faktorlerini spesifik
olarak ve eszamanli olarak taniyabilen piyasada mevcut bir antikor dizisi
kullanilarak bahsedilen ortamin proteomik analizine dayanmustir. Asagida
bahsedilmis olan, IP-10 (Interferon gamma induced protein 10-Interferon gama
indiiklenmis protein 10) ile TARC i (Timus ve Aktivasyon Regiile Kemokin-
Thymus and Activation Regulated Chemokine) aralarinda bulundugu, birkag

faktoriin tanmimlanmasina izin veren proteomik analizin sonuglari cok énemlidir.

Bu nedenle, bulusun konusu: preeklamptik bir plasentadan izole edilmis olan bir
plasental mezenkimal kok hiicre, serumsuz sivi bazal bir ortamda, kiiltiirlenerek
elde edilebilen ve bir tiimdriin terapétik tedavisinde kullanima yénelik, en az IP-
10 ve TARC faktorleri iceren bir kosullu ortamdir (CM|. Mevcut tarifnamede,
"preeklamptik plasentadan plasental mezenkimal kok hiicre” terimi preeklamptik
sendromdan etkilenmis olan hamile bir kadinin plasentasindan tiiretilen bir
mezenkimal kok hiicreye isaret etmektedir. Hamile denek tercihen bir insan
denektir.
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Plasental orijinli mezenkimal kok hiicreler, plasental dokunun orijinine
dayamilarak, farkli popiilasyonlara ait olmaktadir. Esasinda, insan plasentasi:
koryon (koryon frondosum ve pliriizsiiz koryon) ve amniyon gibi fetal dokulari ve

desidua gibi maternal-tiirevli dokular: kapsayan benzersiz bir yapiya sahiptir.

Tercih edilen bir uygulamada, bulusun konusu olan kosullu ortam koryonik
orijinli bir plasental mezenkimal kok hiicre kiiltiirlenerek elde edilebilmektedir.
Tercihen, ama simurlayict olmayan bir sekilde, koryonik mezenkimal kok hiicre:
sitoflorimetrik analiz vasitasiyla tespit edilen, asagidaki Tablo’da gosterilmis olan
ylizey antijenleri 6zellikleri ile karakterize edilmektedir.

Isaretleyici Sitoflorimetrik Analiz

HLA | +

CD105 (Endoglin)

CD166 (ALCAM}

+

n
CD90 (Thy-1; +
CD73 (5°-niikleotidaz) +

CD34 -

HLA-DR -

CD133 {(Prominin-1} -

CD20 -

CD326 (EpCAM] :

CD31 (PECAM-1) -

CD45 (PTPRC] -

CDl4 -

Alternatif olarak, kosullu ortamu hazirlamak igin, yukarida bahsedilen tabloda
gosterilmis olan yiizey antijenleri dzelliklerini sunan amniyoternal-tiirevli bir

mezenkimal kok hiicre kullamilmaktadir.
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Mevcut bulusun konusu olan kosullu ortam, anti-tiimoral aktiviteleri ile meshur
olan en az IP-10 ve TARC, salgilanmis proteinler igermektedir. CXC familyasinin
iiyesi olan IP-10 kemokin, Interferon gama (IFN gama) anti-timoral aktivitenin
temel bir mediyatériidiir; ¢linkii IP-10, IFN gama tarafindan indiiklendikten sonra,
CD8+ T lenfositler ve makrofajlari tiimér alamna gekebilmektedir ve bir anti-
anjiyojenik etki uygulayabilmektedir. Benzer sekilde, aktive edilmis Th2 efektdr
hiicrelerin neoplastik dokulara dogru selektif tasinmasindan sorumlu olan TARC

kemokin tarafindan bir kemotaktik ¢ekim rolii uygulanmaktadir.

Yukarida bahsedilen sitokinler ile birlikte, RayBio® Human Cytokine Antibody
Array 5 kit PDMSC tarafindan ger¢eklestirilmis olan PDMSC kosullu ortam
analizi: bir preeklamptik plasentadan tiretilen plasental mezenkimal kik hiicreler
tarafindan salgilanan diger fonksiyonel modiilatorlerin varh@m gostermistir,

béylece farkli bir protein ekspresyon profili tanimlamaktadir.

Dolayisiyla, bir diger uygulamada, bulusun konusu olan kosullu ortam ayrica:
fms-benzeri tirozin kinaz-1 (sFlt-1), interlékin-6 (IL-6), Interlokin-8 (IL-8)
ve/veya tumdr nekroz faktori alfa (TNF-alfa) icermektedir. sFlt-1, gii¢li bir anti-
anjiyojenik aktivitesi olan ¢6ziiniir bir molekiildiir; I1L-6, IL-8 ve TNF-alfa,
timorel hiicrelere karsi sitotoksisitenin  kuvvetli pro-inflamatuar sitokinler

mediatérleridirler.

Tercihen, meveut bulusun konusu olan kosullu ortam: ENA-78, GRO, GRO-alfa,
IL-5, IL-7, IL-10, IL-15, IL-16, MCP-1, MCP-2, MCSF, MDC, ANJIOGENIN,
ONKOSTATIN m, VEGF, BDNF, BLC, CKb 8-1, EOTAKSIN 2, EOTAKSIN 3,
FLT-3 LIGAND, FRAKTALKIN, GCP-2, GDNF, HGF, IFN-gama, IGFBP-1,
IGFBP-2, IGFBP-4, LIF, LIGHT, MCP-3, MCP-4, MIF, MIG, MIP-3alfa, MIP-
lbeta, MIP-16, NAP-2, NT-3, OSTEOPONTIN, OSTOPROTEGERIN,
PDGFBB, RANTES, SCF, SDF, TGF-beta 1, TGF-beta 2, TGF-beta 3, TIMP-1
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ve TIMP-2, EGF, Trombopoietin, LEPTIN, Eotaksin, FGF-4, FGF-6, FGF-7,
FGF-9, IGFBP-3, NT-4, PARC, PIGF, wve bunlarin herhangi bir

kombinasyonundan olugsan gruptan segilen bir veya daha ¢ok protein icermektedir.

Mucitler tarafindan gergeklestirilen sitokinler analizi, mevcut bulusun konusu
olan kosullu ortamda, agagidaki proteinleri bulmamistir ¢ilinkii bunlar mevcut
degillerdi veya cok diisiikk konsantrasyonlarda ve/veya kullanilan dizinin tespit
sinirindan daha dusiik olan konsantrasyonlarda mevcuttur: GM-CSF, 1-309, IL-
la, IL-1b, IL-2, IL-3, IL-4, IL-12, p40p70, IL-13, MIP-1, TNFbeta, IGF-I,
IGFBP-4, TGF-beta 3.

Tercih edilen bir uygulamada, kosullu ortam bir epitelyal timériin —daha ¢ok
tercihen bir meme tiimorii- terapotik tedavisi igin kullanilmaktadir. Mevcut
tarifname baglaminda, "epitelyal” terimi neoplastik transformasyonun cogalan

(proliferating) tiimor hiicreleri alaninin histolojik orijinine isaret etmektedir,

PDMSC’ler hiicrelerini karakterize eden immiinojenesitenin olmamasi nedeniyle,
bulusa ait kosullu ortam opsiyonel olarak: elde edilmis oldugu preeklamptik
plasentadan plasental mezenkimal kdk hiicrelerden meydana gelen bir hiicresel
fraksiyon kapsayabilmektedir. Alternatif olarak, kosullu ortam hiicresel

fraksiyonlar ihtiva etmemektedir.

Bulusta kullanilan kosullu ortam, asagidaki asamalar1 kapsayan bir yontem

tarafindan Gretilebilmektedir:

{i) en az ii¢c saate sliresince serumsuz sivi bazal bir kiiltiir ortaminda
preeklamptik bir plasentadan plasental mezenkimal bir kék hiicrenin
kultiirlenmesi;

(i) hiicresel fraksiyonun tamamini veya bir kismini, sivi kiiltiir ortamindan

aylrma.
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Mevcut tarifname baglaminda, "bazal" terimi: 6zel beslenme ihtiyaglar1 clmayan
memeli hiicrelerinin  bliylimesini desteklemek i¢in normal olarak gereken
inorganik tuzlar, amino asitler ve vitaminleri ihtiva eden bir kiiltiir ortamina atifta
bulunulmaktadir. Ornek yoluyla ve simirlandirma olmadan, tuzlar ve amino asit
iceriklerine yonelik olarak esasen farkli olan, agagidaki sivi kiiltiir ortamina alinti
vapilmaktadir: Basal Medium Eagles (BME), Minimum Essential Medium
(MEM|, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Nutrient Mixture F-10
(HAM’s F-10} ve Nutrient Mixture F-12 (HAM’s F-12). Daha fazla uygun kiiltiir
ortaminin se¢imi, teknikte uzman bir kisinin yetenekleri dahilindedir. A¢iklanan
yonteme gore, kiiltiir ortarmi: serumda ihtiva edilen biiyiime faktorlerinin,
preeklamptik plasentadan PDMSC hiicreleri tarafindan salgilanan spesifik
faktorlerin neden oldugu etkileri ile g¢atismasini ve degistirmesini Onlemek

amaciyla, serum tarafindan tamamlanmamaktadir.

Kosullu ortam toplanmadan o6nce, preeklamptik bir plasentadan plasental
mezenkimal kék hiicreler: kiiltiir substratina adhezyonlarma, multiplikasyonlarina,
ve yukarida agiklanan ortamu karakterize eden ve bir tiimoriin terapotik tedavisi
icin bunu yararl bir sekilde etkin hale getiren bilesenlerin salgilanmasina olanak
saglamak igin yeterli bir siire boyunca kiiltiirlenmektedirler. Bu zaman periyodu:
en az 3 saat, tercihen en az 12 saat, en az 24 saat, en az 48 saat, en az 72 saat veya
en az 96 saat veya en az 120 saat veya en az 1 hafta veya daha fazla olmaktadir.

Preeklamptik bir plasentadan PDMSC hiicrelerinden elde edilen kosullu ortamdan
hiicresel fraksiyonu tamamen veya kismen ayirmak amaciyla, kendiliginden
bilinen herhangi bir yontem kullanilabilmektedir. Ornegin, bulusa ait kosullu
ortam: hiicresele elemanlar ve siispansiyondaki kalintilarini tutmak igin yeterli
gozeneklilikte  filireleme  kompleksleri  kullanilarak  filtrelenebilmektedir.
Alternatif olarak, elde edildigi PDMSC hiicrelerinden kosullu ortamin ayrilmasi,

santrifijleme  ve  hiicrelerin  kendilerinin =~ sedimentasyonu  vasitasiyla
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saglanabilmektedir. Dolayistyla, bulusun tercih edilen bir uygulamasinda, bulusa
ait kosullu ortamin hiicresel bilesenlerden ayrilmasi filtrasyon veya santrifiijleme
veya her ikisinin kombinasyonu vasitasiyla gerceklestirilmektedir. Ayrilma
yonteminin se¢imi biiyiik bir 6lgide, teknikte uzman kisinin bilgisi ve teknik

kabiliyetleri dahilindedir.

Mevcut bulusta kullanilan kosullu ortam: mevcut bulusun konusu kosullu ortamin
anti-tiimoral aktivitesi i¢in esas olarak yukarida tanimlanan, en az proteinler IP-10
ve TARC igeren bir farmasotik bilesim olarak formile edilebilmektedir.
farmasotik bilesimin istege bagl ek bilesenleri asagidaki proteinlerdir: SFIt-1,
TNF-alfa, ENA-78, GRO, GRO-alfa, IL-5, IL-7, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15, IL-16,
MCP-1, MCP-2, MCSF, MDC, ANJIOGENIN, ONKOSTATIN m, VEGF,
BDNF, BLC, CKb 8-1, EQOTAKSIN 2, EOTAKSIN 3, FLT-3 LIGAND,
FRAKTALKIN, GCP-2, GDNF, HGF, IFN-gama, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-4,
LIF, LIGHT, MCP-3, MCP-4, MIF, MIG, MIP-3alfa, MIP-1beta, MIP-16, NAP-
2, NT-3, OSTEOPONTIN, OSTOPROTEGERIN, PDGFBB, RANTES, SCF,
SDF, TGF-beta 1, TGF-beta 2, TGF-beta 3, TIMP-1 ve TIMP-2, EGF,
Trombopoietin, LEPTIN, Eotaksin, FGF-4, FGF-6, FGF-7, FGF-9, IGFBP-3, NT-
4, PARC, PIGF, ve bunlarin herhangi bir kombinasyonu. Terapétik olarak aktif
molekiillere ek olarak, farmasotik bilesim: alanda ortalama teknisyenin becerileri
dahilinde segilen uygun eksipiyanlar, araglar vefveya farmasotik olarak kabul

edilebilir seyrelticileri kapsamaktadir.

Tercihen, farmasotik bilesim: sistemik kan akigina etkin difizyonunu saglamak
amaciyla, sistemik uygulama —daha cok tercihen enjeksiyon— i¢in uygun olan bir
bir formiilasyon halindedir. Elbette, secimi teknikte uzman kisinin kabiliyetleri

dahilinde olan, herhangi bir tiirde enjektér sistemleri kullanilabilmektedir.
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Alternatif bir uygulamada, farmasétik bilesim: se¢imi ve hazirlanmasi teknikte
uzman kisinin kabiliyetleri dahilinde olan, oral uygulama i¢in uygun olan
herhangi bir farmasétik bilesim olmaktadir.

Asagidaki 6rnekler, bulusu daha fazla agiklamak igin temin edilmektedir.

ORNEK 1: Preeklamptik bir Plasentadan Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Izolasyonu

Plasenta-tirevi Mezenkimal Kok Hiicreler (PDMSC’ler), preeklamptik

gebeliklerden tiretilen plasentamin bazal plakasindan izole edilmistir.

Preeklampsinin teshisi: Amerikan Kadin Hastaliklann ve Dogum Uzmanlan
Cemiyeti (ACOG-American College of Obstetricians and Gynecologists)
tarafindan olusturulmus olan kriterlere gore yvapilmistir: daha once normotansif
kadinlarda 20 haftalik gestasyon sonrasinda gebelige bagli hipertansiyon (sistolik
>140 mm-Hg, diyastolik >90 mmHg) ve proteiniri (>300mg/24h) varlif.
Konjenital malformasyonlar, kromozomal anomaliler (say1 ve/veya yapi) veya
belirgin intrauterin enfeksiyonlar olan gebelikler hari¢ tutulmusgtur.

Plasenta ve sonraki plasental doku numunesi toplanmasi, hasta bilgilendirme
onaymin ardindan uygulandiktan sonra ve OIRM Sant’Anna - Mauriziano
Hospital of Turin etik kurulunun kilavuzlar dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Membranlar (amniyon ve koryon ayrimi), plasenta plakadan mekanik olarak

ayrilmistir.
Tam kalnlikta doku biyopsileri, desidua basalisin (sinsitiyotrofoblast ile

etkilesimden modifiye edilen maternal endometriyal hiicrelerden olusan) mekanik

olarak ¢ikarlmasindan sonra plasental bazal plakadan (plasental koryon villus
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tarafindan olusturulan ve uterus duvari ile dogrudan temas halinde olan plasental

alan} kesip ¢ikanlmistir.

Daha sonra, plasental biyopsiler kan kalintilarimi tamamen ¢ikarmak amaciyla
steril HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution, sulu ¢ozelti) (Gibco, Invitrogen by
Life Technologies) kullanilarak oda sicakliginda birkag defa yikanmstir,

Biyopsiler: termostatli bir su banyosunda 3 sat siiresince 37°C’de, DMEM LG’de
(L-glutamin olmadan ve Fetal Bovine Serum-FBS olmadan Dulbecco’s Modified
Minimum Essential Medium Low Glucose) ¢éziilmiis Kollajenaz | 100 U/ml
(Gibco, Invitrogen by Life Technologies}, 5 pg/ml Deoksiriboniikleaz | (DNAse |,
Invitrogen by Life Technologies) kullanilarak enzimatik sindirim vasitasiyla

mekanik olarak homojenize edilmis ve islenmistir,

Sonugta ortaya c¢ikan hiicre siispansiyonu daha sonra, sindirilmemis doku
kalintilarimi ~ gidermek amaciyla 5 saniye slresince 540¢°’da  4°C’de
santrifiijlenmistir. Ust faz toplannustir ve 70 mikron ¢apinda gdzenekleri olan
Cells filtresi siizgecinden filtrelenmistir. Filtrelemeden sonra, c¢ozelti hiicreleri
pelet haline getirmek i¢in 5 dakika siiresince 540g°da 4°C’de santriftjlenmistir.
Ardindan (st faz atilmistir ve hiicreler, steril HBSS (her 30 gram doku orijini igin

3¢ ml) iginde veniden askiya alinmstir,

Bir Ficoll Pague Premium 1,073 (GE Healthcare Europe} hacmi, baslangi¢
hacmine iliskin olarak 1:3 oraninda, yukarida aciklandigi gibi elde edilen hiicre
¢Ozeltisi altinda katmanlandirilmistir. Preparat 540g, 20°C’de 20 dakika siiresince
santrifiijlenmistir ve gradyan orta fazda konumlandirilmis olan mononiikleer
hiicreler halkasi toplanmig HBSS’de (her gram doku orijini i¢in 50 ml] yeniden
askiya alinmig ve Ficoll kalintilarini gidermek amaciyla 540g, 20°C°de 10 dakika

siiresince santrifiijlenmistir.
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Santrifijjlemeden sonra, (st faz atilmistir ve hiicreler, %10 FBS (Gibco,
Invitrogen by Life Technologies) ile %0.1 Gentamicin ile tamamlanmis olan
DMEM LG’de yeniden askiya almistir. Hiicreler daha sonra, hiicre kiiltiir
siselerinde kaplanms ve 37°C ve %5 CO2’de inkiibe edilmistir.

Hiicreler, 37°C, %5 C0O2’de muhafaza edilmistir. %90 konfliiansta, hiicreler hiicre
genislemesini tesvik etmek icin trypsin TrypLE Express (hayvan tiirevleri
olmadan bitkisel orijinli tripsin, GMP sertifikali, Invitrogen Life Technologies) ile

muamele edilerek ayrilmistir.

ORNEK 2: Preeklamptik bir plasentadan tiiretilen PDMSC’ler hiicrelerinin

karakterizasyonu

Omek 1°de aciklandign gibi preeklampsi (bazal plakanin koryonik kismu)
tarafindan komplike olan plasentadan izole edilen mezenkimal kok hiicreler, bu
hilcre tipine Ozgli olan ana ylizey antijenik isaretleyiciler analiz edilerek

sitofluorometri ile karakterize edilmistir.

Bu antijenlerin olmas1 veya olmamasi, fluorokromlar ile konjiige edilmis
monok lonal antikorlar kullamlarak degerlendirilmistir Myltenyi, Bolonya, Italya).
Floresans degerlendirme vasitasiyvla, preeklamptik plasentadan biitin PDMSC
hiicre dizilerinin: CD105, CD166, CD90 ve CD73 vyiizey isaretleyicilerin
ekspresyonu i¢in pozitif ve HLAIIl, CD34, CD133, CD20, CD326, CD31, CD45
ve CD14 ckspresyonu i¢in negatif olduklan ortaya koyulmustur; boylece uygun
bir mezenkimal fenotip gosterilmektedir ve epitelyal/trofoblast hiicreler ile
hematopoetik progenitdrlerden herhangi bir kontaminasyon hari¢ tutulmaktadir.
Ustelik, hiicre fenotip analizi: embriyonik kok hiicrelere ézgii, Oct4 (Oktamer-
baglayic1 transkripsiyon faktorii 4) ve NANOG (Homeobox protein NANOG)
genlerinin PDMSC’ler hiicreleri tarafindan ekspresyon gostermis olan RT-PCR

deneyleri ger¢eklestirilerek vapilmistir.
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PDMSC’lerin sertligini degerlendirmek amaciyla, kiiltiiriin Uglincli gegisinde
hiicreler ti¢ adet farkli soy: osteoblastlar, adipositler ve kondroblastlar bakimindan
diferansiyasyon potansiyelleri yoniinden incelenmistir. Diferansiyasyon, spesifik
indiiksiyon ortamlar kullanilarak elde edilmistir. Osteojenik diferansiyasyon igin,
hiicre kiiltirleri: %20 FCS, 100 U/ml penisilin, 100 ug/ml streptomisin, 2 mM L-
glutamin, 20 mM B-fosfat-gliserol, 100 nM deksametazon ve 250 uM askorbat-2-
fosfat ile tamamlanmis olan o-MEM’de inkiibe edilmistir. Adipogenik
diferansiyasyon igin, hiicre kiltiirleri: %20 FCS, 100U/ml penisilin, 100 pgiml
streptomisin, 12 mM L-glutamin, 5 pg/ml insilin, 50uM indometasin, 1x10-6 M
deksamethason ve 0.5 uM 3-izobutil-1-metilksantin ile tamamlannus olan o-MEM
ile inkiibe edilmistir. Kondrogenik diferansiyasyon icin, kiiltiirler: R3-1GF-1 1mL,
bFGF 2.5 ML, 0.5 mL transferrin, bovin insiilin 1 M, 25 mL FBS ve gentamisin |
amfoterisin-B ¢,5 mL ile tamamlanmis olan kondrosit Basal Medium’da inkiibe
edilmistir. Ortam, ¢ hafta boyunca haftada iki kez degistirilmistir. Hiicresel
diferansiyasyon, uygun renklendirmeler kullanilarak  degerlendirilmistir.
Osteoblast diferansiyasyon, Alizarin Red S ile boyanarak degerlendirilmistir.
Alizarin, ¢oziinmez ve vyogun renkli kalsiyuam plakalarin  olusumunu
belirlemektedir; dolayisiyla, kemik matriksini vurgulamaya olanak saglamaktadir.
Kondrogenik diferansiyasyon, asit mukopolisakkaritleri polianyonlar arasinda tuz
koprilleri  olusturan  Alcian  Blue boyama ile degerlendirilmistic ve
glikosaminoglikanlarin, mavi olarak renklendirilmesini saglamistir. Adipogenik
diferansiyasyon, boya c¢ozeltisinde mevcut olan solvent tarafindan ¢oziilen
lipidleri vurgulayan Qil Red boyama ile degerlendirilmigtir ve yag birikintileri

kirmizi renktedir.

ORNEK 3. Kosullu ortamin iiretimi

Bulusun konusu olan kosullu ortami elde etmek amaciyla, preeklamptik

PDMSC’ler: plasental doku orijinli tiretilen trofoblastik vejveya hematopoetik
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kontaminant hiicrelerin mevcudiyeti ile gosterildigi gibi, uygun saflik derecesine
ulastiklar1 zaman, gegisler 3 ila 5 arasinda kaplanmaktadir. Spesifik olarak,
hiicreler: 37°C bir sicaklikta ve %5 CO2’de Fetal Bovin Serum (FBS) olmadan
DMEM LG’de 1x105 hiicre/ml olan bir yogunlukta kaplanmigtir. PDMSC,
haftada en az 3 saat veya daha fazla kiiltiirlenmistir. Kosullu ortamlar daha sonra:
belirlenen zaman noktalarinda toplanmis, ardindan santrifijjlenmis ve/veya
konsaminant hiicresel dokiintiiyli gidermek i¢in filtrelenmistir. Gerektigi zaman,
az Once aciklandigi gibi elde edilen kosullu ortamlar -80°C’de dondurularak

muhafaza edilebilmektedir.

ORNEK 4: Sitokin Dizisi vasitasiyla kosullu ortann analizi

Ayni numunedeki 80 farkh sitokinin eszamanlh olarak analizine olanak saglayan,
piyasada mevcut RayBio® Human Cytokine Antibody Array 5 kiti: preeklamptik
PDMSC hiicreleri tarafindan salgilanan ve bulusa ait kosullu ortamda mevcut olan
sitokinlerin profilini arastirmak i¢in, imalat¢inin talimatlarina gore kullanilmustir.
Spesifik olarak, bu prosediir: bir dizi membran lizerinde lekelenen, ve analiz
edilen numunede mevcut oldugu zaman sitokinleri taniyabilen ve yakalayabilen
antikorlara dayanmaktadir. Bu deney baglaminda, immiin-komplekslerin olugsum
alanlarinda dizi membranimin {izerinde olusan sinyaller ImageQuant yazilimi
kullanilarak dansitometrik analiz vasitasiyla §l¢iilmiistiir, Tanimlanan sitokinlerin
ekspresyons seviyeleri mutlak degerler olarak belirlenmemistir ama pozitif
kontroller i¢in %100 ve negatif kontroller i¢in % 0 olan bir deger atayarak, kitte
kapsanan bir grup standart kontrole kiyasla ylzde olarak normalize edilmistir.

Yukarida acgiklanan deneyin sonuclari, asagidaki tabloda gosterilmektedir:

Protein standartlara iliskin %
ENA-78 % 38,1
GRO %79,4
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GRO-alfa

IL-6

IL-7

IL-8

MCP-1
MCP-2

MCSF

MDC

AN JIOGENIN
ONKOSTATIN m
VEGF

BDNF

BLC

CKb 8-1
EOTAKSIN 2
EOTAKSIN 3
FLT-3 LIGAND
FRAKTALKIN
GCP-2

GDNF

HGF

IGFBP-1
IGFBP-2
IGFBP-4

IP-10

LIF

LIGHT
MCP-4

MIF

%11,1
%105,8
% 6,4
%1289
%74,1
%38,7
%6,9
% 5,1
%25,8
% 8,5
% 27,9
%19,8
%10
%4,8
% 2,5
%1,3
%116
%124
% 8,5
%8,3
%2,1
% 3,8
% 14,5
% 16,9
%16,7
%13,6
%17,6
%23,3
%11
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MIP-3alfa
NAP-2
NT-3

OSTEOPONTIN
OSTOPROTEGERIN

TGF-beta
TIMP-1
TIMP-2
MIG

IL-5
TGF-B3
MIP-1beta
PDGFBB
SDF

IL-10
IL-15
IFN-gama
MCP3
MIP-16
RANTES
SCF
TARC
TGF-betal
TNF-alfa
EGF
Trombopoietin
LEPTIN
Eotaksin
FGF4

%4,3
%16
% 20,2
%43,7
%35
%29,9
%33,4
%71,4
%7

% 2,7
% 38,7
%13,7
%13,8
%7,1
% 2,7
%5,4
%3,5
%13,3
%1,5
% 7,4
%5,2
% 15,4
%6,8
%11,1
%4,7
%1,7
% 14,9
%2,3
% 2,4
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FGFb %7

FGF7 % 3,9
FGF9 %9,8
IGFBP-3 %3,4
IL-16 % 5,4
NT-4 %2
PARC %9,8
PIGF %12,8

Ayrica, sitokin analizi bulusun konusu olan kosullu ortamda asagidaki proteinlerin
mevcudiyetinde tespit edilmemistir ¢iinkii dizinin tespit limitinde yoktular veya
altindaydilar: GM-CSF, 1-309, IL-1a, IL-1b, IL-2, IL-3, IL-4, IL-12, p40p70, IL-
13, MIP-1, TNF-beta, IGF-I, IGFBP-4, TGF-beta 3.

Preeklamptik mezenkimal kok hiicreler tarafindan tretilen anti-anjiyojenik sFIt-1,
Real Time PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu {(gen ekspresyon seviyelerini
degerlendirmek igin, Polymerase Chain Reaction}) ve Western Blot analizi
(protein ekspresyon seviyelerini degerlendirmek igin) tarafindan tespit edilmistir.
Istegimiz iizerine Life Technologies-Applied Biosystems Division tarafindan
tiretilmis olan 6zel istege uyarlanmus bir dizi primer ve prob TagMan kullanilarak
preek lamptik plasentadan tiiretilmis olan yukarida agiklanan plasental hiicrelerden
izole edilen mMRNA (mesajcc  RNA] iizerinde Ger¢ek Zamanli PCR
gergeklestirilmigtir. Bu primerler ve problar, Nevo O. ve ark. J. Clin. Endocrinol.
Metab. 2008 93:285-292 tarafindan daha Once yayinlanmis olan dizilere
dayanmistir. Ureticinin talimatlar1 izlenerek, Life Technologies-Invitrogen’den
(katalog numarasi 36-1100) satin alinan spesifik bir poliklonal antikor anti.sFlt-1
kullamlarak Western Blot analizi yapilmistir. Gergek Zamanh PCR ve Western
Blot analizleri: her iki gen (4,5 Kat Artis, p<0,001} ve3 protein (2 Kat Artis,

p<0,05) seviyesinde fizyolojik kontroller ile ilgili olarak preeklamptik plasental
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mezenkimal kdk hiicreler tarafindan sFIt-1’in diretiminin énemli dlgiide arttig:

gosterilmistir.

ORNEK 5: Preeklamptik bir plasentadan Kkiiltiirlenmis PDMSC

hiicrelerinden elde edilen kosullu  ortamin  terapétik  etkinliginin

dederlendirilmesi

Bulusun amaci olan kosullu ortamin terapotik etkinliginin degerlendirilmesi
amaciyla, meme kanseri ve metastazlarinmm giderilmesi igin ameliyat olan
hastalardan elde edilen primer ve metastatik timdérlerden kesip gikarilan timéral
doku eksplantlan tarafindan temsil edilen in-vitro modeller kullanilarak spesifik
cahsmalar gerceklestirilmistir. Ozellikle, bu gibi eksplantlarin bulusa ait kosullu
ortam ile tedavi edilmesinin: VEGF, JunB ile PARP nin ¢kspresyon seviyelerinde
bir azalma ve énemli bir anti-anjiyojenik ve anti-tiimoral aktivitenin endikasyonu
olarak, Caspase 3 (CASP3)j ile pl6INK4a’nin endikasyonunda bir artis indiikleyip
indiklemedikleri dogrulanmustir. Cesitli klinik ve deneysel kanitlar gdstermistir
ki: VEGF, kanserde asir1 ekspres edilmektedir ve tiimoral dokuya besinelre
getiren yeni damar olusumunu indiikledigi icin bir tiimoral agresiflik indeksidir.
JunB, ekspresyonu kotii bir meme kanseri prognozu ile dogrudan iligkili olan bir
onkojendir. PARP (Poli-(ADP-riboz)-polimeraz), kemoterapétik ajanlarin neden
oldugu DNA hasarlarini tedavi eden ve dolayisiyla tiimoral dokuya kemoterapi
direnci saglayan bir nilkleer proteindir. CASP3 ve pl6Ink4A, apoptozu
indiikleyebilen ve hiicre proliferasyonunu bloke edebilen iki kuwvvetli onko-

siipresorlerdir.

Deneysel prosediirler igin: rutin ameliyat sonras1 anatomi-patolojik prosediirler
sonrasinda G¢ farkli hastadan alinan dokusal kalintilardan kesip ¢ikartilan tiimoral
doku numuneleri kullanilmistir. Her bir tiimorden, sekiz adet eksplant kesip

gikartilmistir ve Matrigel-dolu insertler iizerinde kiiltiirlenmistir. Kiltiirler, daha
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once tarif edildigi gibi 48 saat siiresince preeklamptik PDSMC’ler kiiltiirlenerek

elde edilen kosullu ortam kullanilarak 48 saat siiresince tedavi edilmistir.

Aynntili olarak, korunmus morfoloji ve yap1 ve esit agirhg olan bir primer
tiimoral dokudan (5mm ¢apinda) meydana gelen eksplantlar kesip ¢ikartilmis; 150
ul Matrigel ihtiva eden insert {izerine kaplanmis; ve ameliyat-sonrasi stres
sonrasindaki durumlarini dengelemek amaciyla 37°C, %5 CO2’de 12 saat
suresince FBS olmadan 500 ul HAM F12 ortaminda muhafaza edilmistir. 12 saat
sonra, ortam, 500 ul kosullu ortam (12 eksplant) ile veya serum olmadan 500 ml
DMEM LG ortamu (12 kontrol eksplanti] ile degistirilmistir. Kiiltiirler, ayni deney
sartlar1 altinda 48 saat siiresince daha inkiibe edilmistir. Deneyin sonunda, hem
tedavi edilmis hem de kontrol eksplantlar toplanmistir ve iireticinin talimatlar
izlenerek TRIzol belirteci {Invitrogen Life Techonologies) kullamlarak mRNA
izolasyonu igin islenmistir. Izole edildigi zaman, mMRNA, genomik DNA
kontaminasyonlart gidermek amaciyla DNAase (Sigma-Aldrich) islemi ile
saflastiilmisttr. RNA  konsantrasyonu  260nm  dalga  uzunlugunda
spektrofotometre okumasi vasitasiyla belirlenmisti, RNA saflizi 1,8-2°de

A260/A280 absorbans oram1 degerlendirilerek belirlenmistir.

VEGF, JunB, PARP, CASP3 ve pl6INK4a ekspresyon seviyelerini arastirmak
icin gerceklestirilen sonraki analiz igin yararh olan C(DNA (tamamlayici DNA},
rastgele bir heksamerler yaklasimi ve iireticinin protokoliine gore RevertAid H
Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas Life Science] kiti kullanilarak
daha Once ekstrakte edilmis olan toplam RNA’min 5 mikrogramimdan RT-PCR

vasitasiyla sentezlenmistir.

Tlmoral kiltirlerin bulusa ait kosullu ortam ile islenmesinden sonra VEGF,
JunB, PARP, CASP3 ve pl6Ink4A gen ekspresyonu analizi TagMan primerler ve
prob (Life Technologies-Applied Biosystem Division] kullanilarak Gergek
Zamanlh PCR vasitasiyla gergeklestirilmistir.  Rolatif bir miktar tayini
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gerceklestirmek amaciyla, Gercek Zamanli PCR sinyalleri: i¢ referans olarak
kullanilan, ribozomal 18S alt birime ait sinyaller ile normalizasyon sonrasinda iki

numune grubu arasinda karsilastirilmistir.

Sekil 1 ve Sekil 2°de rapor edilmis olan histogramlar tarafindan temsil edilen
diferansiyel gen ekspresyonu sonuglar agik bir sekilde gdstermistir ki: bulugun
amac1 olan kosullu ortam (CM} ile tedavi: tiimoral eksplantlarda CASP3 ve
pl6ink4A gen ekspresyonu seviyelerinin artisinin (p<0.05) eslik ettigi VEGF,
JunB ve PARP gen ekspresyonu seviyelerinin istatiksel olarak anlamli bir

azalmasini indiiklemistir.
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