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KRONIK MYELOID LOSEMi KOK HUCRE HATTI URETIMI

Dr. Sibel Azizenur Oztiirk
Yazisma Adresi: Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji
Anabilim Dali, IZMIR

OZET

Amac¢: BCR/ABL fiizyon proteiniyle karakterize Kronik myeloid 16semi (KML),
pluripotent hematopoetik kok hiicrelerin malign transformasyonu sonucu gelisen klonal bir
16semi kok hiicre (LKH) hastaligidir. Bu projenin amaci, KML LKH’lerinin kiiltiir ortaminda
bir¢ok tiimor serilerine farklilagma mekanizmalaria karst kuvvetli bir protokol gelistirerek

gelecekteki galigmalar i¢in uygun kalite ve standartlarda in-vitro KML LKH hatt1 iiretimidir.

Yontem: Bu calismada, K562 ve K562/IMA-3 (imatinibe direngli) insan KML
hiicrelerinde, FACS ve MACS yontemleriyle CD34+/CD38-/CD123+ and CD34+/CD38-
LKH altpopiilasyonlarinin izolasyonu sonrasinda LKH’lerin davranislari, farkli kiiltiir
sartlarina maruz birakilarak gozlemlendi. LKH’leri, akis sitometriyle hiicre siklusu;
tiimorojeniteyle timor olusturma potansiyeli; kantitatif ger¢ek-zamanli PCR’la telomeraz
aktivitesinin ve BCR/ABL’mn ekspresyon diizeyleri; alkalen fosfataz (AF) boyamayla
farklilagma; ve mikoplazma testiyle kontaminasyon varligi incelenmistir. Ayrica, CD paneli
(CD34+, CD38+, CD34+/CD38-, CD34+/CD38/CDI123+ altpopiilasyonlar1), KML

hiicrelerinde, LKH’lerinde ve farklilasmis LKH’lerinde akis sitometriyle incelenmistir.

Bulgular: K562 ve K562/IMA-3 16semi hiicrelerinin, sirasiyla % 0,4 ve % 5,3
oranlarinda LKH’leri igerdiklerini bulduk. Diferansiye etmeyen ortamda LKH’lerin
cogalmaksizin fenotipini korudugu ve LKH ekspanse edici ortamda LKH’lerin ¢ogunlugunun
LKH olarak cogaldigi gozlemlendi. Bununla beraber, diferansiye edici ve RPMI-1640
ortamlarinda LKH’lerinin, l6semi hiicrelerine doniiserek ¢ogaldigi gézlemlendi. K562/IMA-3



LKH’lerinin daha hizli tliimér olusumuna neden olmasinin yani sira, her iki hiicre hattinin
LKH’leri, atimik nude farelerde tiimor olusturdu. Her iki hiicre hattinin LKH’lerinde AF
pozitif bulundu. Telomeraz aktivitesi ekspresyon diizeyi, K562/IMA-3 LKH’lerinde artmis
bulunurken, K562 LKH’lerinde azalmis bulundu. BCR-ABL ekspresyon diizeyi her iki hiicre
hattinin LKH’lerinde azalmis olmakla birlikte korunmustur. LKH’lerde mikoplazma
kontaminasyonu goriilmedi. CD panelinde tiim popiilasyonlarin en yiliksek seviyeleri,

LKH’lerinde goriildii.

Sonu¢: Bu calisma sonucunda KML LKH hatti iiretiminin zor, ama olast oldugu

saptandi.

Anahtar sozciikler: Kronik myeloid 16semi, Losemi kok hiicre, Hiicre hatt



CHRONIC MYELOID LEUKEMIA STEM CELL LINE PRODUCTION

ABSTRACT

Objective: Chronic myeloid leukemia (CML), characterized with BCR/ABL fusion
protein is a clonal leukemia stem cell (LSC) disorder developing as a result of malignant
transformation of pluripotent hematopoietic stem cells. The aim of this project is to produce
in vitro CML LSC line in appropriate quality and standards for future work by developing a
strong protocol against the differentiation mechanism to many tumors series of its in culture
medium of CML LSC.

Method: In this study, behaviors of LSCs were observed by exposure to different
culture conditions after isolation of LSC subpopulations of CD34+/CD38-/CD123+ and
CD34+/CD38- by FACS and MACS methods in K562 and K562/IMA-3 (imatinib-resistant)
human CML cells. LSCs were analyzed cell cycle by flow cytometry; potential of formating
tumor by tumorigenicity; expression levels of telomerase activity and BCR/ABL by
quantitative real-time PCR; differentiation by alkaline phosphatase (AF) staining; and
presence of contamination by mycoplasma test. Also, CD panel (subpopulations of CD34+,
CD38+, CD34+/CD38- and CD34+/CD38-/CD123+) were analyzed by flow cytometry in
CML cells, LSCs and differentiated LSCs.

Results: We found that K562 and K562/IMA-3 cells contained LSCs in 0,4% and 5,3%
ratios, respectively. It was observed that LSCs maintained the phenotype without proliferation
in dedifferentiated medium, and that the majority of LSCs proliferated as LSCs in LSC
expanded medium. However, it was observed that LSCs proliferated by transforming into
leukemia cells in mediums of differentiated and RPMI-1640. In athymic nude mice, LSCs of
both cell lines generated tumor as well as causing to faster tumorigenicity of K562/IMA-3
LSCs. It was found AP positive in LSCs of both cell lines. Expression level of telomerase
activity was found to increased in K562/IMA-3 LSCs, while to decreased in K562 LSCs.



BCR/ABL expression level was maintained although decreased in LSCs of both cell lines.
Mycoplasma contamination was not seen in LSCs. The highest levels of all populations in

CD panel were seen in LSCs.

Conclusion: In result of this study, the production of CML LSC line was found to be

possible, but to be difficult.

Keywords: Chronic myeloid leukemia, Leukemia stem cell, Cell line



1.GiRIiS ve AMAC

Kronik myeloid 16semi (KML), diferansiyasyonun her basamagindaki myeloid
elemanlarin proliferasyonu, adhezif o6zelliklerinin kaybi, apoptozun azalmasi ve 06zgiil
kromozomal defekt olan t(9:22) resiprokal translokasyonu sonucu BCR/ABL onkoproteininin
varligi ile karakterize, klonal bir hematopoetik kok hiicre (HKH) malignitesidir (1, 2). KML,
onkolojide kromozomal anomali ile iligkilendirilerek tanimlanan ilk kanser modelidir (3).
KML tedavisinde allojenik HKH nakli, KML hastalarinin tedavisinde tek kiiratif yaklasim
olarak kabul edilmektedir, ancak tedavi i¢in uygun dondér bulunmasinda zorluklar
yaganmaktadir (4, 5). Son yillarda hedefe yonelik tedavi olan imatinib mesilat (Glivec,
Gleevec, STIS71)’in kesfi, Oonemli Olgiide sagkalimin iyilestirilmesi nedeniyle KML
yonetiminde bir devrim niteligindedir. Bununla beraber bu ve buna benzer ilaglara karsi en
onemli engel, tedaviye karsi primer ya da sekonder gelisen direnglerdir (6, 7). Bu direncin,
BCR/ABL bagimli ya da bagimsiz ek mutasyonlardan kaynaklandig: ileri stiriilmektedir (8,
9). Ancak son yillarda yapilan arastirmalar sonucu kanserin baslamasi ve ilerlemesinden
sorumlu tutulan ve tiimor dokusunda ¢ok sayidaki farklilagmis hiicre toplulugunu olusturan
16semik kok hiicre (LKH)’lerinin, tedavilere gelisen diren¢ ve niikslerden sorumlu oldugu
distiniilmektedir (10, 11). Bu sebeple, kan ve kemik iliginde ilkel hiicrelerin birikmesi ile
sonuglanan direng problemini asmak i¢in hala pek ¢ok c¢alismalar yiiriitilmekle birlikte,
kanser relapsini efektif olarak onleyebilecek tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in arastirmalar,

kanser kok hiicre (KKH)’leri lizerinde yogunlasmaktadir (12, 13).

KKH’lerinin olusma ve kanser olusturma mekanizmalar1 ve multimodal tedavi
staratejilerinde hedef alinmalar1 giincel bilimsel konulardan birisidir. Simdiki kansere karsi
terapotik stratejiler, siklikla tedavi basarisizligina yol agan ciddi sinirlamalara sahiptir. Bir¢ok
malignensilerdeki tedavi basarisizliginin yaygin bir nedeni, kemoterapi ve radyoterapiye
direngdir. ilaveten, KKH’lerine kars1 yeterli 6lgiide segici olmayan birgok stratejinin saglikli
dokulara toksik olabilmesi ve bir¢ok tedavinin KKH’lerini elimine etmemesi nedeniyle,
hastalar niiks ve metastaz riski ile karsi karsiya gelmektedir. Bu nedenle KKH’lerinin

eliminasyonu, malign hastaliklarin tedavisinde ¢ok 6nemlidir (14, 15, 16).

KML’de LKH’ler normal hematopoezde oldugu gibi kendini yenileyebilmekte ve

olgunlagmis hematopoetik hiicreleri olusturabilen ilgili progenitor hiicrelere diferansiye



olabilmektedir. Bu yakin benzerlik yiizey belirteglerinde de oldugu i¢in KML kok hiicrelerini
in vitro ortamda incelemek, HKH’lerle ayirmaktaki giigliikk nedeniyle zor olmaktadir (17, 18,
19). Ayrica kanser hiicre ve KKH hattinin iilkemizde iiretim ve pazarlamasi yoktur. Bu
konuda disa bagimlilik s6z konusudur ve ulasilabilen kaynaklarda KML kok hiicre hatti

bulunmamaktadir.

Bu nedenle bu ¢alismada, hem imatinib duyarli hem de imatinib direngli KML hiicre
hatlarindan izole edilen LKH’lerinin, kiiltiir ortaminda bir¢ok timor serilerine farklilasma
mekanizmasina karsi gii¢lii bir protokol gelistirerek, gelecekteki caligmalar i¢in uygun kalite
ve standartlarda in vitro olarak KML kok hiicre hatti iiretilmesi amaglanmigtir. Boylece
hematolojik onkolojide tedavi sorunlart yasanan ¢ok 6nemli bir hastalik grubunda yeni ilag ve
tedavi segenekleri gelistirmek igin 6nemli bir biyolojik materyal eldesinin saglanmasi ile
birlikte, in vitro KKH hatti ile yapilacak aragtirmalarin devami olarak hayvan deneyleri ve faz

calismalarina da gegilebilecektir.



2.GENEL BiLGILER

2.1. Kronik Myeloid Lésemi:
2.1.1. Tanim, Etyoloji ve Epidemiyoloji

KML, pluripotent HKH’de gelisen malign transformasyon sonucu, kotii huylu gelisim
gosteren klonal bir bozukluktur. Degisiklige ugrayan kok hiicreler, normal hematopoezin
yerine gecen ve total myeloid kitlenin biiyliik miktarda artmasina neden olan bir diferensiye

hiicre populasyonunu olusturur ( 9, 10, 20).

KML myeloproliferatif hastaliklarin en sik gériilenidir. Insidansi yilda 1-2/100.000
olup, tim erigkin l6semilerinin yaklasik %?20’sini olusturmaktadir (20-22). Her yasta
goriilmekle birlikte, insidansi yas ilerledik¢e belirgin olarak artmakta ve hastalara siklikla 5.
ve 6. dekatlarda tan1 konulmaktadir. Hastalik erkeklerde kadinlara kiyasla (1,5/1) hafifce daha
fazla goriilme egilimindedir (20-23). Cok yiiksek doz iyonizan radyasyona maruz kalma
bilinen tek risk faktoriidiir (24) ve normal popiilasyona kiyasla KML goriilme sikligini

arttirabilmektedir (20, 22).
2.1.2.Patogenez ve Molekiiler Mekanizmasi

KML, HKH’de kazanilmus bir genetik degisiklik sonucu, 6zgiin sitogenetik bozukluk ile
iliskisi tespit edilen ilk malign hastaliktir (20-22). Ik defa 1960 yilinda, Peter Nowel ve
David Hungerford tarafindan KML’li hastalarda anormal bir kromozom olarak
tanimlanmistir. Bu kromozom, insanda kanser iliskili ilk kromozomal bozukluk olup,
bulundugu sehrin adina istinaden Philadelphia kromozomu (Ph) olarak anilmaya baglanmistir

(Sekil 1) (25).

1980’lerde Ph kromozomunun, 9. kromozomun q34 bandina yerlesik ABL geninin, 22.
kromozomun ql1 bandindaki BCR genine t(9:22) resiprokal translokasyonu sonucu,
BCR/ABL fiizyon geninin olusumu ile ortaya ¢iktig1 ispatlanmistir (Sekil 1). 1984°te farkli
KML hastalarinda kromozom 22°deki genomik kirilma noktalarinin nispeten kiigiik (5.8 kb)
bir bolgede kiimelesmis oldugu bulundu ve bu boélgeye ‘kirllma noktalarin kiime bolgesi’
(Breakpoint Cluster Region) (BCR) ad1 verildi. ABL geni, ABelsan murine Leukemia virus

tarafindan tasinan v-abl onkogenin insandaki esdegeridir ve bir nonreseptdr tirozin kinaz



kodlar. Hastalarin %10’unda Ph kromozomu disinda ilaveten iki farkli kromozomu kapsayan
kompleks translokasyonlar gorilir. Bunlar; t(5;12) (q33;p13) TEL-PDGFRB ve 1(8;13)
(p11;q12) ZNF198-FGFR1°dir. Her iki translokasyonun olusturdugu fiizyon proteinlerinin bir
kism1 reseptor tirozin kinaz kodlamaktadir. Bu translokasyonlar BCR-ABL onkoproteini
tarafindan aktive edilen yolaklara benzeyen sinyal iletim yollarmi aktive ederek KML

gelismesine neden olurlar (8, 26-28).
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Sekil 1: Philadelphia kromozomu (www.medscape.com/ Expert Rev Anticancer Ther/ 2008).

ABL, 145 kD agirliginda, bir non-reseptor tirozin kinazdir ve bir¢cok dokuda ifade
edilmektedir. Hiicre igerisinde hem sitoplazmada hem da ¢ekirdekte yer alan ABL, iki
kompartman arasinda etkilesim igerisindedir ve integrin sinyal iletim yolaklar1 sayesinde
hiicresel ¢evre hakinda bilgi aktariminda gorev alir (8, 27-29). Normalde ABL proteini, ¢esitli
hiicre i¢i ve dis1 sinyallere gore hareket ederek, hiicre dongiisiinii, hiicre baglanmasini,
programli hiicre 6liimlerini, hiicrenin biiylime ve ¢gogalmasini, ayrica hiicrelerin stres ortamina
verdigi yanit1 kontrol eder (8, 27-30). Normal fizyolojik sartlarda siki bir sekilde kontrol
edilen ABL’in SH3 alani, proteinin aktivitesinin engellenmesinde 6nemli rol oynar (27). SH3
alanmin delesyonu veya degisimi tirozin kinazi aktif hale getirmekte, interaktdr protein 1 ve

2 (Abi-1 ve Abi-2) ise, SH3 alanlarinin inhibitor fonksiyonlarini aktive etmektedir (27-29).

BCR ise, 160 kD agirliginda multipl modiiler alanlar igeren bir sinyal proteinidir (31).
ABL geninin aksine, BCR geni iizerindeki kirilmalar farkli noktalarda olusabilir (8, 31, 32).


http://www.medscape.com/

Kirilma noktasinin ABL’de sabit BCR’de degisken olmasi; ABL geninin saglikli hiicreleri
degisime ugratarak kanser hiicresine doniistimiinii sagladigini, BCR geninin ise hastaligin

fenotipini etkiledigini gostermektedir (Sekil 2) (8, 28, 31,32).
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Sekil 2: BCR ve ABL genlerinin kirilma noktalari (32).

Yeni olusan bu kimerik gen, 210 kDa (p210) molekiil agirliginda KML’de 16semik
fenotipin gelismesinden sorumlu bir protein (BCR/ABL) kodlar (8, 28). Siirekli aktif olan bu
protein, otofosforilasyon neticesinde kendi tizerinde, diger proteinlerin SH2 alanlar1 igin
baglanma bolgesi yaratmakta ve ¢esitli substratlar, tirozin noktasindan fosforlanabilmektedir
(8, 28). BCR/ABL proteini, hiicrede, bliyiime, ¢ogalma, farklilagma, maturasyon ve apoptoz
ile 1ilgili pek cok sinyal yolaklarimin devamli aktivasyonunu saglamakta, normal hiicre
siklusunun kontroliiniin bozulmasina neden olmakta ve hiicrelerin malign doniisiimiine yol
acmaktadir (8, 28, 29, 33). Bu durum ise normal olmayan kendi kendini yenileme ve
diferansiye olma yeteneklerinin ve apoptoza direng gelisiminin kazanilmasi nedeniyle, Ph-

pozitif hiicre klonunun hayatta kalim ve ¢ogalma avantajlarint saglamaktadir (1-3, 8, 33).

BCR/ABL fiizyon proteini tarafindan gerceklestirilen malign doniisiimiin 4 temel
mekanizmas1 vardir (8, 27, 28). Bu mekanizmalar; stromal hiicrelere ve ekstraselliiler
matrikse baglanmanin azalmasi, proliferasyonun siirekli aktif tutulmasi, apoptozun

engellenmesi ve ABL gen aktivitesinin engellenmesinin inhibisyonudur (21, 26, 27, 29, 31).

HKH’lerin ¢ogalmasi, kemik iligi stromal hiicreleri ve integrinler araciligiyla hiicre
disindan hiicre icine sinyal iletiminin baslatilmasi ile diizenlenmektedir (21, 27). Yapilan
caligmalar, BCR/ABLproteinin HKH’lerde bulunmayan ve baglanmayi engelleyebilen bir
integrin varyantin1 ifade ettigini, bunun sonucu olarak HKH’lerin kemik iligi stromal

hiicrelerine ve eksraselliiler matrikse baglanma diisiikliigli  nedeniyle serbestlestigini



bildirmektedir (8, 28 31 ). Boylece ¢ogalmanin negatif kontroliinde 6nemli olan hiicre-hiicre
etkilesiminin olmadigi ve ¢ogalma inhibisyonunu ileten Sinyal transferinin bozuldugu

bildirilmektedir (27, 28, 31, 34).

BCR/ABL geninin olusumu sirasinda ABL’in SH2 domaininin BCR’in N terminaline
baglanmasi ile BCR geninin N terminalinin kaybi, fiizyon proteinde, artmis siirekli tirozin
kinaz aktivitesine yol agar. BCR/ABL fiizyon proteinin onkogenik aktivitesi ise
transformasyona yol agan ¢esitli sinyal treonin yolaklarini aktif hale getirerek ortaya ¢ikar

(27, 29, 30, 32).

BCR/ABL, STAT1 ve STATS transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu direkt ve
siirekli olarak saglar. BCR/ABL tarafindan degisime ugratilmis hiicrelerde STATS
aktivasyonu, bir antiapoptotik protein olan Bcl-xL ifade edilmesini arttirir (25). BCR/ABL
proteini tarafindan aktif hale getirilen Ras ve Jak/STAT yolaklar: ise, hiicrelerin biiyiime
faktoriine bagimliligini inhibe eder (Sekil 3). Ayrica BCR/ABL proteininin, sitokinlerin
yanisira biiylime faktorlerinin ifade edilmesini de tetikledigi bildirilmektedir. Baz1 deneysel
calismalarda, biiylime faktorii sekresyonu iizerinde, BCR/ABL’in tetikledigi otokrin
dongiiniin etkili oldugu bildirilmektedir. Calismalar, BCR/ABL’1n erken onciil hiicrelerde,
interlokin (IL)-3 ve graniilosit koloni stimulan faktér otokrin dongiistini tetikledigini

gostermistir (8, 27-30).

Ayrica IL-3 sitokin reseptérii a subiinitinin (CD123) stimiilasyonu ve BCR/ABL
proteinine SH2, SH3 alanlarindan baglanan Shc ve Crkl adaptor proteinleri Ras’in,
dolayisiyla serin-treonin Raf’in aktivasyonunu saglar. Raf, Mek1/Mek2 ve Erk serin-treonin
kinazlar ile aktif hale gelen sinyal ileti yollari, gen transkripsiyonlarimi aktif kilar (Sekil 3).
Ote yandan, PI-3 kinaz enzim aktivitesi, BCR/ABL-pozitif hiicrelerin ¢ogalmas: igin
gereklidir ve© BCR/ABL proteini ¢esitli adaptor molekiillerle kompleks olusturarak PI-3
kinazi, dolayisiyla serin-treonin kinaz olan Akt’1 aktif kilar (Sekil 3). Akt ise IL-3 reseptoriin
(CD123) hedef molekiliidiir. Etkili bir transkripsiyon faktorii olan Myc geninin asiri
aktivasyonu, BCR/ABL geninin SH2 domeini tarafindan saglanarak, kontrol edilmektedir.
BCR/ABL tarafindan iiretilen sinyaller, Ras/Raf, siklin bagimli kinazlar ve E2f transkripsiyon
faktorleri yolu ile Myc gen promotorunun aktif hale gelmesine, bu da, hiicresel aktivitenin

biiylime Ve ¢ogalma yoniinde ilerlemesine neden olmaktadir (Sekil 3) (8, 27-30, 35).
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Sekil 3: BCR/ABL proteinin sinyal ileti yolaklarina etkisi (30).

Ras onkogeninin aktif hale getirilmesi ile biiyiime faktorleri eksikliginden kaynaklanan
apoptozun engellendigi gosterilmistir. Ote yandan, BCR/ABL-pozitif hiicre hatlarinda
DNA'’da olusan zararlardan kaynaklanan apoptoza kars: direng gelistirildigi gosterilmistir (21,
26). BCR/ABL fiizyon proteini, Bcl-2 gen ekspresyonunu Ras ve/veya PI-3 kinaz yolu ile,
Bcl-xL gen ekspresyonunu ise STAT-5 yolu ile kontrol eder (Sekil 3). Bunun yanisira
BCR/ABL, mitokondriden sitokrom-C’nin salinimini da inhibe eder. Boylece, mitokondri
membran potansiyeli ve dolayisiyla Bcl-2 protein ailesi tarafindan kontrol edilen kaspazlarin
aktivitesi inhibe edilir. Ayrica BCR/ABL, Raf-1 ve Akt proteinleri yoluyla pro-apoptotik Bad
proteinini fosforile ederek de apoptozu engellemektedir (Sekil 3). Boylece BCR/ABL, hiicre
i¢i dengeyi hiicrenin biiyiimesi yoniine ¢evirirken apoptozu da engeller. Ote yandan,
BCR/ABL ile transfekte edilen hiicrelerde BCR/ABL proteininin, Fas reseptorii/Fas ligand
sistemi ile apoptozu engelledigi de gosterilmistir (8, 27-29, 33, 35).

BCR/ABL, kendi proteininin proteozomlarca parcalanmasmni da kontrol ettigi
bildirilmektedir. BCR/ABL proteininin, inhibitor fonksiyonu olan Abi-1 ve Abi-2
proteinlerinin proteozomlarca pargalanmasini kontrol ettigi gosterilmistir. Abi-1 ve Abi-2
proteinlerinin pargalanmasi, BCR/ABL-pozitif 16semilerde goézlenirken BCR/ABL-negatif

hiicrelerde gézlenmemistir (27, 32).
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Ozetle, BCR/ABL fiizyon gen iiriinii, bu sinyal ileti yolaklar1 yoluyla mitoz
aktivasyonu, apoptoz inhibisyonu, adezyon kaybi1 ve kendi aktivitesini diizenleyen

proteinlerin supresyonu ile kanser olusumunu tetiklemektedir (31).
2.1.3. Klinik

Hastalarin %20-40’1 tan1 aninda asemptomatiktir. Rutin testler sirasinda tespit edilen
16kositozun incelenmesi sonucu genellikle tani konulur (36, 37). Hastaligin klinik seyri

siiresince 3 evre dikkati ¢cekmektedir. Bunlar:

1) Hastalarin tan1 aninda biiyiik ¢ogunlugunu olusturan kronik evre, tipik olarak sabit
veya agrisiz fazdir. Semptomlar arasinda: letarji, enerji kaybi, nefes darligi, kilo kaybi1 veya
hemoraji yer almaktadir. Terlemenin artmasi tipiktir. Spontan ezikler, dis eti, bagirsak veya
idrar yollarinda kanama yaygindir. Gérme bozukluklari olusabilir. Ates ve lenfadenopati
kronik fazda nadirdir. Teshis sirasinda hastalarin %50-70’inde splenomegali ve beraberinde
kanszlik vardir. Lokosit sayilarinda artma goriiliir. Kronik fazda blast hiicreler %10°dan daha
azdir (Sekil 4) (36-38).

2) Vakalarin yarisinda, akselere faz olarak bilinen bir ara faz gelisir. Hastalik tedavi
edilmeyip dogal seyrine birakildiginda veya tedaviye yanit alinamadiginda gézlemlenebilen
bir fazdir. Hastaligin hizlanmis progresyonunu gosteren akselere fazda hastalik tedricen
gelisir, aylar veya yillar siirebilir. Bu fazda, blast sayisinda %10-30 artis ve trombositopeni
gortliir (Sekil 4) (36, 39).

Hematopoetik Projenitor Karma hiicre soyu Kendi kendini
kok hiicreler hiicreler yenileme
Normal Q —_— — — cr
A g A @ LT-HsC
- S Q 19;22'liLT-HSC
™ (KML LKH)
Kronik o GMP
A
faz R CP GMP
' .
/ :7 lleri evre KML
KML % A4 I6semik GMP L
U “~, ? Lokosit soyu
T Blastlar
Akselere ve Blastik Fazlar Kendikendini
b venileme

Sekil 4: Kronik myeloid 16seminin klinik evrelerinin sematik gdsterimi (40).

12



3) Kotii gidisi gosteren blastik fazda, hayatta kalim siiresi ortalama 7 aydir. Vakalarin
yarisinda kronik faz, birdenbire 6ngoriilemeden, kendiliginden agresifleserek bu faza doniisiir.
Kemik iligi ve kandaki blast sayis1 %30’dan fazla goriiliir (Sekil 4) (36, 40).

2.14. Tam

Olgunlasmis ve olgunlagmakta olan lokositlerin anormal derecede yiiksek sayilarda
gozlemlenmesi KML tanisinda ilk adimi olusturur. Tani, 16kositoz, trombositoz, immatiir
graniilositler ve bazofili miktarina dayanir. Lokosit sayisi teshis sirasinda 20-200x10%/L
sinirlart arasindadir. Periferik kan yaymalarinda blast formlarindan olgun nétrofillere kadar,
granulositlerin biitiin formlarma rastlamak miimkiindiir. Bazofiller teshis sirasinda tespit
edilmemektedirler. Lenfosit ve monositlerin mutlak sayilar1 artar, ama yiizdeleri azalir.
Trombositler genellikle artar. Hemoglobin konsantransyonu hastaligin baslangicinda normal
seviyededir. Bazen ¢ekirdekli eritrositlere rastlanir. (34, 41). Kemik iligi biyopsisi, blast orani
ve sitogenetik degerlendirme i¢in yapilmalidir. Kesin tani periferik kanda veya kemik iliginde
%095’in tstliinde Ph kromozomunun pozitifligi ile konulur (34, 41, 42). Sitogenetik ve FISH
(Fluorescence in situ hybridization) testi, Ph kromozomunu ve diger sayisal ya da yapisal
kromozomal bozukluklar1 géstermek i¢in; qRT-PCR ise, kirilma noktalari belirlemek icin

uygulanir (35).
2.1.5. Tedavi

Daha o6nceki tedavilerde genel olarak radyoterapi, busulfan, hidroksiiire ve interferon-
alfa kullanilmaktaydi (43). Ancak hidroksiiire ile hematolojik yanita ulagilsa bile sitogenetik
yamt elde edilememekteydi. Interferon ile % 70-80 hematolojik yanit ve % 5-15 tam
sitogenetik yanit elde edilebilse bile, tedavinin siiresi tam belli degildi (44). Allojeneik HKH
nakli ise, KML tedavisinde tek kiiratif yaklasim olarak kabul edilmektedir. Ancak, donor
bulmada zorluklarlar goriilmekte, geng¢ ve HLA’st uygun vericisi olan hastalara
uygulanabilmektedir. Kemik iligi transplantasyonunda 5 yillik 16semisiz sagkalim oranlari
%60-80 arasindadir. Ancak hastalarin %10-30’unda allojenik transplantasyondan sonra 3 yil

icerisinde relaps goriilmektedir (4).

Son yillarda hedefe yonelik tedavi olan tirozin kinaz inhibitdrlerinin ortaya ¢ikmasindan

sonra KML tedavisinde dramatik iyilesmeler meydana gelmistir. imatinib, smifinin ilk
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ajanidir ve ilk basamak tedavisi olarak kabul edilmektedir. Imatinib mesylate ayrica Glivec,
Gleevec, STI5S71 veya CGP 57148B gibi diger isimleriyle de taninmaktadir ve kimyasal
yapis1 2-fenilaminopirimidindir. imatinib ile 8 yillik toplam hayatta kalim oran1 % 85 ve
ilerlemis hastaliga progresyonsuzluk oran1 % 92°dir. Ilag, hastalarin %80’inde hizli klinik ve
sitogenetik cevap saglamaktadir . Tam sitogenetik remisyona ulasan hastalarda bile qRT-PCR
yontemi ile diisiik seviyede BCR-ABL transkriptleri tespit edilmektedir. Bu sonug imatinibin
tek basina biitiin KML kanitlarini yok edemedigini gostermektedir (6, 39, 45)

Bu ilag, ATP baglanma bolgesine baglanarak aktiflesmeyi bloke etmektedir (Sekil 5).
Bu blokaj, ABL ile inhibe edilen apoptozu indiiklemekte, sinyal yolaklar1 yoluyla aktive
edilen hiicresel cogalmay1 ise engellemektedir. Boylece, 10semik hiicrelerdeki asir1 aktive
olan sinyal yolaklar1 imatinib tarafindan inaktive edilmekte, BCR/ABL-negatif olmasi

nedeniyle de normal hiicreleri etkilememektedir (42).

KML

Sekil 5: Imatinib Mesilat’in etki mekanizmas1 (www.medscape.com).

Ayrica imatinib, trombosit kdkenli biiylime faktoriiniin (PDGF), kok hiicre faktoriiniin
(SCF) ve c-Kit reseptor tirozin kinazlarin giiclii bir inhibitériidiir (30, 45, 46). Imatinib uzun
siireli tedavi boyunca genel olarak iyi tolere edilmektedir ancak, hastalarin bir kisminda
imatinibe kars1 direng gelismektedir (7, 47, 48). Direng, ilacin baglandigi bolgede meydana
gelen herhangi bir mutasyon ile ilacin baglanmasinin engellemesine; BCR/ABL’1n asir
ekspresyonu veya amplifikasyonuna; ve MDRI, BCRP ve P-glikoprotein gibi drug efflux
proteinlerinin artigina bagli olarak olusabilmektedir (Selil 6) (47). Imatinib ile saglanan
basariy1 takiben, gelistirilen iki yeni tirozin kinaz inhibitorii olan dasatinib ve nilotinib de
BCR/ABL’1 hedeflemektedir. Ayrica bu iki ilag, BCR/ABL’dan baska tirozin kinazlar1 da
inhibe etmektedir ve bu ilaglara karst da direng vakalari bildirilmektedir (45, 48). Ancak son
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yillarda bu dirence, HKH’lerden gelistigi diistiniinlen LKH’lerin neden oldugu
distintilmektedir (1, 2).

ilag akigi (MDRI,BCRP; Pg)

Otokrin ilag alimi

stimiilasyon

N\ A
CR

ol ,' &
'3 Mek (:) BC -m
(A
< D i | @_BCR ABL D R
P e BABGH ABL [
e, B A /

X translasyon

kontrolii
< A

niikleus

Proliferasyon, sagkalim, farklilasma, direng

Sekil 6: Kronik myeloid 16semide direng mekanizmalar1 (http://www.intechopen.com/books/stem-cell-
biology-in-normal-life-and-diseases/hematopoietic-stem-cells-in-chronic-myeloid-leukemia).

2.2. Kanser Kok Hiicreleri:
2.2.1. Losemik kok hiicreleri

1980’lerde tanimlanmasindan sonra BCR-ABL geni klonlanip retroviral bir vektor ile
sican HKH’lerine nakledilmis ve degisime ugrayan kok hiicrelerin sicanlarda insandaki KML
hastaligina benzeyen bir hastaligi olusturdugu gézlenmistir (26). Normal hematopoezin ¢ogu
diferansiye olacak sekilde organize edilmistir, ancak kiigiik bir fraksiyon kendini yenileme
kapasitesi sahiptir. KML’nin bu kii¢iikk hiicre franksiyonlar1 tarafindan hiyerarsik olarak
organize edildigi kabul edilmektedir. CD34+ ve CD38- olan bu fraksiyon, LKH olarak
tanimlanmistir. BCR ve ABL genlerinin kirilma noktalarinin ayni hastanin her hiicre serisinde
ayni olmasi1 bu bulguyu desteklemektedir. Ayrica KML hastalarinda, Ph kromozomunun
biitiin myeloid hiicre soylarinda goriilmesinin yani sira, baz1 B ve T hiicrelerinin bir kisminda
(Ienfoid hiicre soylar1) da goriilmesi, bu bulguyu destektekleyici olarak kabul edilmektedir
(Sekil 7). Dikkat ¢eken diger bir durum, blastik krizdeki KML hastalarindan veya tedaviye

direng gosteren hastalardan elde edilen graniilosit monosit onciillerinin (GMP) normalde
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bdyle bir yetenekleri olmamasina ragmen, kendi kendini yenileme yetenegi gostermesidir.
KML’de GMP populasyonunun kendi kendini yenileme kapasitesine sahip olmasi, hastaligin
ilerlemesiyle LKH’lerinin belirli baz1 6zellikler kazanmasina baglanmaktadir. Blastik Kkriz,
BCR-ABL kinaz aktivitesi ve GMP’lerin kendi kendini yenileme 6zelliginin birbiri ile iliskili
oldugu saptanmistir (Sekil 7) (10).

BCh-ABL| — SC

I / \ o
{(Myeloid) 3 (Lymphoid)
(e E llave GSMP MEP llave - -
= mutasyonlar mutasyonlar
© =2 &

Sekil 7: Kemik iliginde diger hiicre serilerinde Kronik myeloid 16semi olusumu (26).

LKH varligimin ilk ilgi ¢ekici kaniti, 1997 yilinda Bonnet ve Dick tarafindan
gosterilmistir (49). Raporlarinda, NOD/SCID (obez olmayan diabetik (NOD) / severe
combined immune-deficient (SCID)) farelerde, akut myelojenik 16semi hiicrelerinin yaklasik
1/10.000 kadart olan kiigiik bir alt populasyonun (CD34+/CD38- hiicrelerin) sadece orijinal
timori olusturabildiginin gosterilmesi ile kok hiicre 6zelliginde olan ve hematopoietik
malignensileri baslatabildigi bildirilen “l6semik kok hiicre” (LKH) kavrami glindeme
gelmigtir (1, 2, 49). Bu hiicrelerin, normal HKH’lerin 6zelliginde oldugu tesbit edilmis ve
kanserin normal kok hiicrelerde ve/veya oncii hiicrelerinde ortaya ¢ikan genetik ve/veya
epigenetik degisikliklerden kaynaklandig: ileri siiriilmiistiir ve bircok c¢alisma ile de
desteklenmistir (49-51).

2.2.2. Tarihge

Son zamanlardaki ¢aligmalar, KKH’lerinin kendi kendini yenileyebilen ve pluripotent

kapasiteye sahip, “timor baslatic” 6zellikte, immortal hiicreler oldugunu ileri siirmektedir
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(15). KKH’leri, 16semi ve ¢esitli solid tiimorleri de igeren birgok malignensilerde tespit
edilmistir. Olaganiistii 6zellikleri nedeniyle KKH’lerin tiimor baglamasi, gelismesi, metastazi
ve niiksii i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir. 1963 yilinda, Bruce ve ark., lenfoma
hiicrelerinin sadece %1 ila 4 kadar1 olan alt popiilasyonun fare dalaginda in vivo olarak

koloniler olusturabildigini ya da kanser baslatabildigini bildirmislerdir (50).

Hasta tiimor dokusundan izole edilen son derece tiimorijenik KKH’lerinin in vivo ve ex
vitro olarak farklilasmis kanser hiicre kitlesi olusturmasi, bunlarin l6semi veya timor
olusumundan sorumlu oldugunu gosteren en Onemli kantlardir (49, 50, 51). Solid
kanserlerdeki ilk rapor ise, 2003’de meme kanserinde kok hiicre varligini gosteren Al-Haji
tarafindan gelmistir. CD247/CD44" hiicreler NOD/SCID farelere enjekte edilerek timor
olusumu gosterilmistir (52). Bugiine kadar, melanoma (53), akciger (54), kolon (55), prostat
(56), over (57), beyin kanserleri (58) ve digerlerini de igine alan solid tiimérlerin genis bir
spektrumunda KKH’leri kesfedilmistir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda, tiimor olusturan
hiicrelerin hepsinin ayni1 olmadigi ve tiimorlerin, mutasyona ugramis normal doku kok
hiicrelerinden ya da kok hiicre Ozelligine sahip Oncii hiicrelerden koken alabilecegi

bildirilmistir (12, 14,15, 59).
2.2.3. Heterojenite Modelleri

Tiumor kitlesi incelendiginde, cogalan hiicreler oldugu gibi mitozu sona ermis,
farklilagsmis hiicreler de bulunmaktadir. Bir tiimoriin, tek bir hiicreden koken almasina (klonal
olmasia) ragmen oldukg¢a heterojen oldugu goriiliir. Bugiline kadar tiimdr biiyiimesi ve

icindeki heterojeniteyi hesaba katan iki model 6nerilmistir (60, 61).

“KKH modeli”, heterojen bir tiimor toplulugunda benzersiz bir sekilde kendini
yenileme, limitsiz ¢ogalma ve farklanma kapasitelerine sahip, nadir hiicre grubunun oldugunu
ileri stirmektedir. Bu modele gore, “kanseri-baslatan hiicreler” ya da “kanser kok hiicreleri”
olarak da tanimlanan bu kiiciikk alt popiilasyonlar, hiyerarsinin en istiindeki hiicreleri
olusturmakta ve diger biitiin hiicreler, asimetrik boliinme ile farklilasan KKH’lerinden
gelisen tiimor topluluklarimi igermektedirler. Boylece KKH’lerinin asimetrik boliinmesi,
timor i¢indeki hiicre tiplerinin hiyerarsisini {reterek, tlimor hiicrelerinde gozlenen

fonksiyonel heterojenitenin gelismesini saglamaktadir. Tiimdrlerin  yiiksek derecede
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hiyerarsik oldugunu ileri siren KKH modeli, kanserin baslamasi, ilerlemesi, metastaz ve

rekiirrenslerinden KKH’lerinin sorumlu oldugunu vurgulamaktadir (Sekil 8) (59, 60, 61).

Ancak “klonal evrim modeli” (KE) olarak adlandirilan alternatif bir goriis daha vardir.
Bu model, tim tiimor hiicrelerinin farkli kapasiteli olarak tiimor devamliligina katkida
bulundugunu varsaymaktadir. Hiicreler arasi varyasyonlar esas olarak, kanser gelisimi
sirasindaki genetik ve/veya epigenetik degisiklikler sonucu olusan alt klonal farkliliklara

atfedilmektedir (Sekil 8) (59, 61).

Genel olarak KKH modeli, intraselliiler genetik ¢esitlilik veya genetik olarak cesitli alt
klonlarm  varligini g6z Oniine almaksizin, fonksiyonel heterojenite kavramini
vurgulamaktadir. Buna karsilik KE modeli, genetik heterojeniteye odaklanir ancak, alt
Klonlarin igindeki fonksiyonel ¢esitliligi goz ardi eder. Bu iki model birbirini dislar gibi
goriinmesine ragmen biriken kanitlar, ne KKH modelini ne de KE modelini dislamamay1

onermektedir (59, 61).
A B
o & | @
N/
= g

1 .

oo .
® g @ @ <&
Sekil 8: (A) KKH ve (B) Klonal Evrim Modelleri (64).

Son zamanlarda birka¢ grup, hem 16semi hem de solid tiimorlerdeki tiimor baslatan
hiicrelerin genetik ozelliklerini arastirmak icin genetik analizler ile fonksiyonel metodlar
kombine ettiler. Notta ve ark. BCR/ABL+ ALL orneklerinin, kompleks bir evrimsel siirecle
iligkili olan genetik olarak farkli alt klonlardan olustugunu belirtti. Arastirmacilar, tani
zamaninda genetik olarak farkli altgruplarin gesitli agresif 6zelliklere zaten sahip olduklarini
da belirttiler. flaveten subklonlarin genetik farkliligi ve relatif {istiinliigii, hastaligin gelisimi
ile degismektedir (62).

Bu c¢alismalar KKH’lerin varligim1 bildirmekle birlikte, zamanla gelisebilir oldugunu

gostermektedir. Atasal bir klon, en az iki klonal dizi verir ki bunlarin her biri farkli genetik
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anomalileri edinmesi ile bagimsiz olarak gelismektedir. Bir klon, baskin olarak tanimlanan
klon olarak ortaya ¢ikarken, relapsda diger klon, ilave mutasyonlari i¢eren baskin klonu
dogurur (Sekil 9) (61, 63).

@ &
C@”’
=%
./¢\. c

@y@

Sekil 9: KKH ve Klonal Evrim Modellerinin birlikteligi (64).

2.2.4. KKH’lerin Kokeni

KKH’lerin kokeni i¢in; kok hiicreler, oncii hiicreler Ve farklanmus hiicreler olmak tizere

3 farkli hipotez ileri stirtilmektedir:

Normal kok hiicrelerden kaynaklandigini ileri siiren hipoteze gore; KKH’leri, yetiskin
dokularinda bulunan normal kok hiicrelerden kaynaklanirlar ve bu nedenle tiimor olusturmak
icin yeniden farklanmalar1 gerekmemektedir. Bu varsayima gore KKH’ler, kok hiicrelerde var
olan diizenleyici sinyal yolaklarini kendini yenilemek i¢in kullanabilirler. Sinirli yasam
siiresine sahip ve bu kisa yasam siiresinde tiimor olusumu ve metastaz icin gerekli
mutasyonlar1 gergeklestiremeyen diger olgun ve farklilasmis hiicreler ile kiyaslandiginda,
kendini yenileme 6zelligi KKH’lere uzun bir yasam siiresi sunacaktir. Losemiye neden olan
hiicrelerin birgok 6zelligi, KKH’lerin normal kok hiicrelerden kaynaklandigi varsayimini
desteklemektedir. LKH’lerin farkli dozlarinin xenotransplante edilerek farelerde 16semi
olusumunun gosterilmesi, bu hiicrelerin HKH’lerden kaynaklandigi sonucuna gotiirmektedir

(Sekil 10) (59, 64).

Oncii hiicreler, kok hiicrelerin genellikle bir baska hiicre tipine farlilasmak igin
doniistiigi hiicrelerdir ve olgun hiicreleri olusturmak tizere boéliniirler. Cogalan gegici
hiicreler olan Oncii hiicreler, fetus ya da yetiskin dokularinda bulunurlar ve kismen
farklilagmiglardir. Kok hiicrelere oranla dokuda daha c¢ok sayida bulunmasi, bazi

arastirmacilara bu hiicrelerin KKH’lerin kaynagi olabilecegini diisiindiirmiistiir (Sekil 10)(65).
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Uciincii hipotez ise; farklilasmis olgun hiicrelerin kok hiicreye benzeyen ozellikler
kazanmak suretiyle KKH’lerin kaynagini olusturabileceklerini 6ngoriir. Farklilagmis hiicreler,
meydana gelen mutasyonlar sonucu yeniden programlanarak geriye dogru farklilasmakta
(dediferansiyasyon), boylece kendi kendini yenileme O6zelligi kazanan, uzun yasam siireli
hiicrelere doniismektedir. Bu varsayim, dokuda bulunan genis bir hiicre grubunun tiimor
olusturabilecegini ileri siirer. Ancak hiicreleri yeniden programlayacak 6zel bir mekanizma

hentiiz gosterilememistir (Sekil 10) (66).

1. Kok hiicre 2. Projenitor hiicre 3. Farklilagmisg hiicre
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Sekil 10: Kok hiicrelerinin kokenine yonelik hipotezler (www.medscape.com).
2.2.5. KKH’lerin Ozellikleri

KKH’leri tiimor hiicrelerinin farkli popiilasyonlaridir ve kendilerini yenileyebilme ve
immortalite gibi bir¢ok benzersiz O6zelliklere sahip olmalar1 nedeniyle, tiimdr hiicre
popiilasyonunun devami ve timoér olusumu icin ¢ok onemlidir. KKH’leri, primer tiimorlerin
bliylimesi ve yeni timorlerin gelismesi ile sonucglanan farkli fenotipli tiimor hiicrelerini
olusturabilme yoniinden pluripotenttir (63). Ayrica sessiz (¢ogalmadan yagamini siirdiirme)
durumun devami; anti-apoptotik yolaklarin aktivasyonu; migrasyon; ve aktif telomeraz
ekspresyon kapasitesi ile normal kok hiicre karakterleri gostermektedir. Bununla birlikte,
biyolojik ve fonksiyonel olarak normal kok hiicrelerden, yiizey belirtecleri; ilag direnci;

tiimorejenik yolaklarin aktivitesi; ve mikrogevre ile farklilik gostermektedir (14, 15, 63, 64).
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2.2.5.1. Yiizey belirtegleri

KKH’leri yiizey biyobelirtecleri yoniinden farklilik gostermektedir (Tablo 1). Spesifik
olarak CD34+/CD38- yiizey marker fenotipi gosteren LKH’leri ilk ¢alisilandir ve KKH’lerin
en anlagilan tipidir . CD38 kayb1 normal HKH’lerden LKH’lerin ayrilmasina neden olurken,
hem HKH’ler hem de LKH’ler CD34+’dir (49). Bunu takiben LKH’lerin daha segici ylizey
markerlar1  kesfedilmistir ve bu marker kombinasyonlart kullanilmistir. Ornegin,
CD34+/CD38-/HLA-DR-/CD71-/CD90-/CD117-/CD123+ kombinasyonu LKH’lerin
yiizeyinde benzersiz bir sekilde bulunurken, normal HKH’lerin yiizeyinde bulunmamaktadir
(65, 67). CD123 sinyalinin, hematopoetik projenitorlerde hiicre siklusunu stimiile ettigi,
farklilagsmay1 indiikledigi ve apoptozu inhibe ettigi bildirilmistir. CD34+/CD38 KML
hiicrelerinde CD123 ekspresyonunun oOnemli derecede arttigr bildirilmektedir. Ayrica
CD123’tin KML direncine katkida bulunan bir otokrin aktivasyon dongiisiinii sagladigi da
diisiiniilmektedir. NOD/SCID farelere CD123+ popiilasyon transfer edildigi zaman 16semiye
yol agtigi, bu nedenle CD123’iin LKH belirteglerinden biri oldugu 6ngériilmektedir. Ayrica
CD34+/CD38-/CD123+ LKH’lerin, tedaviye cevap ve sagkalimla iliskili oldugu da yapilan
calismalarda bildirilmektedir (68).

Solid kanserlere iligkin olarak Al-Hajj ve ark, meme KKH’leri olarak
ESA+/CD44+/CD24-/"Lineage- hiicrelerini tespit ettiler (52). Arastirmacilar, diger hiicre
popiilasyonlarina nazaran bu popiilasyonun NOD/SCID farelerde tiimor olusturmak icin daha
biiyiik bir kapasiteye sahip olduklarmi buldular. ilaveten hyaliironik asit igin bir hiicre yiizey
reseptorii olan CD44, prostat, ovaryum, akciger, bas-boyun, mide, kolon, karaciger, pankreas
kanserlerindeki KKH’lerinin de belirteci oldugu yapilan g¢alismalarda bildirilmektedir (59,
67). Singh ve ark., NOD/SCID farelerde, CD133+ beyin kanser hiicrelerinin ¢ok kii¢iik bir
sayisinin transplantasyonunun tiimor olusturabildigini buldular ve CD133+ hiicrelerin KKH
markeri olabilecegini Onerdiler (59). Ancak, KKH yiizey markerlarinda bilyiik ilerleme
olmasma ragmen hala bircok konu acgikliga kavusmak i¢in beklemektedir. Yapilan son
caligmalar, tim KKH’lerinin belirtegleri eksprese etmedigini ve bazi KKH’1 olmayan kanser
hiicrelerinin de belirtegleri eksprese edebildigini gostermektedir. Ayrica belirteglerin sadece
KKH’lerine 6zgii olmayip, normal hiicrelerde de ifade edilebildigi bildirilmektedir (61).

Tablo 1°de kanser tiplerine gore KKH’lerin 6zel fenotipleri 6zetlenmistir.
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Tablo 1: Kanser kok hiicrelerinin hiicre yiizey fenotipleri (67).

Tiimor tipi Kanser Kok Hiicre Yiizey Belirteci

Losemi CD34+, CD38-, HLA-DR-, CD71-, CD90-, CD117-, CD123+
Meme ESA+, CD44+, CD24-/(low)

Beyin CD133+, CD49+, CD90+

Akciger CD133+, ABCG2(high)

Kolon CD133+, CD44+, CD166+, EpCAM+, CD24+

Pankreas CD133+, CD44+, EpCAM+, CD24+

Melanom CD20+

ABCG2 = ATP baglama kaset subfamilya G iiyesi, EpCAM = epitelyal hiicre adezyon molekiilii, ESA = Epitelyal
spesifik antijen.

2.2.5.2. lla¢ direnci

ABC (ATP’ye baglanan kaset = ATP-binding cassette) tasiyicilari, hiicre zar {izerinde
cesitli maddeleri hem disart atma (effluxer = aticilar) hem de iceri alma (importer = alicilar)
seklinde tastyan protein molekiilleridir. Ilaglar, metabolik iiriinler, steroller, yaglar ve lipitler
bu sekilde taginir. ABC tasiyicilari, kanserin kemoterapi tedavisine direncinde rol oynarlar.
KHH’leri, ABC transpoterlerin yiiksek diizeylerini eksprese ederek kanser tedavisine direng
gelistirebilmektedir. Bu olgu ¢oklu ilag direncine (MDR) katkida bulunabilmektedir ¢iinkii,
bircok anti-tiimor ilaglar disart pompalanabildigi i¢in diisiik intraselliiler ila¢ konsantrasyonu
ile sonuglanmaktadir. ABC siiperfamilyasinin  iyi bilinen “parlayan yildizlari”, organik
bilesikleri tasiyan, ¢oklu ilag direng proteinleri (multidrug resistance proteins)
(MRPs/ABCC); topoizomeraz I ve II inhibitorlerini digar1 pompalayan, meme kanserine
direng proteini (breast cancer resistance protein) (BCRP/ABCG2); ve organik katyonlar1 ve
dogal bilesikleri tasiyan, P-glycoprotein (P-gp/ABCBI1)‘dir (Sekil 6). KKH’lerdeki ABC
transporterlarinin  yiiksek ekspresyon diizeyleri, Hoechst 33342 boyasi ile hiicrelerin
muamelesi sonucunda kesfedilmistir. Yiiksek ABC transporter diizeylerini i¢eren nadir
hiicreler Hoechst’t disar1 pompalar, bu nedenle bu fraksiyon, yan popiilasyon (side
population = SP) olarak adlandirilmistir. Biriken veriler, ¢esitli hiicre dizileri ve tlimorlerinin
SP hiicreleri igerdigini ve bu hiicre popiilasyonunun, SP igermeyen diger tiimor
popiilasyonlarindan tiimdrojenite agisindan daha biiyiik bir kapasiteye sahip oldugunu

gostermektedir (69, 70).
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2.2.5.3. Sinyal yolaklar

KHH’lerinde sinyal yolak aglarinin bozuklugu, KKH’lerini etkinlestirmede 6nemli bir
rol oynar. Sekil 11°da KKH’lerine etkili oldugu bildirilen sinyal yolaklar1 topluca sematik

olarak gosterilmektedir.

PTEN

HeagehogC\ ﬁ —~1\, Wnt/p-catenin

S /\z;?f’
A >

T \
JAK/STAT > { Kanser kok htcre ) <1 Piak/ait

’ R
superfamily ﬁ R NF-«xB

Sekil 11: Kanser kok hiicrelerinde etkili olan sinyal yolaklari(59).

PI3K/Akt sinyal yolagi, KML ve AML’yi igeren cesitli kanserlerde yer alir. AKT
aktivasyonu, hiicresel transformasyon ve tlimorojenezis igin ¢ok 6nemlidir (35, 71). AKT1
mutasyonu, Bcl-2’nin protein diizeylerinde ve apoptoza direng artis1 ile sonuglanan, pro-
apoptotik protein olan BAD’m fosforilasyonunda artislara neden olmaktadir. Ilaveten PI3K
yolaginin diger iiyeleri (6rnegin, PTEN ve mTOR) LKH’lerin dmriinii uzatmasina neden
olabilirr.  PTEN’in mutasyonlar1 veya susturulmasi, PI3K/Akt sinyal yolagii aktive
etmektedir ve T hiicreli akut lenfoblastik 16semi, prostat kanseri, melanoma, glioblastoma ve

endometriyal karsinomu igeren ¢esitli kanserlerde gosterilmistir (59, 71, 72).

JAK/STAT sinyal yolagi, timor baglatma ile ilgilidir. JAK/STAT yolagmin
anormallikleri, Ozellikle l6semileri igeren ¢esitli kanserlerde tanimlanmistir. V-Abl,
JAK/STAT yolagmim etkilenmesi ile pre-B hiicrelerinin malign transformasyonunu
indiikleyebilen giiclii bir non-reseptor trozin kinazdir. Pim-1 ve Pim-2 Kinazlarin, pre-B
hiicrelerindeki  v-Abl bagimli JAK/STAT sinyali ile indiiklenebildigi ve hiicresel
transformasyonda &nemli roller oynayabildikleri gosterilmistir. ilaveten JAK2-V61F
mutasyonunun hematopoietik hiicrelerin malign transformasyonuna katkida bulunan énemli

bir faktor oldugu gosterilmistir. JAK/STAT sinyal yolunun negatif regiilasyonu i¢in 6nemli
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bir mekanizma, sitokin sinyalinin siipressor (the suppressor of cytokine signaling = SOCS)
ailesinin lyeleri tarafindan aracilik edilir. JAK/STAT sinyalinin aktivasyonunun, birkag
onkogen ile transformasyonunun gerekli olmasi nedeniyle, SOCS-1 ve SOCS-2’nin regiilator
etkisisnin agilmasinin timor olusumu i¢in gerekli oldugu onerilmistir. KML’de BCR/ABL
tarafindan aktive edilen sinyallemenin SOCS-1 ve -3’iin trozin fosforilasyonuna yol agtigi,
boylece JAK/STAT sinyal yolaginin aktivasyonunu inhibe eden proteinlerin zayiflatildig
gosterilmistir (35, 59, 73).

Ayrica iyi bilinen embriyonik sinyal yolaklar1 olan Notch, Hedgehog ve Wnt, KKH
popiilasyonunun siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynarlar. Notch sinyalleme, normal kok hiicre
soyuna spesifik farklilasmayr ve kendi kendini yenilemeyi etkilemektedir. Yapilan
arastirmalar Notch yolaginin, angiogenesis, farklilasma modiilasyonu ve KKH’lerin metastaz
olusturma yetenegi ile iliskili oldugunu gostermistir. Bununla birlikte Notch4 aktivitesinin,

meme KKH’lerini arttirdigi, inhibisyonunun ise meme KKH popiilasyonunu azalttig
bildirilmektedir (Sekil 12) (59, 74, 75).

Hedgehog yolaginin anormal regiilasyonu (Sekil 12), cesitli insan malignensileri ile
iliskilidir ve hastalik tedavisinin sonucunu etkileyen énemli bir faktordiir. Aktif Hedgehog
sinyali, insan 16semilerinde (6zellikle CD34+ primer 16semi hiicrelerinde) gosterilmistir (74,
76).

Yapilan ¢alismalarda KKH 6zelliklerinin siirdiiriilmesinin, Wnt sinyal yolagi ile iligkili
oldugu gosterilmistir. Wnt ligandlariyla calisan sinyal yolaklar1 evrimsel siiregte oldukga iyi
korunmustur. Wnt/B-katenin sinyal yolagi, kok hiicrelerin pluripotens diizeylerinin
korunmasinda ve farklilasmalarinin diizenlenmesinde anahtar rol oynarlar. Bu nedenle sinyal
yolagi lizerindeki kontrol mekanizmalarinin bozulmasi, kdk veya oncii hiicrelerin doku
icerisinde ¢ogalmasina ve karsinogenezin baslamasina neden olmaktadir. Wnt sinyal yolagi,
hiicrelerin gelisim siirecinde 6nemli olmasina karsin, kok hiicrelerde uygun olmayan zaman
ve yerde aktivite kazanmasi hiicreleri, kanser olusumuna dogru goétiirmektedir (Sekil 12).
Anormal Wnt/ B-Katenin sinyali, 16semi, kolon, epidermal, meme ve kutandz karserler gibi
cesitli malignenesilerde tespit edilmistir. Insan kolorektal kanserlerinin birgogunun Wnt
sinyal yolaginda meydana gelen mutasyon sonucu gelistigi bilinmektedir. APC (adenomatous
polyposis coli), Wnt sinyal yolagindaki P-kateninin par¢alanmasimni saglayarak timor

gelisimini engelleyici etki gostermektedir. APC geninin islev kaybiyla sonuglanan defektif
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mutasyonlarda kolorektal kanserlerinin goriildiigii bildirilmektedir. Bu mutasyonlar, [-
catenin uyginsuz stabilitesi ve Wnt kaskad aktivasyonu ile epiteliyal hiicre transformasyonunu
indiiklemektedir. Ancak APC etkisizlesmesi, Oncii ve farklilasmis hiicrelerde meydana gelirse
bu degisimin baslatilamadig1r gozlenmis ve karsinogenezin bagirsaktaki kok hiicrelerden

kaynaklandig1 sonucuna varilmistir (35, 59, 74, 77, 78).

Wnt Sinyalizasyon Notch Sinyalizasyon PTEN Sinyalizasyon Hedgehog Sinyalizasyon
Hipoksi || Notch ligand

@ H|F1 b (—\
= : Gli1/2
Koklgﬁun korunumu ve | E

Sagkalim, Cogalma

Proteozomal yikim

- . é - g " Cyclin E =
~ = Myc —
. . Gli1 o
Koklugiin korunumu, Sagkalim, )
S

Cogalma ve Farkhlasma fzsch

Sekil 12: Kanser kok hiicre sinyal iletim yolaklar1 (74).
2.2.5.4. Mikrocevresi

Normalde kok hiicrelerini i¢inde bulundugu “mikrogevre” (nis) korumakta ve kendi
kendini yenileme gibi faaliyetlerini siki bir sekilde denetleyerek ¢ogalmalarini kontrol altinda
tutmaktadir. Nis icinde yerlesmis olan sessiz kok hiicreler mutasyona karst en iyi korunan
hiicrelerdir. Gereksinim durumunda hizli ¢ogalma evresine girerler ki mutasyon olasiliginin
en fazla artti§1 evre bu asamadir. Bu agamada ortamda oksijen azlig1 veya pH degisiklikleri
gibi ani ve istenmeyen olaylar mutasyon olasiligint arttirir. Hizla ¢ogalan hiicrede ortaya
cikabilecek en kiiglik bir sorun onemli bir mutasyon nedeni olabilir. Bu nedenle kok
hiicrelerin farklilasmasi ¢ok siki kontrol edilen bir siirectir. Timor mikrogevresi de, KKH’sini
korumak i¢in bir nis olusturabilmekte ve ilagla indiiklenen apoptozdan KKH’lerini
koruyabilmektedir (79, 80). Ornegin, kemik iligi nisi icinde ekstraselliiler matriks

komponentleri ve salinan faktorler LKH nin biyolojisini olusturur. Osteoblastlar osteopontin
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kaynagidir ve kemik iligi stromal hiicreleri tarafindan sekrete edilen ‘“stromal hiicrelerden
kokenlenen faktor-1 (SDF-1/CXCL12) ve onun reseptori (CXCR4) arasindaki etkilesim
onemlidir. CXCR4, CXCL12’nin salindig1 yer olan kemik iligi mikrogevresine 10semik hiicre
trafigi ve homingi i¢in kilavuzluk etmektedir. CXCL12, 16semik hiicrelerin kemik iligi
stromal hiicreleri ile yakin temasini saglayarak, 16semik hiicrelerin biiylime ve ilag direng
sinyalleri aktive olabilmektedir. Mikrogevrede LHK ler ile etkilesim i¢inde olan mezenkimal
kok hiicreler de SDF-1 salgilayarak LKH homingi regiile eder. Ayrica hiicre ¢ogalmasinda,
sag kalimda, apoptozda ve ila¢ direncinde etkili ¢esitli sitokinlerin saliniminda da rol oynar
(Sekil 13) (81, 82, 83). Ayrica VEGF (Vaskiiler Endotelial Growt Faktor)’in mikrogevre
olusumu ve tiimor biliylimesinde etkili oldugu ve tiimor anjiogenezinin, KKH yasami ve ilag

direnci ile iliskili oldugu da bildirilmistir (Sekil 13) (84).

Sitokinler
(FGF, IGF, IL_6, VEGF)

Osteopontin

o _ Ekstraselliiler
Sitokin reses)toru matriks
(cp123 - bilesenleri

WnvFrizzled/LRP

Sagkalim sinyalinin aktivasyonu,
apoptoz regulatorlerinin modulasyonu

Osteoblast

Adezyon artisi

Sekil 13: Losemik kok hiicre regiilasyonu ve mikrogevre
(http://jco.ascopubs.org/cgi/doi/10.1200/JC0O.2010.31.0904).

2.3. Kok Hiicre Izolasyon Yéntemleri:

KKH’ler ile tiimor baslamasi, ilerlemesi, metastaz ve ilag direnci arasindaki yakin iligki
nedeniyle, total kanser toplulugundan bu hiicrelerin izolasyonu detayli aragtirmalar igin

temeldir. Farkli ve spesifik yiizey biyomarker fenotipleri, KKH’lerini normal kok hiicreler ve
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diger tiimor hiicrelerinden ayirt etmek i¢in kullanilabilmektedir. Su anda KKH’lerini ayirmak
icin kullanilan en yaygin metodlar, hiicre ylizey markerlar1 ve intraselliiler molekiillere
dayanan FACS (floresans ile aktive edilen hiicre ayirma = fluorescence-activated cell sorting)
ve MACS (magnetic-activated cell sorting = manyetik aktive edilen hiicre ayirimi)

yontemleridir.
2.3.1. Akim Sitometrik Analiz ile Hiicre Izolasyonu

Sitometri, hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal karakterlerinin
Olgiilmesidir. "Flow" sitometri ise, akan bir sivinin igerisindeki hiicrelerin 6zelliklerinin
incelenmesi olarak tanimlanabilir. Glinimiizde "flow" sitometri ya da akim sitometri terimleri
kullanilmaktadir (85, 86, 87). Akim sitometrinin major kullanim alanlarindan birisi de hiicre
subtiplerinin tespitidir. Len Herzerberg ve ark, 1974’de Standford Universitesinde
“Fluorescence Activated Cell Sorter” ismiyle "flow" sitometride onemli bir yenilik
getirmiglerdir. Flow sitometrik analizde Olciilen Ozelliklerine gore hiicrelerin ayrilmasi
islemine, “floresanla aktive edilmis hiicre ayrismas1” (fluorescence-activated cell sorting,
FACS) denir (88). Bu 6zellik her flow sitometri modelinde bulunmamakta daha ¢ok arastirma
laboratuarlarinda kullanilmaktadir. Flow sitometri cihazi; numune kolektorii ve transporter,
flow sistem, 1sik kaynagi, sinyal dedektorii, bilgisayar iinitesi, sorting mekanizmasi gibi
bilesenlerden meydana gelir. Bu cihazlar, kan gibi karigik bir hiicre toplulugu igerisinden
istedigimiz 6zellige sahip, az sayidaki hedef, alt hiicre gruplarinin farkli hiicre populasyonu
icinden, farkl tiiplere ayrilarak saflagtirilmasi prensibine dayanmaktadir ve ayn1 anda 4 farkli
hiicre populasyonunu ayristirilabilmektedir. Bir saniyede 500 hiicre sayma ve 20 saniyede
ortalama 10.000 hiicreyi analiz edebilme gibi, ¢cok daha fazla hiicreyi daha kisa siirede, siv1 bir
sistem igerisinde tek tek gecerken fiziksel, kimyasal, fenotipik ve karakteristik 6zelliklerini
kalitatif ve kantitatif olarak analiz edebilmekte, hatta tek hiicre seviyesinde aragtirma imkani

saglamakta, ayrica 6lii ve canli hiicre ayrim1 da yapilabilmektedir (85, 87, 88, 89).

Bu sistemde siispansiyon halinde hazirlanan ve floresan ile boyanan hiicreler tek sira
halinde akis kanalindan gecerken lazer 15181 ile karsilasirlar. Sagilan lazer 15181 ve hiicreler
tarafindan yayilan floresan 15181 bir araya getirilir, uygun dedektorler ve filtreler tarafindan
farkli dalga boylarina gore ayrilarak sinyallere doniistiiriiliir. Bu sinyaller bilgisayar ortamina

aktarilarak hiicrelerin biiyiikliigii, graniilaritesi, i¢ yapist ve floresan yogunlugu hakkinda bilgi
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verir. Hiicreler lazer 1sinin 6niinden gegerken iki olay meydana gelmektedir (Sekil 14) (85,
88, 89).

1. 1Ik olay hiicrenin biiyiikliigii ve i¢ yapisina gére 1sinlarmn yayilmasidir. Isik kaynagina
paralel olarak yayilan 1sinlar forward scatter channel dedektorii (FSC = Ileri sacilim kanal
dedektorii) ile toplanir ve hiicrenin biiyiikliigii hakkinda bilgi verir. Hiicre igerisinden 90%°lik
act ile kiritlip yayilan iginlar side scatter channel dedektorii (SSC = Yana sagilim kanal
dedektorii) ile toplanir. Hiicrenin graniil igerigi ve i¢ yapist hakkinda bilgi verir. Ayrica 6li

hiicreleri, hiicre agregatlar1 ve debrisleri elimine etmeyi saglar (85, 86, 87, 89).

2. Ikinci olay ise florokromlarla boyanmis hiicreden 1smlarin yayilmasidir. Hiicrenin
spesifik bilesenlerini boyamak i¢in florokrom olarak adlandirilan, floresan antikorlar
kullanilmaktadir. Bunlar, farkli hiicre gruplarinin tesbiti i¢in kullanilan spesifik hiicre yilizey
reseptorleri veya hiicre ici proteinleridir. Florokromlar lazer 1sinindan enerjiyi absorbe edip
farkli dalga boylarinda yeniden yansitirak dedektorler aracigiyla toplanmasini ve kullanilabilir

bilgi seklinde bilgisayar sistemine aktarilmasini saglarlar (85, 86, 87, 89).

KML Kok Hiicre | /\\

KML Hiicre | EB§§:E'ETC
B ~  CD123-APC
etiketleame

Etiketli hiicreler
basing altinda dar bir
alandan gegirilir

Lazer 1gini
( FACS sonrasi huicre kaltaru
(® ® ) =
N Ol — @09
® e
Fluoresan etiketli @ Fluoresan etiketli [
olmayan hiicreler @ Hucreler -}
D34+CD38-CD123+ KML CD34+/CD38-/CD123+
(CD384) ~ (CD34+CD38 0123 _N® Hiicreleri KML K5k Hilcreleri

Sekil 14: Floresanla aktive edilmis hiicre ayrisma (FACS) islemi
(http://www.nature.com/nprot/journal/v6/n7/fig_tab/nprot.2011.350 F3.html)’dan uyarlanmistir.

Hiicreler analiz edilirken bilgisayar sisteminde toplanan veriler farkli grafikler

kullanilarak ifade edilir. FSC/SSC grafiginde analiz edilmek istenen bdlgenin segilmesine
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kapilama (gating) denir. Nokta alan (dot blot) en c¢ok kullanilan grafiklerdir. Nokta alan
grafiginde her bir nokta tek bir hiicreyi gostermektedir. Bu grafikte iki farkli floresan antikoru
da tasiyan hiicreler belirlenir. Sag iist kadranda her ikisinin de pozitif oldugu hiicreler, sag alt
ve sol iist kadranda sadece tek bir floresan antikorunu tasiyan hiicrelerin oldugu bdlgeler

bulunur. Sol alt kadranda her iki floresan antikoru da tasimayan hiicreler vardir (85, 86, 87).
2.3.2. Manyetik Boncuklar ile Hiicre Izolasyonu

Giiniimiizde ¢ok basit tek tlip sistemlerinden ¢ok karmasik otomatik ¢oklu sistemlere
kadar ¢ok sayida degisik kullanim amacina yonelik ticari manyetik ayiricilar bulunmaktadir.
Manyetik ayirim prosesi ise ¢esitli formlarda tasarlanmis manyetik ayiricilar ile
gerceklestirilmektedir. Manyetik ayirma sistemlerinde bir ya da daha fazla manyetik olmayan
bilesen iceren karisim manyetik etiketle isaretlenir. Boylece isaretlenen bilesenin ortam
arasinda manyetik fark yaratilarak ayrilmasi saglanir. Genel olarak hiicre yiizeyindeki antijen
bolgelerine 0zgiin antikor kullanimlaktadir. Hiicrelerin bu ayirici sistemlerde bulunduklari

ortamlardan saflagtirilmasi 3 temel adimda uygulanmaktadir (90, 91, 92).

1) Istenen hiicreyi iceren Ornek siispansiyonu manyetik etiketler ile karistirilir. Bu
asamada manyetik etiketler ile hedef hiicreler arasinda etkilesim ve baglanma igin 30-60 dk.
arasinda bir inkiibasyon zamani beklenir. Daha sonra manyetik kompleksi i¢eren ortam
manyetik ayric1 kullanilarak ortamdan ayrilir. Ve siipernatant uygun yontemler kullanilarak

ortamdan uzaklastirilir.

2) Manyetik kompleks ortamdaki istenmeyen unsurlarin uzaklastirilmasi i¢in bir iki kez
uygun tamponlar kullanilarak yikanir. Bu asamadan sonra hiicreler istenilen amaca uygun

olarak kullanilabilir.

3) Segilen uygulamanin amacina uygun olarak manyetik etiketin hedef hiicre

saflastirilmasi gerceklestikten sonra hedef hiicreden ayrilmasi da gergeklestirilebilmektedir.

Manyetik teknikler ile hiicre izolasyonunda genel olarak iki ¢esit uygulama ydntemi

tercih edilir (93).

1- Dogrudan ve dolayli ayirim metodlar:: Ortamda izole edilmesi istenen hiicre 6zgiin

primer ligand tasiyan manyetik etiketlerle isaretlenir. Belirli siire inkiibasyondan sonra
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manyetik partikiillere bagl primer ligand spesifik hiicre reseptorii ile etkilesir ve etkilesim
kompleksi bir miknatis kullanilarak ortamdan ayrilir. Dolayli ayirim metodunda ise ortamdan
izole edilmesi istenen hiicre uygun bir primer afinite ligandi ile isaretlenir. Bu primer liganda
Ozgiin sekonder afinite ligand1 tasiyan manyetik partikiil inkiibasyon siiresince primer ligand

ile birlesir ve manyetik ayirict yardimai ile istenilen hiicrenin ortamdan izole edilmesini saglar.

2-  Pozitif ve negatif secim metodu (Sekil 15): Pozitif ve negatif secim metodlari ortamda
hangi hiicrenini Once segilecegi esasina dayanmaktadir. Negatif se¢imde izolasyonu
istenmeyen hiicreler manyetik isaretlenir, boylece miknatis altinda istenmeyen hiicreler
tutunurken, izolasyonu istenen hiicreler manyetik isaretlenmedikleri i¢in yikama islemleri ile
birlikte sistemi terk ederler. Hem dogrudan hem de dolayli ayirim metodlart negatif secim
metoduyla kullanilabilmektedir. Negatif se¢imin kendi i¢inde birtakim kisitlamalar
bulunmaktadir. Eger izolasyonu istenen hiicre ortamda olduk¢a az bulunuyorsa, negatif se¢im
metodu izolasyonda yabanci hiicre kontaminasyonuna ve dolayisiyla diisilk verime neden

olabilmektedir.

Manyetik alandaki
ayrimlama kolonundan

Manyetik alandan kolonun kaldirilmasi
hiicrelerin gegirilmesi

MACS mikroboncuklari . - .
kullanarak NEGATIF SECIM
CD34+ ve CD38- hiicrelerin "
manyetik etiketlemesi LKMEERasghuC e er)

POZiTiF SECIiM
(KML CD34+ hiicreler)

Sekil 15: Manyetik olarak aktive edilen hiicre ayirim (MACS) sisteminin semas1 (Www.medscape.com).

Pozitif se¢im yonteminde ortamdan izole edilmesi istenen hiicre manyetik olarak
isaretlenir ve boylelikle miknatis altinda tutulabilmektedir. Yikama islemi sonunda
istenmeyen hiicreler ortamdan uzaklastirilir. Sistemden en son ¢ikan izole edilmesi istenen
0zglin hiicredir. Bu se¢cim yonteminde de hem dogrudan hem de dolayli ayirim yontemleriyle

birlikte kullanilabilmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:
Aragtirma deneysel bir arastirmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:

Arastirma Mayis 2013 tarihinde literatiir tarama ile baslamig olup; etik kurul onay1
Ekim 2013 tarihinde alindiktan sonra Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel

Onkoloji Laboratuvarlarinda deneyler yapilmis ve Mart 2016 tarihinde sonlandirilmastir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Calisma Gruplar:

Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Yusuf Baran’dan 04.02.2014
tarihinde; imatinibe duyarli, Philadelphia kromozomu-pozitif K562 insan kronik myeloid
16semi hiicreleri ile imatinibe direngli, Philadelphia kromozomu-pozitif K562 insan kronik
myeloid 16semi hiicreleri (K562/IMA-3) saglanmistir. K562/IMA-3 insan kronik myeloid
16semi hiicreleri, Prof. Dr. Yusuf Baran ve ekibi tarafindan, K562 hiicrelerinin yaklasik 2 yil
stireyle, 3 uM dozunda tekrarli imatinib uygulamalar sonucunda imatinibe direngli hale
getirilmistir. Calismamizda, iki hiicre hatlarindan in vitro olarak KML kok hiicre hatti
olusturulmaya c¢aligilmistir. Bu amagla RPMI-1640 ortam, diferansiye edici ortam, diferansiye
etmeyen ortam ve losemik kok hiicre ekspanse edici ortamlar olmak iizere dort ayri hiicre
kiltiriinde, K562 (imatinibe duyarli) ve K562-IMA-3 (imatinibe direngli) KML
hiicrelerinden ayrilan LKH’leri ayr1 ayr1 olarak bu dort ortamda (toplam sekiz grup) tiretilmek

icin gruplandirilmistir.
3.4. Calismanin Materyali:

Imatinibe duyarli Philadelphia kromozomu-pozitif K562 insan Kronik myeloid 16semi
hiicreleri ve 3 pM imatinib’e maruz birakilarak direngli hale getirilen Philadelphia
kromozomu-pozitif K562 insan Kronik myeloid 16semi (K562/IMA-3) hiicreleri Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii’'nden temin edilerek uygun hiicre kiiltiir sartlarinda retildikten
sonra, FACS ve MACS metodlariyla izole edilerek elde edilen 16semik kok hiicreleri

arastirma materyali olarak kullanilmistir.
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3.5. Arastirmanin Degiskenleri:

Calismanin ilk basamagi olan K562 ve K562/IMA-3 hiicre hatlarinda FACS ve MACS
metodlar ile 16semik kok hiicre eldesi agsamasinda “bagimsiz degiskenler” hiicre hatlar1 iken,
“pbagimh degiskenler” elde edilen losemik kok hiicrelerider. Daha sonraki asama olan,
16semik kok hiicrelerin dort farkli besiyeri ortaminda iiretilmesi asamasinda ise, besiyerleri
“bagimsiz degiskenler”, 16semik kok hiicreleri ise “bagimli degiskenleri” olusturmaktadir. En
son asama ise, “bagimsiz degiskenler” olan K562 ve K562/IMA-3 hiicre hatlari ile bu hiicre
hatlarindan elde edilen 16semik kok hiicrelerinde, CD paneli ile bakilan markerlar, telomeraz
mRNA miktarlari, BCR-ABL mRNA miktarlar1 “bagimli degiskenler; yine “bagimsiz
degisken” olan 16semik kok hiicrelerinin Alkalen Fosfataz boyama ile gosterilen alkalen
fosfataz tayini “bagimh degiskeni” temsil etmektedir. Ayrica 16semik kok hiicrelerinin
transferi ile Nude farelerde tiimorojenite deneyinde “bagimsiz degiskenler” 16semik kok

hiicreleri iken, “bagimli degiskenler” olusan tiimor miktarlaridir.
3.6. Veri Toplama Araclari:
3.6.1. Kullanilan Arac ve Geregler

3.6.1.1. Kullanilan Cihazlar

e CO; Inkiibatorii (Niive FN500)

e Laminar Air Flow (Niive)

¢ Inver Mikroskop (Olympus)

e Isik Mikroskobu (Nikon E400)

e Sogutmali Santrifiij (2.0 RS Biofuge stratos, Heraus)
e 4°C Buzdolab1 (Argelik 450 lux)

e (-20°C) Dondurucu (Ufuk)

e (-80°C) Dondurucu (Thermo Science)

e Akim Sitometri Cihazi (BD Accuri C6)

e MiniMACS manyetik hiicre ayirict (Miltenyi Biotec GmBH)
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Hiicre Sayma Kamarasi (Hycor)
Motorlu Pipet (Isolab)

Motorlu Pipet (DiaMed)
Vorteks (IKA) (Biovortex V1)

pH Metre (710A, Orion)
3.6.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Steril Pipetler (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) (Greiner)
25 cm? hiicre kiiltiir Flaski (Biofil CET 025)

75 cm? hiicre kiiltiir Flaski (Biofil CET 075)

Pipet Uglar1 (mavi ve sar1) (Barrier100)

15 ml vida kapakli Konik Tiip (Falkon)

50 ml vida kapakli Konik Tiip (Falkon)
Eksraselliiler Matsiks Kapli Flask (Celprogen)
Ependorf tiipleri (2mL) (Greiner)

Cryo vialler (2mL) (Greiner)

Polilizinli lam (Isolab)

Steril Pastor Pipeti (Greiner)
3.6.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

RPMI-1640 Hiicre Besiyeri Ortami (Biochrom F1215)
Losemik Kok Hiicre Kiiltiir Ortami (Celprogen)
Diferansiye Edici Ortam (Celprogen)

Diferansiye Etmeyen Ortam (Celprogen)

CD34+ Expansion Supplement (StemSpam, StemCell)

Losemik Kok Hiicre Dondurma Ortami (Celprogen)



e Fetal dana serumu (Biochrom S0113)

e L—Glutamin (Biochrom K0282)

e Penisilin / Streptomisin (Biochrom A213)

e DiMetil Siilfoksit (Aplchem A3670)

e Alkalen Fosfataz IHC Kiti (Millipore, Miltenyi Biotec)
e Anti CD34 Manyetik izolasyon Kiti (Invitrogen DynaBead)
e Anti CD38 Manyetik Izolasyon ( Miltenyi MicroBead)
e Anti CD34 Antikoru (E-Bioscience)

e Anti CD38 Antikoru (E-Bioscience)

e Anti CD123 Antikoru (E-Bioscience)

e Bcr-Abl Translokasyon Deteksiyon Pcr Kiti (Roche)

e Telomeraz Pcr Kiti (Roche)

e Mikoplazma Deteksiyon Elisa, Pcr Kiti (Roche)

e Steril PBS (Ca*? ve Mg*? igermeyen) (SigmaAldrich)
e Dna/ Rna Izolasyon Kiti (Roche)

e Deionize edilmis H,O, HCI ,NaOH (1 N)

e Paraformaldehit (SigmaAldrich)
3.6.2. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.6.2.1. RPMI-1640 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

400 ml RPMI-1640 besiyeri igerisine, 100 ml fetal dana serumu (FCS) (%20), %]l

penisilin / streptomisin ve 2 mM L-glutamin ilaveli olacak sekilde hazirlandi.
3.6.2.2. Diferansiye Edici Besiyerinin Hazirlanmast
400 ml Diferansiye Edici besiyeri igerisine, 100 ml fetal dana serumu (FCS) (%20), %1

penisilin / streptomisin ve 2 mM L-glutamin ilaveli olacak sekilde hazirlandi.
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3.6.2.3. Diferansiye Etmeyen Besiyerinin Hazirlanmasi

400 ml Diferansiye Etmeyen besiyeri igerisine, 100 ml fetal dana serumu (FCS) (%20),

%71 penisilin / streptomisin ve 2 mM L-glutamin ilaveli olacak sekilde hazirlandu.
3.6.2.4. Losemik Kok Hiicre Ekspanse Edici Besiyerinin Hazirlanmasi

400 ml Losemik Kok Hiicre besiyeri igerisine, 100 ml fetal dana serumu (FCS) (%20),
%1 penisilin / streptomisin ve 2 mM L-glutamin ilaveli olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan

bu besiyerinin 90 ml’ine 10 ml CD34+ Expansion Supplement ilave edildi.
3.6.2.5. Alkalen Fosfataz Deneyi icin %4 liik Fikzatif Hazirlanmasi

Alkalen Fosfataz deneyinde formaldehit esasli fiksatif, doku ve hiicrelerin tespiti igin
kullanir. 1 L % 4 formaldehitin i¢in, bir cam behere 800 ml 1X PBS (0.137 M NaCl, 0.05 M
NaH,PO,, pH 7.4) ¢oziiciiniin kaynamamasina dikkat edilerek, yaklasik 60 °C'ye kadar
isitilirken karistirildi. Isitilmis PBS cozeltisine 40 g paraformaldehit tozu eklendi. Cozelti
netlesene kadar bir pipetle 1 N NaOH damla damla ilave edilerek pH degeri ayarlandi, ¢ozelti
sogutuldu, filtre edildi ve +4°C’de saklandi.

3.6.2.6. Manyetik Hiicre Ayirma Deneyi icin Izolasyon Tamponu Hazirlama

Ca?* ve Mg** icermeyen %0.1 PBS 2 mM EDTA ile karistirilarak, pH7.4’e ayarlandi.
3.6.2.7. Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu (PBS) Hazirlama

150mM NacCl, 10 nM Na PO, eklenerek, pH: 7,4’¢ ayarlandi, +4°C’de saklandi.
3.6.3. Hiicre Kiiltiirii

Stispansiyon kiiltiir 6zelligi gosteren K562, K562/IMA-3, K562 kok ve K562/IMA-3
16semik kok hiiceleri kiiltiir kabina yapisma gostermezler. Siispanse halde bulunan kiiltiir

icindeki hiicreler oval ve yuvarlak gériintimliidiirler.
3.6.3.1. Hiicrelerinin Pasajlanmast

Hiicreler pasajlanabilmesi i¢in hiicre kiiltiir flasklar1 konfluent olmalidir. Hiicreler, T3

(25ml) ve T4 (75ml) steril ortam kaplarinda ve tiim islemler, steril biyogiivenlik sinif 2
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kabinetin icerisinde gerceklestirildi. Giivenlik onlemlerine dikkat edilerek CO, etiiviinde

(37°C; %5 COp) cogaltilarak kiiltiire edildi ve laboratuvar sartlarina uyumu saglandi.

Kiiltiirler giinliik olarak kontrol edildildi, besiyerinin rengi ve morfolojisi ile hiicrelerin

yogunlugu gozlemlendi.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Yontem

Ortalama 3 giinde, hiicre siispansiyonu doku kiiltiir flasklarindan steril tiip i¢ine alindi.
1000 rpm’da 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant atildi.

Alttaki hiicre pelleti serumdan arindirilmak igin 2 ml PBS (fosfat tamponu) ile

pipetlenerek yikandi.
Sonra, 1000 rpm’da 10 dk tekrar santrifiij edildi.

Daha sonra hiicre pelleti medyum ile resiispanse edilip, sayild1 ve kiiltiir flasklarina

transfer edildi.
[k pasajlamada hiicrelerin yaris1 donduruldu, yaris1 pasajlandi.

Pasajlamalarda karsilastirmali olarak hiicrelerle beraber medium alinip, 2 tane flaska

ikiye boliinerek aktarildi.

Her 2 flaskin iizerine alinan kadar yar1 (1/2) 6l¢ii yeni medium eklendi.
3.6.3.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha ileri ¢aligsmalar icin gerekli olabilecegi diisiiniildiigiinden ve hiicrelerin canliliginin

devam etmesi ve hiicre hatlarinin devamliliginin korunmasi igin hiicreleri koruma altina

almak amaciyla, hiicrelerin yarisi ilk pasajlamada donduruldu.

1)
2)
3)
4)

5)

Yontem

Hiicreler, 50 mI’lik falkon tiip icine flask ig¢eriginin tamami alindu.
Daha sonra 1000 rpm’da 5 dk santrifiij edildi.

Stipernatant atildiktan sonra pellet, 5 ml 1X PBS ile resiispanse edildi.
Tekrar 1000 rpm’da 5 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sirasinda kriyovialler buz {lizerine alindi.
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6)
7)
8)

9)

1)

2)
3)

4)

Santrifiijden sonra siipernatant atildi, tiip buz iizerine alindu.
Daha sonra pellet 1 ml besiyerinde sulandirilarak sayildu.
Pelet, 5.4 ml FBS (9%90) ve 600 ul DMSO (%10)’da resiispanse edildi.

Soliisyon buz iizerinde karistirildi ve hiicre siispansiyonundan 1,5 ml her bir kriyovial
icine alindi ve 30 dk 4°C’de, daha sonra -20°C’de bekletildikten sonra, -80°C’ye

saklanmak tizere aktarildi.
3.6.3.3. Dondurulan Hiicrelerin Coziilmesi

Daha once dondurulmus olan her iki hiicre hattinin bulundugu (K562 ve IMA-3)
kriyoviyaller 37°C’de, hizl1 bir sekilde ¢oziildi.
Kriyoviyalin i¢indeki hiicre slispansiyonu besiyeri i¢eren falkon tiipe yavasca aktarildi.

Tiip 1500rpm’de 7 dk. santrifiij edildikten sonra iist kisim atild1.

Pelete 1 ml medyum eklenerek hiicrelerin iyice ¢oziinmeleri saglandiktan sonra {lizerine
besiyeri eklenerek daha once tarif edildigi gibi hazirlanan RPMI-1640 besiyerinde

kiiltiir kabina alinarak tekrar ¢ogaltildi.
3.6.3.4. Hiicrelerin Sayimi ve Hiicre Canlilik Testi

Tripan Blue hiicre canlilik testi, canli hiicrelerin boyayr membranlardan igeri ge¢cirmeme

prensibine dayanmaktadir. Hiicrelerin canlilik testi Tripan mavisi boyama ydntemi

kullanilarak yapildi.
Yontem
1)  Hicrelerin saymmi i¢in hiicreler 1:1 oraninda taze besiyeri / PBS ile seyreltildikten sonra

2)

3)

yaklasik 3 dakika beklendi.
Neuber—hemositometreye alindi.

Hemositometredeki dort karedeki hiicreler 151k mikroskobu altinda sayilip ortalamasi
alindiktan sonra ¢ikan sayr Diliisyon Etkeni x 10* ile ¢arpilip 1 ml’deki hiicre sayist

(hiicre/ml) bulundu.
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3.6.3.5. Hiicre Kiiltiiriinde Mikoplazma Kontaminasyonunun Aranmasi

Hiicre hatt1 iiretiminde mikoplazma kontaminasyonu agisindan kiiltiiriin  temiz

oldugunun gosterilmesi gerekir ve bu, hiicre hattinin kalite kontrol testlerinden biridir. Bu

acidan tretilen hiicreler, “Roche Applied Science Mycoplasma Detection Kit” kullanilarak

mikoplazma kontaminasyonu agisindan test edildi.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9

10)

11)

Yontem

Deneye baslamadan dnce kitin i¢indeki tiim ajanlar 15-25 °C’ye getirildi.

16 kuyucuklu mikroplate, 4 mikoplazma tiirii i¢in 8, negatif kontrol i¢in 4, pozitif

kontrol i¢in 4 kuyucuk olmak tizere ayrildi.

Mikroplatenin her 4 kuyucuguna 0,25 ml kendi kaplama antikoru eklendi (vial 1a: ilk 4
kuyucuga, vial 1b: ikinci 4 kuyucuga, vial lc: ii¢lincii 4 kuyucuga, vial 1d:dordiincii 4
kuyucuga).

Mikroplate sikica kapatilip 2 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi, bloklama soliisyonundan (vial 2) 0,25 ml, tiim antikorla kapl

kuyucuklara pipetlenirve 30 dk 37 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda 3X yikama buffer (vial 3) ile kuyucuklar yikandiktan sonra,

tamamen uzaklastirildi.

Mikroplatenin 8 kuyucugu 6rnek, 4 kuyucugu pozitif kontrol ve 4 kuyucugu ise negatif
kontrole ayrilmak iizere 0,2 ml olarak pipetlenir ve mikroplate sikica kapatilarak 2-4

°C’de 1 gece inkiibe edildi.
5. basamakta tanimlandig1 gibi yikama yapilidi.

Detection-antibody soliisyonu (vial 6a-d), her bir antikora ayrilan 4 kuyucuga 0,2 ml
olarak ayr1 ayr1 uygulandi (ilk 4 kuyucuga vial 6a: ikinci 4 kuyucuga vial 6b: ti¢lincii 4
kuyucuga vial 6c¢: dordiincii 4 kuyucuga vial 6d).

Mikroplate sikica kapatilip 2 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 yikama buffer soliisyonu ile 4X yikandiktan sonra buffer tamamen

uzaklagtirildi.
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12) 16 kuyucugun her birine 0,2 ml Streptavidin-AP soliisyonu (vial 7) pipetlendikten
sonra, mikroplate sikica kapatilip 1saat 37 °C’de inkiibe edildi.

13) Inkiibasyon sonrasi yikama buffer soliisyonu ile 3X yikandiktan sonra, buffer tamamen

uzaklastirildi.

14) Daha sonra, 16 kuyucugun her birine 0,2 ml Substrate soliisyonu (vial 8) pipetlendikten
sonra, mikroplate sikica kapatilip 30 dk 18-25 °C’de inkiibe edildi.

15) 405 nm’de mikroplate okuyucusunda 6lgtildii.
3.6.4. Akim Sitometrik Analiz

Bu calismada Flow Sitometrik analiz ile, LKH’lerinin izolasyonunun yanisira, CD

Paneli ve Hiicre Siklus analizleri de yapilmustir.
3.6.4.1. CD Paneli Analizi

Calismamizda Losemik kok hiicrelerinin, kok hiicre ozelligini koruyarak c¢ogalip-
¢ogalmadig1 Flow Sitometrik analiz ile CD paneline bakilarak test edildi. Daha sonra Akim
Sitometrik analiz ile CD34+ / CD38- 16semik kok hiicre orani belirlenerek ¢ogalan 16semik

kok hiicrelerin konfirmasyonu saglanmstir.
Yontem

1)  Hicreler 1300 rpm’de 7 dk santrifiij edilerek slipernatant uzaklastirildi.

2)  Pelet resiispanse edildikten sonra test tiiplerine 100 pl halinde konuldu.

3)  Ilgili tiiplere 20’er pul monoklonal antikorlar ilave edildi.

4)  Bagka bir test tiipiine ayn1 sekilde antikorlaron izotopik kontrolleri eklendi.

5)  Oda isisinda ve karanlikta 15 dk inkiibe edildikten sonra akim sitometri cihazinda analiz
gergeklestirildi.

3.6.4.2. Hiicre Siklus Analizi

DNA igerigi ploidinin ifadesi olarak hesaplanir. Bir hiicre popiilasyonunda DNA
miktari, kromozom sayilarina bagli olmalidir. Diploid 6rnekler i¢in 46, tetraploid drnekler

i¢cin 92°dir. Flow sitometri DNA analizinden GO ve G1 hiicrelerinin DNA content degeri ve
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hiicre siklusunun fazlarinda kag¢ hiicrenin oldugu bilgisi saglanir ve hiicrenin proliferatif
aktivitesi de belirlenebilmektedir. Popiilasyonundaki hiicreler propidium iodide gibi DNA’ya
spesifik fluorokromla isaretlenir ve elde edilen fluoresan yogunlugu dogrudan dogruya
hiicrenin igerdigi DNA miktarina orantilidir. Hiicre popiilasyonundaki DNA 6lgiimii hiicre
siklusunun béliimlerine gore 3 faza ayrilir: GO/G1, S ve G2+M. Siklusun GO/G1 hiicreleri
daima biiyiik fraksiyonda toplanirlar ve diploid DNA igerigine (2N) sahiptirler. Boliinmeyen
hiicrelerde ve dinlenme halindeki hiicrelerde (G0/G1) DNA igerigi diploid sayidadir. Hiicreler
siklusun G2 ve M fazina ulastiklarinda DNA igerigi iki katina ¢ikar. Bunlar GO/G1 pikinden
ve orijinden uzakta yer alirlar. S fazi DNA’nin sentezlendigi duplikasyon fazidir. Siklusun S
fazindaki hiicreler 2N-4N arasinda DNA igerigine sahip olup G0/G1 ve G2/M pikleri arasinda
yer alir. Sekil 14’de Flow sitometri ile Hiicre siklus analizinin histogrami goriilmektedir; ilk
pik GO/G1 fazindaki hiicre popiilasyonunu ve yanindaki kiigiik pik ise G2+M fazindaki
hiicreleri gosterir. Aradaki mesafede ise S fazindaki hiicreler yer alir (Sekil 14) (94, 95, 96).
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Sekil 16: Flow Sitometri Hiicre Siklus analizinin histogram gériintiisii (www.medscape.com).

Yontem

1) Hiicreler santrifiij edildikten sonra st kismi atildi. Dipte kalan c¢okeltideki hiicre

stispansiyonundan 100 pl alinarak deterjan (niikleusu serbestlestirmek igin), propidium

40


http://www.medscape.com/

iodide (DNA’ya spesifik fluorokromla isaretlemek igin) ve RNaz igeren bir tampon ile

resiispanse edildi ve analiz edildi.

2) DI’i, histogramindan elde edilen GO/G1 fazindaki diploid piklerin ortalamasinin, diploid

referans hiicrelerin GO/G1 piklerin ortalamasina boéliinmesiyle hesaplandi.
3.6.5. Akim Sitometri ile Hiicre Ayirma Metodu

FACS (Fluorescence-activated cell sorting = Fluoresan ile aktive edilen hiicre ayirimi)
yontemi ile Imatinibe duyarli K562 ve imatinibe direncli IMA-3 insan KMLhiicrelerinden,
CD34+, CD38- ve CD123+ fenotipindeki 16semik kanser kok hiicrelerinin izolasyonu, Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Egitim Laboratuvar1 (AREL)’de FACS Calibur akim
sitometre (BD Sciences) cihazinda yapildi. Losemik kanser kok hiicrelerinin izolasyonu igin
lazer 15181 ile aktif hale gecerek 1s1n yayan farkli fluorokrom isaretli monoklonal antikorlar
kullanildi. Bunun igin; fluorescein isothiocyanate (FITC) konjuge anti-CD34, phycoerythrin
(PE) konjuge anti-CD38 ve allophycocyanin (APC) konjuge anti-CD123 monoklonal
antikorlar1 ve uygun izotip kontrolleri kullanildi. Bdylece Flow Sitometrik analizi ile
CD34+/CD38-/CD123+ LKH’lerinin orani belirlenerek MACS yonteminin konfirmasyonu
saglanirken ayn1 zamanda, FACS yonteminin de MACS ile hiicre izolasyonunun verimliligi

acisindan karsilagtirilmasi yapilmstir.
Yontem

1)  Kiltir kabinda belli sayiya ulasan KML hiicreleri, kiiltiir medyumu igeren tiiplere
aktarilip santrifiij edildi.

2)  Santrifiij sonrasi pellet ¢oziildii ve hiicreler sayildiktan sonra 2x10” olacak sekilde kendi

medyumu ile siispanse edildi ve test tiiplerini i¢ine konuldu.

3) Daha sonra 20’er pl CD34-FITC, CD38-PE ve CD123-APC monoklonal antikorlari
ilave edildi. Baska test tiipiine de ayni miktarda antikorlarin izotopik kontrolleri

eklendi. Tiim tiipler oda 1s1sinda ve karanlik ortamda 20dk inkiibe edildi.

4)  Inkiibasyon sonrasi baglanmayan antikorlarin ortamdan uzaklastirilmasi igin tiiplere 2
ml yikama soliisyonu (%0.1 sodyum azide iceren PBS) eklendi. 5 dk 1300rpm’da

santrifiij edildi ve slipernatant atilarak artefaklardan temizlendi.
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5) Boyama isleminden sonra hiicre siispansiyonu FACS Calibur akim sitometre cihazinda

(BD Sciences) okutuldu ve BD Cell QuestTM software programi ile analiz edildi.

6)  Hiicreler izole edilir edilmez sayildi, ekstraselliiler matriks kapli 25 em?lik kok hiicre
flasklarina ekildi ve RPMI-1640, diferansiye, undiferansiye ve LKH ekspanse

ortamlarinda ¢ogaltildi.
3.6.6. Manyetik Partikiiller ile Hiicre Ayirma Metodu

MACS (Magnetic-activated cell sorting = Manyetik ile aktive edilen hiicre ayirimi)
yontemi ile CD34+/CD38- LKH’leri Dokuz Eylil Universitesi Temel Onkoloji
Laboratuvarinda izole edildi. K562 ve K562/IMA-3 hiicrelerinden sirasiyla “CD38
MicroBead” ve “CD34 Invitrogen DynaBead” kitleri kullanilarak CD34+CD38-,
CD34+CD38+ hiicre fraksiyonlar: elde edilmistir. Yontem {iretici firmanin belirttigi sekilde
uygulanmistir. Once negatif segim ile CD38- hiicreler elde edildikten sonra, pozitif segimle

CD34+ hiicreler elde edilerek CD34+CD38- LKH subpopiilasyonu elde edildi.

Sekil 17: Manyetik partikiiller ile ayirimda kullanilan magnet.
3.6.6.1. Negatif Se¢cim Yontemi

Istenilen hiicrelerin isaretlenmeyip, istenmeyen hiicrelerin isaretlenerek elimine
edilmesinin yapildig1 hiicre ayirma yontemidir. Bu ydntem ile ayirimi yapilan hiicreler el
degmemis hiicrelerdir. CD38- hiicreler bu yontemle ayrildi. Boylece ayirimi yapilmak istenen

hiicreler daha az tahrifata maruz kalarak elde edildi.

1)  Tim islemler sinif II Laminar Air Flow kabineti i¢inde gerceklestirildi. Kabinet iginde

magnet ve kolon sistemi kuruldu.
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2)

3)
4)

5)

6)

7)
8)
9
10)
11)
12)

13)

14)

15)

Hiicreler 1200rpm’da 7 dk santrifiij edildikten sonra, siipernatant atildiktan sonra, 80 pl

izolasyon tamponu i¢inde resiispanse edildi.
Iml’de 1x10” hiicre bagma 20 pl CD38-Biotin antikoru ilave edildi.
Tyice karistirilip 10 dk +4 °C’de inkiibe edildi.

Hiicrelere 2 ml izolasyon tamponu koyup 200xg’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant

atild.

Hiicreler 80 ul izolasyon tamponu iginde resiispanse edilip 1x10" hiicre basina 20 ul
Anti-Biotin MicroBead eklendi. K562 hiicreleri igin 100 ul, K562/IMAR-3 hiicreleri
icin 140 pl eklendi.

Iyice karistirtlip 15 dk +4 °C’de inkiibe edildi.

4. ve 5. adimlar tekrarland.

Hiicreler 500 pl izolasyon tamponunda resiispanse edildi.

Kolona da 500 pl izolasyon tamponu konularak, kolonun 1slanmas1 saglandi.

Kolon tamponla yikandiktan sonra hiicre siispansiyonu kolonun tepesinden eklendi.
Kolonun altina bir tiip tutularak kolondan dogrudan gecen hiicreler (CD38-) topland.

Kolona yukardan hiicre siispansiyonu her seferinde 500 pl kadar eklenerek hiicreler

bitinceye kadar devam edildi.

Islem bitince kolon magnetten cikarild1 ve iizerine 500 ul kadar eklenerek, kolonun

ucuna bagka bir tiip konuldu.

Kolonun arkasina enjektor seklindeki pompasi yerlestirilerek, kolonun icindeki tiim
hiicreler bosaltildi. Kolondan bosaltilan, boncuk bagli bu hiicreler CD38+ hiicreler olup,
bunlar LKH’leri degildir.

3.6.6.2. Pozitif Se¢cim Yontemi

Bu yontemde istenilen (hedef) hiicreler isaretlenerek, istenmeyen hiicrelerin ise

isaretlenmeyerek elimine edildigi hiicre ayirma yontemidir.

1)

CD38- olan hiicreler ayrildiktan sonra 250xg’de 7 dk santrifiij edildi,slipernatanti atildi.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9

10)

11)
12)

13)

14)

15)

16)

17)

Hiicre sayist Iml’de maksimum 1x10® olacak sekilde izolasyon tamponu ile siispanse
edildi.

Toplam 10°® hiicre bagina 100 pl CD34 DynaBead ilave edildi ve 30 sn vortekslenerek
tyice karigtirildi.

+4 °C’de 30 dk inkiibe edildi.

100 ul CD34 DynaBead’e 1 ml izolasyon tamponu koyup, magnet icine tiip
yerlestirildi.

1 dk beklendikten sonra siipernatant atildi (boncuklarin magnete tutundugunu
gozlemlemek Onemlidir. Tutunmanin olmadigi taraftan siipernatant mikropipetle

toplanarak atildi).

Daha sonra tiip magnetten uzaklastirildi ve hiicreler bu yikanmis boncuklarin iizerine

eklendi.

Daha sonra tizerine 1 ml soguk izolasyon tamponu eklendi.
Tiip magnete yerlestirildi ve boncuk-bagli hiicrelerin magnete tutundugu goézlemlendi.

2 dk beklendikten sonra tiipii oynatmadan, tutunmanin olmadigi uctan mikropipetle

siipernatant (CD34- hiicreler) uzaklastirildi.
Tiip magnetten uzaklastirildi ve 2 ml soguk izolasyon tamponu eklendi.
8. ve 9. adimlar tekrar edildi.

Tiipte geri kalan ( kahverengi renkli olarak bagli boncuklarin goriildiigii) hiicrelerin

tizerine 1 ml izolasyon tamponu ekleyerek restispanse edildi.
100 pl DetachaBead eklenerek manyetik beadlerin hiicrelerden ayrilmasi saglandi

Tiipiin agz1 parafinlenerek, oda sicakliginda, 45 dk calkalayicida calkalanarak inkiibe
edildi.

Bu siire sonunda tiip lizerine 2 ml oda sicakligindaki izolasyon tamponu eklendi.

Tiip tekrar magnete yerlestirilerek, hiicrelerden ayrilmis olan boncuklarin magnette asili
kaldig1 goriilerek, tutunmanin olmadig: taraftan hiicrelerimiz (CD34+ CD38-) bir bagka

tiipte toplanarak Losemik kok hiicre ortami ve matriks kapli 25 cm?lik flasklarda

kiltire edildi.
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3.6.7. Alkalen Fosfataz Boyamasi

Alkalen fosfataz bir hidrolaz enzimidir. Niikleotidler, proteinler ve alkaloidler dahil
olmak tizere ¢esitli molekiillerden fosfat gruplarinin koparilmasini yani defosforilasyonu
saglar ve en etkili alkali ortamlarda islev goriir. Alkalen fosfataz, farklilasmamis pluripotent
kok hiicrelerin hiicre zarinda yiiksek miktarda bulunur. Embriyonik kok ve embriyonal
karsinom hiicreleri gibi pluripotent hiicreler alkalen fosfataz boyamasi ile tespit
edilebilmektedir. Alkalen fosfataz boyamasi, bir kok hiicre markeri olarak da kabul edilerek,

pozitif boyanan hiiceler diferansiye olmamis kok hiicreler olarak kabul edilir.
Yontem

Bu yontemde Alkalen Fosfataz Kiti (Millipore, Miltenyi Biotec) kullanilmistir. Kitin
icinde bulunan, MixFast Red Violet ve Napithol, su ile 2:1:1 oraninda karigtirilarak
hazirland.

1)  Hicreler ependorfa alindi ve 9000rpm’da 5 dk santrifiij edildi, siipernatant atildu.

2)  Pelet, lizinli lama yayild1 ve hizla kurutuldu.

3)  Uzerine %4 paraformaldehit (PBS’li) eklenerek maksimum 1-2 dk beklenerek hiicreler
fiske edildi.

4)  Fikzatif Rinse Buffer ile yikand, lizerine Metanol eklenerek hizla kurutuldu.
5)  Tekrar Rinse Buffer yikandi, 2:1:1 oranindaki karigim soliisyonundan 0.5 ml eklendi.
6) 15 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

7)  Tekrar Rinse Buffer ile yikandi.

8)  Kurumamasi igin tizerine 1xPBS eklendi ve mikroskop altinda incelendi.
3.6.8. Telomeraz ve BCR/ABL Gen Ifadelerinin Analizi
3.6.8.1. Hiicre Kiiltiiriinden Total RNA Eldesi

K562 ve K562/IMA-3 kok hiicrelerinden RNA izolasyonu, “High Pure RNA Isolation
Kiti” kullanilarak, asagida yazili olan protokole gore biyogiivenlik kabinininde yapildi.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Yontem

Hiicrelerin tizerine 200 pL soguk PBS ve 400 uL Lizis tamponu eklenip 15 saniye
vortekslendi.

Filtre, toplama tiipiline yerlestirilip tiim karisim filtre listiine aktarildi.

Tiip 9000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Toplama tiipiinde toplanan siv1 atilip filtre
ayni tiipe tekrar yerlestirildi.

Her bir 6rnek i¢cin 90 pL DNaz inkiibasyon tamponu steril tiipe alind1 ve 10uL. DNaz I

eklendi.

Pipetaj ile karigtirildiktan sonra karisim filtrenin ortasina birakildi. 15 dakika oda

sicakliginda bekletildi.

500 pL’lik 1. yikama ¢ozeltisi filtre tizerine eklendi ve 9000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edildi. Filtre altinda toplanan kisim atildiktan sonra ayni toplama tiipii igerisine

yerlestirildi.

500 pL’lik 2. yikama ¢dzeltisi filtre lizerine eklendi ve 15 saniye 9000 rpm’de santrifiij
edildi. Filtre altinda toplanan kisim atildiktan sonra ayni toplama tiipii igerisine

yerlestirildi.

200 pL’lik 3. yikama ¢ozeltisi filtre tizerine eklendi ve 3 dk 13500 rpm’de santrifiij
edildi.Toplama tiipii atildi. Filtre, steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.

Filtre tizerine 20 uL o6rnek seyreltme ¢ozeltisi eklendi ve 9000 rpm’de 1 dk santrifiij
edildi.

Elde edilen RNA’larin miktarlar1 ve safligi “NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre”
cithazinda olgiilerek RT-PCR’da kullanilana kadar -80 °C derin dondurucuda saklandi.

3.6.8.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda Olgiilerek

mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendi. Primer olarak random hekzamerler kullanilarak
cDNA sentez kiti ile total RNA’dan ¢cDNA sentezi yapildi. CDNA i¢in PCR karigim1 (Tablo
2) ince ¢eperli 0.2 ml’lik tiiplere dagitildiktan sonra elde edilen total RNA eklendi.
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Tablo 2: RT-PCR tepkime karigimu.

Son Konsantrasyon

Hacim

Steril H,O-PCR grade -
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCly)

dNTP 1mM
Random hekzamer primeri 60uM
RNaz inhibitorii 20 tinite
Transkriptor Ters Transkriptaz 10 tinite
Total RNA lpg

RNA miktarma gore degisken
4uL

2ul

2uL

0.5pL

0.5pL

lpg olacak sekilde

3.6.8.3. Reverse Transkriptaz PCR (RT-PCR) Program:

Otomatik 1s1 dongiisii cihazi, Tablo 3’de belirtilen programa ayarlanarak cDNA sentezi

yapildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA o6rnekleri Real-Time PCR’da kullanilana

kadar -20 °C’lik derin dondurucuda saklanda.

Tablo 3: Otomatik 1s1 dongiisii cihazinda uygulanan program.

Sicaklik Zaman Dongii sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10dk 1
Ters Transkripsiyon 50°C 60dk 1
Inaktivasyon 85°C 5dk 1
Sogutma 4°C - 1

3.6.8.4. Gen I[fadesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

Telomeraz ve BCR-ABL genlerinin mRNA miktarlari, Real-Time PCR yontemi ile

Light Cycler (LC) cihazinda uygun primer ve problar kullanilarak gerceklestirildi. Tepkime

karigimini hazirlamak i¢in kullanilan bilesenlerin miktarlar1 Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4: Real-Time PCR tepkime karigimi

Son Konsantrasyon Hacim
MgCl, (25mM) 4mM 1.2uL
Primer F (10pmol/pL) 2.5pmol 0.25uL
Primer R (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25uL
TaqMan prob (100pmol/pL) 10pmol 0.1pL
LC 480 Master karigimi 2.5uL
cDNA - 1uL

3.6.8.5. Light Cycler (LC) Deney Program:

Real-Time PCR karigimlar1 hazirlandiktan sonra 96 kuyucuklu plate’ in her bir

kuyusuna bir 6rnek gelecek sekilde dagitildi ve ilizerine cDNA’ler eklendi. Plate cihaza
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yerlestirildikten sonra Tablo 5’de belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PCR
tepkimesi gergeklestirildi. Reaksiyon sonucu, telomeraz ve BCR-ABL genlerinin mRNA
ifade diizeylerini gosteren Crossing point (Cp) degerleri belirlendi ve normalize edildi.

Tablo 5: Telomeraz ve BCR-ABL genlerinin ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan Real Time PCR
tepkime programi.

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Déngiiler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00dk
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0
Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)
Program Verisi Deger
Dongiiler 40
Analiz Modu Cogalma
Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon zaman (s:dk:sn) 10sn 20sn
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0 10.0
Program 3. Sogutma
Program Verisi Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon zaman (s:dk:sn) 30sn
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

3.6.9. Tiimérojenite Deneyi

Calismamizda K562, K562/IMA-3 hiicre dizilerinden LKH’ler izole edildikten sonra
kiiltiire edilerek iiretildi ve bu hiicrelerin timor baglatma potansiyelleri (tliimdrojeniteleri)
yoniinden hayvan modeli kullanilarak kok hiicre 6zelliginde olup olmadiklart konfirme edildi.
Model olarak kullanilan iki tane 21 haftalik immiindefisit Nude disi fareler, Dokuz Eyliil
Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dalmin laboratuarindan elde edilerek

caligildi.
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1)

2)

3)

Yontem

Her iki hiicre hattindan izole edilen CD34+ CD38+ kok hiicre olmayanlar ve CD34+
CD38- kok hiicre ozelligi gosteren hiicreler, iki ayr1 Nude farenin 2 farkli bolgesine,
steril sartlar altinda 1x10° kadar hiicre, 200ul konsantrasyondaki PBS ile siispanse
edildikten sonra, 27 gaugelik igneler ile subkutan olarak enjekte edildi.

K562 CD34+/CD38- kok hiicre o6zelligindeki hiicreler farenin ense kismina, K562
CD34+/CD38+ kok hiicre ozelliginde olmayan hiicreler ayni farenin sirt kismina

subkutan enjekte edildi.

IMA-3 CD34+/CD38- kok hiicre 6zelligindeki hiicreler ise diger farenin ense kismina
ve IMA-3 CD34+/CD38+ kok hiicre 6zelliginde olmayan hiicreler ayni farenin sirt

kismina enjekte edildi.

3.7. Arastirma Plani:

Mayis — Eyliil 2013 =» Literatiir taramasi, projelendirme ve deneyin planlanmasi.
Eyliil 2013 — Subat 2014 =» Malzemelerin temini.

Subat — Haziran 2014 =» Hiicre kiiltiirli, LKH ayrimlama, konfirme etme.
Haziran — EKim 2014 =» LKH kiiltiirdi, Ploidi analizi.

Ekim 2014 — Subat 2015 = LKH’lerde; Tiimorojenite deneyi, CD paneli, Ber-Abl
translokasyon ve Telomeraz aktivite tayini, Alkalen
fosfataz ve Mikoplazma tayini.

Subat — Haziran 2015 = Sonuglarin analizi, degerlendirilmesi, literatiir giincelleme,

proje sonug raporunun hazirlanmasi.
Haziran — Ekim 2015 =» Tez yazimi.
Ekim 2015 — Subat 2016 =» Yayn haline getirme.

Mart 2016 =» Tez savunma sinavi.
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Sekil 18: Projenin genel akis semasi.
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi:

Bu c¢aligmada hemen her deney (FACS analizi hari¢) en az iki tekrarla yapilmistir.
Verilerin degerlendirilmesi i¢gin FACS ve MACS metodlarinin kok hiicre eldesi yoniinden
verimlerinin karsilastirilmas: agisindan elde edilen LKH sayilari; ayrica LKH’lerinin CD
marker ozellikleri agisindan elde edildikleri iki kanser hiicre hattin1 da iceren grafiksel
gosterimi yapilarak analiz edildi. Yine LKH’lerinin translokasyon varligi ve telomeraz
aktivitesi acisindan elde edilen mRNA miktarlarinin izole edildikleri KML hiicre hatlar1 ile
karsilastirilmasi igin grafiksel olarak gosterimi saglandi. Alkalen fosfataz testi, LKH’lerinin
(+) boyanmasinin gosterilimi ile; mikoplazma testinin ise (-) olmasi ile degerlendirildi.
LKH’lerinin tiimor olusturma kabiliyetleri ise transplante edilen Nude farelerde olusturdugu

tiimdr boyutlar1 goriintiilenerek degerlendirildi.
3.9. Arastirmanin Simirhliklari:

Bu c¢alismanin, hasta sayisinin ve zaman yetersizligi nedeniyle hastalardan alinan kan ve
kemik iligi 6rneklerinden saglanan primer hiicre kiltiirleri ile KML kok hiicre hatti tiretim
calismasi yapilamayisi eksikligidir. Ancak hem tecriibe kazanim agisindan hem de bdyle bir
caligmanin uygulanabilirligi acisindan bir 6n g¢alisma niteliginde olan ¢alismamiz ile bu
asamanin daha sonraki ¢alismalarda uygulanabilir oldugu anlasilmistir. LKH’lerinin gerek
cabuk diferansiye olmalar1 gerekse sessizlesmeleri nedeniyle iiretim zorluklari, bu zorluklarin
zaman kaybina neden olmasi, KKH iiretimi i¢in gerekli tecriibe azligi ve KKH’lerinin normal
kok hiicrelerle olan benzerlikleri bu aragtirmanin diger sinirliliklaridir. Calismanin, maddi
nedenlerden dolayr daha fazla tekrarlarinin yapilamamasi kisithiligidir. Ayrica ¢alisma ile

ilgili diger bakimlardan siirlamalar tartisma boliimiinde ayrintili olarak deginilmistir.
3.10. Etik Kurul Onayt:

Bu proje, 12.07.2012 tarih ve 618-GOA protokol numarasi, 2012/25-10 karar numarasi
ile DEU Etik Kurul’'undan onay almis olup, 10.10.2013 tarihinde 2013/37-16 karar numarasi
ile projeye doktora tezi sahibi arastirmaci olarak Dr.Sibel Azizenur Oztiirk’iin kabulii
onaylanmistir. Ayrica 19.02.2014 tarihinde 10/2014 karar numarasi ile DEU Hayvan
Deneyleri Etik Kurul onayr alimmistir (Ek 1, 2, 3).
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4. BULGULAR

4.1. FACS ve MACS Yontemlerin Verimliliginin Karsilastirilmasi:

K562 ve K562/IMA-3 hiicre hatlar kiiltiire edilerek belli sayiya ulasildiktan sonra 6nce
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma Egitim Laboratuvar1 (AREL)’de FACS
(Fluorescence-activated cell sorting = Fluoresan ile aktive edilen hiicre ayirimi) yontemi ile
CD34+/CD38-/CD123+ LKH’leri izole edildi (Sekil 19, 20). Daha sonra Dokuz Eyliil
Universitesi Temel Onkoloji Laboratuvarinda MACS (Magnetic-activated cell sorting =
Manyetik olarak aktive edilen hiicre ayirimi) yontemi ile CD34+/CD38- LKH’leri izole
edildi.

K562

—_— — ~ 04
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R
CD34+/CD38-/CD1234+ | .7 Tuhe: Ks6?
%65.0 F%-n
] L Papulation #Events %Parent %Total
0 424 CD34+ B 4iEents 10000 #1000
E ] Wi %4.5 -l 5584 583 568
5 A3 - 45 45
a - R & W50 50
0O - -INOT(PS) B500 BAD  8AD
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[v]
L T L A 1 .
||||||||2 T IH"H'& T ”I””ld. T ||||||||5 | ‘I'I'I'I'ITI] T T
0 10 0 10 102 ma i ms
CD123 APC CD34 FITC
Sekil 19: K562 hiicrelerinin FACS sonuglari.
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Sekil 20: K562/IMA-3 hiicrelerinin FACS sonuglari.
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Sekil 21: K562 hiicrelerinin MACS sonrasi yapilan Flow Sitometri sonuglari.
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Sekil 22: K562 hiicrelerinin MACS sonrasi yapilan Flow Sitometri sonuglari.

Sekil 23’de goriilen grafikte K562 ve K562/IMA-3 LKH’lerinin FACS ve MACS
yontemleriyle izolasyon sonrasinda, CD34+ hiicrelerin ylizdesi karsilastirmali olarak
verilmistir. K562 hiicre hattindan MACS yontemi ile LKH’lerin izolasyonu, FACS yontemi
ile yapilan LKH izolasyonundan 4,7 kat daha verimli oldugu goriilmektedir. K562/IMA-3

hiicrelerinden izole edilen LKH’lerinin ise, FACS yontemine gére MACS yonteminin 1,3 kat
daha verimli oldugu goriilmektedir (Sekil 23).
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Sekil 23: K562 ve K562/IMA-3 hiicre hatlarindan izole edilen CD34+ 16semik kok hiicrelerinin FACS
ve MACS yontemlerine gore % oranlarinin grafigi.

LKH markerleri olarak bilinen CD34+/CD38-/CD123+ varligi K562 ve K562/IMA-3
hiicre hatlarindan FACS yontemi ile direk izole edilirken, MACS yontemi ile iki belirtegle
izolasyon yapilabilmesi, ii¢ belirtecin ayni anda izolasyonunun yapilamamasi nedeniyle 6nce
CD34+/CD38- LKH’leri izole edildi. Daha sonra izole edilen bu hiicreler ¢ogaltilarak Akim
Sitometrik yontemle hem CD34+/CD38- hiicrelerinin hem de CD34+/CD38-/CD123+
hiicrelerinin oranlarimin Slgiilmesi ile dolayli olarak tespit edilmistir (Sekil 21, 22). Boylece
MACS yonteminin konfirmasyonu saglanirken ayni zamanda, FACS yonteminin de MACS
ile hiicre izolasyonunun verimliligi ag¢isindan karsilastirilmas: yapilmistir. Sekil 24‘de
gorildigi gibi K562 hiicrelerinden izole edilen CD34+/CD38-/CD123+ LKH’lerin FACS ve
MACS yontemleriyle yapilan izolasyon oranlar1 hemen hemen esit goriilmektedir.
K562/IMA-3 hiicrelerinden izole edilen CD34+/CD38-/CD123+ LKH’lerinin oranlari ise
MACS yontemine gore FACS yontemi ile 3,1 kat daha fazla bir verimle tespit edilebildigi
goriilmektedir (Sekil 24).
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Sekil 24: K562 ve K562/IMA-3 hiicre hatlarindan izole edilen CD34+/CD38-/CD123+ 16semik kok
hiicrelerinin FACS ve MACS yontemlerine gore % oranlarinin grafigi.

4.2. Hiicre Siklus Analizi:

Flow Sitometre analizi, tiimor hiicrelerinde hiicre siklusunun olgiilmesinde de
kullanilmaktadir. Bu calismada LKH izolasyonu esnasinda her iki hiicre hatti (K562 ve
K562/IMA-3) sort edilirken toplanan CD34+ kok hiicrelerinin hiicre siklus oranlari ve DNA

icerigi, toplanan CD34- hiicrelerin kontrol olarak kullanilmasi ile analiz edildi.

100 150
1 1
200 300
1 1

c c
2 2
o o M1
2 8 4 7.0
o o
wd2 W5 Wb o A2 5 b W
FL2-A FL2-A

Sekil 25: Sirastyla, K562 CD34- ve CD34+ hiicrelerin siklus fazlarin1 gosteren histogramlari.
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Sekil 26: Sirasiyla, K562/IMA-3 CD34- ve CD34+ hiicrelerin siklus fazlarini gosteren histogramlari.

K562 CD34- hiicrelerde DI =2,03 (tetraploidi 4N) goriiliirken, K562 CD34+ hiicrelerin
bir kisminda DI <1 olarak tespit edilmistir (Sekil 25). K562/IMA-3 CD34- ve CD34+
hiicrelerde DI =1 olarak tespit edilmistir (Sekil 26).

4.3. K562 ve K562/IMA-3 Losemik Kok Hiicre Kiiltiirleri:

K562 ve K562/IMA-3 hatlarinda izole edilen LKH’ler dort ayr1 ortamida (RPMI-1640
ortam, Diferansiye edici ortam, Diferansiye etmeyen ortam ve Losemik kok hiicre ekspanse

edici ortam) kiiltlire edilmistir.

RPMI-1640 besiyeri ortaminda iiretilen K562 ve K562/IMA-3 LKH’lerinin ¢ogunlugu,

16semi hiicrelerine doniiserek (diferansiye olarak) ¢ogaldig: goriildi (Sekil 27).

Sekil 27: Sirasiyla, K562 ve K562/IMA-3 16semik kok hiicrelerinin RPMI-1640 kiiltiir ortamindaki
morfolojik goriintisii (10X).
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Diferansiye edici besiyeri ortaminda kiiltiire edilen K562 LKH’leri ve K562/IMA-3
LKH’lerinin ¢gogunlugu, 16semi hiicrelerine doniiserek (diferansiye olarak) cogaldigi goriildi

(Sekil 28).

Sekil 28: Sirasiyla, K562 ve K562/IMA-3 16semik kok hiicrelerinin diferansiye edici kiiltiir ortamindaki
morfolojik goriintiisii (10X).

Diferansiye etmeyen ortamda kiiltire edilen K562 LKH’leri ve K562/IMA-3
LKH’lerinin ¢ogunlugu, 16semi hiicrelerine doniismeden (diferansiye olmadan) fenotiplerini

korudular ancak, ¢ogalma olmaksizin yaklasik 2 hf kadar kiiltiire edilebildi (Sekil 29).

Sekil 29: Sirastyla, (10X) K562 ve (20X) K562/IMA-3 16semik kok hiicrelerinin diferansiye etmeyen
kiiltlir ortamindaki morfolojik goriintiisii.

Losemik kok hiicre ekspanse edici ortamda kiiltiire edilen K562 LKH’leri ve
K562/IMA-3 LKH’lerinin ¢ogunlugu, 16semi hiicrelerine doniismeden (diferansiye olmadan)

cogaldiklar1 gortildii (Sekil 30).
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Sekil 30: Sirasiyla, K562 ve K562/IMA-3 16semik kok hiicrelerinin 16semik kok hiicre ekspanse edici
kiiltiir ortamindaki morfolojik goriintiisii (10X).

4.4. CD Paneli:

LKH’lerinin, ¢ogunlugu kok hiicre 6zelligini koruyarak cogalip-¢ogalmadigr Flow
Sitometre analiziyle CD paneline bakilarak test edildi. Diferansiye edici besiyeri ortamina
maruz birakilarak davraniglari gézlenen her iki hiicre hattinin LKH’lerinin diferansiye olarak
cogaldig1 gozlendi. Losemik kok hiicre ekspanse edici besiyeri ortaminda biiyliyen her iki
hiicre hattinin LKH’leri ise, kok hiicre 6zelliklerini koruyarak cogaldigi goriildi ve bu
besiyerinde LKH’leri ¢ogaltildu.

Uretilen hiicrelerin CD paneli Sekil 31‘deki garafikte toplu olarak gdsterilmistir: K562
ve K562/IMA-3 hiicreleri, izole edilen K562 ve K562/IMA-3 LKH’leri ve diferansiye K562
ve K562/IMA-3 LKH’lerinin, CD34+; CD38+; CD34+/CD38- ve CD34+/CD38-/CD123+
hiicre popiilasyon oranlarina ayr1 ayr1 bakilmistir (Sekil 31).

K562 hiicre hattinda bakilan, ayn1 zamanda LKH markerlar1 olan CD34+/CD38- ve
CD34+/CD38-/CD123+ hiicre populasyonlari da dahil olmak iizere tiim altpopiilasyonlar
%]1’in altinda gorildii (Sekil 31). LKH markeri oldugu bilinen CD34+/CD38- hiicre
popiilasyonunun varligi en ¢ok K562/IMA-3 LKH’leri basta olmak {izere, her iki
LKH’lerinde en yiiksek seviyede goriilmistir. En yiiksek CD34+, CD34+/CD38- ve
CD34+/CD38-/CD123+ hiicre popiilasyonu da yine K562/IMA-3 LKH’lerinde goriilmektedir
(Sekil 31).
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K562 LKH’lerine gore, K562/IMA-3 LKH’lerinin CD34+ popiilasyonun 1.3 Kat,
CD34+/CD38- popiilasyonun 1.7 kat, CD34+/CD38-/CD123+ hiicre popiilasyonun 4.5 kat
daha fazla oldugu goriildii. K562/IMA-3 LKH’lerinin, K562/IMA-3 diferansiye LKH’lerine
gore CD34+ popiilasyonun 4.9 kat, CD34+/CD38- popiilasyonun 5.2 kat, CD34+/CD38-
/CD123+ hiicre popiilasyonun 12.7 kat daha fazla oldugu goriildii. K562/IMA-3 hiicrelerine
gore ise, K562/IMA-3 LKH’lerinin CD34+ popiilasyonu 5.2 kat, CD34+/CD38- popiilasyonu
4.5 kat, CD34+/CD38-/CD123+ hiicre popiilasyonu ise 3.1 kat daha fazla idi (Sekil 31).

CD Paneli

(%)
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0,0% == - I i e I |-| I I = |.| [~

K562 K562 kik hiicre K562 kikhiicre  K562/IMA-3  K562/IMA-3kik K562/1MA-3 kik
diferansiye hiicre hiicre diferansiye

H D34+ M D38+ B CD34+CD38- M CD34+CD38-CD123+

Sekil 31: K562 ve K562/IMA-3; K562 veK562/IMA-3 16semik kok hiicreleri; K562 veK562/IMA-3 diferansiye
olmus 16semik kok hiicrelerinin toplu CD panelinin grafigi.

Normal Hematopoetik projenitér hiicre (HPH) markeri olarak goriillen CD38+
popiilasyondaki hiicreler, K562 LKH’leri basta olmak iizere, en yiiksek oranda LKH’lerinde
goriilmiistir (K562 LKH’lerinde %8.6, K562/IMA-3 LKH’lerinde %5.4 oranlarinda). K562
LKH’lerinde CD38+ hiicre popiilasyonunun, K562/IMA-3 LKH’lerine oranla 1.6 Kkat;
K562/IMA-3 diferansiye LKH’lerine oranla 7.2 kat; K562 diferansiye LKH’lerine oranla 10.7
katdaha fazla oldugu goriilmiistiir. K562 ve K562/IMA-3 hiicre hattinin her ikisinde de
CD38+ popiilasyon %0.1 gibi oldukga diisiik oranlarda idi ve hem K562 hem de K562/IMA-
3 hiicrelerine oranla K562 LKH’lerinde CD38+ hiicre popiilasyonu, 86 kat daha fazla oldugu
gorildi (Sekil 31).
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4.5. Tiimorojenite Deneyi:

Diferansiye olmadan ¢ogalan tek besiyeri olan 16semik kok hiicre ekspanse ortaminda
kiiltiire edilerek ¢ogaltilan K562 ve K562/IMA-3 CD34+/CD38- LKH’leri, konfirme etmek
icin immiin yetmezlikli iki ayr1 NUDE farenin ense bdlgesine subkutan olarak
xenotransplante edildi. Ayrica RPMI-1640 serumlu ortamda kiiltiire edilerek gogaltilan, LKH
olmayan K562 ve K562/IMA-3 CD34+/CD38+ hiicreleri de kendi hiicre hattina ait LKH’lerin
enjekte edildigi immiin yetmezlikli NUDE farenin sirt bolgesine subkutan olarak enjekte
edildi. Yaklasik 2 hf kadar sonra farelerin ense kismina enjekte edilen K562 ve K562/IMA-3
CD34+/CD38- LKH’lerinin tiimér olusturdugu goriiliirken, diger enjeksiyon bolgesi olan sirt
kisminda K562 CD34+/CD38+ hiicrelerde tiimor olusumu goriilmedi. Ancak K562/IMA-3
CD34+/CD38+ hiicrelerin enjekte edildigi sirt kisminda ise kii¢iik boyutlu tiimér olusumu
gortldi (Sekil 32).

Sekil 32: Sirasiyla, K562 ve K562/IMA-3 16semik kok hiicrelerinin immiin defisit-NUDE farelere
xenotransplantasyonu. Farelerin ense kismindaki tiimor, yaklagik 2-3 hafta i¢inde gelismistir.

4.6. Kantitatif Real Time PCR Deneyi:
4.6.1. BCR-ABL mRNA Miktarimin Olciilmesi

Kantitatif Real Time PCR deneyi ile translokasyon varliginin anlagilmasi ag¢isindan
BCR/ABL mRNA miktarinin tayinine bakildi. BCR/ABL mRNA dizeyi K562 ve
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K562/IMA-3 hiicrelerine gore, K562 kok ve K562/IMA-3 LKH’lerinde sirasiyla, 1,8 ve 1,6
kadar azaldig1 goriilmekle birlikte BCR/ABL ekspresyonu korunmustur (Sekil 33).

BCR/ABL mRNA
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K562/IMA-3 kék hiicre K562 kik hiicre K562/1MA-3 K562

Sekil 33: K562, K562/IMA-3, K562 LKH ve K562/IMA-3 16semik kok hiicrelerde BCR-ABL mRNA
miktarlarmin grafigi.

4.6.1. Telomeraz mRNA Miktarimin Olgiilmesi

Kantitatif Real Time PCR deneyi ile hiicrelerin boliinme yeteneklerinin takibi agisindan
telomeraz aktivitesinin mRNA diizeyine bakildi. K562/IMA-3 LKH’leri, K563/IMA-3
hiicrelerine oranla telomeraz aktivitesi bakimindan 2,8 kat daha aktif iken; K562 LKH’leri ise

K562 hiicrelerine oranla 1.8 kat telomeraz aktivitesinde azalma goriildii (Sekil 34).

Telomeraz mRNA
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Sekil 34: K562, K562/IMA-3, K562 LKH ve K562/IMA-3 16semik kok hiicrelerde Telomeraz mRNA
miktarlarmin gragifi.
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4.7. Alkalen Fosfataz Deneyi:

Alkalen Fosfataz testi ile K562 ve K562/IMA-3 KML hiicreleri kontrol olarak
kullanilarak, K562 ve K562/IMA-3 LKH’lerinin diferansiye olmamasi agisindan
konfirmasyonu saglanmigtir. Boyama sonrasinda K562 ve K562/IMA-3 hiicreleri mikroskop
altinda inceleme ile kirmizi boyali koloniler goriilmezken (sekil 35 ve 37), K562 ve
K562/IMA-3 LKH’lerinin alkalen fosfataz boyama sonrasi mikroskop altinda incelenmesi ile

kirmiz1 boyali koloniler goriilmistiir (Sekil 36 ve 38).

Sekil 35: Alkalen Fosfataz boyama ile K562 16semi hiicrelerin goriiniisii.

Sekil 36: Alkalen Fosfataz boyama ile K562 16semik kok hiicrelerin goriiniisii.
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Sekil 37: Alkalen Fosfataz boyama ile K562/IMA-3 16semik hiicrelerin goriiniisii.

Sekil 38: Alkalen Fosfataz boyama ile K562/IMA-3 16semik kok hiicrelerin goriiniisi.

4.8. Mikoplazma Kontaminasyon Varhginin Gosterilmesi:

Uretilen LKH’leri, mikoplasma detection testi ile kontaminasyon varlig1 agisindan

degerlendirilmis ve kontaminasyon goriilmemistir.
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5. TARTISMA

Birgok malignensilerdeki tedavi basarisizliginin yaygin nedenleri, kemoterapi ve
radyoterapiye diren¢ ve yeterli 6l¢iide segici olmayan stratejilerin saglikli dokulara toksik
olabilmesidir. Ozellikle KKH’lerine hedefli olmayan tedavi stratejileri sonucu hastaligin niiks
ve metastaz riskinde artis ile karst karsiya kalinmaktadir. Bu nedenle KKH’lerinin
eliminasyonu, malign hastaliklarin tedavisinde c¢ok oOnemlidir. Ilk yapilmasi gereken,
KKH’lerinin eliminasyonu ig¢in farkli terapdtik —stratejilerin - gelistirilmesi  yoniinde
calismalarin olmasidir. Ancak normal kok hiicreler korunurken KKH’lerine hedefli yeni
tedavilerin  gelistirilmesi, KKH’lerinin taninmasindaki zorluklar nedeniyle siklikla

basarisizliga gotiiren sinirlamalara sahiptir.

Diinya genelinde KKH’lerini arastirma araci olarak kullanan laboratuvarlarin sayisi
hizla artmaktadir. Fakat ¢6ziimlenmesi gereken pek cok giigliikk vardir. KKH’lerinin normal
kok hiicreler ile benzerlikleri nedeniyle tanimlanmalarinda sorun yasanmaktadir. Bu nedenle
normal kok hiicreler ve KKH’ler arasindaki farklarin tanimlanmasi ile ancak KKH’lerinin
direk hedeflenerek yok edilebilmesi miimkiin olabilecektir. Ayrica, bu ¢alismalarin
yapilabilmesi i¢in KKH’lerinin farklilasma potansiyellerinin ortadan kaldirilmas1 da
gerekmektedir. Bu nedenle, KKH’lerinin sasirtict potansiyellerinin ¢oziimlenmesi igin
oncelikli olarak stabil kiiltiir ortamlarina ve idame KKH hatlarina ihtiyag¢ vardir. Bu idamenin
saglanmasi i¢in gelisebilecek problemlerin taninmasi, farklilasma mekanizmasini anlamamiz
yoniinde belirgin ilerlemeler kaydetmemizi saglayacaktir. Literatiire baktigimizda, Inzunza ve
ark. iki yeni kok hiicre serisi tiiretmislerdir. Fakat biiyiik ¢abalara ragmen kok hiicre igin
kullanilan modifiye protokoller optimalin altindadir ve kendiliginden farklilagmalar
goziikmektedir (97). KKH hattinin tedavi gelistirme amagl kullanilabilmesi i¢in temel kriter,
hiicre kiiltiir ortamlarinda o6zellikleri degismeden sayilarinin ¢ogaltilmasidir. Bu agidan,
spesifik kiiltiir kosullarmin tanimlanmasi onemlidir. Bizim g¢alismamizin da genel amaci,
KKH’lerinin bir¢ok tiimor serilerine farklilagma mekanizmasina karsi giiglii bir protokol

gelistirerek in vitro olarak KKH hatti olusturmakdir.

Bunun i¢in KKH’lerinin yeterli sayida eldesi gereklidir ve oncelikli olarak yiiksek
verimle calisan ayirma sistemlerine ihtiya¢ vardir. Hiicre ayrimlamada FACS ve MACS

sistemlerinin kullanimi1 son yillarda yogun bir sekilde artmistir. Bunun en 6nemli nedeni
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uygulamanin kolay ve hizli olmasi ve ilgili hiicre se¢imi ve saflastirma sonrasi elde edilen
hiicrelerin canli olmasidir. Biz de calismamizda, K562 ve K562/IMA-3 KML hiicre
hatlarindan LKH izolasyonu i¢in FACS ve MACS metodlarin1 segerek birbirlerine konfirme

ettik ve sonuclar1 karsilastirdik.

FACS sistemi ile ayirmanin basit, yonetiminin kolay olmasi ve tamamen kapali, artmis
giivenlik ortaminda yapilmasi en 6nemli avantajlaridir. Ayn1 zamanda sonuglar hizli, kolay ve
hassas bir sekilde elde edilmektedir. Cok parametreli, yiiksek performansa sahip FACS
sistemi tek bir numunedeki alt popiilasyonlar1 etkili bir sekilde tanimakta, ayn1 anda 4 farkh
hiicre popiilasyonunu, saniyede 500 hiicre saymmi gibi ¢ok biiyiik bir hizda izole
edebilmektedir (98). Ancak FACS ile olan hiicre ayrimlama esnasinda, hiicrelerin kontamine
olma riskleride biiylik bir sorun olarak karsimizda durmaktadir. Kontaminasyon riski,
ozellikle izolasyon sonrasi liretimi yapilacak hiicrelerin kaybi ya da hiicre karakterlerinin
degisimi gibi ciddi sonuglar dogurabilmektedir. Ayrica lazer 1s18inin hiicrelerin karakterinde

farklanma yaratip yaratmadig1 da tam bilinmemektedir.

MACS sistemindeki manyetik partikiillerin, manyetik alan etkisindeki davraniglari
temelde yliksek secicilik ile ayirima izin vermektedir. Baglanmanin ve kullanilan tampon
sisteminin kolay olmasi, yikama islemilerinin basitligi ve azlig1 ile islem siiresi oldukca
kisalmaktadir (93). Ancak FACS sistemine oranla daha yavas, zaman alict bir uygulamadir.
MACS sisteminde istenen hiicrenin ortamdan ayrilmasinda kullanilan manyetik partikiiller,
mikron ve nano boyutludur ve siiperparamanyetik 6zellikte olduklar1 i¢in ortamda sadece
manyetik alan oldugu zaman etkinlik gostermektedirler (99). Bu partikiillerin yiizeyleri
polimer ile kaplanmis olup demir partikiillerinin hiicrede olusturabilecegi toksik etkileri
ortadan kaldirmaktadir (99). Bunun yani sira, MACS yonteminde smirli sayida antikor
kullanilabilmekte ve bu antikorlarin pozitif seleksiyon sonrasi hiicreden koparilma islemleri
hiicreyi istenmeyen ek strese ve hasara maruz birakabilmektedir. Ayrica manuel oldugu igin

kapali sistemler degildir, bu nedenle giivenlik 6nlemlerine dikkat edilmesi gerekmektedir.

Normal HKH’lerde de pozitif olarak gorilen CD34 markeri, hiicrelerin hem
hematopoetik hem de koklik ozelliginin oldugunu goéstermektedir (50). Bu bakimdan
LHK’lerin izole edildigi her iki hiicre grubundaki CD34+ hiicrelerin oranlarina bakildi.
K562/IMA-3 LKH’lerde daha fazla olmak iizere hem K562 hem de K562/IMA-3
hiicrelerinde MACS metoduyla izole edilen CD34+ hiicrelerin orani, FACS metoduyla izole
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edilene gore daha yiiksek goriildii (sirasiyla 4,7 ve 1,3 kat yiiksek) (Sekil 23). FACS
metodunda goriilen bu verim diistikliigiiniin nedeninin, 6ncelikle kapilama hatasindan ya da
antikorlarin  hiicreye baglanma sorunundan kaynaklanmis olabilecegi gbz Oniinde
bulundurulmalidir. Ayrica hiicrelerin en 1iyi sekilde sorterda ¢alismasi i¢in uygun
konsantrasyonda olmas1 gerekir. Calisilacak hiicrelerin, ¢cok konsantre ya da ¢ok Seyreltilmis
olmasi sorunlara yol agabilmektedir. Ancak sort i¢in ideal bir konsantrasyon yoktur. Basitce
sOylemek gerekirse, hiicrelerin ¢ok konsantre edilmesi tesadiifi diisiisler nedeniyle daha diisiik
bir toplamaya neden olacaktir, 6rnegin; birbirine ¢ok yakin olan iki hiicre, cihaz tarafindan
safligit saglamak amaciyla reddedilecektir. Ayrica cihaz hiicreleri ayirmak igin
degerlendirirken, sort edilen malzemenin saf kalmasini saglayacak bir sekilde yapilip
yapilmadigini da denetleyecektir. Sayet istenilen etkinlik potansiyel bir istenmeyen etkinlige
cok yakin olursa, cihaz safligi saglamak igin istenilen etkinligi (sortu) iptal edecektir. Akla
gelebilen bu ve benzeri sorunlar, CD34+ sonug¢larimizda goriilen FACS sistemiyle yaptigimiz

hiicre izolasyonundaki verim diisiikliigliniin nedeni olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yine her iki hiicre hattindan saflastirilan LKH’lerdeki CD34+/CD38-/CD123+
hiicrelerin oranlarma bakildi. K562 CD34+/CD38-/CD123+ LKH’leri, FACS ve MACS
metodlart ile hemen hemen esit oranlarda bir verimlilikle tespit edilebilmesine ragmen;
K562/IMA-3 CD34+/CD38-/CD123+ LKH’lerinin MACS yontemine gore FACS yontemi ile
3,1 kat daha yiiksek bir verimlilikle tespit edilebildigi goriilmistiir (Sekil 24). Bu durum,
MACS ile sort edilirken bazi aksakliklardan kaynaklanabilecegini akla getirmektedir. Soyle
Ki; bu sonuglar FACS metodunda direkt, MACS metodunda ise indirekt yollarla (6nce
CD34+/CD38- hiicrelerin MACS metoduyla izolasyonunun ardindan izole edilen bu
hiicrelerden Flow Sitometrik yontemle CD34+/CD38-/CD123+ hiicre alt popiilasyonlar
belirlenmekte) elde edilmektedir ve MACS sisteminde 6nce negatif (CD38-) ve sonra pozitif
(CD34+) seleksiyonla hiicrelerin  saflastirilmast  yapilabilmektedir. CD34+ hiicreler
toplandiktan sonra hiicrelerden manyetik boncuklarin koparilma islemi esnasinda hiicrelerin
hasarlanarak kaybedilmesi sonucu bu verim disiikligiiniin goriilebilecegi goz Oniinde
bulundurulmalidir.  Yine hiicrelerin fazla isleme maruz kalmasi ile hiicrelerin
hasarlanabilecegi ve manyetik boncuklarin CD34+ hiicrelerine baglanma probleminin
olabilecegi de akilda tutulmalidir. Ayrica MACS sonrasi yapilan Flow sitometrik analizi
sirasinda, yukarda FACS isleminde bahsedildigi gibi, kapilama hatasi, hiicrelerin uygun

konsantrasyonda olmamasi ya da antikorlarin hiicreye baglanma sorunu gibi nedenlerden
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dolayi olusabilecek aksakliklardan da MACS yontemindeki bu verim diigiikliigliniin sorumlu

olabilecegi diistiniilmelidir.

Ancak Sekil 23 ve 24’de gosterilen her iki grafik birlikte degerlendirilecek olunursa;
LKH’lerini daha gerceke¢i gostermesi agisindan, bizim i¢in asil degerli olan CD34+/CD38-
/CD123+ hiicre oranlarina bakildiginda, K562 LKH’lerinde her iki yontemle hemen hemen
esit sonuglarin ¢ikmasi, bu iki metodu bibirine konfirme etmektedir ve K562/IMA-3
CD34+/CD38-/CD123+ hiicrelerindeki sonucun da dogru oldugunu gostermektedir. Ayni
zamanda CD34+ hiicrelerine bakildiginda, her iki hiicre grubunda goriilen MACS
metodundaki verim yiiksekligi, MACS yontemi ile elde edilen K562/IMA-3 CD34+/CD38-
/CD123+ hiicrelerindeki verim diisiikliigiiniin olas1 nedeni olarak yukarida bahsedilen;
“pozitif seleksiyon sonrasi manyetik boncuklarin koparilma islemi sirasinda hiicrelerin
hasarlanarak kaybedilmesi” nedeni ile ters diismektedir. Sayet bu gecerli olsaydi, CD34+
hiicrelerin pozitif seleksiyonla toplanmasi nedeniyle MACS yontemi sonrast verim
distikligiiniin goriilmesi gerekecekti. FACS sisteminde ise, CD34+/CD38-/CD123+ hiicreler
ayni anda izole edildigi ve cihazin verilerinden CD34+ hiicre oranlarinin bilgisi alindig: i¢in
CD34+/CD38-/CD123+ hiicrelerin izolasyonunun dogrulugu, aymi zamanda CD34+
hiicrelerin izolasyonunun dogrulugu anlamina da gelecektir. Bu durum ise yukarida tartigilan,
FACS yonteminde meydana gelebilecek olasi verim diisiikliigli ihtimallerinin gelismedigini
gostermektedir. Tim bunlar dikkate alindiginda, K562 CD34+ ve K562/IMA-3 CD34+
hiicrelerin eldesindeki verime gore K562/IMA-3 CD34+/CD38-/CD123+ hiicrelerin eldesinde
goriilen MACS yontemindeki verim disiikligiiniin olasi nedeninin; fazla isleme maruz
kalarak hasarlanma sonucu hiicre kaybinin olabilecegi ya da izolasyon kiti olan manyetik
boncuklarin hiicrelere degisken 6zgiilliikk ile baglaniyor olabilecegi seklinde yorumlanabilir.
Bu durumun agikliga kavusturulmasi daha ileri ¢alismalar1 gerektirmektedir. Ancak K562
CD34+/CD38-/CD123+ hiicrelerin FACS ve MACS yontemlerinde esit saflikta eldesi, her iki
yontemin oldukga gii¢lii bir ayirim 6zelliginin olduguna da isaret etmektedir. Bu durumda, iki
yontem arasinda saptanan farkliliklarin deneysel asamalarda olusabilecek problemlerden

kaynaklanmis olabilecegi sdylenebilir.

Calismamizda, Flow Sitometre ile her iki KML hiicre hattinda hiicre siklus analizi
yapildi. Flow Sitometre analiziyle bir popiilasyondaki hiicrelerin DNA miktariin dagiliminin

calismasi ve hiicrelerin hangi boliinme fazinda ne miktarda hiicre bulundugunun tespiti de
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yapilabilmekte ve hiicre siklusunun seviyesi belirlenebilmektedir. Hiicrenin DNA igerigini
yansitan DNA Indeksi (DI), major DNA icerik degisiminin varligmi test etmek suretiyle
LKH’lerin ¢ogalma ve farklilagmasinin kontrolii amaciyla hiicre Kkiiltiirii esnasinda
yapilmistir. Histogramda diploid (2N) DNA dagilimindaki hiicreler, GO/G1 fazindaki ana
pikde yer alir. S (sentez) fazindaki hiicrelerin DNA igerigi diploid ile tetraploid hiicreler
arasinda olacaktir. G2 ve mitozdaki hiicreler ise 4N miktarinda DNA tasidiklarindan
tetraploid olarak izlenecek ve G2+M fazinda anormal yiiksek pikler verecektir. Bu sekilde
hiicrelerin ¢ogalma hizlar1 hakkinda bilgi toplanabilmektedir. LKH’lerin %90 kadarmin GO
(sessizlesme) fazini ifade eden GO/G1 pikinde yer almasi ve kalaninin S ve G2+M fazinda
dagilmasi gerekir, ancak elde edilen piklerin pozisyonu histogramda beklenen pozisyondan
%10 kadar sapabilmektedir (97, 98, 99).

Calismamizda K562/IMA-3 CD34+ ve CD34- hiicrelerde diploidi (DI: 1), K562 CD34-
hiicrelerde DI: 2,03 (tetraploidi 4N) ve K562 CD34+ hiicrelerin bir kisminda DI: <1 goriildii.
Tetraploidinin goriilmesi, K562 CD34- hiicrelerin mitoz fazinda oldugunu gostermekte olup,
Sekil 25°deki K562 CD34- hiicreleri gosteren histogramda da G2/M fazinda goriilen pik, bu
artis1 gostermektedir. Bu durum, K562 CD34- hiicrelerinin beklenildigi gibi kok hiicre
olmadiklarinin belirtisi olarak da yorumlanabilir. K562 CD34+ ve K562/IMA-3 CD34+
hiicrelerde tetraploidinin goriilmeyip diploidinin goriilmesi, bu hiicrelerin mitoza girmedigini
gostermektedir (Sekil 25 ve 26’de K562 CD34+ ve K562/IMA-3 CD34+ histogramlarinda
G2/M fazinin goriilmeyisi). Bu sonug, kok hiicrelerden beklenen sessizlesmenin (GO fazin)
belirtisi olarak da kabul edilebilir. Ancak K562/IMA-3 CD34- hiicrelerde goriilen diploidi,
sessizlesmenin (GO) yani bu hiicrelerde kokliik 6zelliginin bir belirtisi olarak goriilse de, Sekil
26’da goriilen histogramda G2/M fazinda pik olmasi, mitoz fazinda hiicrelerin oldugunu
gostermekte olup, bu durum, hiicrelerin ¢ogaldiginin bir belirtisi olarak kabul edebilebilir.
Direngli olan bu kanser hattindaki hiicrelerin karakterizasyonunun degismis olabilecegini
bilinmektedir. Bununla birlikte direngle ilgili olan karakterizasyodaki bu degisimin, hiicre
bolinmesini kontrol eden sinyal yolaklarinda da olup-olmadiginin (Rb, p53 gibi hiicre
dongiislinii  baskilayan diizenleyicileri; Ras, Myc, BCR-ABL gibi bdliinmeyi arttiran
diizenleyicilerin) gosterilmesi daha ileri ¢alismalar ile aydinlanabilecektir. Bdylece
K562/IMA-3 hiicrelerden izole edilen LKH’lerindeki farkliliklar daha net anlasilabilecektir.
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K562 ve K562/IMA-3 hatlarindan izole edilen LKH’ler dort ayr1 ortamda (RPMI-1640
ortam, Diferansiye edici ortam, Diferansiye etmeyen ortam ve Losemik kok hiicre ekspanse
edici ortam) kiiltiirasyona maruz birakilarak LKH’lerin bu ortamlardaki davraniglari
gozlemlenmistir. Boylece KML kok hiicre hatti olusumunda en uygun olabilecek besiyeri
ortami/ortamlar1 segilmeye calisilmistir. Bu ortamlarda LKH’lerine ek katkist olacagi
diisiiniilen ekstraselliller kapli 25 ecm®lik kiltir flasklarina hiicreler ekilmistir. RPMI-1640
serumlu ortamda ve diferansiye edici ortamda, K562 ve K562/IMA-3 LKH’lerinin, ileri
pasajlamalarda 16semi hiicre hattina farklilasarak ¢ogaldigi goriilmistiir. Bu ortamlardaki
pasajlarin fizibilitesinin kot oldugu goriilmektedir. Bunun, LKH’lerinin pH ve densite
degisiklikleirine hassasiyetleri nedeniyle oldugu disiiniilmektedir. Diferansiye etmeyen
ortamda ise her iki LKH’lerinin ¢ogalmadan fenotiplerini korudugu goriilmiis, ancak hiicreler,

iki hafta kadar kiiltiire edilebilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada LKH’lerinin, kullanilan serumun tipine ve kalitesine ¢ok hassas
oldugu ve idamesi icin kiiltiire edildigi ortamin 6zelliklerinin biiyiilk 6nemi oldugu goriildi.
LKH’lerin kiiltiirasyonu icin kullanilan besiyerinin, herhangi bir hiicrenin kiiltliriinde
kullanilan besiyerinden farkli olmasi gerekmekteydi. Daha kontrollii, ideal deneyler
yapilabilmesi i¢in LKH’lerin; fenotipinin idamesini, farklilasmadan ¢ogalmasini ve kendi
kendini yenilemeyi destekleyen kok hiicreye 6zgii besiyerlerinin gelistirilmesi gerekmektedir.
Biz de calismamizda LKH’ler igin gelistirilen “Losemik kok hiicre ortami”na “CD34+
ekspansiyon suplement” ekledik. Amacimiz, birgok pasajlama sonrasinda farlilasmanin
olmamasint ve kendi kendine yenilemeyi saglamakti. Bu kiiltiirasyon sonucunda LKH’lerin

¢ogunlugunun farklilasmadan ¢ogaldigi gézlemlendi.

Calismamizda l6semik kok hiicre ekspanse ortaminda iiretilen LKH’leri ve daha onceki
izolasyon sonrasi toplanan CD34+ ve CD38+ hiicre popiilasyonlar kiiltiire edilerek, tim bu
gruplar birbiriyle karsilastirmak i¢in Flow sitometre analizinde CD paneline bakildi (Sekil
31). CD paneli olarak CD34+/CD38- hiicre popiilasyonunun belirlenmesi ile MACS
analizinin konfirmasyonu, CD34+/CD38-/CD123+ hiicre popiilasyonunun belirlenmesi ile de
FACS analizinin bir konfirmasyonu yapilmistir. Ayrica CD34+ ve CD38+ hiicre popiilasyon

oranlarina da bakilmustir.

LKH markeri oldugu bilinen CD34+/CD38- hiicre popiilasyon orani en ¢ok K562/IMA-
3 LKH’leri basta olmak iizere, LKH’lerinde en yiiksek seviyede goriilmiistir (Sekil 31).
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Boylece bircok literatiirde belirtildigi gibi CD34+/CD38- popiilasyonun LKH marker
ozelligini korudugu anlasilmaktadir (1, 2, 11-13, 17, 18). Kuvvetli LKH markeri olarak
bilinen CD34+/CD38-/CD123+ hiicre popiilasyonu ise, K562/IMA-3 LKH’lerinde en yiiksek
oranda gorilmistir. K562 LKH’lerine gore K562/IMA-3 LKH’lerinde CD34+/CD38-
/CD123+ hiicre popiilasyonu 4.5 kat daha yiiksek oranda oldugu gorildi (Sekil 31). Ayrica
K562 LKH’lerinde CD34+/CD38- popiilasyonunun CD34+/CD38-/CD123+ popiilasyona
oranla 2.4 kat daha fazla olmasi (Sekil 31), bu farkin CD123+ popiilasyondan kaynaklandigini
diistindiirmektedir. Bu sonuglara gore, CD123’lin K562/IMA-3 LKH’leri i¢in kuvvetli bir
marker 6zelligi gosterdigi, ancak K562 LKH’lerini belirlemede marker 6zelliginin yetersiz
oldugu soylenebilir. CD paneli iginde calisigimiz diger bir hiicre popiilasyonu olan
CD34+°ligi, CD34+/CD38- ve CD34+/CD38-/CD123+ gibi, en yiiksek oranda K562/IMA-3
LKH’lerinde goriilmiistiir (Sekil 31). Yine K562 LKH’lerinde de olduk¢a yiiksek oranda
goriimesi, CD34+ popiilasyonun kokliikk karakteri gdstermesi agisindan artmis oranlarinin

LKH’lerinde goriilmesi sonucu ile uyum gostermektedir.

Yaptigimiz calisma sonunda K562 hiicrelerinin % 0.4 oraninda, K562/IMA-3
hiicrelerinin ise % 5.3 oraninda LKH igerdigi goriilmiistiir. K562 hiicre hattinda, bakilan tim
popiilasyonlarin <%1 oldugu gorilmiistiir (Sekil 31). Ayn1 zamanda LKH markerlar1 olan
CD34+/CD38- ve CD34+/CD38-/CD123+ hiicre populasyonlarinin da <%1 gibi ¢ok diisiik
oranlarda oldugu goriilmistiir (Sekil 31). Bu sonug, daha 6nce yapilan bir¢ok ¢alismada
bildirildigi gibi kanser hiicre popiilasyonundaki KKH oranlar1 ile uyumlu olarak (1, 2, 49), bu
hiicre hattinda da KKH oraninin bir gostergesi olabilecegini gostermektedir. Yine direngli
hiicreler olan K562/IMA-3 hiicrelerinde daha fazla CD34+/CD38- ve CD34+/CD38-/CD123+
hiicre populasyon oranlarimin goriilmesi (Sekil 31), bu hiicrelerin direncli olmasinin LKH
oraninin yiiksek olmasi ile alakali olabilecegini diisiindiirmektedir. Diferansiye olmus K562
LKH’lerinde CD34+/CD38- popiilasyon 6 kat, CD34+/CD38-/CD123+ popiilasyon ise 5.7
kat (% 0) K562 LKH’lerine gore azaldig1 gézlendi (Sekil 31). Diferansiye olmus K562/IMA-
3 LKH’lerinde ise, CD34+/CD38-popiilasyon 5.2 kat, CD34+/CD38/CD123+ popiilasyon ise
12.7 kat K562/IMA-3 LKH’lerine gore azalma gosterdigi bulundu (Sekil 31). Bu sonuglara
gore, Ozellikle CD34+/CD38-/CD123+ popiilasyonun, diferansiye K562 LKH’lerinde %0
olarak hi¢ gozlenmemesi, ve K562/IMA-3 LKH’lerine gore diferansiye K562/IMA-3
LKH’lerinde ise 12.7 kat gibi yiiksek bir diisiis gostermesi (Sekil 31), CD123+’liginin
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diferansi olma ile yok oldugunu gostermektedir. Bu ise, bir kez daha CD123’{in koklik

ozelligi belirlemede kuvvetli marker 6zelliginde olabilecegini diisiindirmektedir.

Normal HPH markeri olarak goériilen CD38+ popiilasyondaki hiicreler, K562 LKH’leri
basta olmak {izere, en yiiksek oranda LKH’lerinde goriilmiistiir. K562 LKH’lerinde CD38+
popiilasyonun, K562/IMA-3 LKH’lerine oranla 1.6 kat; K562/IMA-3 diferansiye LKH’lerine
oranla 7.2 kat; K562 diferansiye LKH’lerine oranla 10.7 kat; K562/IMA-3 hiicrelerine oranla
86 kat; ve K562 hiicrelerine oranla 86 kat daha fazla oldugu goriilmiustir (Sekil
31).Yaptigimiz ¢alismada CD38+ popiilasyonun, diferansiye LKH’lerinde ¢ok az oranda
goriilmesi; 16semik hiicrelerinde ise hemen hemen hi¢ goriilmemesi, kanser hiicre
toplulugunun normal HPH 06zelliklerinden farkli oldugunu gostermesi agisindan onceki
bilgilerimizi destekler niteliktedir. Ancak CD38+ popiilasyonun, beklenenin aksine
LKH’lerinde olduk¢a yiiksek oranlarda goriilmesi, daha 6nceki yapilan bircok calismalarda
belirtildigi gibi CD38+’ligin negatiflesmesi yani, ifade edilmeme bilgisi ile ters diismektedir.
Bu durum, LKH’ler sort edilirken baz1 aksakliklar nedeniyle LKH’lerinin saf olmadiginin ve
iginde HPH’lerin oldugunun bir gdstergesi olarak kabul edilebilir. Ornegin, manyetik
boncuklarin afinite problemi gibi nedenlerle CD38+ hiicrelerin kolondan akmasi (bdylece
HPH’lerin de izole edilmesi) sonucu safligin saglanamamis olabilecegi diistiniilebilir. Ancak,
LKH’lerin izole edildigi K562 ve K562/IMA-3 hiicrelerinde CD38+ popiilasyonun hemen
hemen hi¢ gériilmemesine (sirasiyla, % 0.1 ve 0.1) ragmen, izole edilen K562 ve K562/IMA-
3 LKH’lerinde oldukga yiiksek oranlarda (sirasiyla, % 8.6 ve 5.4) goriilmesi, bu ihtimalin
olmadiginin (Sekil 31) ve HPH’lerin, LKH izolasyonundan sonra ortaya ciktiginin bir
gostergesidir. Ancak bu sonug, kanserlesmis de olsa, kokliik 6zelliginde olan normal HPH ve
KKH biyolojilerinin benzerligini de ifade ediyor olabilir. Ayrica tiimor baglatan hiicrelerin
normal kok hiicrelerinden gelisme ihtimalinin yiiksek oldugunun da bir gostergesi olabilecegi
gibi, KKH’lerinin normal kok hiicrelerden ayrilmasindaki zorlugu bir kez daha gozler 6niine
sermektedir. Bu sonuglar dogrultusunda HPH markeri olan CD38+’lik oraninin, neden LKH

popiilasyonunda yiikseldigi ile ilgili daha detayli arastirmalarin yapilmasi gerektigi ortadadir.

Diferansiye olmadan ¢ogalan tek besiyeri olan 16semik kok hiicre ekspanse ortaminda
kiiltire edilerek c¢ogaltilan CD34+/CD38- K562 ve K562/IMA-3 LKH’leri, immiin
yetmezlikli NUDE fareye subkutan olarak transplante edildi. Farelerde, K562/IMA-3
LKH’leri daha hizli ve daha biiylik olmak iizere, her iki LKH’lerinin de transplante edildigi
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NUDE farede tiimor olusturabilme kapasitesin oldugu tiimorojenite deneyi ile gosterilmistir.
Boylece iki hiicre hattindan izole edilen LKH’lerinin KKH 6zelligi agisindan konfirmasyonu
saglanmistir (Sekil 32). Ayrica CD34+/CD38+ K562 hiicrelerinin NUDE farede tiimor
olusturamadig1 gozlenerek (Sekil 32), LKH o6zelligi tasimadigi sonucu c¢ikarilirken,
CD34+/CD38+ K562/IMA-3 hiicrelerinin NUDE fareye transplante edildigi sirt kisminda
kiiglik bir tiimor olusumunun goézlenmesi (Sekil 32), bu hiicre popiilasyonun da tiimor
baslatma yeteneginde olabilecegi sonucunu gostermektedir. Bu durumun daha detayli

arastirmalarla aydinlatilmas1 gerektigi aciktir.

izole edilen LKH’lerinin KML &zelligindeki hiicreler oldugunun belirlenmesi igin,
%095’in lizerinde goriilme orani ile tan1 koydurucu olan BCR/ABL translokasyon varligi,
Kantitatif real time PCR yontemiyle BCR/ABL mRNA miktarina bakilarak gosterilmistir.
BCR/ABL ekspresyonu her iki LKH’lerinde korunmus olmakla birlikte, mRNA miktarlar
izole edildikleri hiicre hattina gore; K562 ve K562/IMA-3 LKH’lerinde azalma gostermistir
(swrasiyla 1.8 ve 1.6 kat) (Sekil 33). BCR/ABL fiizyon proteini hiicrede ¢ogalma, sagkalim,
diren¢ ve farklilasma mekanizmalarin1 diizenledigi bilinmektedir (Sekil 6). Yukardaki
sonuglar dikkate alindiginda, BCR-ABL ekspresyon miktarinin varligi, hem KML 6zelligi ile
uyumlu oldugu, hem de LKH’lerinde goriilen apoptoz ve tedavi direncinin ve sagkalimin
artmasi ile iligki oldugu seklinde yorumlanabilir. Bununla birlikte, bizim sonuglarimizda
goriilen LKH’lerde BCR/ABL ekspresyon miktarindaki azalmanin, LKH karakterinin 16semi
hiicrelerine gore degistigi, ancak bu degisikligin, cogalma ve farklilagmada azalmanin
gorildigii kokliik karakteri ile ve GO fazinda bulunma ile (Sekil 25 ve 26) iligkili olabilecegi
seklinde yorumlanmistir. Bu konunun, BCR/ABL ekspresyonu, aktivitesi ve mekanizmasi

acisindan LKH’lerinde daha detayli arastirmalar ile ancak aydinlanabilecegi agiktir.

Okaryotik kromozomlarm ug kisimlarinda bulunan ve kromozom biitiinliigiinii koruyan
telomerik yapilarda, her hiicre siklus sonrasinda, DNA replikasyon problemi olarak da
tanimlanan, bir miktar kisalma goriiliir. Bu kisalma kritik bir uzunluga geldiginde hiicre
cogalmayr durdurur. Telomeraz enzimi bu telomerik yapilar1 uzatarak hiicrelerin bdliinme
kapasitesini arttirir. Bu enzim, germ hiicreleri, kok hiicreler ve kanser hiicrelerinde aktif olup,
telomeraz aktivitesinin tayini, kanser hiicrelerinin boliinme kapasitesinin degerlendirilmesi
acisindan 6nemlidir (100). Biz de g¢alismamizda telomeraz enzim aktivitesinin mRNA
miktarin1, kantitatif real time PCR deneyi ile olgerek degerlendirdik. K562/IMA-3
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LKH’lerinde telomeraz aktivitesi, K562/IMA-3 hiicrelerine gore artma (2.8 kat) gosterirken;
K562 LKH’lerinde telomeraz aktivitesi, K562 hiicrelerine oranla azalmis (1.8 kat) olarak
goriilmiistiir (Sekil 34). Bu sonuglar, her iki LKH’lerinin bdliinme ve immortalite
kapasitelerini anlamak bakimindan Onemlidir. K562/IMA-3 LKH’lerinin kok hiicre
ozelliginde olmas1 nedeniyle beklendigi gibi bu artis, izole edildigi K562/IMA-3
hiicrelerinden daha yiiksek bir bolinme ve immortalite kapasitesinin  oldugunu
gostermektedir. Tersine, K562 LKH’leri de kok hiicre 6zelliginde olmasina ragmen, izole
edildikleri kanser hiicrelerinden daha az bolinme ve immortalite kapasitesine sahip gibi
goriinmektedir. Yukarida belirtilen hiicre siklus analizinde, K562 CD34+ hiicrelerinin diploid
oldugu goriilmiis ve bu sonug, sessizlesmenin (G0) yani kokliik 6zelliginin bir belirtisi olarak
yorumlanmigti. Bu yorum, K562 LKH’lerin telomeraz aktivitesinin azalmasi ile de uyumlu
olup, bu hiicrelerin GO fazinda olma ihtimalini akla getirmekte ve koklik 6zelliginin bir
belirtisi oldugunu diisiindiirmektedir. Bu durumun, hiicrelerin sessizlestigi GO fazi ile ilgisinin
olup olmadigmnin belirlenmesi agisindan daha ileri arastirmalar gerektirdigi agiktr.
K562/IMA-3 LKH’lerinde goriilen telomeraz aktivitesindeki artis ise, daha once yapilan
K562/IMA-3 CD34+ hiicrelerinin hiicre siklus analiz sonuglarinda goriilen diploidi sonucu ile
ve K562/IMA-3 losemi hiicrelerinin telomeraz aktivitesi ile ters diismektedir. Bu sonug,
K562/IMA-3 LKH’lerinin daha ¢ok béliinme ve immortalite kapasitesine sahip oldugunu
gostermektedir. K562/IMA-3 LKH’lerinin, tedavi direnci, relaps ve metastaza yatkinlik
bakimindan daha direncli 16semi hiicrelerini olusturma 6zelligi diisiiniiliirse, artmis boliinme
yetenegi bakimindan farklilagsma ile uyumlu oldugu anlagilmaktadir. Tiim bu sonuglarin daha
detayli arastirmalarla agikliga kavusturulmasi gerekmektedir. Ancak bizim ¢aligmamizda, in
vitro LKH hatt1 iiretimi agisindan artmis immortalite kapasitesinin, sayet farklilasma

oOnlenebilirse bir avantaj olabilecigini diigiinmekteyiz.

AF ile pozitif boyanma, farklilasmamis hiicrelerin varligin1 gosterir. AF boyama, K562
ve K562/IMA-3 hiicrelerinde negatif, bu hiicrelerden izole ettigimiz LKH’lerinde pozitif
boyandig1 gosterilerek, LKH’lerinin diferansiye olmadan ¢ogaldiklari, kontrol grubu olarak
izole edildikleri hiicreler ile karsilastirilarak konfirme edildi (Sekil 35, 36, 37 ve 38).

Hiicre hattinin devami ve kalite kontrolii i¢in mikoplazma kontaminasyonu agisindan
degerlendirilmesi gerekir. Calismamizda trettigimiz LKH’leri mikoplazma kontaminasyonu

acisindan test edilerek, mikoplazma varliginin olmadigi gosterilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kanser baslatan hiicrelerin olusumu ve kanser olusturma mekanizmasi, normal kok
hiicreler ile KKH’leri arasindaki farklarin detayli olarak belirlenmesi ve multimodal tedavi
staratejilerinde KKH’lerinin hedef alinmasi giincel bilimsel konulardan birisidir. KKH’lerin
yeterince taninmasi, gelisme ve ilerleme mekanizmalarinin anlagilmasi, farkliliklarinin
bulunmasi ile ¢6zilebilir. KKH’lerinin mekanizma ve farkliliklarinin tanimlanmasi,
KKH’lerine hedefli tedavi stratejileinin gelistirilmesinin yaninda, normal dokularin ve
normal kok hiicrelerin de korunmasi (hem tadaviler sirasindaki toksik etkilerden hem de
kanser gelismesinden) agisindan biiyilkk 6nem arzetmektedir. Ancak, normal kok hiicrelerle
yakin benzeligi nedeniyle KKH’lerinin in vitro ortamdaki arastirmalarinda giigliiklerle
karsilasilmaktadir. Glinlimiizde her ne kadar bazi faktorlerin, molekiillerin ve ajanlarin kok
hiicrelerin farklilasma siirecindeki rolleri bilinse de, farklilasmanin cok faktorlii bir
mekanizma ile kontrol edilmesi sonucunda, ancak belirli oranda kok hiicrelerin
farklilasmadan c¢ogalmasi saglanabilmektedir. Gerekli olan faktérler veya otokrin/parakrin
molekiiller ve farklilasma mekanizmalar1 daha detayl1 belirlendiginde istenilen yiiksek oranda

ve saflikta KKH hatlar elde edilebilecektir.

Bu nedenle yaptigimiz bu calisma, gelecekte bu yonde daha fazla arastirmalarin
yapilabilmesi i¢in uygun kalite ve standartta in vitro olarak KML kok hiicre hattinin tiretim
calismasidir. Yukarda degindigimiz sorunlarin ¢6ziimiine yonelik arastirmalarin yapilabilmesi
icin, Onemli bir materyal eldesinin saglanmasi yolunda calismamizin bir 6n hazirhik
niteliginde oldugunu diisiinmekteyiz. Bu dogrultuda ¢alismamizda, KKH hattinin iiretiminde
ortaya ¢ikabilecek gii¢liikler giindeme getirilmis, tartismali noktalar gézler oniine serilmistir.
Ayrica ¢alismamizda insan hiicre hatlari olarak, bir kok hiicre hastaligi olan KML hiicrelerin
kullanilmasinin, ¢alismamiza ek avantajlar sagladigimi da disiinmekteyiz. Bu caligmanin
sonucunda, KML ko6k hiicrelerinin in vitro olarak {iiretiminin zor, ama olasi oldugu
saptanmistir. Ayn1 zamanda bu ¢aligma sonucunda, gelecekte primer kiiltiir, hayvan deneyleri
ve faz ¢alismalar1 gibi daha ileri ¢alismalara gegilebilecegi kanaatindeyiz. Ancak tartisma
bolimiinde belirtilen konularin daha detayli arastirmalar ile aydinlatilmasi gerektigi de
ortadadir.
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ARASTIRMA DENEYIMLERI

Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezinde 5 giin siire ile yogun bir teorik ve
pratik uygulamali egitime ve Tibbi Biyoloji ve Genetik doktora tez ddnemimde 40giinliik goniillii
pratik egitime katildim. Mezenkimal kok hiicre kiiltiir yontemleri, MTT, PCR, ELISA, monoklonal
antikor, caspaz aktivitesi gibi immiinohistokimyasal ve molekiiler yontemler; mikroskobik yontemler
rejeneratif kok hiicre, doku miihendisligi yontemleri; Flow sitometri kullanimi ve yontemleri gibi
bir¢ok laboratuar ve kok hiicre alanda bilgi edinme ve uygulama tecriibeleri edindim (2011).

TUBITAK Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Marmara Arastirma Merkezinde 5 giin siire ile
yogun bir teorik ve pratik uygulamali egitime katildim. Uygulamali olarak farelerden embriyonik
kok hiicre eldesi, embriyonik kok hiicre kiiltiirii, klonlama yontemleri konusunda temel aragtirma
bilgilerini 6grendim (2012).

Gazi Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik ve Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavi
Merkezi laboratuvarlarinda doktora tezimde, tiroid kanser hiicre kiiltiirli; telomeraz aktivitesi igin
TRAP; apoptoz tayini igin AnnexinV Flow Sitometri ve Caspas-3 ELISA; telomeraz, apoptotik,
proliferatif, anjiogenetik, hiicre siklusu ve timor siipressor gen tayini igin PCR; hiicre canliligi
6l¢timii igin MTT yontemlerini kullandim (2010-2012).

KATILDIGI KURS, WORKSHOP, DERS VE SERTIFIKASYON PROGRAMLARI

Kalitsal Hastaliklarda Mikroarray Uygulamalari - Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Pediatrik Temel Bilimler ABD Molekiiler Metabolizma Doktora Ozel Ogrenci Programi, Ankara
(2015, Bahar Dénemi).
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Ilag Analizlerinde Spektroskopik Yontemler - Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya ABD Analitik Kimya Tezli Yiiksek Lisans Ozel Ogrenci Programi, Ankara (2015,
Giliz Dénemi).

Immiinotoksikoloji - Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmasétik Toksikoloji ABD
Toksikoloji Doktora Ozel Ogrenci Programi, Ankara (2015, Bahar dénemi).

Fitotoksikoloji - Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmasétik Toksikoloji ABD
Toksikoloji Doktora Ozel Ogrenci Programi, Ankara (2015, Bahar dénemi).

CRP Kursu Katilim Belgesi — Ankara Tabip Odasi, Ankara (2014, 16 Subat).

Saglik Hukuku Sertifika Belgesi — Izmir Katip Celebi Universitesi Siirekli Egitim Merkezi, Radikal
Akademi, [zmir (2014, 25 Ocak-09 Subat).

Embriyonik K&k Hiicre Kiiltiirii Uygulamali Egitim Kursu Katilim Sertifikas1 - TUBITAK
Marmara Arastirma Merkezi Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii, Kocaeli (2012, 04-08
Haziran).

Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 ve Etik Kursu Sertifikas1, Gazi Universitesi Deney Hayvanlari
Aragtirma Merkezi, Ankara (2012, 29 Nisan-10 Mayis).

I.Hiicre Olumu Arastirma Teknikleri Teorik Kursu Katilim Balgesi—Hiicre Oliimii Arastirmaa
Dernegi, Izmir (2011, 24-25 Kasim).

I1. Kok Hiicre Kursu Katilim Belgesi — Tiirkiye Bilimler Akademisi, Ankara (2011, 24-25 Haziran).

Nonenzimatik Yontemle Adipoz Kok Hiicre Izolasyonu Kursu — International Cell Assisted Surgery,
Istanbul (2011, 29 Mayis).

XIV.Temel Kok Hiicre Teknikleri ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalar1 Kursu Katilim Sertifikas1 —
Kocaeli Universitesi Siirekli Egitim ve Uygulama Merkezi ve Kok Hiicre ve Gen Tedavileri
Arastirma Ve Uygulama Merkezi, Kocaeli (2011, 21-25 Mart).

Uygulamali Flow Sitometri Egitimi Katilim Belgesi - Kocaeli Universitesi Siirekli Egitim ve
Uygulama Merkezi ve Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Aragtirma Ve Uygulama Merkezi, Kocaeli
(2011, 22 Mart).

I. K6k Hiicre Kursu Katilim Belgesi — Tiirkiye Bilimler Akademisi, Ankara (2010, 25-26 Haziran).

Hiicresel Tedavi Kursu Katilim Belgesi — Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip Dernegi, Nevsehir
(2009, 05 Mart).

Kansere Ozel Temel statistik Kavramlar - Hacettepe Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloj
ABD Tiimér Biyolojisi ve immiinolojisi Doktora Ozel Ogrenci Programi, Ankara (2008, Bahar
donemi).

Hiicre Membrani ve Sinyal Iletimi Mekanizmalari-Hacettepe Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel
Onkoloji ABD Kanser Biyokimyas1 Yiiksek Lisans Ozel Ogrenci Programi, Ankara (2008, Giiz
donemi).

Kanser Biyokimyasi 1-Hacettepe Un'i.versifesi Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji ABD Tiumor
Biyolojisi ve Immiinolojisi Doktora Ozel Ogrenci Programi, Ankara (2007, Bahar donemi).

Tumoér Biyolojisi,Karsinogenez ve Timdr Sitopatolojisi 1- Hacettepe Ur}iversitesi Onkoloji Enstitiistj
Temel Onkoloji ABD Tiimér Biyolojisi ve Immiinolojisi Doktora Ozel Ogrenci Programi, Ankara
(2007, Bahar donemi).
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Timér Biyolojisi,Karsinogenez ve Timdr Sitopatolojisi 1- Hacettepe Ur}iversitesi Onkoloji Enstitiisii
Temel Onkoloji ABD Tiimér Biyolojisi ve Immiinolojisi Doktora Ozel Ogrenci Programi, Ankara
(2007, Giiz donemi).

Temel Immﬁqoloji 2- Hacettepe Uniyersitgsi Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji ABD Timéor
Biyolojisi ve Immiinolojisi Doktora Ozel Ogrenci Programi, Ankara (2007, Giiz donemi).

Temel Immﬁqoloji 1- Hacettepe Uniyersitgsi Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji ABD Tiimor
Biyolojisi ve Immiinolojisi Doktora Ozel Ogrenci Programi, Ankara (2006, Bahar dénemi).

30. Travma ve Resiisitasyon Kursu Sertifikasi — Ulusal Travma ve Acil Cerrahi Dernegi, Ankara
(2004, 14-17 Aralik).

Is Hekimligi Sertifikas1 (62 saatlik teorik ve pratik egitim kursu-Diploma No: 18197/98) —Tiirk
Tabipler Birligi Merkez Konsey Baskanligi, Ankara (1998).

KATILDIGI KONGRE ve SEMPOZYUMLAR

L. Ulusal Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip Kongresi — Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip
Dernegi, Nevsehir (Kapadokya) (2009, 06-08 Mart).

V. Kok Hiicre Sempozyumu Katilim Belgesi — Tiirkiye Bilimler Akademisi, Ankara
(2010, 25-26 Haziran).

I.International Cell-Assisted Surgery Congress Certificate of Attendance — ICAS (International Cell-
Assisted Surgery), Istanbul (2011, 28-29 Mays).

VI. Kok Hiicre Sempozyumu Katilim Belgesi — Tiirkiye Bilimler Akademisi, Ankara
(2011, 24-25 Haziran).

L. Uluslar aras1 K6k Hiicre Arastirmalart Kongresi Katilim Belgesi — Kocaeli Universitesi Kok
Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi, Sakarya (Sapanca) (2011, 28 Eyliil-02
Ekim).

I. International Conference on Stem Cell Research and Applications Certify of Attendance —
Erciyes Universitesi, Kayseri (2011, 07-09 Ekim).

Kanser K6k Hiicre Sempozyumu Katilim Belgesi — Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip Dernegi ve
Pamukkale Universitesi, Denizli (2012, 17-19 Subat).

Molecular Medicine Conference 2012 Alternative Strategies Against Cancer and Inflammation
Certification of Attendance — Faculty of Medicine Siriraj Hospital and Mahidol University,
Bangkok (Tayland) (2012, 19-22 Aralik).

4. Ulusal Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip Kongresi - Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip
Dernegi, Erciyes Universitesi, Nevsehir (Kapadokya) (2014, 28 Subat-02 Mart).

5. Uluslararasi Hiicre Zarlari ve Oksidatif Stres Kongresi - Siileyman
Demirel Universitesi, Isparta (2014, 09-12 Eyliil).

II. Uluslar aras1 Katilimli Deneysel Hematoloji Kongresi — Erciyes Universitesi, Kayseri (2015, 17-
19 Nisan).
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