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KISA OZET

Losemi gocukluk cagmnin en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir. Akut lenfoblastik
16semi (ALL) ¢ocukluk c¢agi losemilerinin en sik ve en O6liimciil olan tiplerindendir.
ALL tedavisi 6ncesinde, sirasinda ve sonrasinda dolasimdaki ya da doku igerisindeki
kanser hiicrelerinin belirlenmesi tani1 koyma, tedavinin izlenmesi ve tiplendirme basta
olmak iizere tlim asamalar i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Minimal Residiiel Hastalik
(MRD) tedaviden kagcan ve relapslara neden olabilen losemik hiicrelerin toplam
cekirdekli hiicre sayisina orani olarak tanimlanabilir ve 16semi tedavisinin planlanmasi
ve takibinde onemlidir. MRD 06l¢limii giiniimiizde yaygin olarak akim sitometri ve
polimeraz zincir reaksiyonlariyla yapilmaktadir. Bu calismada bir ALL hiicre hatt1 olan
CCRF-SB hiicreleri kullanilarak CD19 ve CD34 gibi ¢esitli yiizey biyobelirteclerine
baglanma potansiyeline sahip antikor bagli mikroboncuklar (microbeads) ile bu 16semi
hiicrelerinin yakalanmas1 ve biyo¢ip gelistirmede kullanilmak {izere bir altin ylizeyin
fonksiyonellestirilmesi hedeflenmistir. CD19 beadleri kullanilarak hiicrelerin yaklasik
%75°1, CD34 beadleri kullanilarak ise %10’dan daha az1 yakalanabilmektedir. Hiicre
yakalama deneylerini takiben akim sitometri analizleri yapilmig ve CD19 ekspresyon

seviyesi %99.1, CD34 ekspresyon seviyesi %17 olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: ALL, MRD, hiicre hatti, biyo¢ip, biyobelirte¢
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SURFACE CHEMISTRY AND CELLULAR STUDIES FOR THE BIOCHIP TO
BE DEVELOPED FOR EARLY DETECTION OF MINIMAL RESIDUAL
DISEASE
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Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Biochemistry
M. Sc. Thesis, December 2016
Supervisor: Do¢. Dr. Aysun CETIN

ABSTRACT

Leukemia is one of the most important health problems of childhood. Acute
lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common and most lethal type of childhood
leukemia. The identification of cancer cells in circulation or in the tissues before, during
and after ALL treatment is of great importance for all stages, especially for diagnosis,
monitoring and typing. Minimal Residual Disease (MRD) can be defined as the ratio of
total nucleated cells to leukemic cells that can lead to relapse and escape from
treatment, and is important in planning and follow up of leukemia treatment. MRD
measurement is now commonly performed by flow cytometry and polymerase chain
reactions. In this study, it was aimed to utilize CCRF-SB cells, which are an ALL cell
line, to functionalize a gold surface for use in capturing these leukemia cells and
developing biochips, with antibody-bound microbeads (microbeads) having the
potential to bind to various surface biomarkers such as CD19 and CD34. Approximately
75% of cells can be captured using CD19 beads and less than 10% using CD34 beads.
Following cell capture experiments, flow cytometry analyzes were performed and the
CD19 expression level was found to be 99.1% and the CD34 expression level to be
17%.

Key Words: ALL, MRD, cell line, biochip, biomarker
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1. GIRIS VE AMAC

Immiin sistem farkli yapilara doniisme yetenegi olan ve kemik iliginde olusan
hiicrelerden olusur ve dis etkenleri tanima yetene§i olan ve bunlara karsi gelisen

savunma mekanizmasidir (1, 2).

Hematopoez; hematopoetik onciil hiicrelerinin olgun kan hiicrelerine gelisimidir. Fetal
donemin baslangicinda vitelliis kesesinde 4-6 haftalarda, karaciger ve dalakta 8. haftada
meydana gelir. Kemik iliginde iiretim ise 4-5 aydan itibaren baglamaktadir. Dogumdan
sonra, biitiin hematopoez islevler sadece kemik iliginde gerceklesmektedir, karaciger ve
dalakta hematopoez islevi sona erer. Bagisiklik sistemi hiicreleri de dahil olmak {iizere
kanm biitiin sekilli elemanlar:, kemik iliginde bulunan pluripotent hematopoetik
hiicrelerden koken alirlar (3, 4). Hematopoetik gelisimin ilk asamasi ¢ok sayida hiicreye
farklilasabilme yetenegine sahip kok hiicrelerin, myeloid veya lenfoid dnciil hiicrelere
farklilagsmasiyla olmaktadir. Farklilagan lenfoid 6nciil hiicrelerden B ve T lenfositleri ile

dogal oldiiriicii hiicreler meydana gelmektedir (5).

B lenfosit hiicreleri yaklasik elli yi1l 6nce kuslarda Bursa fabricius’ta kesfedilmis,
antikorlarm olusumunu saglayan hiicreler seklinde adlandirilmistir. B lenfosit olarak
isimlendirilmelerinin nedeni, bu hiicrelerin kuslarda Bursa fabricius, memelilerde kemik

iliginde (bone marrow) olgunlasmasidir (6-8).

Losemi;  hematopoetik  hiicrelerin  genetik  anormalliklerden  kaynaklanarak
hematopoezin belirli adimlarmm durmasi ve bunlarin klonal prolifere olmalarmin yol
actig1 malign hastaliktir. Terminolojik olarak ise 16semi, kanin beyazlagsmasina verilen
isimdir. Akademik literatiirde ilk 16semi olgusu 1827 yilinda Velpeau tarafindan
yayinlanmistir. 1845 yilinda is Virchow ve Benett farkli olgularla yapilan ¢alismalarda
kanm renginin beyaz oldugunu belirtmisler ve hastalig1 isimlendirmislerdir. Losemiler

cocukluk caginda goriilen tiim kanser olgularmin yaklasik %30’unu kapsar ve bunun



yaklasik %80’ini ise ALL meydana getirir. Akut lenfoblastik 16semi yakin tarihe kadar
cok oOliimciil ve korkutucu bir hastalik olarak goriilmekteyken son donemlerdeki
bilimsel yaklagim ve tedavi stratejilerindeki gelismeler ile bu hastalar i¢in yaklasik %80

tedavi kiir seviyelerine ulasilmistir (9-12).

Losemiler meydana gelis ve ilerleyis 6zelliklerine gore akut 16semi ve kronik 16semi
seklinde siniflandirilir. Blastlardan, yani olgunlasmamis hiicrelerden kdken alanlar akut
16semi olarak isimlendirilir ve burada hastaligin ilerleme hiz1 goreceli olarak yiiksektir.
Cogu olgun hiicrelerden meydana gelmis olmasina ragmen olgunlagsmamis hiicreler de
bulunan tip ise kronik 16semi olarak isimlendirilirler ve hastaligin ilerleme hiz1 goreceli
olarak diisiiktiir. L6semiler temel aldiklar1 hiicreye gore de lenfoid 16semiler ve myeloid

l6semiler olarak siniflandirilmaktadir (13-15).

Minimal Residiiel Hastalik (Minimal Residual Disease, MRD), morfolojik olarak
saptanamayacak seviyede az oranda relapslara yol acan 16semik hiicre varligmi ifade
etmektedir. MRD tayini i¢in 16semi hiicrelerinin 6l¢iimi kilit noktadir. Bu caligmada
temel olarak 2 hedef belirlenmistir. Birincisi; bead-konjuge antikorlar kullanilarak bir
soliisyon icerisindeki 16semi hiicrelerinin (CCRF-SB, ATCC) yakalanmasidir. ikinci
hedef ise; altin kaplama bir yiizeyin fonksiyonel hale getirilmesi yani antikor konjuge
edilebilmesi ve bu ylizeyde beadler ile yakalanan hiicrelerin tutulmasidir. Bu amagla,
CCRF-SB hiicrelerinin yiizeylerinde eksprese edildigi literatiirce belirtilen CD19 ve
CD34 antijenlerine spesifik olarak baglanabilen antikorlar ile kapli haldeki
siiperparamanyetik beadler kullanilarak hiicreler yakalanmaya caligilmistir. Altin
ylizeyler ise c¢esitli temizleme ve fonksiyonellestirme basamaklarindan gecirilerek

iizerlerinde beadlerce yakalanan hiicreler tutulmaya ¢aligilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. immiin Sistem

Immiin sistem farkli yapilara doniisme yetenegi olan ve kemik iliginde olusan
hiicrelerden olusur ve dis etkenleri tanima yetene§i olan ve bunlara karsi gelisen
savunma mekanizmasidir. Immiin cevap edinilmis immiin cevap ve dogal immiin cevap
olmak iizere iki baslik seklinde incelenmektedir. Savunma hafizasi olusturan,
karsilastig1 yabanci etkenlerin belirli bolgelerini taniyarak yineleyen durumlarda hizli
cevap vermeyi saglayan, lenfositlerce saglanan edinilmis immiin cevaptir. Eozinofil,
bazofil, notrofil, dogal 6ldiiriicii hiicre, makrofaj, dentritik hiicre ve mast hiicrelerince
meydana gelen ve organizmaya yabanci etkenleri tanimaya yonelik olan sistem dogal
immiin cevap olarak tanimlanmaktadir. Insanda immiin sistemde gdrevli olan lenfosit
hiicreleri dogum o6ncesi kemik iligi ve karacigerde, dogum sonrasinda ise kemik ve
timusta gelisirler (1, 2). B ve T lenfosit hiicreleri yiizeylerindeki reseptorlere ve
antijenlere karsi gelistirilen ¢esitli antikorlar ile tanmabilirler ve PCR veya FC gibi
cithazlar kullanilarak incelenebilirler. Monoklonal antikor kullanilarak belirlenen ve
hiicresel tanimada gorev alan molekiiller CD (Clusters of Differentiation- farklilasan

antijen gruplar1) seklinde isimlendirilirler (2).

2.1.1. Hematopoez

Hematopoez; hematopoetik onciil hiicrelerinin olgun kan hiicrelerine gelisimidir. Fetal
donemin baslangicinda vitelliis kesesinde 4-6 haftalarda, karaciger ve dalakta 8. haftada
meydana gelir. Kemik iliginde iiretim ise 4-5 aydan itibaren baglamaktadir. Dogumdan
sonra, biitiin hematopoez islevler sadece kemik iliginde gerceklesmektedir, karaciger ve
dalakta hematopoez islevi sona erer (3). Bagisiklik sistemi hiicreleri de dahil olmak
iizere kanin biitiin sekilli elemanlari, kemik iliginde bulunan pluripotent hematopoetik

hiicrelerden koken alirlar (4). Hematopoetik gelisimin ilk asamasi ¢ok sayida hiicreye



farklilagabilme yetenegine sahip kok hiicrelerin, myeloid veya lenfoid onciil hiicrelere
farklilagsmasiyla olmaktadir. Kanin biitiin sekilli elemanlarin kokeni, farklilasma
yetenegi olan pluripotent hiicrelere dayanir (3). Pluripotent hematopoetik kok hiicreler,
kendini yenileyebilme ve farklilagabilme potansiyeline sahip uzun donem hematopoetik
kok hiicrelerdir. Erken farklilasma doneminde bu hiicreler kendi kendini yenileyebilme
ozelliklerini kaybederek oncelikle kisa-donem hematopoetik kok hiicrelere, sonra da
multipotent Onciil hiicrelere doniisiirler. Multipotent Onciil hiicreler, kendi kendini
yenileme potansiyeli ¢ok sinirlt olan ya da hi¢ olmayan, yalnizca lenfoid veya myeloid
hiicrelerine doniisebilme potansiyeline sahip hiicrelerdir. Farklilagan bu lenfoid onciil

hiicrelerden B ve T lenfositleri ile dogal 6ldiirticii hiicreler meydana gelmektedir (5).

Pluripotent Hiicre

' '

Myeloid dnciil hiicre Lenfoid dnciil hiicre

| l | I l

Eritroid Megakaryosit gazofil Eozinofil  Grandlosit/Monosit g | i i tcresi
ey T enfosit Tlenfosit NK hiicresi
Onclil hiicre  Snclil hiicre  3nciil hiicre nciil hilere  ncil hilcre

0000%000
I A

|
l
o @ . . ‘
8y i
Eritrosit Plateletler  Bazofil  Eozinofil Notrofil Monosit

Sekil 1. Hematopoez ve kanin sekilli elemanlari (6, 7).



2.1.2. B Lenfositler

B lenfosit hiicreleri yaklasik elli yil once kuslarda Bursa fabricius’ta kesfedilmis,
antikorlarin olusumunu saglayan hiicreler seklinde adlandirilmistir. B lenfosit olarak
isimlendirilmelerinin nedeni, bu hiicrelerin kuslarda Bursa fabricius, memelilerde kemik

iliginde (bone marrow) olgunlagmasidir (8).

1970 yillarin baslarinda, hiicre ylizey antijenlerinin karakterizasyonu ile deney hayvani
modellerinde kesfedilmis olan B lenfositler daha sonra bir¢ok caligmada gosterilmistir.
Sekil 2°de insan ve farede B lenfosit gelisim basamaklar1 gosterilmistir. B-1a, B-1b ve

B10 popiilasyonlar1 insanlarda daha az karakterize edilebilmistir.

N
)

b))

Sekil 2. B hiicre geligimi (8).

B hiicre oOnciilleri hematopoetik kok hiicrelerden farklilasmis olan lenfoid hiicre
serilerinden meydana gelmektedir. Bu seriden farklilasan ilk hiicreler pre-pro B hiicresi
(fraksiyon A) olarak isimlendirilirler ve bu hiicrelerin yiizeylerinde B220 proteini
eksprese edilmektedir. Bu hiicreler daha sonra pro B hiicrelerine farklilasirlar ve artik
yiizeylerinde CD19-, CD22+, CD34+ antijenleri ile karakterizedirler. Daha sonraki

farklilagsma evresi olan pre B1’de ise hiicreler CD19 antijenini de eksprese etmeye



baslamiglardir. Bu basamaktan sonra sirasiyla pre B2 biiyiik ve pre B2 kiigiik hiicreler

meydana gelmektedir (9).

ucs bone marrow tonsil

CcD34 CD34
Kl [ 1 [
of B
8 8 4 |8

5 Sl .
CD3/13/19/33/56 CD22 CcD10 SmigM cD10 Smigh.
cD34"* CD34; CD347 CD34;, CD34; CD347 cD19}
lin~ CcD22 co19! cp1g? cp19? co19! CD20
(defined as: CD19™ cD10 cD10 CD10 cD10 . o
CD3/13/19/33/567) CD20~ CD20%m CD20~ cozoh  Smigx” or Smigh

SmigM™

Sekil 3. Sadece ylizey belirtegleri kullanilarak CD34™lin— ve prekiirsor B hiicrelerinin
izolasyonu (9).

2.2. Losemi

2.2.1. Tanim

Losemi;  hematopoetik  hiicrelerin  genetik  anormalliklerden  kaynaklanarak
hematopoezin belirli adimlarinin durmasi ve bunlarin klonal prolifere olmalarinin yol
actig1 malign hastaliktir. Terminolojik olarak ise 16semi, kanin beyazlagsmasina verilen
isimdir. Akademik literatiirde ilk 16semi olgusu 1827 yilinda Velpeau tarafindan
yayinlanmistir. 1845 yilinda is Virchow ve Benett farkli olgularla yapilan ¢alismalarda
kanim renginin beyaz oldugunu belirtmisler ve hastalig1 isimlendirmislerdir. Daha sonra
yiiksek l6kosit seviyesine bir gonderme olarak beyaz kan teriminin Yunanca kokenli
olan karsilig1 leukos ve kan terimine karsilik haima kelimelerinden leukemia kelimesi
tiiretilmistir (10, 11). Losemi hiicreleri eger kemik iliginden baska bolgelerde toplanirsa
meydana gelen kitleler lenfoblastom ya da myeloblastom seklinde isimlendirilir. Bu

toplanmalar siklikla kemik, merkazi sinir sistemi, dalak, testis, lenf ve meme dokularidir

(12).




2.2.2. Losemilerin Siniflandirilmasi

Losemiler meydana gelis ve ilerleyis 6zelliklerine gore akut 16semi ve kronik l6semi
seklinde siniflandirilir. Blastlardan, yani olgunlasmamis hiicrelerden koken alanlar akut
16semi olarak isimlendirilir ve burada hastaligin ilerleme hiz1 goreceli olarak yiiksektir.
Cogu olgun hiicrelerden meydana gelmis olmasina ragmen olgunlasmamis hiicreler de
bulunan tip ise kronik 16semi olarak isimlendirilirler ve hastaligimn ilerleme hiz1 goreceli
olarak diisiiktiir. Losemiler temel aldiklar1 hiicreye gore de lenfoid 16semiler ve myeloid
l6semiler olarak smiflandirilmaktadir (13, 14). Cocukluk ¢aginda ortaya ¢ikan
losemilerinin = %3’linii  kronik 16semiler olustururken %97°sini akut losemiler

olusturmaktadir. Tablo1’de de l6semilerin siniflandirilmasi gosterilmektedir (15).

Tablo 1. Losemi tipleri ve goriilme oranlar (15).

Akut Losemiler 97%

Akut Lenfoblastik Losemi %75-80

Akut Myeloblastik Losemi %15-20

Akut Indifferansiye Losemi %0.05

Akut Karigik Losemi ALL %6 AML %17
Kronik Losemiler 3%

2.3. AKUT LENFOBLASTIK LOSEMIi

2.3.1 Akut Lenfoblastik Losemi Tanimi Ve Tarihgesi

Akut lenfoblastik 16semi (ALL) kemik iliginde bulunan lenfoid 6ncii hiicre olgunlagma
asamalarin sekteye ugramasi ve denetimsiz sekilde artigi ile tanimlanan neoplatsik bir
anormalliktir (16). Cocukluk ¢aginda goriilen akut 16seminin en yaygin olarak 1 ile 5
yaslar1 aralifinda daha yaygin ortaya ciktigi 1917 yilinda belirtilmistir. Cocukluk
doneminde goriilen 16semiler 1970’li yillarin baglarma kadar tek smif olarak
diistiniilmiis ancak baz1 kemoterapi ilaglarma karst yanitin farkli oldugunun
belirlenmesiyle, farkl tiirlerin oldugu ve bunlarin gelistirilecek yeni yontemler ile

belirlenmesinin gerekliligi belirlenmistir (17). Losemiler ¢cocukluk ¢aginda goriilen tiim



kanser olgularinin yaklasik %30’unu kapsar ve bunun yaklasik %80’ini ise ALL
meydana getirir (18). Akut lenfoblastik 16semi yakin tarihe kadar ¢ok oliimcil ve
korkutucu bir hastalik olarak goriilmekteyken son donemlerdeki bilimsel yaklasim ve
tedavi stratejilerindeki gelismeler ile bu hastalar icin yaklasik %80 tedavi kiir

seviyelerine ulagilmistir (12).

2.3.2. Akut Lenfoblastik Losemi Etyolojisi

Losemilere nelerin yol ac¢tig1 ve hangi yollar lizerinden meydana gelebildigi tam olarak
aydmnlatilamamistir. Akut lenfoblastik 16semi olgularmin meydana gelemesinde etkili
oldugu belirtilen c¢esitli cevresel etmenler ve genetik faktorler belirtilmekte ve
arastirilmaktadir. Genel olarak bu durumun meydana gelmesinde birden fazla
basamakta meydana gelen metabolik bozukluklarin, hiicre anormalitelerinin ve kontrol
basamaklarindan etkilenmeden sonsuz sayida ¢ogalabilme yetenegine sahip hiicrelerin
olugsmasmin etkili oldugu belirtilmektedir. Bu anlamda planlanan deneysel planlamalar
neticesinde B hiicrelerinin yiizey biyobelirteglerinin T lenfosit hiicrelerinin ylizeyinde
bulunan reseptorler ile caligmalar yapilarak biitlin blastlarin benzer malignitelere sahip
oldugu bulunmus ve blastlarin klonal karaktere sahip oldugu, yani tek tipteki hiicreden
koken aldig1 gosterilmistir (19, 20). Cesitli kimyasallarin, viriislerin, radyasyona ve bazi
ilaglara maruz kalmanin ve ¢esitli genetik etkenlerin 16semilerin meydana ¢ikmasinda

rolii oldugu belirtilmektedir (21).

2.3.3. Akut Lenfoblastik Losemi Epidemiyolojisi

Kanser olgularinin %1 den daha az bir oran1 on bes yasindan daha kiiciik ¢ocuklarda
ortaya ¢ikmakta ve bu donemde goriilen kanser vakalarinda beklenen yasam seviyesinin
ve tam olarak iyilesebilme diizeyinin olgun kanser vakalarimdan 6nemli 6l¢iide daha
yukarida olmasi nedeniyle ¢ocukluk donemi kanser caligmalari ¢ok daha iyi sonug

verebilen ve yiiksek basar1 yakalanabilen ¢aligmalar olarak 6nem arzetmektedir (22).

2.3.4. Akut Lenfoblastik Losemi Tedavisi
ALL’de c¢esitli tedavi protokolleri uygulanmakta, kimi zaman bu tedaviler bir

kombinasyon seklinde uygulanabilmektedir.

Destek tedavisinde; hematolojik replasman tedavisi, notropeni tedavisi, enfeksiyon
tedavisi, agr1 ve bulant1 tedavisi, tadavinin yan etkilerini azaltic1 tedavi, hasta ve hasta

yakinlarmin psikososyal olarak desteklenmesi s6z konusudur.



Coklu kemoterapi protokollerinde; referans olarak goriilen iki grubun ortaya koymus
oldugu protokoller uygulanir. Bunlardan birincisi Children’s Oncology Group (COG),
ikincisi Berlin-Frankurt-Miinster (BFM) ¢alisma grubudur. ALL’de uygulanmakta olan
coklu ajan kemoterapi protokolleri temel olarak dort basamaktan meydana gelmektedir

ve bunlar (28);

e Indiiksiyon tedavisi
e Konsolidasyon
e Reindiiksiyon tedavisi

e Idame tedavisi

2.3.5. Akut Lenfoblastik Loseminin Siniflandirmasi

Akut lenfoblastik l6semilerde farkli parametreler ve yontemler kullanilarak birden fazla
siniflandirma metodu gelistirilmistir. Bunlarin simiflandirma anlaminda tek basma bir
degeri olmakla birlikte birden fazla metodun birlikte kullanilabilmesi de s6z konusu

olabilmektedir.

2.3.5.1. Sitogenetik Simiflandirma

Sitokimyasal olarak siniflandirma metodunda, Myeloperoksidaz (MPO), spesifik
olmayan esteraz (NSE), periyodik asit schiff (PAS), beta-glukoronidaz gibi boyalar
kullanilarak  gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlarla sitoplazmik elementler
belirlenebilmekte, bu yolla da siniflandirma islemi yapilabilmektedir. MPO aktivitesi
monosit ve graniilositlerde bulunmaktayken, lenfositlerde bulunmadigi i¢in lenfoid ve
myeloid 16semi ayriminda kullanilabilmektedir. Hem lenfoblastlar hem de myeloblastlar
NSE  bulundurmaktadir. PAS  aktivitelerine  bakildiginda ise, lenfoblast
sitoplazmalarinda pozitif, myeloblastlarda ise yaygin olarak negatif sonu¢ vermektedir.

(23, 24).

2.3.5.2. Morfolojik Siniflandirma
Morfolojik siniflandirmada May Griinwald-Giemsa (MCGQG) gibi boyalar kullanilarak
kan ve kemik iligi yayma preparatlarinin morfolojik olarak arastirilmasi s6z konusudur

(25).

Morfolojik smiflandirma isleminde; ¢ekirdek sekli, hiicre boyutu, c¢ekirdekcik sayisi,

cekirdek-plazma orani, boyamalara verilen tepki, sitoplazmada graniil yer alip almamasi
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ve bunlarin Ozellikleri gibi c¢esitli  parametreler kullanilarak — siniflandirma
yapilabilmektedir. ~ Fransiz-Amerika-Britanya (FAB) isimli grup tarafindan,
lenfoblastlarin ii¢ gruba ayrilmasini ve bu sekilde smiflandirma yapilmasmi 6ngoéren

sistem yaygin olarak kullanilmaktadir (26).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ne gore akut lenfoblastik 18semi pre-T lenfoblastik 16semi
ve pre-B lenfoblastik 16semi olamak {izere iki baslik olarak siniflandirma yapilmaktadir

(23, 27).

2.3.5.3. Immiinolojik Smiflandirma

Akut lenfoblastik losemi olgularinda ylizey biyobelirtecleri ile ilk kez T- akut
lenfoblastik 16semiler ayirt edilmistir. Lenfoid ve myeloid hiicre yilizeylerinde, 16semi
tanist ve smiflandirmast i¢in kullanilabilecek antijenleri belirlenmis ve Cluster of

differentiation (CD) olarak isimlendirilmistir (27).

Tablo 2. B-ALL morfolojik siiflandirmada yiizey biyobelirtecleri (27).

B-ALL immiinolojik Yiizey Biyobelirtegleri
CD10 CD19 CD34
ProB pozitif pozitif pozitif
Pre B pozitif pozitif pozitif
Ge¢ Pre B pozitif pozitif pozitif
Olgun B pozitif pozitif negatif

2.4. B Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi

B hiicreli akut lenfoblastik l6semi (B-ALL), B hiicrelerinin gelisim evrelerinin ilk
basamaklarinda ortaya cikan genetik degisimler neticesinde, B hiicrelerin normalden
fazla seyretmesi ile meydana gelen ve gorece ¢ocukluk caginda daha ¢ok goriilen bir
16semidir. Cocukluk cagi 16semilerinin yaklasik %75°1 B hiicreli akut lenfoblastik
16semidir (29).
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Tablo 3. ALL tipleri (29, 30).

B Hiicreli ALL Cocukluk cag1 16semilerinin yaklasik %75'ini olusturur.

HLA-DR, TdT, CD19 pozitif, sitoplazmik ve yiizeyel Ig
1. Pro B ALL bulunmaz.

Tim ALL olgular icerisinde en sik goriilen tip, CD10,
2. Yaygm ALL CD19, HLA-DR, TdT pozitif.

3.Pre BALL Sitoplazmik Ig mevcuttur, CD22 seviyesi yliksektir.

Lenfoblast hiicre yilizeyinde Ig mevcuttur, cocukluk cagi ve
4. Olgun B ALL yetigkinlerde %5'ten azdir.

T Hiicreli ALL ALL'lerin yaklasik %25'in1 olusturur.

Sitoplazmada CD3, CD7, TdT pozitif, diger biyobelirtegler

1. Pro T ALL negatif.
2. Pre T ALL Sitoplazmada CD2, CD3, CD5, CD7, TdT pozitif.
3. Kortikal T ALL Sitoplazmada CD1a, CD3, TdT pozitif.

4.Olgun T ALL Membranda CD3 mevcuttur.
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2.5. Minimal Residiiel Hastalik

Minimal Residiiel Hastalik (Minimal Residual Disease, MRD), morfolojik olarak
saptanamayacak seviyede az oranda relapslara yol acan 16semik hiicre varligmi ifade

etmektedir (31).

Akut lenfoblastik 16semili hastalarda tedaviye verilen cevabin arastirilmasinda minimal
residiiel hastalik tayininin az veya fazla riskli gruplar1 belirleme noktasindaki
giivenilirliginin yliksek oldugu belirtilmekte, bu sebeple MRD’nin ALL’li olgularin
tanisinda 6nemli bir tanisal parametre oldugu diisiiniilmektedir. Bu 6zelliklerinden
dolayt MRD’ nin rutin olarak uygulanan tedavi basamaklarinda risk faktorii olarak dahil

edilmesi miimkiindiir (32-34).

MRD tayini; kemoterapi tedavisi baslanmasmdan sonraki 15. giinde kemik iliginden
almacak numunedeki blastik hiicre seviyesinin tiim c¢ekirdekli hiicre seviyesine

boliinmesiyle yapilmaktadir (33).
Gilintimiizde MRD tayini i¢in ¢esitli yontemler kullanilabilmektedir. Bunlar;

e Akim Sitometri (Flow Cytometry, FC)

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase Chain Reaction, PCR)

Tablo 4. MRD tayininde kullanilan temel yontemler (35).

PARAMETRE YONTEM ADI
FC PCR
Duyarhhk 1/1000-1/10.000 1/10.000-1/100.000
Avantajlar daha hizli ve ucuz standardizasyonu kolay, duyarlilig
yiiksek
Dezavantajlar kalifiye personel pahali olma, hizli sonu¢ verememe

ihtiyaci
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Sekil 4. B-ALL’de kullanilabilecek hiicre yiizey biyobelirtecleri (36).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Demirbas Malzemeler, Cihazlar ve Aletler

e Invert ve Faz Kontrast Mikroskop

e Tartim cihazi ve tartim aletler1

o Karistirici

e Buzdolab1

e Derin Dondurucu (-20°C)

e Derin Dondurucu (-80°C)

e Santrifiij

e Mikrosantrifiij

e Sogutmali Santrifiij

e Laminer airflow

e Inkiibator

e Siviazot tanki

e Otomatik mikropipetler ve mikropipet uclari
e Otomatik pipetor ve pipet uglari

e Miknatis ve miknatis stand1

e Hiicre kiiltiirti flasklar1

e Steril filtreler

e 6 ve 12 kuyucuklu plakalar

e falkon tiipleri, ependorf tiipleri, CBC tiipleri, cryovialler



3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler ve Kimyasal Maddeler

Buz ve kuru buz

Etanol

Metanol

Aseton

Wright Boyast (HEMADIFF)

dPBS (BIOLOGICAL INDUSTRIES)
FBS (GIBCO)

RPMI 1640 (BIOLOGICAL INDUSTRIES)
L-Glutamin (GIBCO)

Pensilin Streptomisin (GIBCO)

BSA (SIGMA)

EDTA (SIGMA)

CD19-Bead (INVITROGEN)

CD19 ve CD34 FC antikorlar1 (NOVUS)
CD34-Bead (INVITROGEN)

CD10 antikoru (INVITROGEN)
NaOH

HCL

Tripan mavisi (SIGMA)

Au ylizey

Pirahna Soliisyonu

Tamponl

H2S04 (SIGMA)

H202 (SIGMA)

1-Hexadecanethiol (SIGMA)
11-Mercaptoundecanoic acid (SIGMA)
DMF (SIGMA)

DCC (SIGMA)

NHS (SIGMA)

15
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3.3. Hiicre Kiiltiiri

CCRF-SB B-tip akut lenfoblastik I6semi hiicre hatt1 kullanilmistir (ATCC). Ureticinin
belirttigi sekilde pasajlama ortami hazirlanmistir. Pasaj ortami %10 FBS, %1 L-
Glutamin, %1 Penisilin-Streptomisin igeren RPMI 1640 besiyeridir. Pasajlamalar oda
sicakligimda 300 RCF’te 5 dakika boyunca hizlanma:yavaslama orani 9:2 olarak
ayarlanan santrifiijiin ardindan 15 ml’lik polipropilen falkon tiipiin tabaninda ¢oken
hiicrelerin taze besiyerinde ¢Oziilmesi ve 75 cm ya da 175 cm flasklara ekilmesi
seklinde yapilmistir. Kiiltiir ortami hazirlanirken kontaminasyon riskinin ortadan
kaldirilmast amaciyla tiim c¢aligmalar aseptik kosullara uygun sekilde biyogiivenlik

seviyesi 2 kiiltiir kabininde yapilmis, ayrica 0.45um ¢apl filtre kullanilmastir.

3.3.1. Hiicre Kiiltiir Sarflan
RPMI 1640 pH; 7.4

e 500 ml, 2-8°C’de son kullanim tarihine kadar saklanir.

Fetal Bovin Serum (FBS)
e [s1ile inaktive edilmis, steril filtre edilmis, bocek hiicre kiiltiiriinde test edilmis.

e Stok soliisyon 15 ml’ lik falkon tiiplere 10’ar ml alikotlanarak -80°C’de saklanir.
L-Glutamin 200mM, 20 ml

e Stok soliisyon 2 ml’lik ependorf tiiplere 2’ser ml alikotlanarak -80°C’de

saklanir.
Penisilin—Streptomisin Soliisyonu, 10.00* U/ml-10mg/ml
e 2ml’ lik ependorf tiiplere 2’er ml olacak sekilde alikotlanarak -80°C’de saklanir.

Fosfat Buffer Salin (d4PBS) pH;7.4

Ca ve Mg icermez.

3.3.2. Hiicre Kiiltiirii icin Tam Besiyeri Hazirhg
e Biyogiivenlik seviye 2 calisma kabinlerinde steril olarak hazirlanmistir.
e (Calismamizda kullanilan komplet medyum 500 ml’lik steril filtreler kullanilarak
hazirlanmstir.

e 440 ml RPMI 1640
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e 5 ml penisilin streptomisin karigimi

e 5 mlL-Glutamin

e 50ml FBS
Tablo 5. Tam besiyeri hazirlanmasi.
Eklenen Madde Hacim Konsantrasyon Orani
FBS 50 ml %10
Penisilin/Strep 5 ml %1
L-Glutamin 200 mM 5 ml %1
DMEM 440 ml %88

3.3.3. Hiicre Dondurma Besiyeri Hazirhg:
e 2 ml’lik cryovial hiicre ¢alisma kabinine almir
e Igerisine toplam hacim 1 ml olacak sekilde 950 ul tam besiyeri icerisinde belirli
sayida hiicre ve 50 ul DMSO eklenir.
e 24 saat -80°C de bekletilir, ardindan -196°C azot tankina kaldirilir.

Tablo 6. Hiicre dondurma ¢6zeltisi hazirlanmasi.

Eklenen Madde Hacim Konsantrasyon Orani
Tam besiyeri icinde hiicre 950 pl % 95
DMSO 50 ul %5

3.3.4. Hiicrelerin Coziilmesi
e Icinde dondurulmus hiicre bulunan cryotiip 37°C benmaride hizli, ¢ok az buz
kalacak sekilde ¢oziiliir.
e 10 ml tam besiyeri falkon i¢ine yavasga brrakilir.
e 350xg de 5 dakika satrifiij edilir.
e Siipernatant atilir ve 5 ml tam besiyerinde ¢ozdiiriiliir.

e 350xg 5 dakika santriftij edilir.
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e Siipernatant atilir, pellet tam besiyerinde ¢6ziiliir ve icerisinde belirli miktarda

tam besiyeri igeren flaska ekim yapilir.

3.3.5. Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi tripan mavisi ile boya dislama metoduna gore yapilir. Bu yontemde, canli
hiicreler membran biitiinliigiinii korudugu icin tripan boyasi i¢ine giremez; Oli
hiicrelerde membran biitiinliigii bozuldugu icin boya iceri geger ve bu nedenle mavi
renk boyanir. Hiicreler, Thoma lami olarak adlandirilan bir ¢esit bolmeli lama damlatilir
ve lzeri lamel ile kapatilarak mikroskop altinda tek tek sayilir. Hiicreler pasaj islemi
esnasinda Neubauer lami1 ve Tripan mavisi boyas: kullanilarak sayilir ve canlilik
yiizdeleri tespit edilir. Sayim islemi, Neubauer laminin 64 (16x4) karesindeki hiicrelerin
invert mikroskopta sayimi, ortalamalarinin seyrelme faktorii, toplam hiicre
soliisyonunun hacmi ve 10* carpani ile ¢arpilmasi ile bulunur. Canlilik seviyesinin
tespiti, hacimce 1:1 hiicre ve Tripan mavisi karisimi pipetaj ile karigtirilir ve ardindan
invert mikroskopta goriintiilenmesi ile yapilir. Inkiibasyonun ardindan Neubauer lami
iizerinde boyanan hiicreler 6lii, boyanmayan ve seffaf rengini koruyan hiicreler ise canli

olarak degerlendirilir.

=l

Sekil 5. Thoma Laminin teorik gosterimi.
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3.4. Hiicre Yakalama Calismalar

Kullanilan CCRF-SB B-ALL hiicreleri, literatiir bilgilerine gore yiizeylerinde CD19 ve
CD34 antijenlerini tasimaktadir. Bu hiicreleri yakalamak i¢in anti-CD19, anti-CD34
antikorlar1 kullanilmistir. Antikor ¢aligmalar1 kontaminasyon riskini minimize etmek ve
deney sonuclarmin giivenilirligi acisindan aseptik kosullarda, biyogiivenlik seviye 2
calisma kabinlerinde yapilmistir. Kullanilan bu antikorlar, antikor sisesinden 4.5um
boyutlarda  sliperparamanyetik  Ozellikte mikroboncuklara immobilize olarak
cikmaktadir. Hiicre yakalama deneyinin mantig, hiicreleri ve antikorlar1 belirli sartlarda
inkiibe etmek, inkiibasyondan sonra ise bir manyetik gii¢ ile antikorlar tarafindan
yakalanan  hiicreleri  tutmak, yakalanamayan hiicrelerin ise  yikamalarla

uzaklastirilmasimi saglamaktir.
Hiicre yakalama ¢aligmalar1 su sirayla yapilmaktadir;

o Kiiltiir islemi i¢in hiicreler 15 ml’lik falkona alinarak santrifiijlenir.

e Siipernatant atilir, hiicreler tam besiyerinde ¢oziiliir.

e Thoma lamiyla Tripan mavisi boyasi kullanilarak invert mikroskopta sayim
yapilir.

e 500.000 hiicre/ml olacak sekilde ayarlanir ve 2 ml’lik ependorf tiipe alinir.

e Diger 2 ml’lik ependorf tiipe 1 ml Tampon 1 eklenir.

e Tampon 1 icerisine CD19 ve/veya CD34 antikor-bead eklenir.

e Antikor iceren tiip manyetik standa yerlestirilir ve 3 dk beklenir, siipernatant
atilir.

e Uzerine 1 ml Tampon 1 eklenir.

e Tiip tekrar manyetik standa yerlestirilir, 2 dk beklenir ve slipernatant atilir.

e Daha sonra tiipte kalan beadlerin lizerine, diger tiipte hazirlanmis olan tam
besiyeri igerisindeki hiicreler eklenir ve yavas pipetlemeler ile karistirilir.

e Bead ve hiicreleri igeren tiip +4 °C’de karistirici lizerinde 30 dk inkiibe edilir.

e Inkiibasyonun ardindan tiip manyetik standa yerlestirilir ve 3 dk beklenir.

e Siipernatant bir falkon tiipe alinir.

e 1 ml Tampon 1 eklenir ve manyetik standa yerlestirilip 2 dk beklenir.

Stipernatant bir falkon tiipe alinir. Bu islem 3 kez daha tekrarlanir.
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e Islem sonucunda ependorf tiipte kalan bead-hiicre toplulugu tam besiyeri veya
PBS i¢inde ¢oziliip 6 veya 12 kuyucuklu plakaya alinarak goriintiileme ve
incelemelerde kullanilir.

e Falkon tiiplere alinan hiicreler Thoma lamu ile invert mikroskopta sayilir. Sayim
sonucunda yikamalarda kacan hiicre sayisi, baslangicta eklenen hiicre sayisindan

cikarilarak beadler kullanilarak elde edilen hiicre yakalama oranlar1 hesaplanir.

Sekil 6. Hiicre yakalama ¢aligmalarinda kullanilan CD19 ve CD34 antikorlar.

3.4.1. Tampon 1’in Hazirlanmasi

o (Cave Mg icermeyen 100 ml PBS steril bir sise igerisine alinir.
e %0.1 BSA ve 2mM EDTA ilave edilir.
e Karigmasi i¢in manyetik karistir1 yardimiyla karistirtlir.

e Tampon hazirlandiktan sonra son olarak pH ayarlamasi yapilir.



Sekil 7. Tampon 1’ in hazirlanmasi ve pH ayarlamasi.

3.5. Wright Boyama
e Gerekli sayida hiicre bir falkon tiipte hazirlanir.
e Bir lam almir ve {lizeri temizlenir, daha sonra hiicre lam ylizeyine yayilir.
e Fikse edilmesi amaciyla methanol damlatilir ve 15-30 sn beklenir.
e Ardindan yiizey Wright boyasi ile kaplanir ve 2-3 dk beklenir.
e Lamiizerine PBS eklenir ve 3-4 dk beklenir.

e Lam yiizeyi saf su ile yikanir ve kurutulur.

Sekil 8. Periferik yayma ve Wright Boyama preparatlarinin hazirlanmasi.
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3.6. Akim Sitometri Cahismalan

Akim sitometri Olgtimleri CD10, CD19, CD34, CD38 ve CD45 flow antikorlar1

kullanilarak yapilmistir. Olgiim i¢in yapilan drnek hazirlik basamag su sekildedir;

Inkiibatérden alman flaskin icerisindeki hiicreler daha once belirtilen sekilde
santrifiij edilir, slipernatant atilir, falkon tabanindaki hiicreler tam besiyeri
igerisinde ¢ozliir.

Sayim yapilir.

Yaklasik 1 milyon hiicre/ml olacak sekilde hiicreleri igeren 1 ml tam besiyeri
ependorf tiipe alinir ve islem buz lizerinde yapilir.

2 ul Fc blok soliisyonu eklenir, 5 dk inkiibe edilir.

10 pl akim sitometri antikoru eklenir, 25 dk inkiibe edilir.

300xg +4°C’de 7 dk santrifiij yapilir, sipernatant atilir.

500 pl staining tamponu eklenir.

300g +4°C’de 7 dk santrifiij yapilir, siipernatant atilir.

500 pl staining tamponu igerisine alinir, 6l¢iim yapilana kadar +4°C’de saklanir.

Sekil 9. Akim sitometri 6rnek hazirligi.
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3.7. Altin Cip Yiizeyin Fonksiyonellestirilmesi ve Antikor Immobilizasyon
Cahsmalan

Altin yiizeylerin fonksiyonellestirilmesi su sekilde yapilmaktadir;

Ust yiizeyi altin kapli olan ve Silika ve Nikel katmanlarindan olusan yiizeyler
etanol ve aseton ile ultrasonik banyoda 10 dk yikanir.

Temizlenen ve kurutulan ytizeyleri 30 dk air plazma ile temizlenir.

Temizlenen yiizeyler saf ethanol i¢ine atilir ve ve 1 dk beklenir.

Ayr1 temiz bir kapta mercatoundecanoic asiti saf etanol i¢inde hacimce %]1-2
(v/v) ¢ozeltisini hazirlanir.

Temizlenen ve etanol icinde duran yiizeyi bu ¢o6zelti icine alinir ve 3 saat
beklenir.

Daha sonra yiizey ethanol ile 2-3 kez 1yice yikanir ve azot gazi ile kurutulur.

Bu yiizey DCC-NHS c¢ozeltisi ile aktive edilir ve sonra antibody
immobilizasyonuna gegcilir.

PBS icerisinde hazirlanan CD19 antikoru ile 12 saat inkiibe edilen yiizeyler
kullanilabilmesi i¢in PBS igerisinde +4 °C’de bekletilir.



4. BULGULAR

4.1. Hiicre Yakalama Deneylerinin Bulgulan

Sekil 10. CD19 ile hiicre yakalama deney sonuglari, invert mikroskop, 10x.
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Sekil 11. CD34 ile hiicre yakalama deney sonuglari, invert mikroskop, 10x.

Hiicre yakalama deney sonuglarina gore; CD19 beadleri ile CD34 beadlerine gore
anlamli olarak daha yiiksek yakalama oranlarina ulasildigi mikroskop goriintiileriyle de
desteklenmektedir. Sekil 11 ve Sekil 12°de baglama oranlar1 farkli olmasina ragmen
arka planda her ikisinde de baglanmamis beadler mevcuttur. Bead deneylerinin
planlanmas1 ve optimizasyonunda hiicre yakalama orant ve maliyetin yani sira
baglanmamis beadlerin olusturdugu arka plan giiriiltiisii de 6nemli bir parametre olarak

degerlendirilmistir.



26

Sekil 12. CD19 ile hiicre yakalama deney sonuglari, upright mikroskop, 100x.

Upright mikroskop goriintiilerinde boyutlar1 degisen hiicrelere ve hatta hiicre membran
parcalarma CD19 ve CD34 beadlerinin baglandigi goriilmektedir. Hiicrelerin
morfolojilerindeki degisimler, onlarin Tampon 1 igerisinde bekletilmesi ve uygulanan

manyetik alan ile ilgilidir.



Tablo 7. CD34 beadleri ile hiicre yakalama oranlar1.
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4.2. Wright Boyama Bulgulan

Sekil 13. CD19 ile hiicre yakalama deney sonuclari, invert mikroskop, 40x

Sekil 14. CD19 ile hiicre yakalama deney sonuglari, Wright Boyama, invert mikroskop,
40x
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4.3. Akim Sitometri Bulgularn
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Sekil 15. CCRF-SB hiicrelerinde CD10 PE Akim Sitometri sonuglari.

CCRF-SB hiicrelerinde CD10 ekpresyon seviyesi %17 bulunmustur.

CD19 APC Alexa Fluor
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Sekil 16. CCRF-SB hiicrelerinde CD19 APC Alexa Fluor Akim Sitometri sonuglari.

CCRF-SB hiicrelerinde CD19 ekspresyon seviyesi %99.1 bulunmustur.
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CD34 PC5

e —————————

Sekil 17. CCRF-SB hiicrelerinde CD34 PC5 Akim Sitometri sonuglari.

CCRF-SB hiicrelerinde CD34 seviyesi %17 bulunmustur.




4.4. Altin Yiizey islemlerine Ait Bulgular
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Sekil 18. Altin yiizeyler lizerinde bead-bagli hiicrelerin tutulmasi.
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Silika, Nikel ve Altin katmanlarindan olusan preparatlar kullanilmistir. Yiizeylerin

fonksiyonel 6zellikteki tist kism1 Au katmanidir. Bead deneyleri ile yakalanan hiicreler

altin yiizeyin tlizerine pipetajla eklenir. Yaklasik olarak 10 dk beklenir. Daha sonra

ylizeye manyetik alan uygulanir ve beadlerin siiperparamanyetik o6zelliklerinden

yararlanilarak hiicreler altin ylizey lizerinde yakalanir.



5. TARTISMA VE SONUC

Losemiler ¢ocukluk ¢aginda goriilen tiim kanser olgularmin yaklasik %30’unu kapsar
ve bunun yaklasik %80’ini ise ALL meydana getirir (18). Akut lenfoblastik 16semi
(ALL) kemik iliginde bulunan lenfoid oncii hiicre olgunlagma asamalarinin sekteye
ugramas1 ve denetimsiz sekilde artisi ile tanimlanan neoplatsik bir anormalliktir (16).
Akut lenfoblastik l6semi yakin tarihe kadar ¢ok Oliimciil ve korkutucu bir hastalik
olarak goriilmekteyken son donemlerdeki bilimsel yaklasim ve tedavi stratejilerindeki
gelismeler ile bu hastalar i¢in yaklasik %80 tedavi kiir seviyelerine ulasilmistir (12).
Akut lenfoblastik l6semilerde farkli parametreler ve yontemler kullanilarak birden fazla
siniflandirma metodu gelistirilmis ve ALL kendi i¢inde smiflandirilmigtir. B hiicreli
akut lenfoblastik l6semi (B-ALL), B hiicrelerinin gelisim evrelerinin ilk basamaklarinda
ortaya ¢ikan genetik degisimler neticesinde, B hiicrelerin normalden fazla seyretmesi ile
meydana gelen ve gorece ¢ocukluk caginda daha ¢ok goriilen bir 16semidir. Cocukluk

cag1 losemilerinin yaklasik %75°1 B hiicreli akut lenfoblastik 16semidir (29).

Minimal Residiiel Hastalik (Minimal Residual Disease, MRD), morfolojik olarak
saptanamayacak seviyede az oranda relapslara yol acan 16semik hiicre varligmi ifade
etmektedir (31). MRD tayini; kemoterapi tedavisi baslanmasindan sonraki 15. glinde
kemik iliginden alinacak numunedeki blastik hiicre seviyesinin tiim cekirdekli hiicre
seviyesine boliinmesiyle yapilmaktadir (33). Akut lenfoblastik 16semili hastalarda
tedaviye verilen cevabin arastirilmasinda minimal residiiel hastalik tayininin az veya
fazla riskli gruplar1 belirleme noktasindaki glivenilirliginin yiiksek oldugu belirtilmekte,
bu sebeple MRD’nin ALL’li olgularin tanisinda 6nemli bir tanisal parametre oldugu
diistiniilmektedir. Bu 6zelliklerinden dolayt MRD’ nin rutin olarak uygulanan tedavi
basamaklarinda risk faktorii olarak dahil edilmesi miimkiindiir (32-34). MRD tayininde
kullanilan temel yontemler FC ve PCR’dir (35).
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MRD o6l¢itimiinii hedefleyen FC ve PCR yontemlerine alternatif olarak kullanilabilecek
Olciim yollar1 arastirilmaktadir (37-40). Bu arastirmalarin ortak noktasi ise kanser
olgularinda hiicrelerin ya da hiicre metabolizmasiyla ilgili {irtinlerin 6l¢iilmeye

calisilmasidir.

Bu calismada temel olarak iki hedef belirlenmisti. Bunlardan birincisi; bir ALL hiicre
hatt1 olan CCRF-SB hiicrelerini bu hiicrelerin yiizeylerinde eksprese ettigi antijenlerden
faydalanarak yakalamakti. Ikinci hedef; Silika, Nikel ve Altin katmanlarindan olusan
(aktif olan lst yilizeydir ve Altin ile kaplidir) bir yiizeyi fonksiyonellestirme islemiyle
temizleyip, antikor immobilize edilebilir hale getirmek ve ylizeyin manyetik

ozelliginden faydalanarak bead-bagli hiicreleri bu yiizey iizerinde tutabilmekti.

Hiicreleri yakalamak i¢in yiizeyleri CD19 ve CD34 antikorlariyla kapl
siiperparamanyetik 0zellige sahip (manyetik alan varliginda manyetik 0Ozellik
gostermesine karsin  manyetik alan ortadan kaldirildiginda manyetik 6zellik

gostermeyen) beadler kullanilmistir.

Bead deneylerinde 1 ml tam besiyerinde 500.000 hiicre olacak sekilde ayarlanmuis,
CD19 bead ve CD34 bead miktar1 30 pl olarak belirlenmistir. Bu degerin
belirlenmesinde hiicre yakalama basarisi, maliyet ve hiicrelere baglanmayan beadlerin
olusturdugu arka plan giiriiltiisii faktorleri dikkate alinmistir.CD34 bead miktar1 100
ul’ye kadar ¢ikarilmis, hiicre yakalama oraninda anlamli bir artis gozlenmemis, buna
karsin baglanmayan bedlerin olusturdugu arka plandaki giiriiltii artmistir. CD19 bead
miktar1 100 pl’ye kadar ¢ikarilmig ve hiicre yakalama oraninda yaklasik %2’lik bir artig
goriilmiistiir, buna karsin yine ayni sekilde baglanmayan beadlerden kaynaklanan arka

plan giirtiltiisii goriilmiistiir.

Bead ve hiicreleri igeren ependorf tiipii 30 dk +4°C’de karistirict {izerinde inkiibe
edildiginde beadler hiicrelere baglanir. Bu islemden sonra manyetik standa alinan
ependorf tliplinde beadlere baglanmayan hiicreler yikamalar ile uzaklastirilmastir.
Beadlerin yakaladigi hiicreler ise ependorf tiip i¢inde kalmistir. Beadlerin hiicre
yakalama basarisi; baslangicta ependorf tiipe eklenen toplam hiicre sayisindan,

yikamalarda atilan hiicre sayis1 ¢ikarilarak bulunmustur.
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Hiicre sayim islemleri invert mikroskopta Thoma lam1 ve Tripan mavisi kullanilarak
yapilmistir. Yapilan sayimlarin kontrolii olarak ayni 6rnekler Tam Kan Sayim (CBC)
cthazinda sayilmistir. Sayim sonuglar1 karsilastirildiginda; CBC sonuglarinin anlamli
olarak daha yiliksek (%10 ve daha fazla) degerler verdigi goriilmiistiir. CBC cihazinda
yapilan 6l¢ciim sonuglarinda goriilen bu pozitif hata, bu cihazin rutin kan sayimlari i¢in
gelistirilip optimize edilmis olmasindan ve bir ALL hiicre hatt1 olan CCRF-SB hiicreleri
ve bu hiicrelerin icerisinde bulundugu tam besiyeri ortami i¢in ideal olmamasindan

kaynaklanmaktadir.

Beadler ile hiicre yakalama deney sonuglarma bakildiginda, CCRF-SB hiicreleri CD19
beadleri kullanildiginda CD34 beadlerine gore daha fazla yakalanmistir. (Swrasiyla %75
ve %10’dan az). Bu farkin nedeni hiicrelerin yiizeylerinde bulunan CD19 ve CD34
antijenlerinin ekpresyon seviyeleri arasindaki farktan kaynaklaniyor olabilir diye
diisiiniilmiis ve hiicre ylizey antijen ekspresyon analizi i¢in FC analizleri yapilmistir. FC
sonuglarina goére; CCRF-SB hiicrelerinde CD19 %99,1, CD34 %17 eksprese
edilmektedir. (Bu oranlar hastadan alman kandan izole edilen B-ALL hiicrelerinde

farklilik gosterebilir).

FC analiz sonuglariyla birlkte bead yakalama deneyleri sonuclarinda CD19 ve CD34’iin
neden bu kadar farkli sonuglar verdigi daha net goriilebilmistir. CD19 beadleri
kullanilarak her 100 hiicreden yaklasik 75 tanesi yakalanabilmistir ve bu 100 hiicreden
yaklasik 99 tanesi CD19 antijenini eksprese etmektedir. CD34 beadleri kullanilarak her
100 hiicreden 10 veya daha az sayida hiicre yakalanabilmistir ve bu 100 hiicreden

yaklagik 17 tanesi yiizeyinde CD34 antijenini eksprese etmektedir.

Altin kapli yiizeylerin fonsiyonellestirme ¢aligmalari metod kisminda belirtilen protokol
ile gerceklestirilmistir. Bu calismalar sonucunda altin ylizey preparatlarinin
gortintiilenmesi  konusunda c¢esitli  zorluklar yasanmustir. Altin  yiizeyler 15181
gecirmedikleri i¢in bu yiizeylere immobilize edilen antikorlara hiicre baglanmalarini
gosterebilmek Elektron Mikroskobu ve benzer diger dlctiim yollar1 kullanilmalhidir. Altin
kapl yiizeyler, icerigindeki Nikel dolayisiyla manyetik 6zellikler gdostermektedir. Bu
ylizeylere siiperparamanyetik 6zellige sahip beadler ile yakalanan hiicreler eklenmis ve

manyetik alan uygulanmistir. Boylece beadlerin, beadler hiicrelere tutunmus oldugu i¢in
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dolayisiyla hiicrelerin bu yiizeyler lizerinde tutulabilmesi saglanmis ve goriintiilemeleri

yapilmistir.

Yapmis oldugumuz bu c¢alismada; B-ALL hiicrelerinin ¢esitli antikorlar ile kaph
siiperparamenyetik beadler kullanilarak yakalanabilecegini ve bead-hiicre yapilarinin
ylizey iizerinde tutulabilecegini gosterdik. Bu yontem ALL diginda pek ¢ok hastaligin
tanist ve tadvisinin izlenmesinde kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Bu yontemde
kullanilan antikorlarin ve beadlerin biyokimyasal ve fizikokimyasal 6zellikleri

degistirilerek ¢ok daha genis bir uygulama ve kullanim alan1 olusturulabilir.
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