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AKUT MIYELOID LOSEMILERIN AKIM SITOMETRI iLE
KARAKTERIZASYONU VE BLASTLARDA ENDOTEL KOK HUCRE
ORANININ ARASTIRILMASI
SINAN KUTUK
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Immiinoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, EkKim 2019
Damisman: Prof. Dr. Mustafa Yavuz KOKER
KISA OZET
Endotel kok hiicre (EKH) akut myeloid 16semi (AML) hastalarinda metastatik olma
ozelligi ile iliskili bir prognostik markirdir. Calismamizda kemik iligi (Ki) ve periferik
kan Orneginden yapilan akim sitometrik immiin-fenotiplendirme ile EKH ve AML

blastik hiicre iliskisini arastirdik.

Bu amagla kemik iligi 6rneginde blast hiicrelerin oran1 > %50 den fazla olan, yeni tani
24 eriskin AML hastas1 ¢calismaya déhil edildi. Ayrica normal kemik iligi olarak blast
olmayan 24 Ornek kontrol Ornegi olarak sec¢ildi. AML hasta Orneklerinde blastik
hiicreler kapilanarak 1x10° blast saymm yapildi. Blastlar EKH belirtecleri olan CD31,
CD133, C144, CD309, CD146 ile isaretlenerek ekspresyon diizeyleri ve hiicre sayilari
akim sitometri ile Olgiildii. Ayrica blastlardaki 16semik kok hiicre sayisina CD38-,
CD34+ hiicre sayilar1 6lciildii.

Hasta grubunda CD146+, CD144+ EKH sayis1 65.0 (40.0-203.0) kontrol grubunda ise
10.5 (6.3-29.0) olarak bulundu (p<0.001). Hasta grubunda CD309+ EKH sayis1 92.0
(60.0-187.0) kontrol grubunda ise 6.0 (3.0-10.0) olarak bulundu (p<0.001). Hasta grubu
CD34+, CD31+, CD146+ EKH sayist 73.0 (47.0-153.0) iken kontrol grubunda 11.0
(6.3-30.0) olarak bulundu (p<0.001). Hasta orneginde CD38-, CD34+ losemik kok
hiicre sayist 610 (61,5-1550) bulundu. Bu deger AML blastlarin %0.06 sm1 16semik
kok hiicrenin olusturdugunu gosterdi.

Sonu¢ olarak calismamiz ile AML kemik iligi blast orneklerinde %0.06 oraninda
16semik kok hiicre oldugu ve %0.009 EKH oldugunu anlasildi. Bu veriler 1s181nda AML
orneklerinde prognoz izlemi miimkiin olabilir.

Anahtar Kelimeler: CD34, CD133, AML,EKH
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CHARACTERIZATION OF ACUTE MYELOID LEUKEMIA BY CURRENT
CYTOMETRY AND INVESTIGATION OF ENDOTHELOT STEM CELL
RATE IN BLASTS
Sinan KUTUK
ErciyesUniversity, GraduateSchool of Health Sciences
Department of Immunology
Master of Science Thesis, Ekim 2019
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa Yavuz KOKER

ABSTRACT

Endotelial stem cell (ESC) is a prognostic marker associated with metastasis in patients
with acute myeloid leukemia (AML). In our study, we investigated the relationship
between and ESC and AML blastic cell from bone marrow (BM) and peripheral blood
sample by flow cytometric immunophenotyping.

For this purpose, 24 adult AML patients with a diagnosis of blast cells> 50% in the
bone marrow sample were included in the study. In addition, 10 non-blast specimens
were selected as normal bone marrow as control samples. 1x10° blast enumeration by
flow cytometry were performed by counting blastic cells in AML patient samples.
Blasts were labeled with ESC markers CD31, CD133, C144, CD309, CD146 and
expression levels and cell numbers were measured by flow cytometry. In addition,
CD38-, CD34 + cell counts were measured on the number of leukemic stem cells in
blasts.

The number of CD146 +, CD144 + ESCs was 65.0 (40.0-203.0) in the patient group and
10.5 (6.3-29.0) in the control group (p <0.001). The number of CD309 + ESCs was 92.0
(60.0-187.0) in the patient group and 6.0 (3.0-10.0) in the control group (p <0.001). The
number of CD34 +, CD31 +, CD146 + ESCs was 73.0 (47.0-153.0) in the patient group
and 11.0 (6.3-30.0) in the control group (p <0.001). In the patient sample, the number of
CD38-, CD34 + leukemic stem cells was found to be 610 (61.5-1550). This value
showed that leukemic stem cells accounted for 0.06% of AML blasts.

As a result, in our study, it was found that 0.06% leukemic stem cells and 0.009% ESCs
were found in AML bone marrow blast samples. In the light of these data, prognosis
monitoring may be possible in AML samples.

Keywords: CD34, CD133, AML, EKH
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1. GIRIS VE AMAC

Akim sitometri ile immiinfenotiplendirme, akut myeleoid 16semi (AML) tanisinda,
subtiplendirmesinde ve blast yiizdesinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Endotel kok hiicreler (EKH) vaskiilarizasyonda gérev olan hematopoetik
kok hiicre orjinli kok hiicrelerdir. EKH’ler kemik iliginde olgunlasip, dolasima ¢ikarak
vaskiiler hasarin oldugu bolgelerde yogunlagip hasarin tamir edilmesinde ve
damarlasmada merkezi rol alirlar. EKH’ler kemik iliginden ¢iktiktan sonra hiicre yiizey
belirteclerinde degisiklikler gecirerek olgun endotel hiicrelere doniisiirler. EKH’in
kanser doku metastazlarindaki rol aldugu bilinmektedir. Bu calismada AML tanis1 alan
hastalarda EKH’ lerin AML blast hiicreleri icerisindeki yiizdesi arastirilacaktir. Bu
amagla blast hiicrelerin oran1 %50 iizerinde olan ve kemik iligi (KI) yeterli diizeyde
(5cc) olan yeni tani almis 24 eriskin AML hastast ¢alismaya dahil edilecektir. Bu
hastalardan alman KI 6rneklerindeki blastik hiicrelerde Endotel Kok Hiicre belirtegleri
olan CD31,CD133,C144,CD309,CD146 kullanilarak ekspresyon ol¢iimii ve hiicre

sayim1 akim sitometri ile yapilacaktir.

Dolasimdaki endotel kok hiicreyi secebilmek i¢in akim sitometride 6zgiin paneller
olusturulacaktir. Hasta ve kontrollerden elde edilen 6rneklerde ayni giin icerisinde EKH
sayisal Ol¢iimii ve ylizey ekspresyon analizi (CD144, CD133, CD144, CD34, CD309,
CD146, CD45 gibi ile anjiyogenez markirlari ile hiicre sayimi yapilacaktir. Her 6rnek,
akim sitometride c¢alisilirken esdeger antikorlardan olusan izotipik kontroller

kullanilacak ve akim sitometrik verilerde saglikli bir karsilastirma yapilacaktir.



Son yillarda, AML tanisinda kemik iligi ve kandan yapilan immiin-fenotiplendirmelerde
endotel kok hiicre iligkisi dikkat ¢ekici olarak izlenmektedir. EKH’in AML hastalarin
prognozunda ve takibinde 6nemli oldugu gosterilmistir. Ozellikle kemik iligi nakil
sonras1 graft versus host hastaligt (GVHD) gelisiminde rolii olabilecegi
diisiiniilmektedir. Yeni AML hastalarinin tan1 ve tedavi siirecinin daha saglikli

izlenmesi i¢in blastlar icerisindeki EKH yiizdesi 6nemlidir.

Bu arastirma ile EKH sayiminin AML hastalarinda bir takip parametresi olarak
kullanilabilmesi i¢in akim sitometri analiz panelleri olusturulacaktir. Beraberinde

toplumumuza uygun saglikli kontrol verileri olusturulacaktir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Endotel Kok Hiicre ve Akut Myeloid Losemi
2.1.1. Endotel Kok Hiicreler

Endotel kok hiicreler olgun endotel hiicrelerine farklilagabilen ve neovaskiilarizasyona
katkida bulunabilen yiiksek proliferatif potansiyele sahip kok hiicrelerin bir alt
tipidir. EKH'ler ¢cogunlukla eriskinlerde kemik iliginde bulunur, periferik kanda, ayrica

fetal karacigerde ve gobek kordon kaninda da bulunurlar.

Kan damar1 olusumu, normal doku biiyiimesi ve iyilesmesi ile tiimoriin ilerlemesi dahil
olmak iizere bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte dnemli bir rol oynar. Vaskiilojenez,
kan damarlarinin yeni olusturuldugu islemdir ve anjiyogenez, mevcut kan damari aginin
genislemesi ve yeniden sekillenmesidir. Hem vaskiilojenez hem de anjiyogenez,
embriyonik gelisim sirasinda ortaya cikar. Yetigkin yasaminda, biiyliyen, yarali ve
iskemik dokunun hayatta kalmasi icin revaskiilarizasyon esastir. Uzun yillar boyunca,
yeni vaskiiler aglarin gelismesinden sorumlu olan tek mekanizmanin anjiyogenez
olduguna inaniliyordu. Anjiyogenez siireci, ¢oklu endojen pro ve antianjiyogenik
faktorler arasindaki denge ile diizenlenir. Bunlar arasinda fibroblast biiylime faktorii ve
VEGF familyasi iiyeleri bulunur. Bu faktorlerde ve dengelerinde degisiklik yapilmasi
kanserin ilerlemesine neden olabilir; pro- ve antianjiyojenik faktorlerin dengesizligi
“anjiyojenik bir gec¢is” 1 aktive eder. Endotel hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri,
stromal hiicreler ve parankimal hiicreler de dahil olmak iizere anjiyojenik anahtara
katilimcilar olarak cesitli hiicre tipleri tanimlanmistir (Asahara T, Murohara T, Sullivan

A,.etal., 1999).

2.1.2. Akut Myeloblastik Losemi Tanim

Akim sitometri uygulamalari ile notrofil, monosit, eozinofilgibi myelo-monositik seride
yer alan hiicrelerin gosterilmesine ek olarak hiicrelerin matiirasyon diizeyinin niceleyici

olarak gosterilebilmektedir. Bu durum AML tanisinda siklikla tercih edilmesine neden



olmustur. Akim sitometri ile blastik hiicrelerin normal hiicrelerden ayr1 olarak
kapilanmas1 ve kantitatif olarak tanimlanmasi miimkiindiir. Bu test ile hiicrelerin
biiyiikliik, sitoplazmikgraniiller yapi1 ve yiizey antijenlerinin ekspresyon diizeyi
konusunda veri elde edilir. Bu sayede yapilan immiinfentiplendirme islemi ile blast ve
normal hiicrelerin matiirasyon diizeyi ayr1 ayr1 belirlenebilir. Bu veriler 15181inda yapilan
Fransiz- Amerikan-British(FAB) smiflandirmasinda blastik hiicre gruplarmin 6zgiil
antijen ekspresyon diizeyleri ve morfolojik ozelliklerine gore olmak iizere sekiz farkl
AML subtipi(MO-7) ve bazi variant fenotipler olusturulmustur. Bu siniflandirmada akim
sitometrik analizlerden elde edilen bircok parametre kullanmilabilir. Ancak en
onemlilerinden bazilari, blastik hiicrelerin; hiicre yiizdesi, SSC diizeyi, CD45
ekspresyonu, MPO ekspresyonu, myeloid antijen ekspresyon diizeyi (CD13, CDI16,
CD15, CD117, CD34), monositik antijen ekspresyonlar1 (CD14, CD33, HLA-DR),
lenfoid aberan ekspresyonlardir (CD7,CD2). Bu parametrelerin birbiri ile karsilastirmali
olarak analizi blastik hiicrelerin karakteri hakkinda onemli bilgiler vermektedir. Bu
nedenlerle akim sitometri uygulamalar1 son yillarda AML tanmisinda vazgecilmez

unsurlardan biri haline gelmistir.

Akut l6semiler, hemotopoetik kok hiicrelerin neoplastik transformasyonu sonucu
gelisen ve 1osemik hiicrelerin farklilasma ve olgunlagma kusuru gostermeleri ile normal
kan hiicrelerinin yapilamamasi, asir1 ¢ogalma kabiliyeti gosteren l10semik hiicreleri
kemik iligini, periferik kani ve takiben diger dokulari istila etmesi ile karakterize kemik
iliginin malign bir grup hastaligidir (Beksag, 2004). Hipokrat’in 16semi belirti ve
bulgularindan bahsettigi bildirilmekle birlikte, 16seminin klinik bulgularinin yeterince
tanim ilk kez 1827 yilinda Velpau tarafindan yapilmistir. Ancak tanisal gelismeler
1839-1845 yillar1 arasinda olmaya baslamistir. 17. yiizyillda Malpighi’nin mikroskobun
Onemini fark etmesi, hematoloji tarihinde onemli bir doniim noktasini olusturmustur.
Yasamda olan hastada 16seminin ilk fark edilmesi 1845°de Carigie ve Bennett, ardindan
1846’da Virchow tarafindan olmustur. 1847°de Virchow “leukemia” kelimesi ile
hastahgm admi koymustur (Head DR.2004). lyi tariflenmis ilk akut 16semi olgusu
Friedreich’e (1857) atfedilmekle birlikte, 1889’da ilk “acute leukaemie” tanimini
kullanan Ebstein olmustur (Beksag M. 2004). 18. yiizyi1l’da Ehrlich tarafindan boya
tekniklerini tanimlamas1 ve 16kositleri graniillerine gore ayiriminin yapilmasini takiben

Naegli tarafindan ilk miyeloblast ve miyelosit tanim1 yapilmistir (Beksag M, 2004 Head



DR, 2004). 1913 yilinda bir Tiirk hematologu olan Hasan Resad Sigindi ile birlikte
Schilling-Torgau ilk monositer 16semiyi tanimlamislardir (Beksag M, 2004).

1976 yilinda Fransiz, Amerikan ve Ingiliz bir grup hematolog tarafindan orijinal akut
losemi FAB siiflamasi olusturulmustur. FAB smiflamasinda akut l6semilerin
morfolojik ve sitokimyasal boyanma Ozelliklerine gore gruplanmistir. Ancak bu
smiflama immiinfenotipleme, elektron mikroskobu, sitogenetik, molekiiler biyolojik
tetkik yontemlerini ve nadir 16semi tiplerini icermeyen bir siiflamadir (Oz kalemkas F,
2005). Akut losemilerdede; hiicre yiizey antijenlerinin, sitogenetigin Oneminin fark
edilmesi ve FAB smiflamasinin yeterli olmadiginin gézlenmesi ile akut l6semilerin
immiinolojik siniflamalar1 olan MIC ve EGIL giindeme getirmistir (Cancer Genet
Cytogenet, 1988). European Group forth Immunological Classification of Leukemias,
(EGIL) smniflamasinda AML’ler MPO, CDI13, CD33, CDw65, CDI117 miyeloid
belirteclerin ekspresyonu diizeylerine gore tanimlanmistir. Akut lenfoblastik 16semiler
de B-I pro-B hiicreli, B-II common B hiicreli ve B-III pre-B hiicreli olarak 3 alt gruba
ayrilmistr  (Matsuo Y, Drexler HG, 1998). Akut losemilerdede sitogenetik ve
molekiiler genetik anormalliklerin bariz bir hale gelmesi ve bunlarm prognostik dnem

arz etmesi nedeni ile yeni bir siniflandirma ihtiyaci oldugu gézlenmistir.

2001 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO) akut 16semiler
de dahil olmak iizere hemopoietik ve lenfoid neoplasmalar: iceren yeni bir siniflama
yapmistr.  WHO simiflamasinda; morfoloji, immiinfenotipleme, sitogenetik ve
molekiiler biyolojik 0zellikler gbz Oniine alinmig, akut 16semi tanisi i¢in blastik hiicre
say1s1 %30’dan %20’ye indirilmis ve nadir l6semi tipleri de siniflamaya dahil edilmistir
(Head DR, 2004). WHO smiflamasinda akut losemiler; miyeloid, lenfoid ve serisi
belirlenemeyen olmak {lizere 3 gruba ayrilmistir. Akut miyeloid losemiler: a.
Tekrarlayan sitogenetik anormalliklerle seyreden AML, b. Cogul seri displazisi ile
seyreden AML, c. Tedaviye ikincil AML ve MDS, d. Tanimlanan gruplara girmeyen
AML olmak tizere dort gruba ayrilarak degerlendirilmistir. Lenfoid 16semiler ise: a.
Prekiirsor B-lenfoblastik losemi/lenfoma, b. Prekiirsor T-l6semi/lenfoma, c. Burkitt
lenfoma/l6semi seklinde ii¢ gruba ayrilmustir. Uciincii grup olarak belirsiz serili akut
l6semiler goz Oniine alinmis ve bu grupta: a. Bifenotipik akut 16semi b. Farklilasmamaisg

akut 16semiler olmak iizere iki gruba ayrilmigtir.



ASM, AML’nin FAB smiflamasma gore gruplanmasinda sitokimyasal yOontemlerin
oniine gecmistir. Ozellikle MO ve M7 olgularinda tani icin immunolojik yontemler

gereklidir.
2.2. Endotel Kok Hiicreler ve Kaynagi

Endotel hiicrelerin yasam siirecleri Sekil 2.1°de gosterilmistir. Nekroz, kopma ve
apoptoz yolu ile damar civarini agik birakan endotel hiicreleri ya mevcut hiicrelerin
boliinmesi yolu ile ya da dolasimdaki Onciil hiicrelerin yapigmas: yolu ile bu alani
kapatirlar. Normal sartlarda kanda ml basina 1-3 tane damar duvarindan ayrilmis
endotel hiicre bulunur ve bu ayrilig endotel hiicrelerin yerlerine yenilerinin gelmesine
ihtiya¢ vardir. Asirt endotel yapimu ihtiyaci belirdiginde ise mevcut hiicrelerin boliinme

hiz1 yeterli olmaz ve dolasimdan onciil hiicreler ¢agrilir.

Embriyonik EKH'ler veya anjiyoblastlar, go¢ eden mezodermal hiicrelerden
kaynaklanir. EKH'ler, endotelyal soy hiicrelere ¢ogalma, goc¢ etme ve farklilagsma
kapasitelerine sahiptir, ancak heniiz karakteristik olgun endotel markerleri
edinmemislerdir. Mevcut kanitlar, hematopoetik kok hiicrelerin (HKH'ler) ve EKH'lerin

ortak bir prekiirsorden (hemanjiyoblast) elde edildigini gostermektedir.

Yapilan ¢aligmalarda endotel progenitor hiicrelerin endotel hiicre belirte¢ proteini olan
VEGFR- 2’yi ve hematopoetik kok hiicre yiizey belirteci olan CD34’ii tasidiklar:
gosterilmistir (Peichev M, Naiyer A J, Pereira D, et al., 2000). Bunun yaninda her ne
kadar diisiik seviyede olsa da endotel hiicreleri CD34 belirteci tasiyabildikleri icin
arastirmacilar endotel kok hiicrelerin endotel hiicrelerden ayrimimi yapabilmek amaciyla
daha 0zgiin bir ylizey belirteci tamimlamaya ihtiya¢ duymuslardir. Ciinkii endotel
yiizeyindeki belirleyiciler, endotel hiicrelerin olgunlasmasi ile ya da aktive olmasi ile
degisebilmektedir (Sekil 2.4). Endotel hiicrelerine 6zgii en sik kullanilan yiizey
belirleyicilerinden birisi olan ve melanoma hiicrelerinde tanimlanan CD146 (melanoma
hiicre-adhezyon molekiilii) endotel hiicrelerinden bagka diiz kas hiicreleri, trofoblastlar,
veya aktive T hiicrelerinde bulunabilir. Diger endotel yiizey belirleyicisi olan CD144
(vaskiiler endotelyal kadherin) ise fetal karaciger hematopoietik doku hiicrelerinde de

tespit edilebilmislerdir (Sekil 2.2).

Endotel kok hiicreleri tamimlamakta veya daha dogrusu endotel hiicreye doniisme

kabiliyeti tasiyan hiicreleri tammmlamakta karsilagilan bir bagka zorluk da bu hiicrelerin



kemik iliginden baska hangi dokulardan koken aldigini1 ve bunlarm 6zelligini ortaya
koymaktir. Yapilan arastirmalarda yag dokusunda ve kalp dokusunda yer alan bazi
hiicrelerinde endotel hiicrelere doniisebildigini géstermistir. Ancak bu hiicrelerin kemik
iliginden mi koken aldigini, yoksa embriyonik gelisimden kalan ve bu dokularda
bulunan hiicreler mi olduklarini heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bugiinkii
bilgilerimizle endotel kok hiicre primitif mezodermal kok hiicrelerden koken alan ve

endotel hiicrelere doniisme 6zelligi olan hiicrelerdir

Endotel kok hiicreleri; Yetiskinlerde var olan vaskiiler endotel hiicrelerinin
progenitorleridir.  Anjiyojenik kosullarda yapisik, endotel benzeri bir fenotipi

varsayabilecek dolasimdaki mononiikleer kan hiicreleridir.
Normalde kemik iliginin vaskiiler nisinde bulunur

Saglikli deneklerde dolasimdaki endotel progenitorlerin bazal popiilasyonu ¢ok
diisiiktiir, yani birka¢ bin hiicre / ml kan; Kemik iliginde yerlesik endotel kok hiicreleri,

anjiyojenik sitokinler veya ilaclar tarafindan dolasimda aktif olarak mobilize edilebilir.

Embriyonik anjiyoblastlarin 6zelliklerine, yani, novo endotel kapiller tiiplerini

olusturma kabiliyetine ve yiiksek cogalma kapasitesine sahiptir.

Rejenere doku veya tiimorlerde 6zellikli olarak go¢cmek ve aktif anjiyogenez bolgelerine

dahil etmek icin ekstravaskiiler dokuya girebilir.

Yerinde alinan veya asilanmig endotel kok  hiicreleri iskemik dokularin
neovaskiilarizasyonuna katkida bulunur (Beltrami AP, Barlucchi L, Torella D et al.,

2003).
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Sekil 2.1. Endotel hiicrelerin yasam siirecleri.
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Sekil 2.2. Endotel Kok Hiicrelerin (EKH) kokeni ve farklilasmasi.

2.2.1. Endotel Kok Hiicrelerin Kemik Iliginden Mobilizasyonu

EKH’ler postnatal donemde de var olan mononiikleer hiicrelerdir. Eriskin saglikli
vaskiiler sistemde endotel hiicrelerin boliinme hizlar1 goreceli olarak duisiiktiir (ty, ~3yil)
(Schwartz SM, Benditt EP., 1976). Normal kosullarda dolasimda bulunan EKH’ler
dolasimdaki tiim hiicrelerin ~ %0,01’ini olusturmaktadir. Saglikl1 bir eriskinde EKH’ler

belirli oranlarda endotel hiicre biitiinliigiiniin saglanmasina katkida bulunur (Sekil 2.2).

EKH’ler kemik iliginin vaskiiler bolgesinde depolanirlar ve sabit bir hizda dolasima
gecerler. Ayni zamanda bu depo ihtiya¢ halinde dolasima gerektigi kadar EKH saglayan
bir kaynak gorevi de goriir. EKH’lerin dolagima katilmalarini saglayan bir¢ok patolojik
ve fizyolojik olay vardwr. Bu olaylar swrasinda ortaya cikan aracit molekiiller kemik
iligini uyararak EKH’leri dolasima dogru mobilize ederler. Bu olaylar icinde EKH
dolasima katilmalarimi arttiran en 6nemli sebep doku iskemisi ve doku hasaridir. Bu
patolojilerde hasarli dokudan salman VEGF-A, GM-CSF gibi mediyatorler kemik
iliginin sessiz bolgesinde yer alan EKH oOnciillerini uyararak onlarin EKH hiicrelere
doniisiimiinii hizlandirir (Tepper OM, et al., 2003). Kemik iliginin sessiz bolgesinde
olusan EKH’ler ¢esitli NO, matriks metalloproteinaz-9, sKitL mediyator ve proteinlerin

etkisiyle kemik iliginin vaskiiler bolgesine gecerek burada ¢ogalirlar, dolasima katilmak
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izere hazir olurlar (Heissig B, Hattori K, Dias S, et al. 2002) (Sekil 2.3). Bunlarin yani
sira EKH’lerin kemik iliginden mobilizasyonunda kemik iligi stromal hiicrelerinde
eksprese edilen endotel nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesinin de etkili oldugu
diistiniilmektedir (Aicher A, Heeschen C, Mildner-Rihm C, et al., 2003).

Akut vaskiiler travma olarak tamimlayabilece§imiz koroner arter operasyonu geciren
hastalarda yapilan arastirmada dolasima hizli fakat gecici bir sekilde EKH akimi
gozlenmistir. Hasardan 6-12 saat sonra dolasimda bulunan endotel kok hiicre sayis1 %50
artmis ve 2-3 giin icerisinde bazal diizeylerine donmiistiir. Benzer sekilde plazma VEGF
diizeylerinin de  yiikselmesi VEGF'nin EKH’lerin mobilizasyonunda ve

farklilasmasinda anahtar rol alir (Gill M, Dias S, Hattori K, et al., 2001).

Travmadan baska bolgesel iskeminin de EKH mobilizasyonunda giiclii bir endojen
stimulator oldugu yapilan arastirmalarla ortaya konmustur. Kemik iliginden mobilize
olan endotel kok hiicreler hasarli dokudan salinan (VEGE, SDF-1, MCP-1) gibi
kemotaktik faktorler sayesinde hasarin oldugu bolgeye gelip burada hasarli vaskiiler

yapinin tamirinde veya yeni vaskiiler olusumunda gorev alirlar (Ferrara N. 2000).
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Sekil 2. 3 EKH’ler kemik iliginden baslayarak fonksiyonlarini yerine getirecekleri

bolgeye go¢ edene kadar bircok mediyator ile etkilesime girerler.[C. Urbich, S. Dimmeler
Endothelial Progenitor Cells Circulation
Research. 2004;95:343.].

2.2.2. Vaskiiler Patolojilerde Endotel Kok Hiicrelerin Yeri

Yeni damar olusumunda ¢ok onemli role sahip olan EKH’lerin damar hastaliklarinda ne
tip degisikliklere ugradigt da merak konusu olmustur. EKH sayisinda veya
fonksiyonunda goriilen degisiklikler bircok patolojiyle iliskilendirilmistir.

Tiimoral olusumlarda indiiklenen yeni damar olusumunda EKH’lerin rolii oldugu
ispatlanmistir. Asahara ve arkadaslarmin yaptigi bir arastirmada tiimoriin periferinde
bulunan vaskiiler agda yogun miktarlarda EKH’ler tesbit edilmistir (Asahara T, Masuda
H, Takahashi T, et al., 1999). Ayrica tiimor gelisiminde EKH’lerin 6nemli bir role sahip
olduklar1 da gosterilmistir (Lyden D, Hattori K, Dias S, et al.,, 2001). Bu bulgular

arastirmacilar1 kanserde yeni tedavi yaklagimlar: gelistirmeye yoneltmistir.
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Sekil 2.4. Kemik iliginde hematopoetik ve endotel kok hiicrelerin yerlesimi ve dolasima
cikisindaki ylizey belirtecleri.

Dolasimda bulunan EKH sayismin azlig: ile kardiyovaskiiler hastalik gelisimine yol
acabilecek endotel tamir kapasitesinin diisiikliigli arasinda iliski bulunmustur (Hill JM,
Zalos G, Halcox JP, et al., 2003). Bir baska arastirmada koroner arter hastalarinda EKH
sayisinin azaldigi ve go¢ etme kapasitesinin bozuldugu gosterilmistir. EKH’lerde
goriilen bu patolojik degisikliklerin kardiyovaskiiler risk faktorleriyle iliskili olabilecegi
de diisiiniilmektedir (Vasa M, Fichtlscherer S, Aicher A, et al., 2001). Koroner arter
hastalarinda gozlenen bu degisikliklerin benzerlerini tip II diyabetli hastalarda da
gozlemlemek miimkiindiir (Teper OM, Galiano RD, Capla JM, et al., 2002).

Yapilan arastirmalarla eritropoetinin ve Ostrojenin endotel progenitér hiicre
mobilizasyonuna yol actig1 bunun yaninda statinlerin de endotel kok hiicre ¢ogalmasini
ve goc¢ etme kabiliyetini arttirdigi gozlemlenmistir (Llevadot J et al, 2001). Tim
bunlara ek olarak yaslanmayla birlikte endotel kok hiicre sayisinda ve fonksiyonlarinda

azalma bir¢ok kez kanitlanmistir (Edelberg JM et al., 2002).
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2.2.3. Endotel Kok Hiicre ve Kok Hiicrelerin Genel ozellikleri

Tiim insanlar sadece bir hiicre olarak baglar. Bu hiicreye zigot veya ddllenmis yumurta
denir. Zigot mitoz olarak bilinen hiicre boliinmesine ugrar ve iki 6zdes hiicre olusur. Bu

hiicreler totipotenttir ve yeni bir organizmaya doniisme potansiyeline sahiptirler.

Viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip ilk embriyonel hiicrelere
totipotent hiicreler denir. Totipotent hiicreler mitoz siirecini tekrar eder, dollenmeden
yaklasik bes giin sonra hiicre kiitlesi merkezde kavitasyona baslar ve blastosist
tiretilir. Blastosist yaklasik 150 hiicreli bir kiiredir. Dis tabakasi trophoblast (sonunda
plasentay1 olusturur), s1vi dolu bir bosluk - blastocoel ve i¢ kisimdaki hiicre kiimesi i¢
hiicre kiitlesidir. Bu orta asamada zigot ile fetiis arasindaki organizmaya embriyo ve i¢
hiicre kiitlesindeki hiicrelere embriyonik kok hiicreler (EH) denir. Bu hiicreler
pluripotenttir ve insanlarda yaklasik 220 farkli hiicre tipinde {i¢ germ tabakasina
(endoderm, mezoderm ve ektoderm) yol acabilir. Totipotent ve pluripotent hiicreler
arasindaki ana fark, totipotent hiicrelerin hem plasenta hem de embriyoya yol

acabilecegidir (Kaufman Ds et al., 2001).

Embriyo biiyilidiikkge bu pluripotent ESC'ler daha uzmanlasmis, ¢cok uglu kok hiicreler
halinde gelisir. Cok kutuplu kok hiicreler de uzmanlagsmamis hiicrelerdir ve tiim kok
hiicrelerin ayn1 temel 6zelliklerine sahiptir. Uzun siire kendini yenilemek, 6zel amag ve
fonksiyonlarla 6zel hiicrelere ( terminal olarak farklilagsmus hiicreler ) gelisme
yetenegidir. Bununla birlikte, pluripotent hiicrelerin aksine, multipotent hiicreler daha
smirh proliferatif ve farklilagsma potansiyeli ile karakterize edilir. Genellikle sadece

orijinal doku ile ayn1 soydan hiicre tipleri olusturabilirler (Berfoot J. 2005 ).

Eriskin kok hiicre yer aldigi dokunun hiicre tiplerini iiretmektedir. Ornegin kemik
iligindeki bir hematopoetik kok hiicre eritrosit, 10kosit ve trombosit gibi pek ¢ok degisik
kan hiicresine kaynaklik etmektedir. Biraz daha 6zellesmis bu hiicrelere multipotent
hiicreler adi1 verilmektedir. Sadece tanimlanan hiicre tipine doOniisebilen hiicreler de

onciil (progenitor veya prekursor) hiicreler olarak adlandirilmaktadir (sekil 2.5).
Kok hiicreler geleneksel olarak ii¢ 6zellige dayanarak karakterize edilmistir:

¢ Kendi kendini yenileyebilirlik,

¢ Klonojenite,
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¢ Farklilasma kapasitesi.

Progenitor hiicrelerin  kendi kendini yenileyebilmesi yetersizdir. EKH'ler
benzersizdir, c¢iinkii progenitdrlerden farkhidirlar. Ancak kendi kendini
yenileyebilirlik, klonojenlik ve farklilasma kapasitesinin iigliisiine sahip kok

hiicrelere benzerler.

Tablo 2.1. Kemik iliginde hematopoetik seriye ait hiicrelerin oransal dagilimi (Erigkin)

(Dorothy E et al., 2004.)

Tablo 2.1. Hematopoetik Hiicrelerin Kemik Iliginde Dagilimi (Erigkin)

Hiicre Kemik iligi
%0
Kok hiicreler 1
Megakaryosit 1
Monosit 2
Dendiritik hiicreler 2
Lenfositler 15
Plazma hiicreleri 1
Myeloid Onciileri 4
Granulositler 50-70
Eritrosit onciileri 2
Eritrositler 10-20
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Sekil 2.5. Kok hiicre siniflandirmasi (Dorothy E et al. 2004).
2.3. Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler; aktif telomeraz enzim aktivitesi sayesinde uzun siire boliinebilen
hiicrelerdir. Diger hiicrelerden farkli olarak baslangictaki hiicrenin karakteristik
ozelliklerini tasiyan, en az bir benzer hiicre olusturabilme o6zelligindedirler. Uygun
sinyaller aldiklarinda bir veya birden fazla hiicre serisine ayrigabilirler ve iglevsel olarak
bir dokuyu yeniden yapilandirabilirler (inan, S.Ozbilgin, 2009). K6k hiicreler; boliinme,
farklilasma 6zellikleri ve kaynaklarina gore olmak iizere temel olarak iki farkli sekilde

gruplandirilabilir.
2.3.1. Boliinme, Farklilasma Ozelliklerine Gore Kok Hiicre Gruplandirilmasi

Kok hiicreler boliinme farklilasma 6zelliklerine gore totipotent, pluripotent, multipotent,
oligopotent ve unipotent olmak iizere 5 grupta toplanirlar.

Totipotent kok hiicreler; oosit ve sperm birlestikten sonra zigot olusur. Gelisimin
dordiincii giiniine kadar olan blastomerlerin her biri bir organizmay1 tamamiyla yapacak
ozellige sahiptir. Totipotent hiicreler organizmay1 olusturan 6zellesmis herhangi bir
hiicreye doniisebilirler (Kansu, E. 2005). Erken embriyo ve zigot doneminde olan sekiz
hiicreye kadar olan blastomerler totipotent 6zelligindedir (Karasahin, T. 2012). Bir tek
totipoten kok hiicre 200 civarmnda somatik hiicre 6zelligi olan karigik bir organizma

olusturma 6zelligindedir (Y1ilmaz, O., Ucar, M. 2006).
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Pluripotent kok hiicreler; dollenme olduktan 4-5 giin sonra olusan blastosiste ait
hiicrelere degisime baslayarak iki farkli seriye doniisiirler. Dis tabakada
trofoektodermeye farklilasir ve plasentayr olusturur. I¢ kisimdaki hiicreler ise
embriyoyu olusturur. insan embriyonik hiicreleri distaki trofoektodermi kaldirarak
embriyoyu olusturacak olan i¢ kisimdaki hiicre toplulugu elde edilir. Hiicreler
trofoektoderm kaldirilarak embriyoyu yapacak olan igteki hiicre toplulugundan elde
edilir. Biitiin viicut hiicrelerinin koken aldigi her ii¢ germ yapragi (mezoderm,
endoderm, ektoderm) hiicrelerine farklilasabilen hiicredir. Fakat trofoblastlar1
olusturamaz (Inan, S.Ozbilgin, 2009).

Multipotent kok hiicreler; sinirli sayida hiicreye doniisebilme yetenegine sahip olan kok
hiicrelerdir. Ornek olarak ise kordon kanindan elde edilen kok hiicreler uygun
uyaranlarla noronlara, kas hiicrelerine diger hiicrelere doniisebilirler (Inan, S.Ozbilgin,
2009). Destek dokularm olusturan hiicreler mezenkimal yani multipotent kok hiicre
kaynaklidir (Y1lmaz, O. Ucar, M. 2006).

Oligopotent kok hiicreler ise progenitor hiicrelerin birkac hiicre sekline doniisen hiicre
grubudur. Ornek olarak ise vaskiiler kok hiicreler, miyeloid ve lenfoid hiicrelerdir.
Vaskiiler kok hiicreler gerektiginde diiz kas hiicresi gerektiginde ise endotel kok
hiicreye doniisme potansiyeline sahiptir (Smith, A. 2006).

Unipotent kok hiicreler; sadece tek tip hiicre tipine doniisme potansiyeline sahiptir.
Oncii hiicrelere en iyi 6rnek ise hepatositler veya insan deri hiicreleri sayilir. Oncii
hiicreler beyin ve karaciger gibi organlarda, organ fonksiyon devamini ve organin

biitlinliigiinii saglamak ic¢in 6len hiicrenin yerini doldururlar (Beksag, M. 2010).
2.3.2. Kaynaklarima Gore Kok Hiicre Gruplandirilmasi

Kaynaklarma gore kok hiicreler iki grup altinda toplanirlar bunlar; embriyonik ve
embriyonik olmayan (yetigkin) kok hiicrelerdir (Davila, J.C, et al., 2004). Embriyonik
gelisimin erken evrelerinde blastosist asamasindaki embriyonun i¢ hiicre kitlesinden
elde edilen pluripotent hiicrelerdir (Davila, J.C, et al ., 2004). Embriyonik kok hiicreden
elde edilen hiicre kiimeleri embriyonik cisimcikler olarak adlandirilmaktadir. Bunlar
plasenta hari¢ olmak iizere ektoderm, mezoderm ve endoderm tabakalarindan koken
alan cesitli hiicre tiplerine farklilagabilir (Bongso, A.,Lee, E.H. 2005). Embriyonik kok
hiicreler smirsiz olarak kendi kendilerini yenileme kapasitesine sahiptirler, tiim fetal

dokulara, erigkin kok hiicrelerine ve bunlarin daha farkhilagmis progenitorlerine
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farklilasabilir (Bongso, A.,Lee, E.H. 2005). Embriyonik olmayan KH; bir doku veya
organdaki farklilasmis hiicreler arasinda bulunan farklilasmamis hiicreler olup, kendi
kendini yenileyebilme ve icinde bulundugu doku veya organmin Ozellesmis hiicre
tiplerine farklilasabilme yetenegine sahiptir (Maynard, S., et al ., 2008). Embriyonik
olmayan KH’lerin (dokuya 6zgii kok hiicrelerin) yasayan organizmadaki esas gorevleri,
icinde bulunduklar1 dokuyu tamir etmek ve dokunun biitiinliigiinii saglamaktir (Zur
Nieden., et al ., 2001). Yapilan arastirmalarda eriskin kok hiicrelerden pluripoten kok
hiicre karakteri gosterir (Rohwedel, J.,et al., 2001). En iyi bilinen bu hiicrelere 6rnek ise
hematopoetik kok hiicrelerdir. Bunlar karaciger, gastrointestinal sistem, deri, kan
damarlar1 gibi boliimlerde bulunduklar1 belirlenmistir (Vishwakarma, A., et al., 2014).
Hematopoetik hiicreler yikima ugramis dokunun yeniden onarimmdan ve doku

olusumundan sorumludur (Blau, H.M., et al., 2001).

2.3.3. Kemik iligi Yapisi1 ve Hiicreleri,

Uzun ve aksiyal kemiklerin merkezindeki bosluklarda yer alir ve trabekiiler kemikteki
vaskiiler siniislerin ¢cevreledigi adipoz hiicreleri ile hematopoetik 5 doku adalarini igerir
(Travlos, G.S. 2006). Kemik iligi mikro cevresinde kemik iligi incelendiginde,
hematopoietik elemanlar, endotel 6ncii hiicreleri mezenkimal hiicreler diiz kas ile iskelet
kas hiicreleri gibi in vivo osteoblasta, adipoz ve kondroblast dokulara farklilasabilir
(Majumdar, M.K,, et al., 1998). Kemik iligi kok hiicrelerinden beyin ve kas gibi diger
organlardan izole edilen hiicre tipinin kiiltiire edilebilecegi gosterilmistir. Bu hiicreler
hematopoetik ve mezenkimal kok hiicreleri olmak iizere iki grup kok hiicreden
olusmaktadir (Wu, Y. et al., 2007). Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicreler stromal
hiicrelerle cevrili halde ve trabekiiler bolgede bulunur, olgunlastiklarinda vaskiiler
sisteme gecer; mezenkimal kok hiicreler de kemik boslugunda yer alir ve kondrosit,
osteoblast, fibroblast, adiposit gibi stromal hiicreleri olustururlar (Muguruma, Y. et al,,

2006).

2.3.4. Hematopoetik Kok Hiicre (HKH)

HKH’ler fenotipik ve fonksiyonel seviyede en iyi tanimlanan erigskin kok hiicre
grubudur. Kendini yenileme ve biitiin kan hiicrelerine farklilagsma yetenegine sahip
farklilasmamis, primitif hiicreler olarak tanimlanmaktadir (Kiel, M.J. et al., 2005).

Hematopoetik kok hiicreler (HKH'ler), her tiir olgun kan hiicresine yol agan, kendini
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yenileyebilen, ¢ok noktali progenitorlerdir (Erden, S. 2014). Kok hiicreler, progenitor ve
farklilasmis hiicrelerden olusan hematopoetik sistem, giinde 2x1011 ve ortalama bir
insan hayati boyunca 5x1015 ‘den fazla eritrosit iiretmektedir. Hematopetik kok
hiicreleri kan hiicrelerinden farkli olarak hepatositler, kardiyak miyositler, diiz kas
hiicreleri gibi hiicrelere de farklilasabilecegini gosteren ¢alismalar vardir (Lagasse, E. et
al., 2000). Daha sonra yapilan calismalarda ise hematopoetik kok hiicrelerdeki
farklilagsmanin sadece hiicre fiizyonundan koken aldig1 goriilmiistiir (Balsam, L.B. et al,,
2004). Kok hiicreler ilk 6nce embriyonik gelisim sirasinda embriyonik ve ekstra
embriyonik kan damarlariyla yakin iliski icinde ortaya c¢ikar, daha sonra plasenta, fetal
karaciger, dalakta ve daha sonra kemik iliginde hematopoez goriiliir. Kemik iligi eriskin
hematopoezinin ana bolgesidir, ancak HKH'ler ayrica hematopoetik stres donemlerinde
dalak ve karacigerde hematopoez yapabilir (Smith, J.N. et al., 2013). Kok hiicrelerin
gbciinil, sessizligini ve farklilagsmasini diizenleyen gibi siirecler icin nisler nemlidirler.
Nislerde kemik iligine 6zgiil hiicreler, stromal hiicreler ve hiicre-dis1 matriks bilesenleri
ile hematopoetik kok hiicreler arasindaki bazi molekiiller, faktorler sinyaller araciligiyla
gerceklesen yiiksek diizey etkilesimler hiicre fonksiyonlarmi ve karakteristiklerini
diizenleyerek eriskin hematopoezinin dengede kalmasina neden olur. Bu siirecteki
mekanizmalardan biri asimetrik ve simetrik hiicre boliinmesi arasindaki dengenin
saglanmasidir. Simetrik hiicre boliinmesi, kok hiicrenin benzer iki hiicreye boliinmesi ve
bu hiicrelerin niste kalmasi, asimetrik hiicre boliinmesi ise kok hiicre boliinmesiyle
meydana gelen hiicrelerden birinin niste kalirken, digerinin yeni hiicreler olusturmak
izere nisten ayrilmasidir (Watt, F.M. Hogan, B.L. 2000). Kemik iliginde osteoblastik
(endostel) nis ve vaskiiler (endotelyal) nis olmak iizere iki ayr1 nis bulunmaktadir.
Normal fizyolojik kosullar altinda, HKH'ler osteoblastik veya vaskiiler nis icinde
bulunur. Osteoblastik nis, HKH bakimi i¢in sakin bir mikro ortam saglayabilir. Buna
karsilik, vaskiiler nis mobilizasyon veya homing sirasinda HKH transendotelyal go¢iinii
kolaylastirr. HKH proliferasyonunu ve daha fazla farklilasmasmi destekleyebilir.
HKH'lerin vaskiiler nise alinmasi islemi, endotel kaynakli FGF-4 ve SDF-1'e bagh
olabilir. Hiicreler osteoblastik nigten vaskiiler nise dogru ilerledik¢e daha ytiksek FGF-4
ve oksijen konsantrasyon gradyanlar1 ice alimda rol oynayabilir, HSC / HPC'lerin
cogalmast ve farklilagmasi. Trombositopeni gibi stres altinda, SDF-1 ve VEGF,

membranla iligkili Kit ligandin1 ¢dziiniir Kit ligandina (sKitL) doniistiiren ve sirayla
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HKH'lerin hiicre dongiisiine girigini, vaskiiler nise mobilizasyonunu ve farklilasmasini

tesvik eden MMP-9'u aktive eder (Majumdar, M.K. et al.,1998).

2.4.1 Osteoblastik Nis

Uzun kemiklerin trabekiiler alaninda kemik ve kemik iligini birbirinden ayiran
endosteum, kemigin mediiller aktivitesine bakan kisim iizerinde osteojenik Ozellikteki
tek sirali hiicreleri bulundurur. Hematopoetik kok hiicreler, kemik olusumunda rol alan
osteoblastlar ve kemik rezorpsiyonunu saglayan osteoklastlar bu kisimdadirlar. Uzun
vadeli ve kisa vadeli olmak iizere 2 HKH smiflandirmasi vardir. Uzun vadeli HKH'ler
aylarca ve hatta dmiir boyu hematopoezise katkida bulunabilirler. Kisa vadeli HKH'ler
birkac hafta ile sinirli bir hematopoezis kabiliyetine sahiptir. Osteoblastik hiicrelerde, 2
farkli genetik yaklasimla elde edilen artisin, stroma kiiltiirlerinin erken hematopoezi
destekleme kabiliyetinin artmasiyla, in vivo HKH'lerin uzun siireli hematopotezinde bir
artiy ve yeni hematopoetik nislerin olugmasiyla iliskili oldugunu acik¢a gostermistir
(Visnjic, D. et al., 2004). Transgenik farelerle yapilmis caligmalarda osteoblastlarin
kemik iligindeki hematopoetik kok hiicrelerin diizenlenmesindeki fonksiyonel 6nemi ve
endosteumda kok hiicre ile osteoblastlarin etkilesim icinde oldugu goriilmiis; fakat
hematopoezin devam ettigi karaciger, dalak gibi osteoblastin bulunmadigi
ekstramediiller bolgelerin varligi nedeniyle tiim hematopoetik kok hiicrelerin

osteoblastlarla iligkili degildir (Kiel, M.J. et al., 2005).

2.4.2 Vaskiiler Nis,

Vaskiiler nis bilinen osteoblastik nis ile birlikte alternatif bir HKH nisinin bir pargasi
olarak hareket etme potansiyeline sahip oldugu, osteoblastik nigin sakin bir mikro-ortam
sagladigi, vaskiiler nisin proliferasyon ve daha fazla farklilasmay1 destekledigi dnceden
onerilen bir modeli destekleme potansiyeline sahiptir. Hematopoez ve vaskiilarizasyon
gelisim sirasinda es zamanl olarak ortaya ¢ikar. Aslinda HKH 'ler ve endotel hiicreleri,
embriyonik asamadaki aymi progenitor hiicrelerden (hemanjiyoblastlar olarak
adlandirilir) tiiretilir, yolk saris1 kesesi, aort-gonad-mesonephros, plasenta, fetal
karaciger, dalakta meydana gelen hematopoiesisin olusumuyla yakindan ilgilidir (Li,
Z.,Li, L. 2006). Osteoblastik niste aktif durumda olmayan HKH vaskiiler nisteki endotel
hiicrelerle birlikte cesitli kan hiicrelerine doniisiirler. Endotel hiicreler ve hematopoetik

kok hiicrelerde ortak pozitif CD31+,CD34,CD133 hiicreler arasindaki reseptor ligant
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baglantisinin oldugunun gostergesidir. Hematopoetik ve endotel kok hiicreler kemik

iligi mikro gercevesinde bol miktarda bulunurlar (Suda, T. et al., 2005)

Vaskiiler nis transendotel gocte HHK'lere hem eve doniiste hem de mobilizasyon
sirasinda yardimci olur. Vaskiiler nig dalakta oldugu gibi kemik iligi mediiller
boslugunun disinda bulunan hiicrelere atanir. Bu hiicreler, kemik iligi nisi, baski iligi
baskilamas1 gibi stres altindayken bunun yerini alir. Ekstramediiller hematopoezi ile
birlikte goriilen splenomegali, hem insanlarda hem de hematopoetik yetmezligi olan
genetik olarak mutant farelerde yaygin bir fenomendir. Bu gozlemlere dayanarak,
endotel hiicrelerinin, HKH genislemesini desteklemek ve kemik iligi stres altindayken
hematopoez icin ¢ok sayida neslin iiretilmesi i¢cin “yedek” bir nis olarak islev gorebilir

(Salter, A.B. et al., 2009).

2.5 Losemik Kok Hiicre

Losemi, kok hiicrelerden olusan progenitor hiicrelerde veya hematopoetik kok
hiicrelerde ortaya ¢ikan mutasyonlarin sebep oldugu yapisal farklilasma olugmasi ile
goriilen bir hastaliktir. Bircok 16semi tiiriinde oldugu gibi birbirini tamamlayan
mutasyonlar 16semiye sebep oldugu gibi Kronik Miyoloid Losemide (KML) oldugu gibi
tek bir mutasyonda (“Philadelphia”’kromozomu) l6semiye sebep olur (Reya T, et al.,

2001).
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Sekil 2.6. Losemik kok hiicre olusumu

Lapidot ve ark. AML’li hastalarda yaptigi arastirmada LKH icin ilk tanimlamay1
yapmustir. Bagisiklik sistemi baskilanan NOD/SCID farelere insan 16semik kok hiicresi
aktarilarak losemi olusturulmasi ile LKH hakkindaki veriler giinden giine artis

gostermektedir.

Fareler insan AML vakalarinda goriilen kimerik genler (MOZ-TIF2,NUP98- HOXA9)
viral yolla wverilip farelerde belli mutasyonlar1 olan Ozgiin [9semi tablosu
olusturulmustur. Bonnet ve Dick adli arastiricilar ise LKH’nin CD34+CD38- yiizey
markerlerina sahip oldugunu gézlemlemislerdir. LSH nadirdir, fakat bu hiicreler 16semi
olustururlar. HKH ile LKH arasinda hiicre yiizey belirtecleri, apoptotik mekanizma ve

kendisini yenileme yoniinden farkliliklara sahiptirler (Bonnet D, Dick JE. 1997).

Nis icerisinde yerlesmis ve uyku halinde olan kok hiicreler mutasyona karsi korunan

hiicrelerdir. Gerekli durumlarda hizla ¢ogalma evrelerine girerler. Bu evre mutasyonun
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en cok arttig1 donemdir. Hizla cogalma evresinde ortamda pH degisikligi veya oksijen
azlig1 gibi istenmeyen olaylar mutasyon olasiligini artir. Bu evrede ortaya cikabilecek
en kiiciik bir sorun 6nemli bir hastaliga sebep olabilir. Bu sebeple HKH’lerin olgun kan
hiicrelerine doniismesi c¢ok iyi kontrol edilen bir durumdur. Cevresel faktorler veya
metabolik nedenler hiicre farklilagmasini, ¢ogalmasini kontrol eden genler ve gen
kontrol mekanizmalarimdaki ortaya ¢ikan her mutasyon kansere sebep olabilir. Normal
sartlarda normal hiicrede bir sorun veya mutasyon olusmasi ile hiicre programli hiicre
Oliimiine (apopitoz) yonelir. Hiicre 6liimii i¢in 6nemli ilk mekanizma olan kaspaz enzim
sistemi aktif duruma gelir. Hiicre bu yolla kendisini programli olarak bilin¢li bir hiicre
Olimiine yoOnelir. Hiicrenin bu asamada programli hiicre Oliimiinii yapamamasi
nedeniyle genellikle kanser olusum mekanizmalarini aktif hale getirir. Apopitoza
giremeyen hiicre istenmeyen yonde ayrisir, Olimsiizlesir ve malign sekle doner

(Patiroglu T, Karakukcu M. 2009).

2.6 Endotel Kok Hiicrelerin Yiizey Markirlar

Endotel hiicrelerde CD31, CD34, CD45, CD146, CD309, CD133, CD144, baslica

yiizey belirtecleri bulunur.

CD34: Kok hiicre markiridir. 34 antijeni, iki farkli ekstraselliiser domein ile yaklagik
110 kDa'lik bir monomerik transmembran fosfo glikoproteindir. Yaklasik 110 amino
asitlik zar proksimal alani, muhtemelen bir kiiresel konformasyon benimsemektedir.
Yaklasik 104 amino asitten olusan NH2-terminal alani, hem N-baglh glikanlar hem de
sialile O-bagl karbonhidratlar ile agir bir sekilde glikozile edilir ve muhtemelen miisin
benzeri glikoproteinlerin tipik bir genisletilmis ¢cubuk benzeri yapisim sergiler. CD34
antijeni, tiim soylarm hematopoetik progenitor hiicrelerinde, hem de en ilkel
pluripotential kok hiicrelerde eksprese edilir ve nesiller tarafindan belirlenen
progenitorler farklilagtikca yavas yavas kaybolur. 34 antijeni, kilcal endotel hiicreler
tizerinde ve kemik iligi stromal hiicreleri iizerinde de bulunur. Normal hematopoez
sirasinda, soy baglilig1 ve hiicresel olgunlagsma diizeyine bagl olarak glikozilasyon

varyasyonlarinin olustugu diisiiniilmektedir (sciences BCI. 2017 Catalog ).

CD146: S-Endo olarak da bilinen CD146 molekiilii, immiinoglobulin siiper ailesine
(IgS) ait, 118 kDa'likk bir molekiiler agirliga sahip olan tek zincirli bir transmembran

glikoproteindir. Hiicre dis1 yap1 bes Ig benzeri alandan olusur: iki V tipi ve ti¢ C2 tipi Ig
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benzeri alan. 146 antijeni IgS ailesinin hiicre adezyon molekiilleri ile ilgilidir ve varlig:
tek tabakali biitiinlik bolgelerinde yogunlasir. CD146, endotelde yapisal olarak
eksprese edilir ve ayrica diiz kas hiicreleri ve orta trofoblastlar gibi diger hiicre
tiplerinde de gozlemlenir. Periferal tam kan lokositleri arasinda CD146 ekspresyonu
saptanmaz, aktive edilmis T-lenfositlerin alt kiimesinde beklenir ( sciences BCIl. 2017

Catalog).

CD309: KDR (kinaz insert alan reseptorii) veya flk-1 (fetal karaciger kinaz 1) olarak da
adlandirilan CD309 antijeni VEGF (vaskiiler endotelyal biiylime faktorii) alic1 ailesine
aittir. VEGFR-2 olarak bilinir ve VEGF ailesinin (VGEFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (kdr /
flk-1), VGEFR-3'lin (flt-4)) ii¢ hiicre sinaling tirozin-kinaz reseptorlerinden biridir,
vaskiiler gelisim ve vaskiiler gecirgenligin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. Bu
reseptorler hiicre dis1 kisimlarinda yedi immiinoglobulin benzeri alan ve hiicre ici
kisimlarinda iki tirozin kinaz alani i¢ceren transmembran proteinlerdir. KDR geni, 4q11-
ql2 kromozomunu esler. CD309, VEGF i¢in reseptordiir, ayn1 zamanda VEGF-C,
VEGF-D ve VGEF-E'yi de baglar. VEGF endotel hiicrede eksprese edilen 309'a
baglanma yoluyla endotel hiicre proliferasyonunu indiikler ve hiicre gociinii tesvik eder.
CD309 embriyogenezin erken asamalarinda ifade edilir. VGEF'nin, kan damarlarinin
permeabilizasyonunun yani sira anjiyogenezin in vivo olarak indiiklenebildigi ve
vaskiilojenez regiilaisyonunda merkezi bir rol oynadig1 goOsterilmisti. Hem
hematopoietik hiicreler hem de hemoangioblast olarak adlandirilan endotel hiicreler i¢in
bir CD34 +/- CD309 + ortak prekiirsorii tanimlayan CD34 pozitif hiicrelerde ifade edilir
( sciences BCL. 2017 Catalog).

CD31: Immiinoglobulin siiper familyasma bagh 130 kDa'lik bir transmembran
glikoproteindir. Miyeloid soyun kok hiicrelerinde, trombositlerde ve endotel hiicre
kavsaklarinda ekspresyonu gosterilmistir. CD31'in homofilik bir sekilde baglandigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda heterofilik etkilesimlere aracilik eder, 6zellikle CD31,
lokositlerin, endotel hiicre duvart boyunca, alfa v beta 3 integrinine ve CD38'e
yapismast yoluyla gociine katilir. Ek olarak CD31, lokositlerde, intratostoplazmik
tirozin kalmtilar1 633 ve 686nmin fosoforilasyonu ve SHP-1 ve SHP-2 ile tirozin
fosfatazlarla birlesme yoluyla disardan gelen sinyallemeye katilir. Caligmalar,
trombositlerin aktivasyonu ve agregasyonu i¢in CD31 i¢in benzer bir etki mekanizmasi

oldugunu diisiindiirmektedir ( sciences BCL. 2017 Catalog).
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CD133: Prominin-1 olarak da bilinen CD133 antijeni insanlarda PROM1 geni iizerinde
kodlanmaktadir. Pentaspan transmembran glikoproteinler ailesinin bir {iyesi olarak
bilinen CD133 antijeni ¢ok 6zel olarak hiicresel protriizyon bolgelerinde lokalizedir.
Halen CD133’tin fonksiyonu net olarak bilinmemekle birlikte hiicre membran
topolojisinin bir organizatorii olarak gorev almaktadir . CD133 antijeni, hematopoetik
kok hiicreler, endotelyal progenitor hiicreler, glioblastoma, noéronal ve glial kok
hiicrelerde, cesitli pediatrik beyin tiimorlerinde eksprese edilmektedir. Giiniimiizde
CD133 yaygin olarak kanser kok hiicrelerinin ve endotel progenitor kok hiicrelerin

izolasyonunda kullanilmaktadir (sciences BCI. 2017 Catalog ).

CD144: CD144 antijeni, kaderin protein grubunun alt tiplerinden olup, kaderin-5, tip-2,
veya vaskiiler endotelkaderin (VE-kaderin) olarakta bilinmektedir (Horn PA, et al,
1999). Insanlarda CDHS5 geni iizerinde kodlanmaktadir. 6. kromozomun uzun kolunda 6
kaderin gen bolgesinden birinde lokalizedir. Kalsiyum bagimli hiicreler arasi adezyon
glikoproteinidir. CD144 klasik kaderin proteinleri gibi hiicreler arasi bilgi aligverisini
homofilik hiicrelerin birbiriyle adezyon kurmasini saglamaktadir. Ozellikle interseliiler
baglantilarin organizasyonu ve kohezyonun kontrolii i¢in endotel hiicre fizyolojisinde
Onemli bir rolii bulunmaktadir ( Sanai N, et al, 2005). Hiicreler aras1 baglantilarin
biitiinliigii endotelin permeabilitesinin belirlenmesinde major faktordiir. Dolayisiyla siki
baglantilarin olusumunda temel rol oynayan VE-kaderin bu hususta belirleyicidir.
Yapilan calismalar VE-kaderinin antikorlar ile bloklanmasi sonucu Kkiiltiirde endotelyal

gecirgenligin arttigini gostermistir ( Sanai N, et al., 2005).

CD45: CD45 antikoru, molekiil agirliklart 180, 190, 210 ve 220 kd olan pan 16kosit
antijenlerinin, CD45 ailesinin iiyelerini tanir. Ayn1 zaman da lokositlerde bulunan
miisterek antijen (LCA) olarak da bilinir. CD45 antijeni olgun eritrositler ve bunlarin
ara progenitorleri hari¢, her tip hematopoetik hiicrede eksprese edilir. Farklilagmis
hematopoetik olmayan dokuda saptanmamistir. Stem-Kit Reagents'da kullanilan CD34
mab'nin adi, j33'diir. 1986 yilinda Oxford, ingiltere'de gerceklestirilen 3. Insan Lokosit
Farklilagsma Antijenleri lizerine HLDA calismasi sirasinda CD45'e atanmustir (Hiratzka

LF, Bakris GL, Beckman JA, et al., 2010).
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2.7. Blastik Hiicre

Blast bir hiicrenin olgunlagmamis morfolojik olarak en gen¢ sekline verilen isimdir.
Ornek olarak ise monoblast, lenfoblast, miyeloblast proeritroblast, megakaryoblastlar
gibi gruplardir. Lenfoid dizide ise bu durumdan farkli olarak goriintiisii ile olgun bir
hiicre olarak kabul edilen dar sitoplazmali kiiciik lenfositler, immiin bir uyaranla
karsilastiklar1 zaman blasta doniiserek immiinoblast ve lenfoblast olusur. Bu
hiicrelerden daha sonra yeni lenfositler olusur. Blastlarin genel olarak ortak bazi

morfoloji 6zellikleri vardir.

Blastik hiicrelerin temel 6zellikleri:

® Olgun hiicre dizileri geng hiicre dizilerine gore daha kiiciiktiir (nadir durumlar
vardir; miyeloblastlar promiyelositlerden daha Kkiiciiktiir, megakaryoblastlar
megakaryositlerden ¢ok daha kiiciiktiirler).

¢ Geng hiicrelerde hiicrenin biiyiik bir boliimii ¢ekirdekten olusur sitoplazma ¢ok
dardir. Bu nedenle geng hiicrelerde cekirdek sitoplazma orani ¢ekirdek lehinedir.

e (Cekirdek kromatini ince ags1 bir goriinimdedir, kromatin kabalasmamustir.

e Niikleoller tek ya da ¢ok sayida ¢ekirdek icerisinde bulunurlar.

e Sitoplazma farkl1 bir koyulukta bazofilik olarak boyanir.

e Blastik hiicreler boliinerek olgunlastikca; sitoplazmanin kapladigi alan artar
boylece ¢ekirdek kiiciiliir; niikleoller kaybolur; ¢ekirdek bazi dizilerde topaklasir
ve kromatin yapist kabalasir. Blast hiicrelerine 6rnek olarak ise akut miyeloid

hiicrelerini gosterebiliriz (sekil2.7)( www.kanbilim.com).
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PERIFERIK YAYMA
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Sekil 2.7. Normal ve blastik hiicre goriintiisii
2.8. Losemi ve Tamim

Losemi, kemik iliginin hematopoietik kok hiicrelerinden kaynaklanan ve hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmas: ile karakterize bir malign bir hastaliktir. Normal hematopoezde,
hematopoietik kok hiicreler periferik kan hiicrelerine (matiir lenfosit, graniilosit,
monosit, eritrositler ve megakaryositler/trombositler) farklilagir. Losemide, ¢cok sayida
16kosit kemik iligindeki kok hiicreden kontrolsiiz olarak béliinerek cogalir, ancak
olgunlasip, farklilasamaz. Bu olgunlasamayan hiicreler kemik iliginde ¢cogalarak normal
hematopoietik hiicrelerin yerini alir. Bu mekanizma tam anlasilamamis olmakla birlikte
losemide DNA hasar1 oldugu diisiiniilmektedir. Kromozomlardaki yeniden
diizenlenmeler, translokasyonlar, delesyonlar, gen amplifikasyonlar1 ve sitogenetik
degisiklikler normal hiicrenin farklilasma ve proliferasyonunun diizenlenmesini

bozmaktadir (Fisher VL, Abramovitz LZ. 2006).

Losemiler, kemik iliginden koken aldigi hiicre tipine goére miyeloid veya lenfoid,
etkilenen hiicrelerin farklilasma derecesine gore akut veya kronik olarak siniflandirilir.

Bu sekilde 16semiler dort temel gruba ayrilir;

1. Akut Myeloblastik Losemi (AML): Immatiir myeloid seri hiicrelerinin

(notrofill, monosit, eozinofil) kontrolsiiz artisiyla karakterizedir.
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2. Kronik Myelositer Losemi (KML): Matiir myeloid seri hiicrelerinin artisiyla

karakterizedir.

3. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL): Immatiir lenfoid seri hiicrelerinin (T, B.)

kontrolsiiz artisiyla karakterizedir.

4. Kronik Lenfositer Losemi (KLL): Matiir lenfoid seri hiicrelerinin artisiyla

karakterizedir.
2.9. Akut Myeloblastik Losemi Tanimi

Akut miyeloid 16semi (AML) ayn1 zamanda akut lenfoblastik olmayan 16semi olarak da
bilinir. Hematopoetik sistemin malin bir hastaligidir. Bu ortaya ¢ikan durum kemik iligi,
kan olusumunun yerinde ve genel olarak olgunlasmamis beyaz kan hiicrelerinin asir1
cogalmasi eslik eder. Normalde, tiim kan hiicreleri ¢ogalir ve uyumlu bir dengede
kendilerini yeniler. Karmasik bir olgunlagsma siirecinden gecerler. AML, bu siirecte
kontrolden ¢ikar ve beyaz kan hiicreleri ( lokositler ) olan fonksiyonel hiicrelere artik
olgun, ama hizl1 ve kontrolsiiz cogalmaya baslar. Boylece bu 16semik hiicreler kemik
iligini, periferik kanm ve diger dokulara yayilirlar (Burness, M.L, Sipkins, D.A. 2010).
Losemi belirti ve bulgularindan ilk Hipokrat bahsetmekle birlikte mikroskobunun kesfi
ile birlikte hematolojide doniim noktas: olmustur. “Leukemia” kelimesini ilk olarak
Virchow tarafindan kullamlmistir (Sargin D. 2003). lyi tariflenmis ilk akut 16semi
olgusu Friedreich’e (1857) atfedilmekle birlikte, [k akut Iosemi tanimini kullanan
Ebstein olmustur. Naegli tarafindan ise yeni tekniklerin tanimlanmas: ile birlikte
l16kositleri graniillerine ayrilmas: ile ilk miyeloblast ve myelosit tanimimni yapmistir
(Burness, M.L, Sipkins, D.A.2010, Sargin D. 2003). Hasan Resad Sigindi ile birlikte
Schilling-Torgau 1913 yilinda monositer 16semiyi tanmimlamislardir (Burness, M.L,
Sipkins, D.A. 2010). Fransiz, Amerikan ve Ingiliz hematologlar tarafindan 1976 yilinda
akut 16semi FAB simiflandirmasi olusturulmustur. FAB smiflandirmasi nadir 16semi
tiplerini icermeyen ve morfoloji ve sitokimyasal boyanma yontemleriyle gruplandirma
yapilan yontemdir. Losemide sitogenetik ve hiicre yiizey antijenlerini dneminin fark
edilmesi ile FAB birlikte MIC ve EGIL siniflandirmasi yapilmistir (Singh SK, 2004).
EGIL (European Group for the Immunological Classification of Leukemias)’da akut
lenfoblastik losemiler 3 alt gruba ayrilmis bunlar; B-I pro-B hiicreli, B-II commonB
hiicreli ve B-III pre-B AML ise daha fazla myeloid marker (MPO, CD13, CD33,
CDw65, CD117) ile tanimlanmistir (Zelenin, A.V., et al, 1984). Sitogenetik ve
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molekiiler genetik olumsuzluklarin bariz godzlenmesi birlikte ve bunlarin prognostik
onemlerinin artmast ile yeni bir siflandirma yapilmstir. Diinya Saglhik Orgiitii (World
Health Organization, WHO) 2001 yilinda akut losemiler dahil olmak iizere
hematopoietik ve lenfoid neoplasmalar: iceren yeni bir siniflandirma yapmistir. WHO
bu siniflandirmasinda molekiiler biyolojik 6zellikler, morfoloji, immiinfenotiplendirme
ve sitogenetik Ozellilerini incelemistir. Akut l6semi tanist i¢in blastik hiicre oranini

%30’dan %20 ye diistirmiistiir (Sargin D. 2003) .
WHO’de miyeloid, lenfoid ve serisi belirlenemeyen olarak 3 ana grupta incelenmistir.

AML:

a. Tekrarlayan sitogenetik anomalilerle seyreden AML,
b. Cogul seri displazisi ile seyreden AML,

c. Tedaviye ikincil AML ve MDS,

d. Tanimlanan gruplara girmeyen AML olmak iizere dort gruba ayrilarak
degerlendirilmistir.

Lenfoid hiicreler

a. Prekiirsor B-lenfoblastik 16semi/lenfoma,

b. Prekiirsor T-16semi/lenfoma,

c. Burkitt lenfoma/losemi seklinde 3 gruba ayrilmistir.

Uciincii grup olarak belirsiz serili akut 16semiler gz dniine alinmis ve bu grupta ise:
a. Bifenotipik akut 16semi

b. farklilagmamais akut 16semiler olmak iizere 2 gruba ayrilmigtir

ASM, AML’nin French-American-British (FAB) smiflamasina gore gruplanmasinda
sitokimyasal yontemlerin oniine ge¢mistir. Ozellikle MO ve M7 olgularinda tani icgin

immunolojik yontemler gereklidir.
2.9.1. AML Subtipleri ve immiinofenotipleme

Yeni tam1 akut l6semide koken iliskisinin belirlenmesinde multiparametreli flow
sitometri kullanilir. AML g6z 6niinde bulunduruldugunda bir markirin pozitif kabul
edilebilmesi i¢cin esik deger yoktur. Bircok markir icin genellikle kullanilan 6lgiit,

16semik hiicrelerin sundugu markirmm % 20 veya daha fazla olmasidir, fakat secilmis
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markirlar (sitoplazmik CD3, MPO, TdT, CD34, CD117) icin alt sinir %10 olarak kabul
edilmistir. Minimal farklilagsma gosteren AML, kokeni belirlenemeyen akut 16semi veya
akut megakaryoblastik 16semi tamisin1 koymada immiinofenotipleme gereklidir.
Vakalarin ¢cogunda erken hematopoez ile iliskili antijenler (6rnegin CD34, CD38 ve
HLA-DR) saptanirken erken myeloid ve monositik matiirasyon markirlar1 olmayabilir.
MPO sitokimya tarafindan negatif saptandiginda, blastlarin en azindan bir boliimiinde
flow sitometri tarafindan pozitif saptanabilir. Akut megakaryoblastik 16semide, %20
veya daha fazla blast vardir. Bu blastlarin % 50 ve daha fazlasi megakaryositik seriden
koken alir. Megakaryoblastlar tipik olarak trombosit glikoproteinleri olan CD41, CD61
ve daha az siklikta CD42 tasirlar (Reyes M, 2002).

AML tanis1 i¢in, immiinofenotipik calismalar yapilirken 6zellikle CD3, CD7, CD13,
CD14, CD33, CD34, CD64, CDI117, sitoplazmik MPO ve HLA-DR mutlaka
bakilmalidir ve cCD3 ve cCD79a gibi lenfoid hiicrelerde cok o6zel yiizey
belirleyicilerinin olmadig1 gosterilmelidir. Immiinofenotipik calismalarda blast oranini

belirlemek amac1 ile CD45, CD34 veya CD117 kullanilmaktadir (Li Z, Li L. 2006).

Tekrarlayan genetik anormallikleri olan bazi AML’ler, karakteristik immiinofenotipik
ozelliklerle iliskilidir. Ornegin t(8,21) ile birlikte olan AML’ler, lenfoid markir olan
CD19’u siklikla sunarken, CD7 ve CD 56’1 daha az siklikta sunarlar. Inv(16) ile birlikte
olan AML’ler T-koken iligskili CD2 sunarlar. NPM1 mutasyonu ile birlikte olan
AML’ler CD33 siklikla sunarken, CD34 ya hi¢ sunmazlar ya da daha az siklikta

sunarlar (Gurman, G, ve ark., 1995).

AML MO: Biiyiiklik ve graniil yapilar1 agisindan lenfosit yapisinda hiicreler olup
CDA45/SS grafiginde lenfoblast bolgesinde lokalize olurlar. Fenotipik olarak CDI13,
CD33, CD34, CD117, HLA-DR antijenleri pozitiftir. CD13 pozitifligi CD33'ten daha
fazla olabilir. Sitoplazmik myeloperoksidaz (cMPO ) negatiftir. Siddeti baz1 olgularda
diisiik (zayif baglanma) olabilir (Schulman KA, et al., 1999).
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Sekil 2.8. AML MO

AML M1: Biiyiikliikk ve graniil yapilar1t AML MO ile benzerlik gosterir. Blastlar MO
dan farkl olarak biraz graniillii olabilir. Fenotipik olarak CD13, CD33 ve HLA-DR
pozitiftir. CD34 ve CD117 pozitifligi MO'dan daha azdir. AML M1 blastlarda MO’dan
farkli olarak CD15 kismu pozitifligi olabilir (Rogelio Paredes-Aguilera, et al., 2001).
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Sekil 2.9. AML M1

AML M2: AML Ml’den en onemli farki blast yiizdesidir. Ayrica M2’de blastlar
maturasyona bagl olarak daha graniilliidiir. CD45/SS myeloblast bolgesinde lokalize
olurlar. Fenotik olarak M2 blastlar, M1’den daha diisiik CD34 pozitifligi, daha fazla
CD15 pozitifligi ile karakterizedir. Ayrica CD13, CD33 ve HLA DR+ dir. Lenfoid
antijenlerden CD19 pozitifliginin olmasi sitogenetik olarak t(8;21) varlig: ile ilgilidir
(Samir A. Kheiri, et al., 1998).
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Sekil 2.10. AML M2

AML M3; hipergraniiler veya hipograniiler olmak iizere morfolojik olarak iki farkli
blast tipi goriilebilir. Fenotipik olarak benzer antijen pozitiflikleri gosterirler (CD13,
CD33, CD15 pozitif iken, HLA-DR ve CD34 genelde negatiftir). iki M3 tipi blastlarin
birbirinden 6nemli farki CD45/SS grafigindeki lokalizasyondandir. Baz1 mikrograniiler
tip M3 blastlarda CD2 antijen pozitifligi olabilir. CD2 pozitifliginin ve HLA-DR
negatifliginin oldugu M3 olgularinda t(15;17) sitogenetik anomalisi goriilebilir
(Matthew Smith, et al., 2004).
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Sekil 2.11. AML M3 Hipergraniiler Sekil 2.12. AML M3 Hipograniiler

AML M4 MS: Her iki gruptaki blastlann fenotipik 6zellikleri benzerdir. Ancak CD34
pozitifligi M4 te M5 ten daha fazladir. Blastlar MO'dakilerle karsilastirildiginda ¢ok
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daha biiyiik ve graniillii hiicrelerdir. CD45/SS grafiginde monositik bolgede lokalize
olurlar ve CD45 acisindan normal monositlere gore daha zayif baglanirlar. Her iki
grupta fenotipik agisindan CD13, CD33, CD14 ve HLA-DR antijenleri pozitiftir.
CD33 pozitifligi ve floresans siddeti CD13'ten daha fazla olabilir. Ayrica CD14
floresans siddeti ve antijen pozitifligi normal monositlerden genelde daha etkilidir.
Bazi1 M5 olgularinda CD33, CD13 ve CD34 negatiftir. Ayrica CD56 pozitifligi baz1
MS5 olgularinda goriilebilir. CD2 pozitifligi M4 iin bir alt grubu olan M4 Eo i¢cin ¢ok
onemli bir bulgudur (Renato Bassan, et al., 2004).
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Sekil 2.13. AML M4 Sekil 2.14. AML M5

AML M6; Cok nadir goriilen ve iyi karakterize edilememis 16semi tipidir. HLA-DR ve
CD34 pozitiftir. CD13 ve CD33 genelde pozitiftir. CD45/SS grafiginde eritroid
hiicrelerle karismis veya biraz iizerinde lokalize olurlar. CD235a (glikoforin A)
pozitifligi Onemlidir. Ancak normal eritroid hiicrelerde de CD235a pozitifligi cok
kuvvetli oldugundan, kullanilacak ¢alisma metoduna dikkat edilmeli ve en onemlisi

CD34 pozitif hiicreler tizerinde CD235a pozitifligine bakilmalidir (Yair Reisner, 2011).
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Sekil 2.15. AML M6

AML M?7; Megakaryoblastik 16semi nadir goriilen bir Iosemi tipidir.
AML’lerin %3-5’ini olusturur ve prognozu kotiidiir. Megakaryoblastlar tipik olarak
CD61 veya CD41 antijenlerinin pozitifligi ile tamamlanabilir. CD34 genellikle
negatiftir (Yair Reisner, 2011).

2.9.2 AML Sikhg, Insidansi, Risk Faktorleri

2015 yilinda ABD’de, 1.658.370 yeni kanser vakasi ve 589.430 kanser oliimii oldugu
tahmin edilmektedir. 2015°te yeni tami konulan tahmini 20.830 AML vakasinin
12.730’u erkek, 8.100’1 kadin olarak saptanmistir ve AML nedeniyle tahmini 6len vaka
sayist ise 10.460 olarak saptanmustir.

AML insidans orani, gelismis ve endiistriyel sehirlerde daha fazladir. AML, en sik
goriilen 16semidir ve olasilig1 40 yasindan itibaren yasla artar. ABD’de 65 yas altinda
AML insidansi orani 1.8/100.000 iken, 65 yas ve iizerindeki yaslarda insidansi
17/100.000’ye kadar cikmaktadir. AML’de ortalama tani yasi 67’dir ve tam alan
hastalarin %54’ 65 yas ve uistiidiir. 56 yasin iizerindeki hastalarda olumsuz sitogenetik
insidansindaki artis kotii sonuglara katkida bulunur ve her bir sitogenetik risk grubunda

tedaviye yanit yasla birlikte bozulur (Ozcelik T, ve ark. 2009).

AML insidansi, cinsiyet ve wrkla degisir. AML’ de bir¢ok iilkede erkek baskinligi vardir.
ABD’de erkek insidans orani diger tiim iilkelere gore dnemli 6l¢iide daha fazladir. 2000
yilinda, ABD’ de AML siyah irkta beyaz rka gore daha fazla saptanmamisken 2000-
2003 yillar1 arasinda AML insidansi siyahlarda (3.2/100.000) beyazlardan (3.8/100.000)
daha az saptanmistir. Surveillance, Epidemiology, and End Result (SEER) calisma



34

verilerinin sonucglarina gore yasa gore diizeltilmis mortalite oran1 beyazlarda
(2.5/100.000), Afrika kokenli Amerikalilarda (2.0/100.000) oranla daha fazladir
(Barlogie B, Alexanian R, Dicke KA, et al., 1987).

Genetik bozukluklar ve yapisal genetik kusurlar AML ile iligkili 6nemli risk
faktorlerindendir. Bu faktorler konjenital defektler (Down sendromu, Bloom sendromu,
Monosomy 7 sendromu, Klinefelter sendromu, Turner sendromu, Neurofibromatosis,
Konjenital dismorfik sendrom) ve kemik iligi yetmezlik sendromlar1 (Fanconi anemisi,
Dyskeratosis ~ congenita, = Shwachman-Diamond  sendromu,  Amegakaryositik
trombositopeni, Blackfan-Diamond sendromu, Kostmann agranulositozis, Familyal
aplastik anemi) olarak ayrilabilmektedir. Down sendromlu cocuklarda akut 16semi

gelisme olasiligi 10 ila 20 kat artar (Clough L, Dugan N, Hulitt C, et al., 1998).

AML, ya hematopoietik multipotansiyel kok hiicre ya da yonlendirilmis hiicrelerin bir
seri somatik mutasyonuna bagli olarak ortaya c¢ikar. Somatik mutasyonlar, hastalarin
cogunda kromozomal translokasyon sonucu gelisir. Translokasyonlara bagl olarak
protoonkogenler aktiflesir. Mutasyonlara ugramis genlere ornekler core binding factor
(CBF), retinoic acid receptor (RAR), HOX (homeobox) ailesi, MLL (11g23 lokiisiinde)
ve digerleridir. Bu primer mutasyonlar AML gelistirmek i¢in yeterli degildirler. Hiicre
proliferasyonunda artisa neden olan tirozin kinaz aktive edici mutasyonlar da gereklidir.
Bu mutasyonlar arasinda FLT3, Kit, N-ras, veya K-ras mutasyonlar1 sayilabilir.
Ozellikle sekonder 16semi gelismis veya yasli AML’li hastalarin %50-80’inde sonradan
kazanilmis klonal kromozom bozukluklar1 bulunmustur. AML’li hastalarda siklikla
kromozom 5, 7, 9 veya Y kromozomunun kaybi veya delesyonu bulunmaktadir.
AML’de t(8;21) (q22;922), t(15;17)(q22;q11), trizomi 8 ve 21, 9. 11. ve 16.

kromozomlarin diger anormallikleri de sik olarak goriilmektedir.

Cevresel faktorler de AML patogenezinde yer almaktadir. Iyonize radyasyona maruz
kalma AML ile iligkilidir. Japonya’da atom bombasi patlamasindan sag kurtulanlar
arasinda, 5-7 yil sonra AML insidansindaki artis pik yapmustir. Tedavi amaciyla
uygulanan radyasyonun da sekonder AML riskini arttirdigi bulunmustur. Cocukluk
veya genc-yetiskinlik donemindeki tiimorlerinden sag kurtulanlarda tedavi iliskili
myeloid l6semi gelisme insidansi rahatsiz edici sekilde artmaktadir. Tedavi iligkili
myeloid 16semi, solid tiimdr veya hematolojik malignitesi olan hastalarda sitotoksik

tedavinin iyi bilinen bir sonucudur. Tedavi iliskili myeloid losemiye neden olan
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sitotoksik ajanlar iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar alkilleyici ajanlar (siklofosfomid,
melfalan) ve topoizomeraz inhibitorleri (etoposid, doxorobusin, mitoksantron)’dir. Baz1
kimyasallara kronik maruziyet AML gelisme riskini arttirmaktadir. Benzen, lizerinde en
cok calisilan ve en yaygimn kullanilan 16komojenik ajandir Ayrica sigara igiciliginin de
60-75 yas aras1t AML gelisme riskinde artis ile iliskili oldugu kabul edilmektedir
(Strauss Rg, Ciaverella D, Gilcher Ro,. et al., 1993).

2.9.3 Morfoloji

Kemik iligi aspirasyonu, AML siiphesi olan bir hastada tanisal degerlendirmenin rutin
bir parcasidir. Kan ve kemik iligi yaymalar1 morfolojik olarak May-Griinwald-Giemsa
veya Wright-Giemsa boyasiyla incelenir. Kan yaymasinda en az 200 lokosit, kemik iligi
yaymasinda 500 cekirdekli hiicre sayilmasi Onerilir. Bazi eritrolosemi vakalari ve
t(15;17), t(8;21), inv(16) veya t(16;16) ile birlikte olan AML’ler hari¢, AML tanis1 i¢in

kan veya kemik iliginde blast oran1 %20 ve iizerinde olmalidir.

Koken iligkisini belirlerken bazi iilkeler, immiinofenotiplemeden daha c¢ok
myeloperoxidase (MPO), Sudan black B (SBB) veya nonspesific esterase (NSE)
boyalarinin kullanildig: sitokimya yontemini kullanmaktadirlar. MPO bulunusu (% 3 ve
daha fazla blast varliginda) myeloid farklilagsmayr gosterir. Fakat MPO bulunmayisi
myeloid kokenin olmadigini dislanamaz. Ciinkii erken myeloblast ve monoblast MPO
ile boyanmayabilir. SBB, MPO ile paralel boyanma gosterir fakat daha az spesifiktir.
NSE ile boyanma myeloblast ve monoblastlarda diffiiz sitoplazmik aktiviteyi gosterir

(Schumm, et al., 2019).

2.10. Anjiogenez ve Hematopoetik Neoplazma

Anjiogeneses var olan damardan yeni damar olusmasina denir. Anjiogenesis insan
viicudunda hem dogal fizyolojik hem de patolojikte olabilen bir durumdur. Tiimorler,
dejeneratif molekiiller géz hastaliklarinda patolojik iken, yara iyilesmesi ve kadin
menses durumlarinda fizyolojiktir. Anjiogenesis’in molekiiler mekanizmasmin tam
anlamiyla coziilmesi ile birlikte bircok hastalikta ozelliklede tiimorlerin tedavi

yaklasimlar1 ve tedavilerinde basar1 oram artacaktir (Konukoglu D, Turhan S. M. 2005).

Tiimoriin anjiogenik aktivitesinin giicii ile tiimoriin biiyiimesi, kanamaya mehili ve uzak
hiicrelere yayilmasi (metaztaz aktivitesi) ile ilgili potansiyeli etkilesim gosterdigi iyi

bilinmektedir. Hemetopoitik neoplazmalarin anjiojenik etkilesiminin olabilecegi ise iyi
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bir aragtirma konusudur. Ciinkii goriiniir bir doku stromas1 yoklugunda biiyiiyiip, viicut
sivilarinda ve kan ile birlikte damarlarda dolasmaktadirlar. Yalniz bu durum tam olarak
kanitlanmis bir durum degildir. Losemi ile anjiogenesis arasindaki iligkiyi ilk inceleyen
yaym perez ve arkadaslari tarafindan 1997 yilinda yapilmistir ( Perez-Atayde AR,
1997). Padro ve arkadaslar1 ise 40 akut lenfoblastik 16semili hastalarda yaptig:
calismalarda elde edilen bulgularda ise; kemik iligi biyopsi materyali ile kontrol grubu
kargilastirildiginda hasta grubun ki cocuklarda mikro damar dantisitesinin anlamli
diizeyde arttigi gozlemlenmistir. Ayrica ¢alismada hasta cocuklarin idrarinda bFGF
diizeyine bakildiginda kontrol grubuna oranlar hasta grubunda belirgin bir artis
goriilmiistiir (Padro T, et al., 2000).Yeni tanil1 62 AML hastasinda yaptiklar: calisma da

akut 16semilerde artmis anjiogenezisi desteklemektedir.

2.11. Akim Sitometri

Akis sitometrisi, heterojen bir sivi karistmindaki hiicreleri saymak, swralamak ve
profillemek icin lazer tabanli teknolojiyi kullanan popiiler bir hiicre biyolojisi
teknigidir. Bir akis sitometre makinesini kullanarak, bir sivi akiminda askiya alinan
hiicreler veya diger parcaciklar, tek bir dosya biciminde bir lazer 151k 1s1nindan gecirilir
ve 1sikla etkilesim, 151k sacilimi, floresans yogunlugu olarak elektronik bir tespit cihazi
ile olgiiliir. Bir floresan etiketi veya florokrom, hiicresel bir bilesene spesifikolarak
bagliysa, floresans yogunlugu ideal olarak bu belirli hiicre bileseninin miktarimi temsil

eder.

Akis sitometrisi giiglii bir aragtir, ciinkii saniyede binlerce partikiiliin fiziksel ve
kimyasal oOzelliklerinin eszamanli multiparametrik analizine izin verir. Bu onu
siispansiyondaki hiicrelerin analizi ve saflastirilmast i¢in hizli ve kantitatif bir yontem
yapar. Akist kullanarak fenotip ve fonksiyonu belirleyebilir ve hatta canli hiicreleri

sralayabiliriz.



2.11.1. Cihazin Temel Bilesenleri

Akim sitometri cihazi

e Sivi akis sistemi (fluidik sistem)

e Isik kaynag (lazer)

el \

Sekil 2.16. Akim Sitometri laboratuar, Aferez iinitesi, Erciyes Universitesi Tip
fakiiltesi, (Cihaz; Beckman Coulter, Navios, 2019)

e Filtreler ve sinyal dedektorleri( optik ve elektronik sistem)
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e (Cihazin verilerini analiz eden bilgisayar ve yazilim programin(soft ware)

bulundugu bilgisayar sisteminden olusur.

Isik Kaynagi

Akig Sistemi Optik Sistem
.
(
Dedektérler
Bilgisayar Sistemi ve
Filtreler

Sekil 2.17. Akim sitometri cihazi temel bilesenleri
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Akis Sistemi: Akiskanlar sistemi, numune akigkaninin enjekte edildigi bir akis hiicresi
icerir. Akis hiicresi, hiicreleri veya parcaciklari tek bir dosyada dar bir kanaldan ve lazer
kesisimine (151k 1511) gececek sekilde tasimak veya hizalamak icin kilif sivisi
gerektirir. Bu hidrodinamik odaklama, bir hiicrenin ayni1 anda lazer sorgulamasiyla

analiz edilmesini saglar. (Sekil 2.18).

Optik Sistem, Dedektorler ve Filtreler: Cesitli filtrelerden, 151k dedektorlerinden ve
genellikle belirli bir frekansta tek bir dalga boyu iireten bir lazer ¢izgisi olan 151k

kaynagindan olusur. Bu parcaciklarin en az bir lazer 1511 icinden gegirildigi yerdir.

sv1 akugt l s1v1 akug
\\\ — / y //
\\ 1
A\ \ /
\ \ 7 / /
\\\\ /’j/ /

Sekil 2.18. Akis sisteminden hiicrelerin tektek gecisi ve lazerin hiicreye odaklanmasi

Lazerler, ultraviyole ile uzak kirmizi arasinda degisen farkl dalga boylarinda mevcuttur
ve degisken gii¢c seviyelerine de sahiptir (foton cikisi / zamani). Lazer 111 ile yapilan
sorgulama, antikorlara konjuge edilmis olan herhangi bir uyumlu fliioresan probu
uyarir.Bu makine tarafindan Olgiilen anahtar parametreler arasinda ileri 151k sacilimi
(FSC), yan 151k sacilim1 (SSC) ve floresan emisyon sinyalleri bulunur. Ileri daginik 151k
(FSC), bir hiicre tarafindan ileri yonde kirilan 1siktir ve 151g1n hareket ettigi ile ayni
dogrultuda devam eder (tipik olarak lazer 1s1nmin ekseninden 20 ° 'ye kadar). Bu sinyal,
ileri sacilma kanali (FSC) tarafindan toplanir ve genellikle parcacik boyutunu
belirlemek icin kullanilir. Genellikle, biiyiik parcaciklar kiiciiklerinden daha fazla ileri
151k sacar ve daha biiyiik hiicrelerin daha giiclii bir sacilma sinyali olur (Sekil 2.19).

Yandan dagmik 151k (SSC), hiicreler tarafindan kirilan ve orijinal yolundan farkli bir
yonde hareket eden (uyarma hattina 90 ° agiyla Olciilen) 1siktir. Genellikle hiicrelerin
graniilerligi ve karmasiklig1 hakkinda bilgi saglar. Diisiik tanecikli ve karmasikliga
sahip hiicreler daha az yan sacilmis 151k iiretirken, yiiksek dereceli i¢ karmasikliga sahip

yiiksek taneli hiicreler (notrofiller gibi) daha yiiksek bir yan sac¢ilma sinyaline neden
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olur. Hiicrelerin sekli ve boyutundan etkilenmesine ragmen, membranlara,
sitoplazmaya, ¢ekirdege vb. karsi daha hassastir. Bu nedenle, ileri ve yandan sacilmis
151k algilamasi kullanilarak hiicre popiilasyonlari, hiicre boyutu ve tanecilligindeki

karakteristik farkliliklara dayanarak siklikla ayirt edilebilir.

Sekil 2.19. Akim sitometride FS,SS goriintiisii,

Ikinci olay ise hiicre popiildsyonlar1 bazen FSC ve SSC'ye dayanarak ayrilabilir, ancak
hiicreler belirli bir proteini eksprese edip etmedikleri ile de ayrilabilir. Bu durumda, bir
florokromlarla genellikle ilgilenilen proteini boyamak i¢in kullanilir. Hedef proteinlerin
tespiti icin kullanilan florokromlar, uyumlu dalga boyunda bir lazer tarafindan
uyarildiktan sonra 151k yayar. Bu florokromlarla etiketli hiicreler veya partikiiller ayr1
ayr1 tespit edilebilir. Her bir florokromlu boya veya etiket tipi, akis sitometri
deneylerinin tasarlanmasi i¢cin 6nemli olan kendi karakteristik uyarma ve emisyon
spektrumuna sahiptir. Giiniimiizde c¢ok cesitli florokromlar bulunmaktadir; 6rnegin,
FITC, PerCP, APC, PE, Cy5.5, Alexa Fluors ve daha fazlasi. Floresan olarak konjiige
edilmis antikorlar, genel olarak akis sitometrik analizi i¢in hiicre iizerindeki spesifik

yapilar etiketlemek i¢in kullamilmustir (Sekil 2.20).

Akim sitometrik analiz, hiicre siispansiyonunun hazirlanmasi, hiicrelerin monoklonal
antikor ile isaretlenmesi, cihazmn kalibrasyonu, orneklerin ¢aligilmasi, verilerin analizi
ve raporlanmasi asamalarini icermektedir. Akim sitometri, florokromla isaretlenmis

hiicreleri siniflaria gore ayiran bir sistemdir.
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Florokromla isaretlenmis

Antikorlar

[

o'l s 1

Huicre yuze antijeni y
i

1

Sekil 2.20. Akim sitometride florokromla isaretlenmesi

Elektronik Sistem: Lazer 1s18indan gecen her hiicre ayr1 bir olay olarak algilanir. Ayrica,
algilanan farkl 151k tiirleri: ileri sa¢ilma, yan sacilma ve belirli floresan emisyon dalga
boylarina ayr1 bir kanal atanir. Bu olaylarin her biri i¢in veriler bagimsiz olarak cizilir

ve iki yontemle gosterilebilir: histogramlar ve nokta grafikleri.

Histogramlar, yogunlugun bir eksende c¢izildigi ve olay sayismin ayri bir eksende
cizildigi tek bir parametreyi karsilastirir. Nokta cizimleri aynmi anda birden fazla
parametreyi karsilastirabilir; burada her olay tek bir nokta olarak goriintiilenir ve iki

veya Ui¢ kanalin yogunluk degerleri ¢esitli eksende gosterili

Akim sitometri cihaz kullanim ve hazirlik ¢alismalari

e (ihazla calismaya baslamadan ortam sicakligi optimum (21-23C%
kosullarda olmalidir.

e (Cihazin sivilar1 ve atik kabi1 kontrol edilmelidir. Atik kab1 bos, iso flow
(sheat fluid) dolu olmalidir.

e Lazer ayarlarinin optimum kosullarda oldugu kontrol edilmelidir (flow
check mean degerleri 2-5 arasindadir) .

¢ (Cihazin temizligi i¢in ¢esitli stvilar verilmelidir. Bu sivilar:
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o Alkol
o Camasir suyu
o Cleanz

o Distile su
2.11.2. Akim Sitometrinin En Cok Kullanildig1 Alanlar

akis sitometrisinde, ¢cok sayida ¢alisma alanma uygun ¢ok sayida teknik ve uygulama
vardr.

e Immiinofenotipleme

e Antijene Ozel Yanitlar

* Hiicre i¢i Sitokin Analiz

¢ (ogalma Analizi

® Apoptozis Analizi

¢ Floresan Protein Analizi

¢ Hiicre Dongiisii Analizi

e Sinyal Iletim Akis1 Sitometrisi

e RNA Akis1 Sitometrisi

¢ Hiicre siralamasi

¢ Mutlak Hiicre Sayimi

e Kantitatif Akisg Sitometrisi

2.11.3. Akim Sitometrinin Immun Fenotiplemede Kullanim

Immiinofenotipleme, akis sitometrisinde en ¢ok kullanilan uygulamadir. Birden fazla
parametre i¢in hiicrelerin karisik popiilasyonlarini es zamanl olarak analiz etmek i¢in
essiz akis sitometrisi yetenegini kullanir. En basit haliyle, bir immiinofenotipleme
deneyi, hiicre yiizeyindeki antijenlere kars1 hedeflenen florokrom-konjuge antikorlarla
boyanmus hiicrelerden olusmaktadir. Bu antijenlerin coguna Insan Lokosit Farklilasma
Atolyeleri tarafindan “farklilagsma kiimesi” numaralar1 veya CD numaralar1 verilmistir,
boylece spesifik hiicresel antijenlere karst yonlendirilen monoklonal antikorlari
tamimlamak icin ortak bir adlandirma kullanilir. Ornegin, CD3 “3 numarali farklilasma
kiimesidir” ve tiim T hiicrelerinde bulunan T hiicresi ortak reseptoriinii tanimlamak i¢in

kullanilir.
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Bagisiklik hiicrelerinin ¢ogu, onlar1 bir hiicre popiilasyonu olarak tanimlayan spesifik
CD markorlerine sahiptir. Bu hiicre markorlerine soy markerleri denir ve her
immiinofenotipleme deneyinde ek analiz icin spesifik hiicre popiilasyonlarini
tanimlamak ic¢in kullanilir. Ornekler T hiicresi markerleri (CD3, CD4, CDS), B hiicresi
markorleri (CD19, CD20), monosit markerleri (CD14, CD11b) ve NK hiicre
markorleridir (CD56, CD161)

ASM ile immunfenotipleme yapmanin
Avantajlari:

e Akis hizina bagl olarak yiiksek hizh analizler (100.000 olay / seg);

e Tekil hiicreleri ve ¢cok sayida hiicreyi olusturur;

¢ Eszamanh analiz ¢coklu parametreler;

¢ Kiiciik popiilasyonlar: tanimlar;

¢ Fluresans yogunluklarinin 6l¢iimii;

e Onceden tanimlanmis hiicre popiilasyonlarinin siralanmas: (70.000 / sn'ye
kadar);

¢ Tasmabilir ekipmanlar

Dezavantajlari:

* “Hiicrelerin ¢evreleriyle olan iliskileri gozlenemez.

* T hiicreden zengin lenfomalarda ufak bir monoklonal B hiicre klonunun tanmmasi
miimkiin olmayabilir.

* T hiicreli lenfomalarin aberan bir antijen (- 6rnegin bir panT hiicre belirleyicinin
kaybi/ azalmas1) bulundurmadiklar siirece taninmasi miimkiin olmaz.

* Aberan bir T hiicre immunfenotipi, her zaman bir malinite gostergesi olmayip;
enfeksiyoz mononukleoz, reaktif dermatoz, enflamatuvar hastaliklarda da
goriilebilir.

* Akis sitometrisi teknigi bu hiicrelerin siv1 akisindan gegirilmesini gerektirdiginden,

analizi sadece hiicre siispansiyon ¢ozeltileriyle sinirlandirir.

* Hodgkin hastaliginda neoplastik hiicre sayisinin az olmasi nedeniyle de tanida
ASM kullanimmin bir yarari olmaz. Dezavantajlar1 nedeni ile ASM sonuglarmin
daima 151k mikroskobu verileri ile birlikte degerlendirilmesi gerekir. Klinik veriler,

molekiiler/sitogenetik caligmalar da verilerin degerlendirilmesinde yardimci olan
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unsurlardir. ASM, morfolojik olarak siiphelenilen ¢esitli hastaliklar1 dogrulamakta,
hastalik alt tiplerinin belirlenmesinde, ayirict tanida secenekleri azaltmada,
kullanilabilir. Baz1 durumlarda morfoloji bilinmese de tanisal degerlendir

yapilabilecegi savunulmaktadir.”



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma; Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TYL
2018-8037 kodlu proje ile desteklenmistir ve Erciyes Universitesi Etik Kurulundan
onay almmistir. Calisma; Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Onkoloji-Hematoloji

Hastanesi Akim Sitometri Laboratuvar’ina, yiiriitiildii.
3.1. Alet ve Ekipman

e Beckman coulter (BC) NAVIOS, 3 LAZER / 10 RENK akim Sitometre Cihazi,
(BC, USA)

e  Vorteks Cihaz1 (Dragon Labs .MX-S ve HEIDOLPH)

e Kalibre edilmis standart pipetler(20 pl, 100 ul, 2 ml)

e 10-100ul otomatik pipet (Gilson, ABD)

e  Pipetor100-1000 ul otomatik pipet (Gilson,ABD)

e Siire Olcer

e  4°2-8°C Buzdolabi (Profilo, Tiirkiye)

e Navios sisteminde kaluza kullanilmaktadir.
3.2. Plastik Sarf Malzemeleri

e 10-100 pl Kalibre edilmis standart pipet uclar1 (ISOLAB)
e 100-1000 pl Kalibre edilmis standart pipet uglar1 (ISOLAB)
e Plastik akim sitometri test tiipleri 12x75 mm

e Siizgec
3.3. Kitler ve Kimyasal Maddeler
Flow sitometrik analiz i¢in yapilan ¢alismada kullanilan kitler ve kimyasal maddeler;

1. Hiicre yikama islemlerinde kullanilan Isoflow (BC, 41116015)
o Disodyum EDTA ... 0,38 g/LL
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o Potastumklorid....................... 0,40g/L

o Monosodyum fosfat .......................... 0,19g/L
o Disodyumposfat ....................o. 1,95g/L

o Sodyumfilorid ...................o.. 0,30g/L

2. Akim sitometre cihazinin giinlik yikama islemlerinde kullanilan Clenz
(BC,8448222)

3. Distile su

4. Optilyse C Lysing Solution (Beckman Coulter, USA)

5. CD31 FITC, CDl146 PC5, CDl144 PE, CD34 ECD/PC7, CDI133PCs,

CD309PC7, (Beckman Coulter, USA)

6. CD45 KO (Beckman Coulter, USA)

3.4. Akim Sitometrik Analiz Uygulamalar
3.4.1. Endotel Hiicrelerin Akim Sitometri ile Tanimlanmasi

Orneklerde lenfoid hiicre dagiimi (T, B, NK) ile ayrica AMLve endotelyal kok
hiicrelerdeki yiizey markirlarin ekspresyon diizeyi ve hiicre sayilar1 hesaplandi.
Calismada, CD31FITC(Clone: 5.6E), CD34 ECD/PC7(Clone: 581), CD144PE(Clone: TEA
1/31), CD309PC7(Clone: KDR-1), CD146 PC5(Clone: TEA 1/34),CD133 APC(Clone:

W6B3C1)markirlar: kullanildi.
3.4.2 Akim Sitometrinin Okuma ve Analiz icin Hazirlanmas

¢ (ihaz butondan agilir

¢ Cytometer on agilir.

e Navios yazilim acilir.

¢ (ihaza yikama tiipleri verilir.

e lazer ayarlarini kontrol etmek amaciyla, cihaz ayar boncuklar1 cihazdan
gecirilir.

¢ (Cihazda Onceden hazirlanmis olan ve her kullamimda optimize edilen hiicre
okuma protokolii / paneli kullanilarak hiicresel verilerin elde edilmesi.

¢ Analiz; elde edilen hiicresel verilerin ilgili program kullanilarak islenmesi analiz

edilmesi sonug¢landirilmasidir.
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3.4.3. Akim Sitometri Ornek Hazirlama islem Basamaklari;

1. Her bir kontrol ve hastadan alman 100 pL kan Ornegi ayr1 akim sitometri test

tiiplerine eklendi.

2. Her bir 0rnek i¢in 2 test tiipii kullanildi. 1. Tiipe; CD31FITC, CD34 ECD, CD144
A750, CD146 PC5,CD309 PC7, markerlar1 5 ‘er pL eklendi. 2. Tiipe ise; CD45 KO,
CD34 PC7, CD38 A750, CD133 PE 5 ‘er UL eklendi. Her bir 6rnek sayisi kadar flow
tiiptinde hazirlandi. Soliisyonun tam karisabilmesi icin iyice vortekslendi. 20 dk

inkiibasyon islemi uygulandu.

3. Her bir 6rnekten alinan 100 pL kan 6rnegi iizerine lizis soliisyonundan 0,5 mL

eklendi ve elde edilen karigim karanlikta 10 dakika inkiibasyona birakildi.

4.  Siire sonunda tiim orneklere 2 mlL hiicre yikama soliisyonu eklenerek oda

sicaklhiginda 1500 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.
5. Ust faz uzaklastirildi. Ayni islem ii¢ kez tekrarlandi.
6. Daha sonra hiicreler bekletilmeden dogrudan akim sitometrede analiz yapildi.

7. Analiz, Beckman Coulter Navios model akim sitometre cihazi ve Kaluza yazilimi

programu kullanilarak yapild.

8.  Kullanilan 2 tiipteki ornekler analiz edilirken uygun dedektor ayarlar1 yapildi.
FL1’ de kompanzasyon sifir olarak secildi ve okuma bir milyon hiicre sayimi ile

yapildi.

9. Akim sitometrik analiz sonrasinda hematopoetik ve endotelyal kok hiicreler

secilerek sayis1 hesaplandi.
10. Kullanilan kontroller icin de ayni islem basamaklar1 kullanildi.

3.4.4. Hasta Ornekleri ve Kontrollerde Endotel Hiicre Sayisimin Akim Sitometri ile

Hesaplanmasi

Bu amagla her bir kan 6rneginden bir milyon hiicre akim sitometri cihazinda saydirildi.
Bu sayidaki hiicre icerinde mevcut olan endotel kok hiicre hiicre orani kapilama

yapilarak say1 olarak hesaplandu.
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Endotel Kok Hiicre Sayisinin Hasta ve Kontrollerde Hesaplanmasi

CD309 hiicre sayisinin hesaplanmasi; Hem hasta hem de kontrol 6rneklerinde ayni
sekilde kapilama yapilip toplam hiicre sayisindan CD309 pozitif hiicre degerleri verildi.
CD45 dim kapilanir. Daha sonra CD34/SS ekranindaki CD34" hiicre alami kapilanip
CD309 /SS grafiinde CD34 kapis1 almip CD34" hiicreler icinden CD309" hiicre degeri

bulunup toplam hiicre sayisina gére deger verildi.

CD146+,CD31" hiicre degerleri hesaplamak i¢in; CD45 dim kapilamir. Daha sonra
CD34/SS ekranindaki CD34" hiicre alan1 kapilanip, CD31+CD146+ ortak pozitif olan

boliimdeki say1 hesaplandi

CD34" hiicre degerleri hesaplamak icin; CD34" hiicre degeri verilirken, CD45 dim
kapilanir ve CD34/SS grafiginde kapisi se¢ildi. Daha sonra CD34/SS ekranmdaki

CD34" hiicre alan1 kapilanip ve toplam hiicre sayisina gore deger verildi.

CD144" CD146+ hiicre degerleri hesaplamak i¢in; CD45 dim kapilanir. Daha sonra
CD34/SS ekramindaki CD34" hiicre alam1 kapilanip, CD144+CD146+ ortak pozitif olan

boliimdeki say1 hesaplandi

CD38-,CD34+ hiicre degerleri icin; CD45 dim kapilanir. Daha sonra CD38- kisim
kapiland1, CD38" hiicreler icinden CD34" hiicre degeri bulunup toplam hiicre sayisina

gore deger verildi.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram ve Q-Q grafikleri ve Shapiro-wilk testi
ile degerlendirildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda nicel degiskenler icin Mann-
Whitney U testi uygulandi. Nicel veriler arasindaki iliski Spearmankorelasyon analizi

ile degerlendirildi. Veriler TurcosaCloud (TurcosalL.tdCo, www.turcosa.com.tr) istatistik

yaziliminda gergeklestirildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Bu calismada AML blastik hiicrelerin karakterizasyonu yapilarak blastlar igerinde yer
alan endotel kok hiicrelerin yontem kisminda belirtilen protokole gore sayimi akim
sitometri yontemi ile yapildi. Bu islem icin blast bolgesinde CD45 dim kapisinda bir
milyon (1x10° hiicrenin akim sitometri cihazindan ge¢mesi ile gerceklestirildi (sekil

4.1).
Blastik hiicrelerden analiz gruplari;
e (CD38- CD34+hiicreler,
e (CD34+/CD133+ hiicreler,
e (CD34+/CD309+ (VEGFR-2) hiicreler,

e (CD34+/CD31+,CD146+ hiicreler ve CD34+/CD146+,CD144+ hiicrelerin bir
milyon hiicre i¢indeki sayisal degerleri kapilama ve analiz islemi ile

bulundu(sekil 4.1).
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AML blastik
hiicre

CD34+=%100

Erken donem Blast
blast CD38+,CD133+ :

"o %40
CD38 () : %0,62 CD38+: %89 6

CD38- CD309+=20
,CD133+=%0,15 hiicre/108 hiicrede

=l CD146+,CD31+=256

=] CD144+CD146+=220

Sekil 4.1. AML blastik hiicrelerinde endotel kok hiicre sayimi ig akis semasi

4.1. Kontrol Grubunun Ozellikleri

Erigkin kontrol grubu 18-71 yas araliginda, median yas1 45 olan, 11’s1 kadin ve 18’1
erkek toplam 24 (periferik kan) + 5 (kemik iligi) kisiden olustu. Kontrol grubunda yas
ve cinsiyet dagilimi Tablo 4,1°de gosterildi. Ayrica kemik iligi 0rnegi analiz edilen
saglikli 5 kisi kontrol grubuna eklendi (Tablo 4.1°de). Kontrol grubunda yer alan
kisilerin tamaminda eslik eden bir hastalik yoktu. Bu grupta endotel kok hiicre sayimi
periferik kan Ornegi ve kemik iligi kullanildi. Kontrol kemik iligi grubunda tanisal

amacli laboratuvara gonderilen ve blast oran1 <%]1 ¢ikan ornekler secildi.
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Tablo 4.1. Saghikl kontrol grubunun yas ve cinsiyet gére dagilimi

Kontrol Ad1 Kullamlan Ornek | Yas Cinsiyet
Kontrol 1 Periferik kan 65 E
Kontrol 2 Periferik kan 62 E
Kontrol 3 Periferik kan 72 K
Kontrol 4 Periferik kan 35 E
Kontrol 5 Periferik kan 35 E
Kontrol 6 Periferik kan 53 E
Kontrol 7 Periferik kan 45 K
Kontrol 8 Periferik kan 57 E
Kontrol 9 Periferik kan 55 E
Kontrol 10 Periferik kan 32 E
Kontrol 11 Periferik kan 45 E
Kontrol 12 Periferik kan 53 E
Kontrol 13 Periferik kan 36 E
Kontrol 14 Periferik kan 62 K
Kontrol 15 Periferik kan 40 K
Kontrol 16 Periferik kan 63 E
Kontrol 17 Periferik kan 55 E
Kontrol 18 Periferik kan 67 E
Kontrol 19 Periferik kan 72 K
Kontrol 20 Periferik kan 31 K
Kontrol 21 Periferik kan 74 E
Kontrol 22 Periferik kan 69 E
Kontrol 23 Periferik kan 63 E
Kontrol 24 Periferik kan 47 K
Kontrol Ek Grubu

Kontrol 25 Kemik iligi 43 K
Kontrol 26 Kemik iligi 76 E
Kontrol 27 Kemik iligi 59 K
Kontrol 28 Kemik iligi 54 K
Kontrol 29 Kemik iligi 37 K

4.2. Kontrol Grubunda Akim Sitometri ile Hiicre Yiizey Ekspreyon Analiz ve

Endotel Kok Hiicre Miktarmn Olciilmesi

Bu calismada yontem kisminda belirtilen protokole gore blastik hiicrelerde yiizey
ekspresyon analizi ile CD133, CD34 ve CD38 ekspresyonlar1 dl¢iildii. Ayrica iliskili
yiizey markirlar1 kullanilarak endotel kok hiicre sayimmi yapildi. Sayim isleminde blast
bolgesine (CD45 Dim kapist) kapilama yapilarak akim sitometride bir milyon (1x10°)
hiicre ge¢mesi beklendi. CD309+ (VEGFR-2) hiicreler, CD31+,CD146+ hiicreler
veCD146+/CD144+ hiicrelerin, bir milyon hiicre i¢indeki sayilar1 bulundu.
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Toplam 29 kontrolde bir milyon hiicre saydirilarak sekil 4.2’de gosterildigi gibi
kapilama ile analiz yapilarak elde edilen hiicre sayilar1 tablo 4.2 ve tablo 4.3 de

listelendi.

CD45 KO / S5 INT
003 5
i
e
a®
1 _ams
L2 ]
CD45 KO0

ES N

CD34 ECD / S5 INT
000

i 4 a8
—l < D4 ECD
T comase / \

SSINT

€34 BCT /55 T CD309PC7 7 SSINT ..a_COBMFITC / CD146PCS 1u5.,CO146PCS / CO144 PE
- 2 2000 o 0
s "w IN "%
E 2 s "
g™ £ w $w 3w
- w a o
- o >
2, "
=
s P g = e e Yt Yt e

CO3AITC CD146PCS
o34 507

i C0309C7 "
SekilD SekilE Sekil F

Sekil 4.2. Endotel kok hiicrelerin akim sitometri ile analizive kapilama stratejisi

sekil A: CD45 Dim bolgesi sekil B: CD38- hiicre bolgesi, sekil C CD34+ hiicre
bolgesi, sekil D: 16semik kok hiicre sayisi, sekil E: CD309+ hiicre sayisi, sekil F:
CD31+,CD146+ sayist sekil G: CD146+,CD144+ sayist
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Tablo 4.2. Kontrol grubunda akim sitometri ile analiz sonucu bir milyon hiicre
icerindeki endotel kok hiicre sayilari

CD146 ve CD144 ortak
Hasta Adi . CD309+ CD31+,CD146+
Kontrol 1 9 6 10
Kontrol 2 38 2 40
Kontrol 3 12 4 13
Kontrol 4 16 10 25
Kontrol 5 13 9 14
Kontrol 6 32 20 30
Kontrol 7 36 10 38
Kontrol 8 26 26 28
Kontrol 9 32 14 35
Kontrol 10 14 5 15
Kontrol 11 6 1 6
Kontrol 12 7 3 7
Kontrol 13 6 3 6
Kontrol 14 11 5 11
Kontrol 15 5 2 5
Kontrol 16 8 4 8
Kontrol 17 4 5 4
Kontrol 18 40 24 40
Kontrol 19 6 3 6
Kontrol 20 2 3 2
Kontrol 21 30 8 30
Kontrol 22 8 7 8
Kontrol 23 10 6 10
Kontrol 24 10 8 10
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Tablo 4.3. Kontrol ek grup (kemik iligi) da bir milyon hiicre icerindeki endotel kok
hiicre sayilart.

Kemik 1ligi CD146 ve CD144 CD31,CD146 ortak
CD309 +

Kontrol ortak + +

Kontrol 25 61 55 60

Kontrol 26 53 51 58

Kontrol 27 63 55 65

Kontrol 28 64 53 61

Kontrol 29 60 50 62

Hiicre sayiminda kullanilan kapilama islem basamaklari;
¢ A: Hiicreler once CD45 kapisina alinir.
¢ B: Secilen hiicrelerde CD38- kapisinda bulunan hiicrelerin sayimi yapild.
e (C: Secilen hiicrelerde CD309+ kapisinda bulunan hiicrelerin sayimui yapildi.

e D: Secilen hiicrelerde CD144+,CD146+ ortak pozitif kapisinda bulunan

hiicrelerin sayimi yapild.

e E. Secilen hiicrelerde CD31+,CD146+ ortak pozitif kapisinda bulunan

hiicrelerin sayimi yapild.
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4.3. Akut Miyeloid Losemilerin Akim Sitometre ile Karakterizasyonu
4.3.1. AML Hastalan ve Ozellikleri

Calismaya kemik iligi Orneginde akim sitometrik immiin fenotiplendirmede %50 ve
tizeri blastik hiicreye rastlanan 24 eriskin yeni tant AML hastas1 dahil edildi (tablo 4.4).
AML hastalarinin 16’s1 23-70 yas araliginda ve medyan yast 45 olan kadin hasta, 8’1
medyan yas1 51,1 olan erkek hasta idi. Hastalarin yas, cinsiyetleri ve yasam durumlari
tablo 4.4 gosterildi.

Tablo 4.4. Calismaya dahil olan AML hastalarin yas, cinsiyet ve yasam durum listesi

Hasta Adi Yas Cinsiyet Blast Yiizdesi Yasam
Hasta 1 93 K %90 o}
Hasta 2 23 E %90 Y
Hasta 3 43 K %85 o}
Hasta 4 53 K %98 o}
Hasta 5 27 K %75 Y
Hasta6 64 E %65 Y
Hasta 7 65 E %65 Y
Hasta 8 40 K %90 o}
Hasta9 66 K %80 o)
Hasta 10 45 E %55 o}
Hasta 11 66 E %55 Y
Hasta 12 44 K %90 o}
Hasta 13 21 K %75 Y
Hasta 14 47 K %58 o}
Hasta 15 28 K %60 Y
Hasta 16 42 E %90 Y
Hasta 17 60 K %88 o}
Hasta 18 31 K %80 o}
Hasta 19 45 E %75 Y
Hasta 20 33 K %50 Y
Hasta 21 59 E %93 Y
Hasta 22 42 K %89 ¢}
Hasta 23 59 K %60 Y
Hasta 24 71 K %98 o}

O: Oli K: Kadin, E: Erkek,
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4.3.2. AML Hasta Orneklerinde Blastik Hiicrelerin Akim Sitometri ile

Karekterizasyonu

Calismaya dahil edilen ve AML tanis1i alan 24 hastada akim sitometri ile AML
panelinde fenotiplendirme yapildi. AML panelinde CD117, CD13, CD33, MPO, HLA-
DR antikorlar1 yer aldi (Sekil4.3). Bu antikorlarla blastik hiicre grubundaki yiizey

ekspresyonlari tablo 4.5 te verildi.

CD45 KO / S5 INT

B

g Sekil A

MPO PE / 55 INT ., CO34 PCT 7 CD117 A750 1ss. HLADRPB / CD33 PCS ., HLADRPS / CD13 APC
o Tt e - 88.20% TIN- 1N 1 60.36% o
1.71% 2.
J § “w o
0 = 2 o
{:‘ o
TP Mes 1 0.17%
9.72% |
4 w > ¥ » w » w 2 9 > "
MPO PE CD34 PCT HLADRPB HLA DR P38
Sekil B Sekil C SekilD SekilE

Sekil 4.3. AML hasta 6rneginde akim sitometri ile immiin fenotiplendirme,

A: CD45 bolgesi Sekil B: MPO- goriintiisii Sekil C CD34+,CD117+hiicre orani, Sekil D: CD33+,HLA
DR-+hiicre orani, Sekil E: CD13+,HLA DR-+hiicre orani,
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sitometri ile

karekterizasyonu

Hasta Ad1 CD117 CD13 CD33 MPO HLA DR
Hasta 1 %90 %90 %90 Negatif %90
Hasta 2 %90 %90 %90 Negatif %5
Hasta 3 Negatif %85 %85 Negatif %50
Hasta 4 %98 %98 %98 %98 %40
Hasta 5 %75 %75 %75 %75 %20
Hasta6 %65 %65 %65 %65 %65
Hasta 7 %065 %65 %65 Negatif %65
Hasta 8 %80 %80 %80 Negatif %5
Hasta 9 %80 %80 %80 %80 %15
Hasta 10 %55 %55 %55 %55 %40
Hasta 11 %55 %55 %55 %55 %55
Hasta 12 9090 9090 9090 Negatif Negatif
Hasta 13 %75 %75 %75 %75 %75
Hasta 14 %58 %58 %58 %58 %58
Hasta 15 9060 9060 9060 Negatif Negatif
Hasta 16 %90 %90 %90 %60 Negatif
Hasta 17 %88 %88 %88 % Negatif
Hasta 18 Negatif %80 %80 Negatif %5
Hasta 19 %75 %75 %75 %45 Negatif
Hasta 20 %40 %72 %72 %40 %10
Hasta 21 %60 %93 %93 %45 Negatif
Hasta 22 %30 %90 %90 %90 Negatif
Hasta 23 Negatif %60 %60 %60 Negatif
Hasta 24 %60 %90 %90 %90 %4
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4.4. Hasta orneklerinde (AML Blastlarda) Losemik Kok Hiicreler (CD38-,CD34+
Hiicre) ve CD133+ Ekspresyon Durumu

24 hasta 6rneginde (CD38-,CD34+ hiicre) Losemik kok hiicre sayis1 6l¢iildii. Medyan
deger 61,5-1550 hiicre araliginda medyan deger 610 olarak bulundu (Tablo 4.6)

Tablo 4.6. Hasta Orneklerinde blastlardaki bir milyon hiicre igerisindeki
CD34+,CD133+ hiicreler ve 16semik kok hiicre sayis1 (CD38-,CD34+)

Hasta Adi CD34 CD133 CD38-CD34+
Hasta 1 %90 %60 1300
Hasta 2 %90 %60 1400
Hasta 3 %85 %70 4400
Hasta 4 %98 %90 1400
Hasta 5 %75 %70 668
Hasta6 %65 %48 2200
Hasta 7 %50 %48 1880
Hasta 8 %80 %55 640
Hasta 9 %65 %50 180

Hasta 10 %51 %45 146
Hasta 11 %50 %40 992
Hasta 12 %30 %24 1600
Hasta 13 %40 %4 1852
Hasta 14 %50 %46 1800
Hasta 15 %25 %23 500
Hasta 16 %5 %2 8
Hasta 17 %10 %6 52
Hasta 18 %2 %2 90
Hasta 19 %8 %7 12
Hasta 20 %2 %2 140
Hasta 21 %2 %1 40
Hasta 22 %2 %2 580
Hasta 23 %2 %2 50
Hasta 24 %2 %2 24




58

Calismaya dahil edilen 24 hastada blastik hiicre karekterizasyonu sonucunda CD34+1igi
%3-%100 Araliginda bulundu (Tablo 4.5). Orneklerde medyan CD34 ekspresyonu
%40,7 ve CD133 ekspresyonu %31,5 bulundu. Ayrica her 6rnek i¢in yapilan korelasyon

analizinde Sekil 4,4’te ise 1 nolu hastanin akim sitometrik analiz sonuglar1 6rnek olarak

gosterildi.
CD45 O / S INT
1W< ] A
i I
-
' l
— 04
St B
4 a0+ I‘.
lll‘
204 \
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/ v
(_:,“ e "

¥k ¥ 8 B

2 - v
(03 HTC (22 oW

Sekil 4.4. CD45 Dim de yerlesik blastlardaki CD34+ ve CD133+ oraninin hesaplanmasi

ve CD38-,CD34+ hiicre sayisinin analiz yontemi
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Hasta grubunda, 6lciilen CD34+,CD133+, hiicrelerin oransal karsilastirilmasi ve CD34+
, CD133+ oranlar1 arasinda pozitif yonlii baglant1 oldugu gozlendi (p<0.001) (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Blastik hiicrelerde elde edilen CD34+ ve CD133+ hiicre yiizdeleri korelasyon

analizi

AML Blastlarda Losemik Kok Hiicre (CD38-,CD34+) ve CD133+ Ekspresyon

Durumu

Blastik hiicreleri analiz edilen 24 hastada blast icerisinde yer alan erken donem kok
hiicre karekterizyonu yapildi. (CD38-,CD34+) sayilarinin, CD133+ yiizdeleri arasinda
giiclii, pozitif yonlii ve istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon vardir.(Sekil 4.6)

(p<0.001).
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Sekil 4.6. Blastik hiicrelerde (CD38-, CD34+), CD133+ ekspresyon durumu

AML Blastlarda Losemik Kok Hiicre (CD38-,CD34+) ve CD34+ Ekspresyon

Durumu Arasindaki fliskinin Gosterilmesi

Blastik hiicreleri analiz edilen 24 hastada blast icerisinde yer alan erken donem kok
hiicre karekterizyonu yapildi. (CD38-, CD34+) sayilarinin, CD34+ yiizdeleri arasinda
giiclii, pozitif yonlii ve istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon vardir (Sekil 4.7)

(p<0.001).

Sekil 4.7. Blastik hiicrelerde (CD38-, CD34+) ve CD34+ ekspresyonu.



61

4.5. AML BlastlardaEndotel Kok Hiicre Sayisinin Hesaplanmasi

Hasta grubunda, CD34+ kapilamalar yapilarak olciilen CDI133+, CD309+,
CD31+/CD146+, CD146+/CD144+, hiicrelerin sayisal degerleri Tablo 4.6’de gosterildi.

Sekil 4.8’de ise 2 nolu hastanmn akim sitometrik analiz sonuglar1 Ornek olarak

gosterilmistir.

Toplam 24 hastada blastlardan bir milyon hiicre saydirilarak Sekil 4.8 gosterildigi gibi
analiz yapilarak elde edilen sayilar tablo 4.6 da listelendi.

CO45 KO 7SS T

ST

Sekil 4.8. Endotel kok hiicrelerin akim sitometri ile analizi ve kapilama stratejisi.

Sekil A: CD45(Dim) deki blast bolgesi Sekil B: CD34+ Hiicre Bolgesi Sekil C:
Blastlardaki CD309+ hiicre sayisi, Sekil D: Blastlardaki CD144+,CD146+, Sekil E:
Blastlardaki CD146 +,CD31+ hiicre sayisi,
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Kapilama stratejisinde kullanilan islem basamaklari;

A: Hiicreler 6nce CD45 Dim blasta kapis1 almir.

B: Secilen blastik hiicrelerde CD34+ hiicrelerin kapis1 alindi.

C: Secilen blastik hiicrelerde CD309+ kapisinda bulunan hiicrelerin sayimi yapildi.

D: Secilen balastik hiicrelerde CD144+,CD146+ ortak pozitif kapisinda bulunan

hiicrelerin sayim yapild.

E. Secilen balastik hiicrelerde CD31+4,CD146+ ortak pozitif kapisinda bulunan

hiicrelerin sayimi yapild.

Tablo 4.7 Blastik hiicrelerde endotel kok hiicre sayim sonuglari

Blastalarda endotel kok hiicre sayis1 1x10° hiicre
Hasta CD146+CD144+ CD309+ CD31+CD146+
Hasta 1 40 135 45
Hasta 2 20 48 62
Hasta 3 52 67 63
Hasta 4 135 95 110
Hasta 5 92 80 98
Hasta 6 50 60 40
Hasta 7 430 300 420
Hasta 8 230 430 240
Hasta 9 50 124 47
Hasta 10 60 74 46
Hasta 11 224 192 64
Hasta 12 140 116 132
Hasta 13 6 26 8
Hasta 14 1080 420 1630
Hasta 15 1000 650 650
Hasta 16 40 40 65
Hasta 17 10 20 34
Hasta 18 960 450 900
Hasta 19 30 108 99
Hasta 20 44 88 126
Hasta 21 22 56 20
Hasta 22 84 60 62
Hasta 23 70 170 160
Hasta 24 88 64 80
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¢ Endotel Kok Hiicrelerde (CD309+) ve (CD146+ CD144+) Hiicre Sayilarim

Karsilastirilmasi

Blastik hiicreleri analiz edilen 24 hastada blast icerisinde yer alan endotel kok hiicre
karekterizyonu yapildi. Endotel kok hiicre grubunda yer alan hiicrelerde CD309+ ile
C144+,CD146+ hiicre sayilar1 arasinda giiclii, pozitif yonlii ve istatistiksel olarak
anlaml bir korelasyon vardir (Sekil 4.9) (p<0.001).

Sekil 4.9. Blast icerindeki endotel kok hiicrelerde (CD309+) ve (CD146+ CD144+)
hiicre hiicre sayilarini karsilagtiriimasi
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e Endotel Kok Hiicrelerde (CD31+CD146+) ve (CD146+CD144+) Hiicre

Sayillarim Karsilastirilmasi

Blastik hiicreleri analiz edilen 24 hastada blast icerisinde yer alan endotel kok hiicre
karekterizyonu yapildi. (CD31+CD146+), (C144+,CD146+) sayilar1 arasinda lineer bir
baglantinin oldugu gosterildi (Sekil 4.10) (p<0.001).

Sekil 4.10. Blast icerindeki endotel kok hiicrelerde (CD31+CD146+) ve
(CD146+CD144+) hiicre sayilarini karsilastirilmasi
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e Endotel Kok Hiicrelerde (CD31+CD146+) ve CD309+ Hiicre Sayilarim

Karsilastirilmasi

Blastik hiicreleri analiz edilen 24 hastada blast icerisinde yer alan endotel kok hiicre
karekterizyonu yapildi. (CD31+CD146+), ile CD309+ sayilar1 arasinda lineer bir
baglantinin oldugu gosterildi (Sekil 4.11) (p<0.001).

)14¢

Sekil 4.11. Blast icerindeki endotel kok hiicrelerde (CD31+CD146+), CD309+ hiicre
sayilarini karsilastirilmasi
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4.6. Hasta ve Kontrol Orneklerindeki Endotel Kok Hiicre Sayisimn
Karsilastirilmasi

e (CD146+CD144+ Endotel Kok Hiicre Sayisinin Hasta ve Kontrollerde

Karsilastirilmasi

24 hasta 6rneginde CD146+CD144+ endotel kok hiicre sayis1 6l¢iildii. Medyan deger
40-203 hiicre araligindamedyan deger 65 olarak bulundu.

24 kontrol 6rneginde CD146+CD144+ endotel kok hiicre sayist hesaplandi 6,3-29
hiicre araliginda medyan deger 10,5 olarak bulundu (Sekil 4.12) (p<0.001).

Degerler Aykir degerler

Sekil 4.12. Hasta ve kontrol 6rneklerindeki endotel kok hiicre (CD146+CD144+ hiicre)
say1sinin karsilastirilmasi
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(CD309+ hiicre) Endotel Kok Hiicre Sayisinin Hasta ve Kontrollerde
Karsilastirilmasi

24 hasta orneginde CD309+ endotel kok hiicre sayisi 6lgiildii. Medyan deger 60-186
hiicre araliginda medyan deger 91,5 olarak bulundu.

24 kontrol orneginde CD309+ endotel kok hiicre sayisi hesaplandi 3-9,8 hiicre
araliginda medyan deger 5,6 olarak bulundu (Sekil 4.13) (p<0.001).

ler (CD309

Degerler Aykir degerler

Sekil 4.13. Hasta ve kontrol 6rneklerindeki endotel kok hiicre (CD309+ hiicre)

sayisinin karsilastirilmasi
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e (CD31+CD146+ hiicre) Endotel Kok Hiicre Sayisinin Hasta ve Kontrollerde

Karsilastirilmasi

24 hasta 6rneginde (CD31+CD146+ hiicre) endotel kok hiicre sayis1 dl¢iildii. Medyan
deger 46,3-153 hiicre araliginda medyan deger 73,0 olarak bulundu.

24 kontrol 6rneginde (CD31+CD146+ hiicre) endotel kok hiicre sayist hesaplandi 6,25-
29,5 hiicre araliginda medyan deger 10,5 olarak bulundu (Sekil 4.14) (p<0.001).

46.)

(CD31.CD1

Degerler Aykin degerler

Sekil 4.14. Hasta ve kontrol 6rneklerindeki endotel kok hiicre (CD31+CD146+ hiicre)

sayisinin karsilastirilmasi
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4.7. Endotel Kok Hiicre Sayilarinin Blastlarda ve Kontrollerde Karsilastirilmasi,

Calismamizda endotelyal kok hiicre ve endotel hiicre belirtecleri olarak tanimlanan
(CD146+,CD144+ ), (CD314+CD146+) ortak pozitigiligi hiicre sayilar1 hasta grubunda
anlamli olarak yiiksek bulundu. Bunun yaninda yine CD 309+ karakterli Onciil
hiicrelerin sayist anlamli olarak yiiksek bulundu (Tablo 4.9).

Tablo 4.8 Hasta ve kontrol gruplarinin karsilagtirilmasi

GRUP
Endotel Kok Hiicre "
Selfrelr HASTA(N) KONTROL(N)
CD146+,CD144+ 65.0(40.0-203.0) 10.5(6.3-29.0) <0.001
CD309+ 92.0(60.0-187.0) 6.0(3.0-10.0) <0.001
CD146+CD31+, 73.0(47.0-153.0) 11.0(6.3-30.0) <0.001

4.8. Kontrol Grubundaki Endotel Kok Hiicrelerin Aralarindaki Korelasyonun

Degerlendirilmesi

Calismamizda kontrol grubunda yer alan 24 kisinin endotel kok hiicre ve endotel hiicre
belirtecleri olarak tanimlanan (CD146+,CD144+ ), (CD31+CD146+) ortak pozitifligi
olan CD 309+ hiicre sayilar1 sayilar1 arasinda pozitif yonlii liner bir baglanti istatistiksel

olarak gosterildi (Tablo 4.10) (Sekil 4.16) .
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Tablo 4.9. Kontrol Grubundaki Endotel Kok Hiicrelerin Aralarindaki Korelasyonun

Degerlendirilmesi
1 g CD146+, CD31+, CD309+
Endotel kok hiicre CD144+ CD144+
Belirtegleri
CD146+, 1 0.998** 0,672%*
CD144+
CD31+, 0.998** 1 0,659**
CD144+
CD309+, 0,672%* 0,659** 1
[ 25%~75% “
50 - ‘ T Range within 1.5IQR
— Median Line
Mean

=0 |_+_Outliers.

% 0]

= bs

S 20+ .

=

2

[=]

2 104

w

CD146+CD144+

CD309+

CD31+4CD146+

Sekil 4.15. Kontrol grubu EKH’in karsilastirilmasi
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4.9. Hasta Grubunda Endotel Kok Hiicrelerin Aralarindaki Korelasyonun

Arastirilmasi

Calismamizda hasta grubunda yer alan 24 kisinin endotel kok hiicre ve endotel hiicre
belirtecleri olarak tanimlanan (CD146+,CD144+ ), (CD31+CD146+) ortak pozitifligi
olan CD 309+ hiicre sayilar1 sayilar1 arasinda pozitif yonlii liner bir baglantr istatistiksel

olarak gosterildi (Tablo 4.11) (Sekil 4.17).

Tablo 4.10. Hasta grubundaki endotel kok hiicre gruplar1 aralarindaki korelasyonun
degerlendirilmesi

1 poes CD146+, CD31+,
Endotel kok hiicre CD309+
Belirtecleri CD144+ CD144+
CD146+,
1 0.798** 0.7927%*
CD144+
CD31+,
0.798%** 1 0.770%*
CD144+
CD309+,
0.792** 0.770%* 1
25%~75%
2000 - 1 Range within 1.51QR
— Median Line
5 Mean
= 1500 + Outliers
E 1000 - :
E
S—g 500 4 o . .
R
-500

T T T
CD146+4CD144+ CD309+ CD31+4CD146+

Sekil 4.16. Hasta grubu EKH’in karsilastirilmasi
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4.10. Hasta Orneklerinde Losemik Kok Hiicre Sayisinin Degerlendirilmesi (CD38-
,CD34+ hiicre)
24 hasta 6rneginde (  CD38-,CD34+ hiicre) 16semik kok hiicre sayist dlciildii. Medyan

deger 61,5-1550 hiicre araliginda medyan deger 610 olarak bulundu (p<0.001) (Sekil
4.15).

Degerler Aykin degerler

Sekil 4.17. Hasta 6rneklerinde 16semik kok hiicre (CD38-,CD34+ hiicre) sayisinin
goruntiisii



5. TARTISMA VE SONUC

Akim sitometre ile immiin fenotiplendirme AML tanisinda, subtiplendirmesinde ve
blast yiizdesinin belirlenmesinde altin standart bir yontemdir. Dolasimdaki endotel kok
hiicrelerin tanimlanmasi i¢in akim sitometri ile endotel kok hiicreye yonelik panel
hazirlanarak analiz yapilir. Bu amagla AML panel antikorlar1 disinda CD309
(VEGFR2), (anti-KDR), CD146, CD144, CD31 gibi endotel kok hiicre yiizey
markirlarina  0zgiin  antikorlarin ~ kullanimi  ile EKH sayis1 %  olarak
hesaplanabilmektedir. EKH damarlanmada gorevi olan, mezoderm kokenli kok hiicreler
olarak kabul edilir (Hiratzka LF, Bakris GL, Beckman JA, et al., 2010 ). EKH’ler kemik
iliginde olgunlasip, dolasima c¢ikarak vaskiiler hasarm oldugu bolgelerde yogunlasip
hasarin tamir edilmesinde ve damarlanmasmin gelisiminde 6n planda rol alirlar (Ferrara
N. 2000). EKH’ler matiirasyonunu tamamlaymca kemik iliginden ayrilarak periferik
dolasimda endotel hiicrelere doniisebilirler (Peichev M, Naiyer A J, Pereira D, et al.,
2000). Ayrica, endotel kok hiicrelerin kanser doku metastazlarinda rol aldigi

bilinmektedir (Konukoglu D, Turhan S. M. 2005).

AML hematoporetik bir kok veya progenitor hiicrede mutasyonlar ile karakterize hem
proporatif, difonksiynel ve olgunlagsmamis miyoloid hiicrelerin birikiminde gelisen bir
kemik iligi kanseridir. AML sonucu olusan anormal blastik hiicreler nihayetinde kemik
iligi gibi hematopoetik nislere hiilkmeder ve anormal diizeyde periferal kan sayimina

neden olurlar (Sargin D. 2003).

Bu c¢alismada AML hastalarindaki metastaz egiliminde etkin oldugu diisiiniilen endotel

kok hiicrelerin AML blastik hiicresi icerinde ytizdesi arastirild.

Arastirmamizda elde edilen bulgularin hastaliga 6zgii oldugunun gosterilmesi i¢in hasta
grubundan elde edilen verilerin saglkli kontrol grubuyla karsilastirilmas: yapildi.
Literatiirde saglikli kontrol hastalarindaki EKH sayilarina iliskin ¢aligmada; Sibal ve
arkadaslar1 ise CD34+ hiicre sayisin1 418 (242—853)/103 hiicre ve CD34+VEGF-R2+
hiicre sayisin1t 14 (6-48) /10° hiicre olarak tespit etmislerdir (Sibal L, Aldibbiat A,
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Agarwal S, et al. 2009). Bizim caligmamizda kontrol grubunun her 10° hiicre sayiminda,
CD144+CD146+ ortak pozitif hiicre sayist 10.5 (6.3-29.0) iken, CD309 + hiicre sayis1
6.0 (3.0-10.0), CD31+/CD146+ hiicre sayisi ise 6.0 (3.0-10.0) olarak bulundu.

10° hiicre icerindeki EKH sayis1 | Bizim kontrol grubu | Sibal ve  arkadaslarmin

kontrol grubu (

CD34+CD309+ 6.0 + (3.0-10.0), 14+ (6-48)
(VEGF-R2)

Literatiirdeki kontrol gruplarinda EKH sayilarindaki bu farkli veriler EKH sayilarinin
bir¢cok faktorden etkilendigini farkli 6zelliklerdeki popiilasyonlarda farkli degerlerle
karsilagilabilecegini gostermektedir. Biz calismamizda periferik kandan 24 kontrol
kisisi ve kemik iligi 6rnegi olarak 5 kisi (blast oran1 %<1) olan kontrol olarak dahil
edildi.

Timor hiicreleri gibi 16semi hiicrelerinin  kemik iligindeki EKH bagi oldugunu
gosterilmektedir. Klinik olarak AML’1i hastalarin kemik iliginde anjiogenez ve EKH
artiy oldugu bildirilmistir. Hussong ve dig. 20 kontrol ile karsilastirdiginda tedavi
edilmemis AML’li 20 hastada vaskiiler yapiya yonelik markir kullanarak yaptiklar:
kemik 1iligi biyopsileri markir yogunlugunu olgtiiler. AML olan hastalarmm vaskuler

markir ekspresyonunda anlamli sekilde artis oldugunu gosterdiler (JW Hussong, 2000).

Calismamizda hasta ve kontrollerden elde edilen Orneklerde EKH sayisal Olctimii
(CD144, anti-Vascular Endothelial Cadherin), CD133, CD31, CD34, CD309, CD146,
CD45 gibi markir taramas: yapildi. Hasta grubunda CD146+, CD144+ EKH sayis1 65.0
(40.0-203.0) kontrol grubunda 10.5 (6.3-29.0) olarak bulundu. Calismamizda hasta ve
kontrol grubu arasinda CD146+/CD144+ hiicre sayist yoniinden istatistiksel olarak
anlamlhi bir fark oldugu anlasildi (p<0.001). Hasta grubu CD309+ EKH sayis1 92.0
(60.0-187.0) kontrol grubunda ise 6.0 (3.0-10.0) olarak bulundu. Hasta ve kontrol
grubunda CD309+ EKH sayis1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
anlasildi (p<0.001). Yeni tam1 almis, tedavi edilmemis AML hastalarinda kontrol
hastalarina kiyasla belirgin bir sekilde EKH sayisinda artis oldugu gosterildi (Tablo
4.7).

Hasta grubu CD34+, CD31+, CD146+ hiicre sayist 73.0 (47.0-153.0) iken kontrol
grubunda 11.0 (6.3-30.0) olarak bulundu. Caligmamizda hasta ve kontrol grubunda
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CD34+, CD31+, CD146+ hiicre sayist arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu anlasild1 (p<0.001).

EKH tamimlamasinda ii¢ yaklasim one ¢ikmaktadir (Yoder MC. 2009). ilk yaklasim
vitro kiiltiir yontemidir ve dolasimdaki mononukleer hiicrelerin izole edilerek, cesitli
endotelyal biiylime faktorii iceren fibronektin ile kapli plaklara ekilmesi elde edilen
hiicreler analiz edilir. Tkinci yaklasim in vitro kiiltir ortammda koloni olusturan
hiicrelerin sayilmasi esasma dayanir. Uciincii yontem ise monoklonal antikorlarin
kullanim1 ile akim sitometride EKH sayisinin akim sitometri ile sayilmasidir. Bu
yontemlerden {igiinciisii olan akim sitometri yontemi ile kisa siirede dolasimdaki EKH
miktar1 ve % si Olgiilebilir. Peichev ve arkadaslar1 CD34+, CD133+, VEGFR-2+
markirlar1 ile EKH hiicrelerini gostermistir (Pedchew M, et al, 2000). Sonraki
caligmalar da ayn1 markirlar1 tasiyan hiicrelerin dolasimdaki EKH tamimladigini
gostermistir (Padro T, 2000). Bizim ¢aliygmamizda bu antikorlara ek olarak (CD31+
CD146+), (CD144+ CD146+) paneli kullanild1 ve ortak pozitiflikleri arasinda anlamli
lineer bir baglanti oldugunu gosterdik ( Tablo 4.9). Boylece degisik kapilama ve
antikorlarla EKH hiicrelere ulasabilecegimizi gosterdik ve optimum analiz paneli

olusturmak icin yeni kapilama yontemleri gelistirdik (Tablo 4.8).

Calismamizda elde ettigimiz diger bir veri blastlardaki CD133 diizeyi ile ilgilidir.
Akut 16semili olan ¢ocuklarda CD34+ blastlardaki CD133 ekspresyonunun, tedaviye
yanit ve hastalik prognozu iizerindeki etkisi 30 AML ve 30 ALL hastasinda Misirda
yapilmistir. Sonuclarda CD133 diizeyi sirasiyla AML de %66.7 ve ALL hastalarinda
%40 olarak gosterildi. AML'de niikks veya Olim olan hastalarin  %80'inde
CD133 ekspresyonu ortalama diizeyin iizerinde oldugu bildirilmistir (Elgendi, Hoda
Mohammed, et al., 2010). Bizde yaptigimiz calismada CD34+ hiicrelerin %70’1
CD133+ hiicrelerin olusturdugu gozlemledik. Ancak c¢alismamizin alani klinik izlemi
kapsamadig: i¢in tedavi ve takip datalarma erigemedik. Klinik caliymalara 6n asama
olabilecek caligmamiz blastlarda CD34 ve CDI133 oranlar1 arasmnda pozitif yonlii

baglant1 korelasyon oldugu gézlendi.

Bonnet ve Dick adl arastiricilar ise LKH nin CD34+ CD38- yiizey markerlarma sahip
oldugunu gozlemlemislerdir. LKH nadirdir, fakat bu hiicreler 16semi olustururlar. HKH
ile LKH arasinda hiicre yiizey belirtegleri, apoptotik mekanizma ve kendisini yenileme

yoniinden farkliliklara sahiptirler. Yapilan son ¢aligmalar, kemoterapi tedavisinin ve
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ardindan niiksiin bir fonksiyonu olarak LKH frekansinda c¢arpici bir artig
gostermistir. Tan1 konulan ve konvansiyonel kemoterapiden sonra niiksetmeyi takiben
hastalardan eslestirilmis ornekler kullanarak, bu caligmalar niiksetme swrasinda LKH
frekansinda 10-100 kat artis gostermislerdir (Padro T, 2000 Bonnet D, Dick JE 1997).
EKH ile LKH arasinda anlamli bir baglant: elde edemedik.

Hasta orneginde CD38-CD34+ 16semik kok hiicre sayis1 610 (61,5-1550) bulundu. Bu
deger AML blastlarin %0.06 s 16semik kok hiicrenin olusturdugunu gosterdi.

Sonu¢ olarak calismamiz ile AML kemik iligi blast 6rneklerinde %0.06 oraninda
16semik kok hiicre oldugu ve %0.009 EKH oldugunu anlasildi. Bu veriler 1s181nda AML

orneklerinde prognoz izlemi miimkiin olabilir.
Sonug olarak;

e (CDI133+ hiicre oram ile CD34+ hiicre oran arasinda pozitif yonlii iliskinin
oldugunu gozlemledik

e Endotel kok hiicre sayisina erisimde degisik kapilama yontemleri ile sonuca
ulagilabilecegi gosterdik,

e Blastlardaki endotel kok hiicre sayisi, kontrol grubuna oranla sayisindan daha
fazla oldugunu gozlemledik,

e Ayrica losemi olusumunda onemli bir etken olan 16semik kok hiicrenin hasta

grubunda sayisinin ¢ok yiiksek oldugunu gozlemledik.

Endotel kok hiicreler vaskiiler olusumda rol alan kok hiicre grubudur. Sonug olarak,
calismamizda AML kemik 1iligi blast drneklerinde endotel kok hiicre artis oldugunu
gozlemledik (Sekil 3). Bu bulgular AML’nin patogenezinde endotel kok hiicrelerinde
rol alabilecegi hipotezini destekler niteliktedir. EKH AML hiicrelerini kemoterapiden
koruma ve AML’nin tedavi planlamasinda 6zellikle uzak metastaz olan durumlarda
antianjiojenik ajanlarin da aktif olarak tedavide rol alabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
goriisii desteklemek icin fazla sayida klinik izlem iceren caligmalara ihtiya¢ duyuldugu

kanaatindeyiz.



6. KAYNAKLAR

Aicher A, Heeschen C, Mildner-Rihm C, et al. Essential role of endothelial nitric oxide
synthase for mobilization of stem and progenitor cells. Nat Med 2003; 9: 1370-
1376

Arslan O. Lokoferez. Kan ve Kemik Higi Transplantasyonu Kurs Kitabi, Cesme 2004;
ss 54-59.

Asahara T, Masuda H, Takahashi T, et al. Bone marrow origin of endothelial progenitor
cells responsible for postnatal vasculogenesis in physiological and pathological

neovascularization. Circ Res 1999; 85: 221-228.

Asahara T, Murohara T, Sullivan A, et al. Isolation of putative progenitor endothelial

cells for angiogenesis. Science 1997; 275: 964-967.

Balsam, L.B., Wagers, A.J., Christensen, J.L., Kofidis, T., Weissman, 1.L.,Robbins,
R.C. Haematopoietic stem cells adopt mature haematopoietic fates in ischaemic

myocardium. Nature, 2004; 428 (6983), 668-673.

Barlogie B, Alexanian R, Dicke KA, et al. Highdose chemoradiotherapy and autologous
bone marrow transplantation for resistant multiple myeloma. Blood 1987; 70:
869-872.

Beksa¢ M. Akut miyeloid 16semi. Tiirkiye Klinikleri Hematoloji 2004;2:1-9.

Beksag, M. Kok Hiicre. Bilim ve Teknik, 2010: 36-41.

Beltrami AP, Barlucchi L, Torella D et al. Adult cardiac stem cells are multipotent and

support myocardial regeneration. Cell 2003; 114: 763-776.

Berfoot J., Mauelshagen C., Bruce D., Henderson C., Bownes M., Stem Cells. Science
and Ethics 2nd edition. The Scottish Pnstitute for Biotechnology Education, The
Univercity of Edinburgh 2005.

Blau, H.M., Brazelton, T.,Weimann, J. The evolving concept of a stem cell: entity or

function? Cell, 2001: 105 (7), 829-841.



78

Bongso, A.,Lee, E.-H. Stem Cells: Their Definition, Classification and Sources. Stem

Cells: From Bench to Bedside, 2005: 1.

Bonnet D, Dick JE. Human acute myeloid leukemia is organized as a hierarchy that

originates from a primitive hematopoietic cell. Nat Med 1997; 3: 730-7.

Burness, M.L, Sipkins, D.A.The stem cell niche in health and malignancy. Semin
Cancer Biol 2010; 20: 107-115.

Clough L, Dugan N, Hulitt C, Et Al. Improved Metod To Estimate Total Blood
Volume For Erythrocytapheresis Using The Cobe Spectra in Pediatric Sickle
Cell Patients(Abstrac). J Clin Apher 1998;13:81

Davila, J.C., Cezar, G.G., Thiede, M., Strom, S., Miki, T.,Trosko, J. Use and
application of stem cells in toxicology. Toxicological Sciences, 2004: 79 (2),

214-223.

Dorothy E. Lewis, Sarah E. Blutt Clinical Immunology (Fifth Edition) capter 2

organization of immiin system p 21.

Edelberg JM et al. Young adult bone marrow-derived endothelial precursor cells restore

aging-impaired cardiac angiogenic function. Circ Res 2002; 90: 89-93.

Elgendi, H. M., Mekawy, M. A., Wahab, S. E. A. A., et al. AC133 expression in
egyptian children with acute leukemia: impact on treatment response and disease

outcome. Journal of pediatric hematology/oncology, 2010: 32(4), 286-293

Erden, S. Kok Hiicreler ve Klinikte Kullanimlari. Journal of New Results in

Engineering and Natural Science 2014: (3), 1-8.

Ferrara N. Vascular endothelial growth factor and the regulation of angiogenesis. Rec

Prog Horm Res 2000; 55: 15-35.

Fisher VL, Abramovitz LZ. A brief overview of hemaotopoietic stem-cell
transplantation. In: Kline RM, editor. Pediatric hematopoietic stem cell
transplantation. Informa Healthcare, New York 2006; 2: 601-602.

Gill M, Dias S, Hattori K, et al. Vascular trauma induces rapid but transient
mobilization of VEGFR2(+) AC133(+) endothelial precursor cells. Circ Res
2001; 88: 167-174.



79

Gurman, G, Celebi H, Ustiin C, Arat M, ilhan O, Ozcan M et al. Allogeneic peripheral
blood stem cell transplantation as a second transplant for severe aplastic anemia.
Bone Marrow Transplant 1995; 15: 485-486.

Head DR. Classification and differentiation of the acute leukemias. In: Wintrobe’s
Clinical Hematology, Eds: Greer JP, Foerster J, Lukenks JN, Rodgers GM,
Paraskevas F, Glader B, Philadelphia: Lippincott Williams&Wilkins, 2004;
pp:2063-76.

Heissig B, Hattori K, Dias S, et al. Recruitment of stem and progenitor cells from the
bone marrow niche requires MMP-9 mediated release of kit-ligand. Cell 2002;
109: 625-637.

Hill JM, Zalos G, Halcox JP, et al. Circulating endothelial progenitor cells, vascular
function, and cardiovascular risk. N Eng J Med 2003; 348: 593-600.

Hiratzka LF, Bakris GL, Beckman JA, et al. 2010 2010;55(14):e27-e129.

Horn PA, Tesch H, Staib P, et al. Expression of AC133, a novel hematopoietic
precursor antigen, on acute myeloid leukemia cells. Blood. 1999;93(4):1435-7.

Iwakura A et al. Estrogen-mediated, endothelial nitric oxide synthase-dependent
mobilization of bone marrow-derived endothelial progenitor cells contributes to

reendothelialization after arterial injury. Circulation 2003; 108: 3115-3121.
Inan, S.,Ozbilgin, K. Kok hiicre biyolojisi. Saglikta Birikim Dergisi, 2009: 1, 11-23.

JW Hussong, GM Rodgers ve PJ Shami, “Kanit akut miyeloid hastalarinda anjiyogenez
artisilosemi, ” Kan , vol. 95, hayr. 1, s. 309-313, 2000.

Kansu, E. Kok hiicre biyolojisi ve plastisitesinde giincel kavramlar. Hacettepe Tip

Dergisi, 2005: 36, 191-197.

Karasahin, T. (). Embriyonik kok hiicreler. Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Dergisi, 2012; 9 (1): 16-25.

kaufman ds, hanson et, lewds rl, auerbach r, thomson ja., Hematopoietic colony-
forming cells derived from human embriyonic stem cells. Proc Natl Acad Sci.

USA; 2001: 98: 10716-21.



80

Kiel, M.J., Yilmaz, O.H., Iwashita, T., Yilmaz, O.H., Terhorst, C.,Morrison, S.J.
SLAM family receptors distinguish hematopoietic stem and progenitor cells and

reveal endothelial niches for stem cells. cell, 2005: 121 (7), 1109-1121.

Konukoglu D, Turhan S. M. Moleculer basis of angiogenesis mechanisms and tumor

angiogenesis. Cerrahpasa J Med 2005; 36: 42-48.

Lagasse, E., Connors, H., Al-Dhalimy, M., Reitsma, M., Dohse, M., Osborne, L. ve
digerleri. Purified hematopoietic stem cells can differentiate into hepatocytes in

vivo. Nature medicine, 2000: 6 (11), 1229-1234.

Li Z, Li L. Understanding hematopoietic stem-cell microenvironments. Trends
Biochem Sci 2006;31:589-95.
Li, Z.,Li, L. Understanding hematopoietic stem-cell microenvironments. Trends in

biochemical sciences, 2006: 31 (10), 589-595.

Llevadot J et al. HMG-CoA reductase inhibitor mobilizes bonemarrow—derived

endothelial progenitor cells. J Clin Invest 2001; 108: 399-405.

Lyden D, Hattori K, Dias S, et al. Impaired recruitment of bone-marrow-derived
endothelial and hematopoietic precursor cells blocks tumor angiogenesis and

growth. Nat Med 2001; 7: 1194-1201.

Majumdar, M.K., Thiede, M.A., Mosca, J.D., Moorman, M.,Gerson, S.L.. Phenotypic
and functional comparison of cultures of marrow-derived mesenchymal stem
cells (MSCs) and stromal cells. Journal of cellular physiology, 1998: 176 (1),
57-66.

Matsuo Y, Drexler HG. Establishment and characterization of human B cell precursor-

leukemia cell lines. Leuk Res 1998;22:567-79.

Matthew Smith, Michael Barnett, Renato Bassan et al: Adult Acute Myeloid Leukemia
Critical Rewies in Oncology/Hematology 2004; 49: 197-222

Maynard, S., Swistowska, A.M., Lee, J.W., Liu, Y., Liu, S.T., Da Cruz, A.B. ve
digerleri. Human embryonic stem cells have enhanced repair of multiple forms

of DNA damage. Stem Cells, 2008; 26 (9): 2266-2274.

Morphologic, immunologic, and cytogenetic (MIC) working classification of the acute

myeloid leukemias. Report of the Workshop held in Leuven, Belgium,



81

Septembert 15-17, 1986. Second MIC Cooperative Study Group. Cancer Genet
Cytogenet 1988;30:1-15.

Muguruma, Y., Yahata, T., Miyatake, H., Sato, T., Uno, T., Itoh, J. ve digerleri.
Reconstitution of the functional human hematopoietic microenvironment derived

from human mesenchymal stem cells in the murine bone marrow compartment.

Blood, 2006; 107 (5): 1878-1887.

Ozcelik T, Topcuoglu P, Beksac M, Ozcan M, Arat M, Biyikli Z, et al. Mobilization of
PBSCs with chemotherapy and recombinant human G-CSF: a randomized
evaluation of early vs late administration of recombinant human G-CSF. Bone
Marrow Transplant 2009; 44 (12): 779-783.

Ozkalemkas F. Akut l16semiler, 1g Hastaliklar1 Kitabi, Ed. Dolar E, Nobel Tip Kitabevi:
Istanbul, 2005, s: 576-80.

Padro T, Ruiz S, Bieker R, Biirger H, Steins M, Kienast J, Biichner T, Berdel W E,
Mesters RM. Increased angiogenesis in the bone marrow of patients with acute

myeloid leukemia. Blood 2000;95:2637-44.

Patiroglu T, Karakukcu M. Lymphocyte Trafficking in Transplantation. Turkiye
Klinikleri J Hem Onc-Special Topics 2009;2:20-25.

Pedchew M, Nadyer AlJ, Peredra D, ZHU Z, Lane WJ; Wdlldams M., etal. Expression
of VEGFR-2 and ACI133 by ciculating humanCD34+ cells identifies a
population of functional endothelial precursors. Blood.; 2000; 95 (3): 952-8.

Peichev M, Naiyer A J, Pereira D, et al. Expression of VEGFR-2 and AC133 by
circulating human CD34(+)- cells identifies a population of functional

endothelial precursors. Blood 2000; 95: 952-958.

Perez-Atayde AR, Sallan SE, Tedrow U, Connors S, Allred E, Folkman J. Spectrum of
tumor angiogenesis in the bone marrow of children with acute lymphoblastic

leukemia. Am J Pathol 1997;150:815-21.

Renato Bassan, Gemma Gatta, Carlo Tondini Roel Willemze: Adult Acute

Lymphoblastic Leukemia Jun 2004

Reya T, Morrison SJ, Clarke MF, Weissman IL. Stem cells, cancer, and cancer stem

cells. Nature 2001; 414: 105-11



82

Reyes M, Dudek A, Jahagirdar B, Koodie L, Marker PH, Verfaillie CM. Origin of
endothelial progenitors in human postnatal bone marrow. J Clin Invest

2002;109:337 46.

Rogelio Paredes-Aguilera, Lina Romero-Guzman,Norma Lopez-Santiago et al: Flow
Cytometric Analysis of Cell-Surface and Intracellular Antigens in the Diagnosis

of Acute Leukemia American Journal of Hematology 2001; 68:69-74.

Rohwedel, J., Guan, K., Hegert, C.,Wobus, A. Embryonic stem cells as an in vitro
model for mutagenicity, cytotoxicity and embryotoxicity studies: present state

and future prospects. Toxicology in vitro, 2001; 15 (6): 741-753.

Salter, A.B., Meadows, S.K., Muramoto, G.G., Himburg, H., Doan, P., Daher, P. ve
digerleri. Endothelial progenitor cell infusion induces hematopoietic stem cell

reconstitution in vivo. Blood, 2009; 113 (9): 2104-2107.

Samir A. Kheiri, Thomas MacKerrell, Vincent R.Bonagura et al: Flow Cytometry With
or WithoutCytochemistry of Acute Leukemias?, Cytometry (Communications in

Clinical Cytometry) 1998; 34:82—86.

Sanai N, Alvarez-Buylla A, Berger MS. Neural stem cells and the origin of
gliomas. New England Journal of Medicine. 2005;353(8):811-22.

Sargin D. Kok hiicre ve kok hiicre tedavisi. Tiirkiye XXX. Ulusal Hematoloji Kongresi,
VII. Mezuniyet Sonrast Egitim Kursu. Istanbul, 12 Ekim 2003: 49-61.

Schulman KA, Birch R, Zhen B, Pania N, Weaver CH. Effect of CD34+ cell dose on
resource utilization in patients after high-dose chemotherapy with peripheral-
blood stem-cell support. J Clin Oncol 1999; 17:1227.

Schumm, Michael, Peter Lang, and Rupert Handgretinger.The EBMT Handbook.
Springer, Cham, 2019. Capt 15, p119

Schwartz SM, Benditt EP. Clustering of replicating cells in aortic endothelium.

Proceedings of the National Academy of Science U.S.A. 1976; 73(2): 651-653.

sciences BCI. Flow Cytometry Catalog - Outside US Version Life Sciences Division

Headquarters. Available from: https://www.beckman.com.tr/resources/reading-

material/catalogs/flow-cytometry-catalog. 2017 Erisim Tarihi 16.10.2019.




83

Sibal L, Aldibbiat A, Agarwal S, et al. Circulating endothelial progenitor cells,
endothelial function, carotid intima—media thickness and circulating markers of
endothelial dysfunction in people with type 1 diabetes without macrovascular

disease or microalbuminuria. Diabetologia. 2009;52(8):1464-73.
Smith, A. A glossary for stem-cell biology. Nature, 2006; 441 (7097): 1060-1060.

Smith, J.N.,Calvi, L.M. Concise review: current concepts in bone marrow
microenvironmental regulation of hematopoietic stem and progenitor cells. Stem

Cells, 2013; 31 (6): 1044-1050.

Strauss Rg, Ciaverella D, Gilcher Ro, Et Al. An Overview Of Current Managament. J
Clin Apher 1993;8:189-94

Suda, T., Arai, F.,Hirao, A. Hematopoietic stem cells and their niche. Trends in

immunology, 2005; 26 (8): 426-433.

Teper OM, Galiano RD, Capla JM, et al. Human endothelial progenitor cells from type
IT diabeticsexhibit impaired proliferation, adhesion, and incorporation into

vascular structures. Circulation 2002;106: 2781-2786.

Tepper OM, Sealove BA, Murayama T, Asahara T. Newly emerging concepts in blood
vessel growth: recent discovery of endothelial progenitor cells and their function

in tissue regeneration. J Med Invest 2003; 51: 353-359.

Travlos, G.S. Normal structure, function, and histology of the bone marrow.

Toxicologic pathology, 2006; 34 (5): 548-565.

Vasa M, Fichtlscherer S, Aicher A, et al. Number and migratory activity of circulating
endothelial progenitor cells inversely correlate with riskfactors for coronary

artery disease. Circ Res 2001; 89: 1 7.

Vishwakarma, A., Sharpe, P., Shi, S.,Ramalingam, M. Stem cell biology and tissue

engineering in dental sciences: Academic Press, 2014.

Visnjic, D., Kalajzic, Z., Rowe, D.W., Katavic, V., Lorenzo, J.,Aguila, H.L.
Hematopoiesis is severely altered in mice with an induced osteoblast deficiency.

Blood, 2004; 103 (9): 3258-3264.

Watt, F.M.,Hogan, B.L.. Out of Eden: stem cells and their niches. Science, 2000; 287:
(5457), 1427.



Wu, Y., Wang, J., Scott, P.G.,Tredget, E.E. (). Bone marrow-derived stem cells in
wound healing: a review. Wound Repair and Regeneration, 2007: 15: 18-S26.

Yair Reisner, Haploidentical hematopoietic transplantation: current status and future

perspectives. Blood, 1 December 2011: 118, Number 23.

Yilmaz, O., Ucar, M. Kok Hiicre Calismalar1 ve Terapotik Klonlama. Hayvancilik
Arastirma Dergisi 2006; 16 (1): 26-31.

Yoder MC., (). Defining human endothelial progenitor cells. J] Thromb Haemost; 2009;
7: 49-52.

Zelenin, A.V., Poletaev, A.L.,, Stepanova, N.G., Barsky, V.E., Kolesnikov, V.A.,
Nikitin, S.M., Zhuze, A.L., Gnutchev, N.V. 7-Amino-actinomycin D as a

specific fluorophore for DNA content analysis by laser flow cytometry. 1984; 5:
348-354.

Zur Nieden, N., Ruf, L., Kempka, G., Hildebrand, H.,Ahr, H. (). Molecular markers in
embryonic stem cells. Toxicology in vitro, 2001; 15 (4): 455-461.



ARASTIRMANIN AGIK AD! Akut I8semilerde blastik hicrelerin akim sitometre ile karakterizasyonu, iligkili molek(l ve
|enzimlerin tarnmlanmasi
|
| P ——————————————————————————————— - S— —
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KOOU | |
= ETIK KURULUN ADI ERCIVES ONIVERSITES! KLINIX ARASTIRMALAR ETIK KURULU
= AGIK ADRES Erciyes Universitasi Tip Fakiitesi Dakaniis MelkgazvKAYSERI
x3Y
mg‘a TELEFON 03524374910+ 11
xi FAKS 0352437 62 85
| EPOSTA SIS Orclos edu.ir
KOORDINATOR / SORUMLU ARASTIRMAC! | —_——— - - -
UNVANI J ADI / SOYADI : e Prof Or Yavuz Kdkar
KOORDINATOR SORUMLU ARASTIRMACINN B e
| UZMANLIK ALAN | immanoloyi
| KOORDINATOR / SORUMLU ARASTIRMACININ P = e . e
= muno&u MERKEZ | Erciyes Univershesi Tip FakOhesi immincioj Arabilm Dar  Kaysen
w
| = | VARSAIDARI SORUMLU ONVANY [ | o oF il — e E
S ADI SOYADH
o ~ = ~
| [
> DESTEKLEYIC| ‘
 YOROTOCOSO UNVANKADVSOYAD! | [ N ) ’ o
| AK vb. Ol kgynakiardan destek slanisr ign)

; DESTEKLEYICININ YASAL TEMCILCIS!

[ FAZ 1 | [
| | | FAZ2 |

ARASTIRMANIN FAZI VE !

| Toro ieds ks

FAZ ¢ |

Gozlemsel ilag caligmas | f—.
Tiboi chaz kinik sragbrmass |
| 17 vitro 0B tani chazian fe =
yapilan performanrs
dededendrme caligmalan |
liag gig klinkk aragtirma x |
Dider ise beirtiniz Direysel Araghirma Profesi

ARASTIRMAYA KATILAN MERKEZLER | rexmerkez [x lcomenxzzf | vusa % | ULUSLARARAS! [

ASL! eisinin
e,

Etik Kurul Bagkaninin
Unvanv/AdvSoyad::
Imza:

f. Dr. Sami AYDOGAN

g 1 ZMEC]

ekrele

Not: Edik kurul baskant, i yer almadigs her sayfaya imza atmalids




KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU

r

ARASTIRMANIN AGIC ADY Akut I6semilerde blastik hicrelerin akim stometre e karakterizasyonu, lligkili molekdl ve
ienzimlerin tanimlanmas:
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU | | |
[ BELGE ADI Tahi | Versiyon Numarasi | Dili |
=z ——— =35 = = =
E =§ ARASTIRMA PROTOKOLD | | [ Torkge lhmmo { Oger | ‘
w
= W giGeE
E‘E‘j GONDELS LA FoRmu Hor
WS W "olcu RAPOR FoRMU Ciger
ARASTIRMA BROSURD Diger
BELGE ADI
SIGORTA
._.z,.‘f, ARASTRIA BUTGES!
-l
%3 SO MaTERYEL
= a ILAN
W @
55 YILLIK BILDIRIM
.o_-g SONUG RAPORU
w — ———— - —_—
- GUVENLIK BILDIRIMLERI | Wy
DIGER | o ,"“ T i L PP S — T
| Fum \(
| | e fdsginviecy
B KararNo : [20vav83 i Tach : aoizon - —L TR Rieten
§_§ Yunnahyt-! Whnm‘-yu-h#hmMW'mu.-n:l::-::wwnnv:mn:“mlhmm\m:'mnud:‘m‘w“m
-] {vartmigie
| *a
mwmmxunuu ‘
ETIK KURULUN GALISMA ESASI ks = = ' 5 =l
ETIK KURUL BASKANI UNVANVADKSOYADI | Prof. Dr. Sami Aydogan ‘
Unvani | Adi Soyads Uzmanik Alam J Cinsiyets Aragtera lle lighi | Katibm () l > :
1 gy M - W=7 [re=== b
Prot Dr. Ssmi AYDOGAN Fizyolo)i E0.ToFak |E i [k E[ Wl [elx (n] ] W‘,
Prof. Or. Ahmet OZTORK HokSeghy | EO.ToFex |E [x | K| €[ W[z |E[x |H[
' Prof. Or. Kemal DENZ Patcio) EO.mpFek [Efx (K[~ | e[ |[W[x |Efx T |
Prot Or. Aydn ONAL | g Hastalikian EO.TpFar [E |x [K] E| H|x Efx [H] (_M
Do Dr. Goven KAHRIMAN .‘ Radyoio) €0TpFak (€ [~ || El (Wi | elx (u[ | Aadca]
Dog. Dr. Kemel OZYURT | Owmetoh  |kemnegemmee i |x[— | €[ |w[% | €lx [H] I |¢
Oog Dr, Emin Muret CANGER Tw:n.umw:EU.Dthﬁﬁu €Ef |k € [n[x [e[x [u] 5 ‘
Dog. Or. Changir BIGER | Anest veRean | EO ToFak. Efx K] el |nlx [efx [n] - ot~
Dog Or. Fath KARDAS GookSej.veMast | EO.ToFak. J€ fx |k | el [u[x | €lx |nu] |
Dog. Dr. Serpil TAMERI Tibo! Bioleji EUToFak. |e [ | x[x | €] H[x | elx |n[ 4
| | p— — v e . g
Dog. Dr. Zater SEZER Farmakolojl EO.TpFax |E & | K] E| Hix | elx |uT
Yard.Dog.Dr. Gokmen ZARARSIZ Biyoistatisti Comorw e (k[ | €[ [wiw [elw (w[ [/ W] |
Av. Serhar OSTONEL Avokat | Hohkmogewd [€ G (k[ | €] W% | E] W< |
Ecz S0kran TERZI Eczan | Semest€czac |E [ Ik[x | E] |HM[x | E[x |M N e <5
Seviap Kogar Swvi Oye | Sebem e [ K[T[ e Hix |elx [w] | [I,
* Toplartats Bulvnma

Etik Kurul Bagkaninin
Unvanu/AdySoyadi: Prof. Dr. Sufni AYDOGAN
Imza:

4 © Not: Exik kural bagkam, i yer almadige her sayfaya imza atmahidir




AKUT MIYELOID LOSEMILERIN AKIM SITOMETRI ILE
KARAKTERIZASYONU VE BLASTLARDA ENDOTEL KOK
HUCRE ORANININ ARASTIRILMASI

ORUINALLIK RAPORU

19 18 .9 i

BENZERLIK ENDEKS|  INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI
KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

marmaramedicaljournal.org 4
Internet Kaynagi %
docplayer.biz.tr

Internet Kaynag: 0/03

www.openaccess.hacettepe.edu.tr:8080 : 3
Internet Kaynag Yo
tphd.org.tr

Internet Kaynag %T
thd.org.tr 4

Internet Kaynag %
dergipark.gov.tr T
Internet Kaynagi %

ynag

library.cu.edu.tr 4
Internet Kaynagi %

n acikarsiv.ankara.edu.tr ‘ T
Internet Kaynagi Yo




www.marmaramedicaljournal.org

internet Kaynagi

%1

b
o

acikerisim.deu.edu.tr
internet Kaynag!

%1

Hava Uskudar Teke, Nur Oguz Davutoglu, Eren <o, 1
Gunduz, Neslihan Andic, Cengiz Bal, Beyhan 2
Durak Aras. "Is Flow Cytometric
Immunophenotyping Useful for Predicting Acute
Myeloid Leukemia Prognosis?", Istanbul Medical
Journal, 2017
Yayin
www.selcukpediatri.or

internet Kaynag é 3 <%1
www.bloodjournal.or:

internet Kaynagi : 9 <%1
biyolojidersim.com

inle):netKJaynagl <%1

"Poster Ozetleri / Poster Abstracts", Turkish <o, 1
Journal of Biochemistry, 2015
Yayin
www.lImdergi.or

Internet Kaynagi 0 9 <%1

TEKELI, S.0zgiir and ERMERK, Kaya. "Endotel <%1

progenitdr hiicreler”, Marmara Universitesi,
2007.




OZ GECMI$S

KIiSISEL BiLGILER

Adi, Soyadr: Sinan KUTUK

Uyrugu: Tiirkiye ( T.C.)

Dogum Tarihi ve Yeri: 20 Temmuz 1986, Kayseri
Medeni Durumu: Evli

Tel  :05447427632

Email : sinankiitiik @erciyes.edu.tr kutuksi.sk@gmail.com

EGITIM
Derece Kurum Mezuniyet Tarihi
Lisans Erciyes tiniversitesi Fen Fakiiltesi 2009
Biyoloji Boliimii
Lise kocasinan lisesi,Kayseri 2004
IS DENEYIMLERI
Yil Kurum Gorev
2009-2016 Erciyes Universitesi Mehmet Biyolog

caligmaktayim Kemal Dedeman Onkoloji
Hastanesi Akim Sitometri
Laboratuvari

2016-2019 Erciyes Universitesi Mehmet Biyolog
Kemal Dedeman Onkoloji
Hastanesi Akim Sitometri
Laboratuvari

YABANCI DIL: ingilizce



