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Mezenkimal Kok Hucreler

Immunostpresif etki mekanizmalari?

MKH tarafindan salinan biyoaktif molekuller

MKH’ lerin diger hicrelere farklilasmasi

Doku tamir ve nis aktivitesi

PRE-KLINIK MODELLERDEN KLINIK UYGULAMALARA GECIS



Dunyada MKH Uygulamalari

2010 yihna kadar; 14 farkl endikasyonda yaklasik100 klinik ¢alismada,
5400’ den hasta lzerinde calisiimistir.

2011 yilindan itibaren 200’ den fazla klinik calisma 44 endikasyonda
10.000’ den fazla hasta tizerinde MKH test edilmektedir.

2012 yili itibari ile “clinical trials” kayith degisik fazlarda 344 calisma

Map of 4125 studies found by search of: stem cells
Click on the map below to show a more detailed map (when available) or search for studies (when map not available).

Wang et al. Journal of Hematology & Oncology 2012, 5:19 Ankrum, J 2010 Trends Mol Med



Laboratuvardan Klinige MKH Calismalari
Faz I, Il, Il

Proplemler

Uretim (GMP) merkezlerinin tecribesi ACIL yapilmasi gerekenler
Ticari preparatlarin klresel hareketliliQi Randomize kontrolli ¢alismalar
3. Parti (Raf ) MKH kullanimi

Cozumler

GMP Uretim standartlari: kalite-saflik-canlilik-etiketleme-pazarlama
IKU standarlari: toksisite- endikasyon-etkinlik(kapasite)-yasam

Uretim
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Insan Kok Hiicre
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Mezenkimal Kok Hicre Kaynaklari
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Kolay izolasyon, hizli cogalma ve kendini yenileyebilme....

Baksh, Yao, & Tuan, 2007; Da Silva Meirelles, Chagastelles, & Nardi, 2006).


http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=mesenchymal+stem+cell&source=images&cd=&cad=rja&docid=kG8E3QzqCu-TtM&tbnid=F7mJKv6GaM4J2M:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.intechopen.com/books/regenerative-medicine-and-tissue-engineering-cells-and-biomaterials/skeletal-regeneration-by-mesenchymal-stem-cells-what-else-&ei=gbuQUZr_F4qJtQaahoGoDA&bvm=bv.46340616,d.Yms&psig=AFQjCNHrrrI9qQDek7wUe732sYJBUriL-Q&ust=1368526028481923

Mezenkimal Kok Hlcreyi Tanimlama

Uluslararasi Hiicresel Tedavi Derneginin kriterlerine gore MKH’ ler standart kaltur

ortamindaen azindan asagidaki 3 kriteri tagimalidir | Cieriaforthe dairiiancf MSCs

Bone marrow
Stromal tissue source Deciduous testh
Fat
Hair follicles
Peripheral blood
Periodontal ligament
Trabecularbone
Scalp subcutaneous tissue
Skeletal muscle

(1) Plastik yuzeylere yapisabilmeli (plastic-adherens);

(2) Yuzeylerinde €105, CD73 ve CD90 eksprese
etmeli ancak CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79 veya
CD19 ve HLA-DR tasimamalari

(3) osteoblasts, adipocytes and chondroblasta Phenotype Fgg;;‘;;pmgmg
degisebilme kapasitesi gostermeleri... o (Il
. CD105* 7
GEREKIRKEN; yani sira; cois
« (D44, CD71, Stro-1 belirteclerini tasimalarn ve CD Aok | A
106, CD166, CD29 gibi adhezyon molekdllerine sahip / l \gjfj;;ﬁ";inj;i;nm
olmalari beklenir O @ O
Adipocyte Osteoblast Chondrocyte
Multipotency

M. Dominici, K. Le Blanc, I. Mueller et al., “Minimal criteria for definingmultipotentmesenchymal stromal cells: the International Society for Cellular Therapy,” Cytotherapy, vol. 8, no. 4, pp. 315-317, 2006.



Mezenkimal Kék Hicre Dogrulama

Mezenkimal Kok Hucreler; kultar kaplarina yapismali, burada fibroblast
benzeri koloniler olusturabilmeli ve kemik, yag ve kikirdak hucrelerine
farklilasabilmelidir.

(A) Farklhilasmamis fibroblast benzeri
MKH’ ler

(B) Osteogenik vasatta 21. ginde
ALP eksprese kemik hticrelerine
farkhlasma

(C) ikinci haftada yag damlaciklarinin
ortaya ¢ikmasi

(D) Kikirdaga farklilagmis hucreler
tarafindan salinan matriks alcian

mavisi ile (zemin) boyanir




Mezenkimal Kok Hucreleri Biyolojik Karakteristigi
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Figure 3 A schematic model demonstrating the biological properties of MSCs that are associated with their therapeutic effects.

MKH’ lerin tedavi edici etkileri biyolojik karekterlerinden kaynaklanir....



MKH’ lerin immun sistem hicreleri ile

etkilesimleri ve bu hucreler uzerine etkileri..

Efektdr hicreleri inhibe ederken Regulatdr hiicreleri aktive etmekte...

Th1 hucreleri tarafindan

salinan IFN-y GVHH

patogenezindeki rolu

MKH’ler tarafindan aktif

olarak inhibe edilir.

Th2 cevabi Uzerine ise IFN-y, TNF- a, IL-12 inhibisyonu ve IL-10 ve IL-4 aktivasyonu

ile etkilidir. blOOd

Aggarwal & Pittenger Blood 2005;105:1815



MKH’ lerin imm{n sistem hicreleri ile
etkilesimleri ve bu hucreler uzerine etkileri..

Inflammation

IFM-y
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(- PGE2
- EP4R ‘EF-‘EF:‘/I
DC Macrophage Neutrophil namre
- _/ REVIEWS

u. Rev., Immunol. 20013, 31:285-316

MKH’ leri tarafindan yapilan immiin-modiilasyon. The At Review of Inmunalogy is online at

immunol.annualreviews.org



MKH’ lerin doku yaralanmasi ve hasarlanmasini

ortadan kaldirma etkileri

MKH’ ler doku tamir mekanizmalarini ve farklilasmayi kontrol eden
sekresyonlarla (sekretom) mikrogevreyi duzenler

» Hepatocyte growth factor,

e Transforming growth factor-3,

e IL-1, IL-3, IL-6, IL-7, IL-11,

5 & 9 »  Stem cell factor,

Peripheral circulation

 FMS like tyrosine kinase 3 ligand,

MSC niches: @ 4
- g Fay

Bu faktdrler hasarlanmis dokuda endojen kok hiicre progenitorlerinin cogalma ve

farklilasmasini aktive eder. (Baddoo et al., 2003).
nature
REVIEWS



MKH’ ler:

» Potent immunosuppressive ozellikleri

 Proliferasyon ve differansiasyon kabiliyetleri
o Kok hicre nis aktivitesi

e Anti-inflamatuar etkileri ile..

Buguin itibari ile MKH’ ler (i) Immunomodulatér, (ii) doku tamiri, (iii)
yenileyici tip mekanizmalarini kontrol edebilen hicresel bir tedavi ajani
olarak bircok hastalikta KLINIK UYGULAMA ALANI OLUSTURMAKTADIR




PRE-KLINIK MODELLERDEN KLINIK UYGULAMALARA GECIS
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Mesenchymal stem cells: a new trend for cell therapy

2012 yih itibari ile “clinical trials” kayith farkl
fazlarda 344 calisma (Figure 2) immun veya non-
immun hastaliklarin tedavisinde MKH’lerin etkinligini

gostermeye calismaktadir. (Figure 3).

B Myocardial infarction (22.9%) W Graft versu host disease (16.0%)

W Diabetes (10.3% W Liver cirrhosis (10.3%)
W Phase| 3L4% m Spinal cord injury (9.2%) m Osteoarthritis (8.0%)
W Phasell 49.6% B Crobn’s disease (3.8%) B Multiple scllerosis (3.4%)
" Phase IIl 15.3% W Aplastic anemia (1.5%) W Systemic lupus (1.1%)
B Phase IV 3.7% B Rheumatoid arthritis (1.1%) ™ Parkinson's disease (0.8%)
' Brain injury (0.4%) - Others (11.0%)

Figure : Clinical phages of mesenchymal stem cells-based therapy Figure : Percentages of the common diseases now treated with mesenchymal stem cells

ublishi Xin Wei et al. Acta Pharmacol Sin 2013; 34: 747-754;
nature publishing group doi: 10.1038/aps.2013.50 © 2013 CPS and SIMM
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Mesenchymal stem cells: a new trend for cell therapy

MKH calismalari 2004 yilindan itibaren katlayarak artis gostermistir.
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2010 yilindan itibaren hizi artan yarisin parcasi olmak isteyenlerin adeta “Gold rush”
aktivitesine ” Cin basta olmak Uzere Avrupa ve Birlesik Devletleri 6n sirada yer almaktadir.

ublishi Xin Wei et al. Acta Pharmacol Sin 2013; 34: 747-754;
nature publishing group doi: 10.1038/aps.2013.50 © 2013 CPS and SIMM



Mezenkimal Kok Hicreler:

Yeni Hicresel immunosupresif biyolojik ilaclar olarak

e Dendritik hicreler (DC) akut GVHH patogenezinde rol alan

naive T hicrelerin antijen sunucusudur. (Shlomchik, 2007).

e MKH’ ler monositlerin DC ‘ye farklilasmasi, aktivasyonu ve
fonksiyonlari tizerine inhibe edici etkisi vardir. (Uccelli et al.,
2008).

e MKH’ ler NK hiicre proliferasyonu ve sitokin tiretimini inhibe
etmek suretiyle fonksiyonlarini kontrol eder. (Spaggiari et al.,
2006).

e Thicre, B hiicre, NK ve DC {izerine etkilerin toplami GVHH’ da

host’ a karsi olusan alloreaktiviteyi module eder.

e MKH’ LER BU DURUMDA ADETA HUCRESEL BIR
IMMUNOSUPRESAN ROLU OYNAMKADIR:

Editorial: Dominik Wolf,Vol 371 May 10, 2008



Graft-Versus-Host Hastaligi

Allojenik HKHN sonrasi verici kaynakh T
lenfositlerin alici dokularda olusturdugu

GVHH yiksek oranda morbidite ve

mortaliteye neden olmaktadir. Altin
standart tedavisi kortikosteroidlere
direncli vakalarda halen etkin bir tedavi

modalitesi bildirilmemistir.
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Graft-versus-host hastaliginda hedefe yonelen tedaviler
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Steroide direncli GVHH tedavisinde Itk MKH Deneyimi

Compassionate use: (2004) USA

Ik bagarili tedavi Le Blanc ve tarafindan haploidentik nakil sonrasi steroide direncliakut GVHH (barsak-karaciger) pediatrik
olguda ex-vivo ¢ogaltiimis MKH kullaniimasi sonucu semptomlarda hizli iyilesme rapor edilmistir. Bir stire sonra niiks eden

olguda MKH' leri yeniden kullanimi sonucu tam ve kalici cevap elde edilebilmistir.

The results of the Phase-ll trial were presented at the 2006 ASH conference. PROCHYMAL



Prochymai™

Sterotide direncli GVHH tedavisinde MKH Deneyimlert

Compassionate use: (2006) USA geri 6deme 2012
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The results of the Phase-Il trial were presented at the 2006 ASH conference. PROCHYMAL



Steroide direncli akut GVHH tedavisinde

VI GRECENVNREYAIREUNNIE

{ N
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Le Blanc et al, 2008




Steroide direncli akutGVHH tedavisinde

VI GRECENVNREYAIREUNNIE

— Tam cevap

— Kismi cevap

2 yilin sonunda Tam cevap veren hastalarin yarisinda fazlasi yasamakta idi.

Kemik iligi kaynakli 3. parti

MKH’ ler kortikosteroid ve diger
immunsupresif tedavilere cevap
vermeyen agir a-GVHH tedavisinde
yeni ve etkin bir tedavi secgenegi

sunmaktadir.

THE LANCET

Le Blanc et al, 2008



Kronik GVHH hicresel tedavisinde MKH Deneyimi

Sklerodermal tip kronik GVHH tedavisinde kayda deger iyilesme

o Kemik iligi injeksiyonu ile 1-2 x 107 hiicre/kg verilen MKH’ler yaygin deri
lezyonlari ve ulserleri olan hastalarin hastalik skorunda 6nemli oranda
lyilesmeye yol agcmigtir.

 Th2 lenfosit oraninda artis ve Th1 lenfositlerde azalma dikkati cekerken,
lenfosit oranlarinda Th1’den Th2’ye kayma cevap skoru ile iligkilendirilmigtir

Study N Age GvHD organ/ MSC Passage/ Dose (M, 10° MSC)/schedule  Results
(range) grade source media
Zhou et al. 4 42 Extensive, BM, third 3-6/FBS 1-2 = 10°'MSC/kg; 4-8 A4 significant improvement; no
(2010) (38-43) sclercdermal party intra-BM injections per patient infusional toxicity
features

(Zhou et al., 2010).



Faz Il klinik calismalar;

Steroide direncli kronik GVHH tedavisinde 3. parti MKH tedavisi

Table 3 | Results of clinical trails utilizing MSC for chronic GvHD.

Study N Age GwHD organ/ MSC Passage/ Dose (M, 108 MSC)/schedule  Results
(range) grade source media
Muller etal. 3 15 Extensive BM, third Max 2.0 M/kg (range 1.4-3.0); 1 1/3 improvement; no infusional
(2008) (15-17)  chronic party/sib/ 6 weeks dose,n=1,2dose,n=2 toxicity; no relapse
haplo culture/FBS

Lucchini 5 9 Chronic BM, third expandedin 1.1 M/kg (range 0.7-1.4); 1 1/5 CR with reflare, 2/5 PR, 2/5
etal. {20100 (5-15) skin+mucosa,  party platelet- dose, n=4;2dose,n=1 NR; no infusional toxicity; no

n=4: chronic lysate relapse; in vivo

skin + liver, medium immunomodulation noted in

n=1 responsive group
Zhou et al. 4 42 Extensive, BM, third 3-6/FBS 1-2 x 10'MSC/kg; 4-8 4/4 significant improvement; no
(2010) (38-43]  sclerodermal party intra-BM injections per patient  infusional toxicity

features
Wengeta. 19 29 Extensive BM, third 2-3/FBS 0.6 M/kg (range 0.2-14); 1-5 74% ORR (4 CR, 10 PR), five
(2010) (18-39)  chronic party doses patients able to stop

immunosuppression, 2 year 05
78%: in vivo Immunomodulation
noted in responsive group




Kronik GVHH" da MKH tedavisi : faz Il calisma

P MKH Tedauvisi
I GVHH ilk siratedavi

I GVHH proflaksi
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International Society for Cellular Therapy o
Cwvtotherapy, 2013; 15: 760766 é

SCT

YANG XIAOY, ZU-JUN JIANG" , YAN PANG'

Agir ve tedavilere direnchi Aplastik Anemi olgularinda akraba
vericiden Mezenkimal Kok Hiicre Uygulamasi

18 hata, 1 yillik takip, 6 hasta toplam cevap (33.3%) [tam-kismi)

MKH uygulananlar & kontrol —kohort karsilastirmada [6/18 (33.33%) karsin
1/18 (5.56%)], ancak farklilik asy1 nedeni ile bariz degil (P %0.088).
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do E. Fig Biol Res 45: 269-277, 2012
Mesenchymal Stem Cell treatment for autoimmune diseases: a @
critical review
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Crohn Hastalig;
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Sistemik Lupus Eritematosus (SLE)

Sun ve ark. Kordon kaynakli MKH’lerin
(n=16) agir SLE hastalarinda

SLEDAI aktivite skorunda, serum albumin ve 24 h idrar proteini, serum

kreatini, serum kompleman seviyeleri ve anti-dsDNA AK’ diizeylerinde

anlamli klinik belirgin iyilesme bildirdiler.



ORIGINAL ARTICLE
Mesenchymal SCT ameliorates refractory cytopenia in patients

with systemic lupus erythematosus

X Li', D Wang', J Liang, Bone Marrow Transplantation advance online publication, 15 October 2012; doi:10.1038/bmt.2012.184
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Systemic Sclerosis (SS)
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Kalp doku tamirinde

MKH kullanimi

MSC-treated

£

=

Nagaya ve arkadaslari MKH uygulanan dilate

kardiyomyopatili ratlarda;

» Kapiller dansite artisi

« Sol ventrikil ED basincinda azalma
« Sol ventrikll kapasitesinde iyilesme

rapor etmislerdir.

LVEDP (mm Hg)
Max dp/dt (mm Hg/s)

Sham Untreated MSC-treated eated MSC-treated




Original Article

Phase 1 Trial of Autologous Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell
Transplantation in Patients with Decompensated Liver Cirrhosis

Figure 2. A) Transverse slices of CT scans obtained before, and B) Six months after MSCs infusion in patient I. White
outline in CT scans indicates the right liver lobe.

Faz | calisma dekoppanse siroz (n=4)
Otolog MKH, yan etki yok. Tum hastalarda hayat kalitesinde artma

Mohamadnejad M:. Arch Iran Med 2007, 10:459-466.



Original Article

Phase 1 Trial of Autologous Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell
Transplantation in Patients with Decompensated Liver Cirrhosis
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ADA Converts Deoxyadenosine
to a Non-toxic Substance

ADENOSINE DEAMINASE
EKSIKLIGI

Decuyadenosine

i 2 natural ¥iral vectors
compound allele, ' ]
found in e J ) Insert RNA version of normal allele

into retrovirus.

4 s
Itis an intermeiate ‘%— Viral FNA
product made during f

,u £ Let retrovirus infect bone marrow cells
hﬁ*‘d‘:ﬁ'ﬂlm e that have been removed from the

m d’ m patient and cultured.
synthesis

&) Viral DNA carrying the normal
allele inserts into chromesome.

ADA binds to
deaxyadenosine

and convests it

ADA pozitif MKH'ler ciltalti uygulandi

@ High levels of decxyadenosine
kill 8 and T cells of the immune
system

Gerson et al 1997 @ Thebody k opentoinfection
by bacteria and vinuses



FABRY'S HASTALIGI

« X'e bagli genetik hastalik-

« alpha-galactosidaz eksikligi

f = plasmin | plasminogen \

{TL
[ 7\
Gb3 _
23,
23
3")'1’:

e (lysosomal enzyme)

 Otolog MSK'ye galaktosidaz gen
tranduksiyonu yapildi.

 Enzim duzeylerinde ve klinik
lyilesme (Osiris, 2000)




OSTEOGENESIS
IMPERFECTA

* Horwitz et al 1999'da HLA uygun

allogenik vericiden MKH uygulandi.

o Kemikte lameller doku olusumunda
artma, osteogeneziste iyilesme ve

Kiriklarda azalma saptandi

e Allograft MKH’lerin osteoblastik

diferansiasyonu izlendi.

w -

. - -——
- T," e
e v e
- ~
-
-




Burger Hastaligi (Tromboangiitis obliterans)’ da
Mezenkimal Kok Hiicre Deneyimi

Ali Unal , Leylagiil Kaynar, Naci Emirogullari, , Mustafa Getin.....

 KUGUK Ve orta capli arter ve
VENIEN tutan
NONateroskierotik,
Segmental; Inflamatuar,
Onliteratil BIr damar:
nastaligiair.

i - Cogu vakada standart tedavi lle semptomiar
leriemekie Ve amputasyonia sonuclanmakiadir.

Ali Unal , Leylagiil Kaynar, Naci Emirogullari, , Mustafa Getin .....
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Burger Hastaligi (Tromboangiitis obliterans)’ da
Mezenkimal Kok Hiicre Deneyimi

Ali Unal , Leylagiil Kaynar, Naci Emirogullari, , Mustafa Getin.....




Kok hucre tedavisi sonrasi ¢ekilen anjiogratii ile sol bacakta yeni
damar olusumlari teshit edildr.




MKH’ lerin “" Bench to bedsite’ " translasyonel gecisinde

cevaplanmayi bekleyen sorular

(a) Gercek MKH " True MSC “’ isaretleyicileri
(b) Standart MKH tanimlanmasi (homojenizasyonu) hala sorun... !?

(b) Kullanilan biyoaktif Granleri klinik etkinligi, biyodagilimi,

(Pharmacokinetic / pharmacodynamic ) profilleri..!?
(c) Hucresel komponentin yasi ve biyoaktif molekul icerigi (sekrotom)
(d) MKH uygulama zamani ve dozu.. Kime hangi-dozda-ne zaman?
(e) Raf” tan veya bireye 6zgi Urlinlerin standardizasyonu
(f) Geri odeme kapsaminin genigletiimesi ve yatirnm maliyetleri...!?

(g) Dinyada ve Turkiye de hukuki dizenlemeleri yetersizligi
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ERCIYES KEMIK iLiGi NAKLI
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