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OZET

Tiirker-Sener, L. Ektopik Bir Enzim Olan Hiicre Yiizey Antijeni CD38
Anlatiminin  Cesitli Hiicre Modellerinde Incelenmesi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik Anabilim Dali. Doktora tezi, Istanbul.
2010.

Kanser hiicresi biyolojisi konusunda son zamanlarda dikkati ¢eken bir
molekiil lenfosit yiizey antijeni CD38’dir. CD38 Ilenfositlerin geng¢ (blast)
evrelerinin yiizeyinde gdzlenen bir membran proteinidir. Kanser hastalarindaki
CD38’1 indiikleyici etkinin, baz1 serum faktorlerinin varliindan kaynaklandigi
diisincesiyle olusturdugumuz model sistemde CD38 iliskili enzim
etkinliklerinde anlamli artiglar bulundu. Benzer artislar, Ehrlich asit tiimor
hiicrelerinin aktarilmasiyla tiimor olusturulan Balb/c farelerinden alinan serum
ile kanserli hastalardan elde edilen serumlarin normal Balb/c’lere enjekte
edilmesi sonrasinda yapilan NAD Glikohidrolaz ve ADP-ribozil siklaz
etkinliklerinde de kontrollere gére anlaml artiglar gozlendi. Ehrlich hiicreleri
iceren fare serumu enjeksiyonu yapilmis olan Balb/c’lerin eritrositleriyle yapilan
Western emdirim analizlerinde, 45 kDa’luk bdlgede CD38 reaktif protein banti
saptandi. Bu farelerin EAT hiicresi enjeksiyonlarindan 8 giin sonra 45 kDa bandi1
goriinlir olup, 12. giinlin sonunda maksimum yogunluk kazandi. Aym1 grubun
lenfosit membran proteinleriyle yapilan calisma sonucunda benzer bulgular elde
edildi. Kontrol grubunda anti-CD38 bandina rastlanmamisken, EAT enjekte
edilmis grupta yine sekizinci giinde bant goriiliip onikinci giinde maksimum
yogunluk kazandi. Bu yogunluk yirmibirinci giinde de korundu.

CD38’in eritrosit farklilagsmasinin hangi asamasinda etkinlik kazandig
hematopoetik kok hiicre sistemi kurularak agiklandi. Eritroid gelisim yolaginda
CD38 anlatiminin izlenmesi amaciyla kordon kanindan elde edilen ilkel/onciil
insan hematopoetik hiicreleri, serumdan yoksun kiiltiir ortammda uygun kok
hiicre faktorii ve eritropoetin katkilar1 varliginda eritroid geligim siireci boyunca
izlendi. Eritroid gelisimi smrasinda ikinci fazda CD38 etkinliginin sekizinci
giinden itibaren belirgin sekilde arttigi hem NAD glikohidrolaz etkinlik testiyle
hem de SDS-PAGE elektroforezi sonras1 yapilan Western emdirim teknigiyle
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tespit edildi. Ayrica hiicre kiiltiir caligmalarinda co-kiiltiir deneyleri, CD38
anlatimi {izerine olan uyarici etkinin bazi serum faktorlerinin varligindan
kaynaklandig goriisiinii destekledi. Bu bulgular ayrica CD38 indiiksiyonunun
cogalma siirecinde baz1 proinflamator sitokinler iizerinden muhtemelen
tetiklenisi cogalma veya apoptotik siireci birlikte iceren bir olay olabilecegini

diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler : Hematopoetik kok hiicre, kordon kani, kanser, CD38,
poliakrilamid gel elektroforezi (SDS-PAGE), Ehrlich asit tiimorii.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 3734
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ABSTRACT

Tiirker-Sener, L. Investigation of CD38 expression, a surface antigen and
ectopic enzyme, in various cell models. Istanbul University, Institude of Medical
Sciences, Department of Biophysics. Doktora tezi, Istanbul. 2010.

A molecule recently become apparent on the cancer cell biology is the
lymphocyte surface antigen CD38. CD38 is a membrane protein seen on the
young (blast) phases surfaces of lymphocytes. In our model system, composed
by the idea that the inducting effect of CD38 among the cancer patients has
resulted due to some serum factors, meaningful increases have been found in the
enzymatic activities related to CD38. The similar increases, meaningful
increases have been found compared to controls in the NAD Glycohydrolase and
ADP-ribosyl cyclase activities obtained after injecting serums taken from the
cancer patients and from Balb/c mice tumor-formed by the transfer of Ehrlich
acid tumor cells, into the normal Balb/c. In Western blot analyses performed by
Ehrlich cells containing mouse serum injected Balb/c erytrocytes, within 45 kDa
region a reactive CD38 protein band has been detected. After 8 days from these
mice EAT cell injections, 45 kDa band has become visible, at the end of the 12th
day a maximum density has appeared. Similar findings have been obtained as
the result of the study conducted by the lymphocyte membrane proteins of the
same group. While anti-CD38 band has not been seen on the control group, in
the EAT injected group on day eight the band appeared and on day twelfth
maximum density has appeared. This density has been maintained on day twenty

first.

The fact in which phase of the erythrocyte differentiation CD38 became
active has been explained by composing hematopoietic stem cell system. With
the purpose of following CD38 expression within the erythroid progress
network, primitive/ pioneer human hematopoetic cells obtained from cordon
blood, has been monitored in -cultivation deprived of serum with the
participation of the erythropoetin and the appropriate stem cell factor during

erythroid development process. During erythroid development within second
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phase the finding that CD38 activity has increased prominently from day eight
has been detected both by NAD glycohydrolase activity test and by Western blot
technique performed after SDS-PAGE electrophoresis. Apart from these, co-
culture experiments within the studies cell culture studies, have supported the
idea that the stimulant effect of the CD38 expression has resulted from some
serum factors. These findings also consider that through CD38 induction
proliferation process, it is an event containing induction proliferation and

apoptotic process together over some proinflammator cytokins.

Key Words: Hematopoietic stem cell, cord blood, cancer, CD38, polyacrylamide

gel electrophoresis (SDS-PAGE), Ehrlich ascites tumor(EAT).

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 3734



1. GIRIS VE AMAC

CD38, lokosit yiizey proteinidir; cesitli gelisim ve aktiflesmelerle hiicrede
anlatim bulur. CD38’in 6zellikle kan hiicrelerinin, kemik iligindeki Onciillerinden
olgun bigimlerine doniisme siirecinde anlatim bulan, hiicre farklilasmasi ve
gelismesinde ©nemli rol oynayan, bu siirecin belirli asamalarinin belirteci
niteliginde bir protein oldugu diisiiniilmektedir. Timusun plazma membraninda,
makrofajlarda, etkinlesmis B lenfositlerinde ve T lenfositlerinde ve bircok kanser
hiicresinde goriilmiistiir (1). Baslangicta aktiflesme onkogeni olarak tanimlanan
CD38; ADP ribozil siklaz etkinliginin yan1 sira, NAD glikohidrolaz ve ADP ribozil
hidrolaz etkinligine de sahip bir ekto-enzimdir (2).

CD38, B ve T lenfositlerinin aktiflesme ve farklilasma siireclerini yansitan
bir proteindir. Lenfoid ve miyeloid hiicrelerin farkl tiplerinde CD38 anlatimi farkl
olciide gerceklesir (3). Dogal oldiiriicii (natural killer) hiicrelerin ve monositlerin
yaklagik %80’inde CD38" bulunmustur. Kemik iliginde CD38 onciil hiicrelerde
anlatim bulurken, kordon kan1 mononiikleer hiicrelerin %50-80’inde CD38" oldugu
bilinmektedir (4). Bu bulgular CD38 anlatiminin hematopoetik gelisimin degisik
evrelerinde tetiklenip baskilandigini ima etmektedir. Bir genelleme yapilacak
olursa kemik iliginde bulunan ilkel 6nciil hematopoetik hiicrelerde CD38 anlatim1
gozlenmez iken miyeloit ve lenfoid gelisim yolaklariin Onciillerinde CD38
anlatim1 yliksek diizeylere ¢ikmaktadir. Bu gelisim yolaklarinin ileri evrelerindeki
olgun hiicrelerde ise CD38 anlatimi1 yeniden ¢ok diisiik diizeylere inmektedir (5).
Ancak bu olgun hiicrelerin 6zellikle lenfositlerin aktiflesmesine kosut olarak
yeniden CD38 anlatiminin yogun bir artis gosterdigi gozlenmektedir.

CD38 anlatimmmin hematopoetik hiicre farklilagma siirecinin farkli
evrelerinde tetiklenip baskilanmasi, CD38 geninin indiiklenir bir gen oldugunu
diisiindiirmekle birlikte; CD38 promotor bolgesi indiiklenen genlerde gbzlenen
TATA ve CAAT gibi dizilerden yoksundur (5). CD38 anlattminin diizenlenme
mekanizmalar1 ve CD38 anlatiminin artmast miyeloid ve lenfosit gelisim
yolaklarinin farkli evrelerinde ki roliine iligkin ayrintili bilgiler heniiz mevcut
degildir. Diger yandan, bagisiklik sistemi ile tlimor arasindaki etkilesim ve
iletisimde CD38 proteininin bir tiir artirmal geri besleme (positive feed back)

mekanizmasi icinde rol aliyor olmasi olas1 goziikmektedir.



Bu nedenle, kanserli hasta serumlarinda bulunan CD38 anlatimini
indiiklendigini diisiindiigiimiiz serum faktorleri, hayvan tiimor modelinde (Ehrlich
asit timor hiicrelerinin aktarildig1 Balb/c farelerinde) arastirilmasi amaglanmastir.
Eritrosit gelisim yolaginda CD38 anlatiminin incelenmesi amaciyla, kordon kani
hiicre kiiltiirleri uygun yeni bir model sistem olarak diisiiniilmiistiir. Kordon
kanindan elde edilen ilkel/onciil insan hematopoetik hiicreleri [CD347/CD38]
serumdan yoksun Kkiiltir ortaminda uygun faktorlerin (kok hiicre faktord,
eritropoetin gibi) katkilar1 varliginda eritroid gelisim siirecini ¢ekirdek yitimi
asamasina dek siirdiirmektedir (6). Onciil hematopoetik hiicrelerin eritroid gelisim
siirecinde CD38 anlatim1 {izerine etkisi ve bdyle bir sistemde eritroid CD38
anlatiminin hangi evrede basladigi, ne diizeyde gerceklestigi ve bu anlatima
hematopoetik Onciil hiicrelerin ortamimna eklenen kanserli hasta serumu ile

iligkisinin ortaya konulmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicreler ve Ozellikleri

Organizmay1 olusturan hiicreler ¢cogalma, boliinme ve biiyiime 6zellikleri agisindan
birbirlerinden farkliliklar gostermektedirler. ileri farklilasma gosteren eritrositler ve
sinir hiicrelerinin boliinmedikleri kabul edilir ve bu hiicreler post mitotik hiicreler
olarak tamimlamr. Bazi hiicreler, uygun sinyaller ile uyarildiklarinda bdliinmek
tizere sessiz kalirlar. Canli viicudunda uzun siire boliinebilen, kendini yenileyen ve
aynt zamanda viicudun ihtiyacina gore farklilagarak diger doku hiicrelerine

doniisebilen hiicreler ‘‘kok hiicreler’” olarak bilinmektedir (7,8).

a) Kok hiicreler uzun zaman dilimleri boyunca boliinebilme ve kendilerini
yenileyebilme yetenegine sahipfirler.
Normalde kendileri cogalamayan kan, kas veya sinir hiicrelerinden farkli olarak, kok
hiicreler ¢ok sayida boliinebilir ve cogalabilirler. Laboratuar sartlannda aylar boyunca
cogalabilen kok hiicre popiilasyonunda milyonlarca hiicre ortaya ¢ikabilir. Thomas
Okarma ve Ron Mckay'in yapmus olduklar1 ¢calismalariyla da ortaya koyduklar1 gibi
tekli hiicrelerden elde edilen embriyonik kok hiicre serilerinin 300-400 dongii boyunca
cogalabildikleri gosterilmistir (9, 10). Eger, sonucta ortaya c¢ikan hiicreler de ebeveyn
kok hiicreleri gibi 0zellesmemigse, bu hiicrelerin uzun donemde kendilerini
yenileyebilme kabiliyetine sahip olduklar1 sdylenebilir. Hiicrelerin bdliinme
kapasitelerini kromozomlarm u¢ kisminda bulunan ve “telomer® denilen DNA
zincirleri belirler. Telomerler ne kadar uzunsa hiicreler o kadar cok béliinebilirler.
Telomerlerin uzun kalmasim saglayan da “telomeraz enzimi” dir. Bir hiicrede
telomeraz enzimi ne kadar aktif ise telomer uzunlugu da o kadar korunabilir. Kok

hiicreler ¢ok yogun telomeraz enzim etkinliginden dolay1 ¢ok sayida béliinebilirler

(11).



Telomer Kontrol Noktasi

Hiicrelerin boliinme kapasitesini, yani bir bakima Omriinii belirleyen
faktorlerden biri dogrusal kromozomlarin ucunda yer alan ve "telomer" denilen DNA
zincirleridir. Telomerler dogrusal kromozomlarin uglaridir ve binlerce kez tekrarlanan
kisa DNA tekrar dizileri (insanda TTAGGG) icerirler. Telomerler, kromozom
uclarmim pargalanmasini ve dagilmasim ya da diger kromozomlarla kaynasmasin
engelleyerek; kromozomlarin yapisal biitiinliigliniin korunmasim saglar. Telomerler
aym zamanda mayozda ve kromozomlann cekirdek igerisinde organize olmalarinda da
rol oynar (12- 15).

Telomerik DNA, her bir ¢ogalma dongiisii esnasinda ve oksidatif DNA
hasarlanmast gibi diger nedenlerden dolay1 kaybolur. Her tipki yapim sonrasi
kromozom kisalir. Ciinkii, DNA polimeraz ana zincirde, 3- ucunda yeni bir DNA
sentezini baglatmaz ve sonucta kromozom her bir replikasyonda giderek kisalir. Bu
kayb1 karsilamak icin, telomerler biinyesinde ters transkriptaz telomeraz proteinini
(hTERT) ve telomeraz RNA (hTR) taslagimi tasiyan bir riboniikleoprotein olan
telomeraz tarafindan uzatilir (16). Enzim, her replikasyon sonrast telomerin
kisalmasini Onlemek icin sayisiz telomerik tekrar dizilerini kromozomun 3' ucuna

takarak kromozomun kisalmasini engeller (Sekil 2-1).
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Sekil 2-1:Telomer ve telomeraz yapisi (17)

Sonug olarak, normal bir hiicrenin her béliiniisiinde, telomer boyu yaklasik 100
baz cifti kadar kisalir. Telomer kisalmasi hiicre boliinmesini sayan bir saat gibidir ve
telomerler normal insan somatik hiicrelerinin boliinme sayilarim diizenleyen 6nemli
unsurlar olarak ortaya ¢ikmiglardir. Somatik hiicrelerin ¢ogunda telomeraz aslinda
etkin degildir ve bundan dolayi, her hiicre boliinmesi sonucu kromozomlarm
telomerleri kisalir. Bircok boliinmeden sonra telomerde ciddi aginmalar olur ve hiicre
daha fazla boliinme kapasitesini yitirir. Diger yandan, insan germ, timor ve
embriyonik kok hiicre serilerinde telomeraz etkinligi bulunmustur ve bu hiicre
tiplerinin sinirsiz bir sekilde kendini yenileyebilme kapasitesinden sorumlu oldugu

diisiiniilmektedir. Dolayisiyla, telomeraz etkinligi kok hiicrelerinin bir belirtecidir

diyebiliriz.



Telomer uzunlugu sperm ve yumurta hiicrelerinde 20 kb, yeni dogan
hiicrelerinde 10 kb'dir. Telomer boyutu 5 kb 'ye diistiigiinde artik o hiicre yaslanmis bir
hiicredir (16).

[lging olarak, mezenkimal kok hiicreler gibi bazi nadir rastlanan kok hiicrelerde
de, telomerleri sabit bir uzunlukta tutmaya yetecek seviyelerde telomeraz tiretimi
olmaktadir. Ancak, hematopoetik kok hiicrelerdeki telomeraz seviyeleri, tam olarak
aciklanamayan baz1 sebepler dolayisiyla telomer uzunlugunu korumaya
yetmemektedir. Bununla birlikte, hematopoetik kok hiicrelerdeki mevcut telomeraz
seviyeleri iglevsel yonden Onemlidir. Ayrica, hematopoetik kok hiicrelerinin
normal hematopoez sirasinda geri doniisiimsiiz bir hiicre dongii duraksamasiyla
karsilagmalar1 veya telomer kisalmasinin bir sonucu olarak apoptoz gecirmeleri
olasiig1 az gibi goriinmektedir. Biiyiik olasilikla bir tek hematopoetik kok
hiicreden iiretilen kan hiicrelerinin toplami 6ncelikli olarak kok ve onciil hiicrelerin
farklilagsmasiyla belirlenmektedir. Ayrica, bireysel kok hiicrelerin telomer
kisalmas1 yoluyla kaybedilmesinin, fazla miktarda ek hematopoetik kok hiicrelerin
varliginda biitiin bir hematopoezi etkilemeleri beklenmemektedir. Bir kok hiicredeki
stirll  sayidaki kendini yenileme boliinmeleri bile hiicre sayisin1 oldukca
arttiracaktir. Neticede, bireysel kok hiicreler oldukca fazla sayida hiicreye

kaynaklik edebilmektedir (17,18,19).

Hematopoetik sistemdeki biitiin hiicreler, bir telomer kontrol noktasiyla
karsilagsmak {izere programlanmamiglardir. B hiicreleri, telomer uzunluklari yagla
birlikte giderek artan bir farklilik sergiledigi i¢in, bunun ilging istisnalanndan biri
gibi goriinmektedir. Acikca, bazi B hiicreleri telomerleri uzatmaya yetecek kadar

telomeraz iiretmektedirler (16).

Sonug olarak, biiyiik olasilikla insan gibi uzun yasayan tiirlerdeki hiicrelerin ¢ogalim

hayat dongiisii iki onemli nedenden secici bir baski altindadir.

° Normal bir hayat dongiisii boyunca hiicresel islevlerin siirdiiriilmesi i¢in

yeterli boliinmelere imkan saglamak,

° Asiri hiicre ¢cogalmasini ve tiimor olusumunu engellemek.



b) Kok hiicreler ozellesmemigslerdir.
Bir kok hiicresinin temel 6zelliklerinden biri de, bu hiicrenin 6zellesmis islevleri
yerine getirebilecek herhangi bir dokuya 6zgiin yapiya sahip olmamasidir. Bir kok
hiicresi, bir kalp kasinda oldugu gibi kam viicuda pompalamak i¢in komsulariyla
beraber ¢alisamaz, kirmiz1 kan hiicreleri gibi oksijeni dokulara tasiyamaz veya sinir
hiicreleri gibi doku ve organlara gerekli olan elektrokimyasal sinyalleri iletemez.
Fakat, ozellesmemis kok hiicreler kalp kasi hiicreleri, kan hiicreleri veya sinir

hiicreleri gibi 6zellesmis hiicrelere kaynaklik edebilirler.

Kok hiicrelerinin 6zellesmemis olarak kalmalarim saglayan unsurlar ve
sartlar, bilim adamlarmin ilgisini ¢ekmektedir. Kok hiicreleri, diger dzgiin hiicrelere
doniismeden laboratuvar ortaminda yetistirmek, uzun yillar boyu siiren denemeleri
gerektirmistir. Bilim adamlari, bundan yirmi yil kadar once erken donemdeki fare
embriyonlarindan kok hiicrelerini elde etmenin yolunu kesfettiler. Fare kok hiicrelerinin
biyolojisi lizerinde uzun yillar boyunca yapilan ayrintili ¢ahismalar sonucunda, ancak
1998 yilinda (ki bu c¢ahsmalar 1981 yili baslangicina dayanmaktadir), insan
embriyonik kok hiicresinin laboratuvar ortaminda nasil izole edilebilecegi ve
cogaltilabilecegi anlasilabilmistir. Dolayisiyla, olgun bir organizmada kok hiicre
popiilasyonunun g¢ogalmasim ve Ozgiin bir dokunun tamirati gerekene kadar bu
hiicrelerin farklilasmadan kalmalarim saglayan sinyallerin anlagilmasi, onemli bir
arastirma sahasidir. Bu bilgi, arastirmacilarin cok fazla sayida 6zellesmemis kok
hiicresini daha sonraki arastirmalarda kullanmak iizere laboratuvar ortaminda elde

edebilmeleri i¢in son derece 6nemlidir (16).

¢) Kok hiicreler, ozellesmis hiicrelere kaynaklik edebilirler, 6zellesmemis

hiicrelerin ozellesmis hiicrelere kaynaklik etmesi olayina farkhlasma denir.
Kok hiicreleri birden fazla hiicre tipine farklilagirlar. Bunun 6rneklerini insan
olusturan hiicre dollenmis yumurta hiicresi ya da zigottan itibaren gorebiliyoruz.
Viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip olan bu ilk embriyonel
hiicreye ''totipotent'' (her seyi yapabilen anlaminda) hiicre denmektedir. Sinirsiz
farklilasma ve farkli yonlere gidebilme ozelliginde olan kok hiicrelerdir. Erken
embriyonik donemde 4 hiicreden 8 hiicreye kadar ki tiim blastomerler

totipotenttirler.



Gelisimin ilerleyen donemlerinde (fetal donemde), hiicreler biraz daha 6zel
gorevlere sahip olur ve erigkin kok hiicrelerine doniisiirler (20). Bu erigkin kok
hiicreler, tipik olarak yer aldiklar1 dokunun hiicre tiplerini iiretirler. Ornegin, kemik
iligindeki bir kok hiicresi, kirmizi ve beyaz kan hiicreleriyle plateletler gibi pek ¢ok
degisik kan hiicresine kaynaklik eder. Bunun yaninda, biitiin sinir hiicre tiirlerine
kaynaklik eden sinir kok hiicreleri ve fibroblastlara, osteoblastlara,
kondroblastlara, tenositlere ve adipositlere farklilasan mezenkimal kok hiicreleri
vardir. Ayni sekilde deri kok hiicreleri de degisik deri hiicrelerine doniisebilirler.

Yakin zamanlara kadar, kemik iliginde kan olusumundan sorumlu olan
hematopoetik kok hiicrelerin, beyindeki sinir hiicreleri gibi ¢ok daha farkli diger
hiicrelere kaynaklik edemeyecegi diisiiniilityordu. Fakat, son birka¢ yilda yapilan bazi
caligmalar, bir dokudan elde edilen kok hiicresinin tamamen farkli bir bagka dokunun
hiicre tiplerine de kaynaklik etmesi anlamina gelen plastisite olasiligi giindeme
getirmistir. Bu tarz coklu hiicre tiplerine farklilagabilme yetenegine plastisite veya
transdiferensiyasyon denir. Yapilan ¢cogu calismada, hematopoetik kok hiicrelerinin
yam sira mezenkimal kok hiicreleri ve noral kok hiicrelerinin plastisite ozellikleri
gosterilmigtir. Plastisitenin 6rnekleri arasinda sinir hiicrelerine doniisen kan hiicreleri,
insiilin iireten karaciger oval hiicreleri ve kalp hiicrelerine doniisebilen hematopoetik
kok hiicreleri yer almaktadir. Bu Ornekleri ¢ogaltmamiz miimkiindiir: Sindirim
kanalindaki epitelyal kok hiicreler (21), emilim hiicreleri, goblet hiicreleri, Paneth
hiicreleri (22) ve enteroendokrin hiicreleri (23) gibi cesitli hiicrelere kaynaklik
eder. Epidermisin bazal tabakasinda ve kil folikiillerinin diplerinde deri kok hiicreleri
bulunur. Sonugta, hiicre esash tedaviler icin erigskin kok hiicrelerini kullanma

olasiliginin aragtirilmasi, en etkin calisma alanlanndan biri haline gelmistir (24, 16).

d) Kok hiicreler tekrar ¢ogaltabilirler. Hematopoetik kok hiicrelerde yaygin
sekilde ve daha yakin ge¢miste karaciger onciillerinde ve sinir kok hiicrelerinde de
gosterildigi iizere, kok hiicrelerin hasar goren aliciya naklinin sonrasinda kaynak
dokuyu islevsel olarak tekrardan ¢ogaltabilmeleridir. Kemik iligi stromal hiicrelerin
hasarh kalp dokusuna enjeksiyonu sonucu kardiyomiyositlere doniismesi 6rnek olarak

verilebilir.



e-)Kok hiicreler farhlagsnus kusaklara katki saglar. Embriyonik ya da yakin
zamanda gosterildigi iizere erigkin kok hiicrelerin (nral ve mezenkimal kok hiicre gibi)
blastosiste enjekte edildikleri zaman (kimerizm) farkli hiicre tiplerine kaynaklik

etmelerinde oldugu gibi farklilasmis kusaklara katki saglamaktadir.

2.2. Kok Hiicrelerin Cesitleri

Kok hiicreler, totipotent, pluripotent ve multipotent olmak iizere 3 grup altinda

tanimlanmaktadir (Sekil 2-2).
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Sekil 2-2: Kok hiicre cesitleri (25)

2.2.1. Totipotent kok hiicre:

Memeliler i¢in hayat zigot ad1 verilen tek hiicreden baslar. Fertilizasyon ile
spermiyum ve ovumun birlesmesi ile olusan zigot, yetiskin bir organizmanin
meydana gelmesi icin gereksinim duyulan biitiin genleri tasimaktadir. Tim
hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip bu ilk yani embriyonik hiicreye her seyi
yapabilen anlaminda “totipotent hiicre” denir. Bu 6zelligini 16 blastomerli evreye
(dollenmeden sonraki 5.giin) kadar siirdiiriir (erken embriyonik dénem). Tam ve
islev goren bir canliyr olusturabilecek tiim hiicre tiplerine farklilagabilir (Sekil 2-3).
Genlerin seg¢ici aktivasyonu ve/veya inaktivasyonunun farkli gelisim potansiyelleri

tasimalarina sebep oldugu bilinmektedir (26).
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Sekil 2-3: Embriyonik kok hiicre ve farklilasmalari

2.2.2. Pluripotent kok hiicre:

Fertilizasyondan sonra, pre-implantasyon doneminde 5. giinde olusan
blastosist evresindeki (Sekil 2-4) embriyoda bulunan hiicrelerdir. Blastosist;
trofoblastik hiicreler, blastosol ve i¢ hiicre kitlesi olmak {izere 3 yapidan
olusmustur. Embriyonik kok hiicrelere kaynaklik eden i¢ hiicre kitlesinden elde
edilen hiicreler pluripotent kok hiicreler olup, gerekli ortam saglandiginda yaklasik
200 hiicre tiiriine doniisebilecek potansiyele sahipler; ancak islev goéren bir

organizmay1 olusturamazlar (27).
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Sekil 2-4: Blastosist asamasi

2.2.3. Multipotent kok hiicre:

Bu hiicreler, embriyonik gelismenin daha ileri evresine ait hiicreler olup,
ozellesmis hiicre tiplerine farklilagabilirler ve erigkin kdk hiicrelerine doniisiirler.
Erigkin kok hiicreleri de, bulunduklar1 dokunun hiicre tipini iiretirler. Ornegin,
multipotent bir kan hiicresi, 6zellesmis kan hiicrelerine doniisebilme yetenegine
sahiptir. Multipotent hiicreler dogumla birlikte kordon kaninda ve erigkin
viicudunda 6zellikle kemik iligi ve yag dokusunda bulunurlar (Sekil 2-5) (27).

Sekil 2-5: Multipotent kok hiicre ve farkhilasma
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2.2.3.1. Embriyonik kok hiicreler (EKH):

Blastosist evresindeki embriyonun i¢ hiicre kitlesinden elde edilen pluripotent
hiicrelerdir. ~ Viicuttaki  herhangi  bir  farklilagmig  hiicreyi  olusturma
yetenegindedirler. EKH’ler, cekirdegi cikartilmis bir ovumla kaynastirilarak elde
edilmis olan (klonlanmis) bir embriyodan da elde edilebilir (28). Embriyonik kok
hiicreden elde edilen hiicre kiimeleri embriyoid cisimcikler olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2-6). Bunlar plasenta disinda, ektoderm, mezoderm ve

endoderm tabakalarindan kdken alan cesitli hiicre tiplerine farklilagabilir (29).

-.

implantasyon
Yumurtalik

Sekil 2-6: Embriyonik kok hiicre

2.2.3.2. Embriyonik Olmayan Hiicreler:

Eriskin kok hiicreler: Embriyonik kok hiicrelere gore gelismenin daha sonraki
basamaklarinda goriilen bu hiicreler, organizmanin yasami boyunca daha sinirl
olmakla birlikte kendilerini yenileyebilme 6zelligini korurlar. Erigskin dokulardaki
oncii ve Ozellesmis hiicrelere farklilasma yetenegindedirler (30). Daha ¢ok elde
edildikleri dokuya doniisme potansiyelleri vardir ve multipotent kok hiicrelerdir. Bu
hiicrelerin, viicut diginda embriyonik kok hiicreler kadar uzun siire 6zelliklerini
koruyarak cogalma yetenekleri yoktur. Kisinin immun sistemine uyum gosterirler,
ancak tiim  hiicre tiplerine doOniisemedikleri icin kullanimlar1  sinirhdir,
teratokarsinoma olusturmazlar. Giiniimiizde, eriskin kok hiicrelerin diger organ ve

dokulara farklilagmasi yoniinde ¢alismalar yapilmaktadir (31). Organizmada ancak
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belirli birka¢ hiicre tiiriine doniisebilen erigkin kok hiicreleri, laboratuvar
kosullarinda gerekli ortam ve sinyaller saglandiginda bir¢ok farkli hiicre tiiriine
doniisebilmektedirler (32, 33, 34).

En iyi tanimlanmis embriyonik olmayan kok hiicreler hematopoetik kdk
hiicreler olmakla birlikte, eriskin kok hiicrelerin beyin, barsak, kas, deri/kil
follikiilii, kalp (35), akciger ve son zamanlarda meme bezi gibi cesitli doku ve
organlarda varli@1 gosterilmistir, hiicresel fenotipik ylizey belirtecleri ile ayirt

edilebilmektedirler (36).

Hematopoetik kok hiicreler (HKH): Hematopoetik kok hiicreler kendi kendine
yenileyebilme ve tiim kan hiicrelerine farklilagabilme ozellikleri ile kan hiicreleri
onciileridir (37) (Sekil 2-7, Sekil 2-8). Farklilagabildikleri kan hiicreleri: myeloid
hiicreler =~ (monositler, makrofajlar, bazofiller, eosinofiller, eritrositler,
megakaryositler/ plateletler ve bazi dendritik hiicreler) ve lenfositler (T-hiicreleri,
B-hiicreleri, NK-hiicreler, bazi dendritik hiicreler)’dir. Yiizey belirtecleri baslica,
CD34, CD14, CD38, CD45 ve CD133’diir. intrensek ve ekstrensek sinyaller ile
farklilasmalar1 diizenlenmektedir. Hematopoetik doku hiicreleri kisa donem ve
uzun donem rejenerasyon kapasitelerine gore multipotent, oligopotent ya da
unipotent Onciilerdir. Hematopoetik kok hiicreler yetiskinlerde uyluk, kalca, gogiis,
kaburga ve diger kemiklerde kemik iliginde bulunurlar. Klinik ya da arastirma
amagh kullanim icin kordon kani, plesenta, periferal kan diger kaynaklardir.
Hematopoetik kok hiicreler insan viicudunda giinde yaklasik olarak 2x10" yeni
kirmuzi hiicre iiretirler (38, 39)

Uzerinde en ¢ok calisilan ve tedavide yaygin olarak kullanilan erigkin kok
hiicrelerdir. Deneysel amagclar i¢in, hayvanlarin fetal karaciger, fetal dalak ve aorta-
gonadmezonefronu (AGM) hematopoetik kok hiicreler icin yararli kaynaklardir.
Hematopoetik kok hiicreler morfolojik olarak lenfositlere benzerler; yapisik
degillerdir (non-adherent), yuvarlaktirlar ve yuvarlak bir ¢ekirdege sahiptirler.
Sitoplazmanin ¢ekirdege orani kiigiiktiir (40, 41, 41).

Osteoblastik ve damarsal mikrocevre, HKH’nin ¢ogalma, farklilasma ve
bulunduklar1 yerdeki davranislarinin (homing)  diizenlenmesinde Onemli rol

oynamaktadir. Dolasimdaki kok hiicreler kemik iligi mikrogevresi ile temasa
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gecerek, endotel ve adezyon molekiileri araciligi ile buraya yerlesirler. Kok hiicre
faktorii kemik iliginde stromal hiicreler tarafindan salinir ve HKH {izerindeki c-kit
antijenine baglanir. Kok hiicre faktoriiniin, Interlokin-1 (IL-1) IL-3 veya IL-6 ile
kombinasyonlar1 HKH’lerin eritroid yonde cogalmalarini saglar. Sessiz fazdan
cogalma fazina ge¢mesi icin uyarilar gereklidir. Normal fizyolojik durumda, HKH
ve eriskin kok hiicreler, sessiz donemde uzun siire kalabilirler. Hiicre siklusu
regiilatorlerinden, p21 CIP1 ve pl8 INK4C’in HKH’lerin sessiz kalmalarini
diizenledikleri gosterilmistir. Pozitif ve negatif regiilatorler arasindaki cok hassas
denge kok hiicrenin kendini yenileme ve farklilasma yolunda gelismesi in vivo
olarak problemli olabilir. Ornegin, Wnt sinyalinin kok hiicre yada progenitorlerde

genetik degisiklige ugramasi 16semi ve diger kanserlerin gelismesine yol

Multipotent hematopoetik
kok hiicre (hemasitoblast)

| |
® @
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|
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Sekil 2-7: Hematopoetik kok hiicre ve farklilastig hiicre tipleri (50)



15

Proanythechlst

Erythwoblast
y
il
\

* Progenitor

?
o
| 1 Multipotent
o]
|
@]

&
/
'{2
o
NS

. gome 11\ _
f Oligopotent
MERS ’:/ fi \\ I,." \> Progenitor
/ N IJ,-' \H\\
LAt o N N .
P Mikp. Pre- PreT Pro-NK  Pro- nipotent
@ @ @ © ® 6 6 } Onci hiicre
| A Y S S
w» » @ & P © 0 o
Fn%% r'bq,%' G'a%% %”%q-. 'i? ":é,;o 4’*.54:- Q"’ec Olgun hucreler
e

Sekil 2-8: Hematopoetik Kok Hiicre ve farkhilastigi olgun hiicre tipleri

Kordon kam kok hiicreleri: Gebelik boyunca anneyle rahimdeki bebek (fotiis)
arasindaki baglantiy1 saglayarak bebegin besin ile oksijen gereksinimini karsilayan
gobek kordonundaki kana kordon kani denilir. Igerisinde eriskin kaninda
gordiigiimiiz eritrosit, 16kosit, lenfosit ve trombosit gibi kan hiicrelerine ilaveten

eriskin kanindan daha yiiksek yogunlukta kok hiicreler de bulunur. Bu 6zellikleri



16

nedeniyle eskiden dogum eylemi sonrasinda ¢ope atilan kordon kani, artik tedavi
amaciyla kullanilan bir kok hiicre kaynagi haline gelmistir ve dogumu hemen
takiben toplanarak ilerde kullamlmak iizere ©6zel kosullarda saklanmaya
almabilmektedir. Bugiin icin tibben kabul goéren tek kullanim alani, kan ve
bagisiklik sistem hastaliklarinin tedavisidir. Kordon kani az hacimde (yaklasik 100
ml) oldugu icin icerdigi toplam hematopoetik kok hiicre miktar1 da kemik iligi veya
biiyiime faktorii ile uyarilmig periferik kandan elde edilebilenden daha azdir. Bu
nedenle kordon kami cogunlukla ¢ocuklarda kullanilmistir. Ancak son donemde
birden fazla bebekten toplanan {riinlerin tek bir hastaya da basariyla
kullanilabildiginin goriilmesi sonucu giderek artan oranda erigkinlerde de
kullanilmaya baglanmistir. Diinyada en cok kullanildigi durum, kok hiicre nakli
tedavisi gereken ancak aile bireyleri arasinda veya tiim diinyadaki 1 milyondan
fazla verici arasinda doku gruplar1 uygun bir verici bulunamayan hastalarin tedavisi
amactyla kullanimidir. Kok hiicre arastirmalarinda deneysel diizeydeki sonuclar
kordon kaninin ilerde insanlarda doku tamiri konusunda da kullanabilecegi
isaretlerini vermektedir (43).

Bebegin dogumunun ilk yarmm saati icerisinde alinan plasenta ve gdbek
kordon kam erigkin kok hiicreler icin 6nemli bir kaynaktir. Kordon kanmi kdk
hiicrelerinin avantajlart: geng hiicreler olmalari; yasayabilme yeteneklerinin yiiksek
olmasi; fazla sayida elde edilebilir olmalar1 ve aliciya kolay uyum saglamalaridir.
Kordon kam elde edildikten sonra eritrositler uzaklastirilarak, dondurularak, sivi
nitrojen igerisinde kordon kani bankacilig1 arsivinde saklanir. Gobek kordon kani,
kok hiicre kaynagi olarak 1988 yilindan beri cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir.

Kordon Kanmin Ozellikleri

Kordon kani, kemik iligi ve ¢evre kam gibi dokularla kiyaslandiginda daha
uzun telomere, daha yiiksek proliferatif kapasiteye sahip kok hiicre icerigi, immiin
yapilanma yoniinden heniiz timus olgunlagsmas1 tamamlamamis olmasi, baska bir

insanda daha kolay uyum gosterme nitelikleri ile 6nemli avantajlara sahiptir (44).
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Kordon Kam Kok Hiicrelerinin Ozellikleri

*Fenotip: CD34" CD38

*Kok hiicreleri her zaman sayisal olarak dlgmek kolay degildir.

*Proliferatif kapasiteleri>kemik iligi kok hiicreleri

*Genellikle siklus disinda bulunurlar.

*Sitokin olmaksizin terminal farklilasmaya gidebilirler.

*Sitokin uyarimina ¢ok hizli cevap verirler.

*Uzun stireli kiiltiir kapasiteleri biiyiiktiir.

*Telomerleri kemik iligindeki kok hiicrelerden daha uzundur.

*GVHD (Graft Versus Host Disease)’ ye sebep verme oranlar1 daha diisiik.
*Yerlesme oranlar1 yiiksek (%85)

*GVHD (Graft Versus Host Disease) orani diisiik olmasina karsin relaps orani
artmamakta.

Kanser kok hiicresi: Kanser progenitor hiicreleri kok hiicre-benzeri dzellikleri
olan hiicrelerdir ve kanser baslangicinda, ilerlemesinde, lokal invaziv kanserlerin
yayginlagsmas1 ve tedavisi olmayan doneme girmesinde Onemli rol oynarlar.
Karsinogenezde, go¢ eden kanser progenitor hiicreleri, tiimor gelisimindeki
kaskadda rol oynayan hormonlar, biiylime faktorleri, sitokinler ve integrinlerden
etkilenmektedir. Kanser progresyonunda, lokal kanser progresyonu ve
mikrometastatik olaylar; onkojenik sinyal yolaklarini aktive etmekte ve tiimor
olusumu kemik iligi gibi farkl alanlarda gelismektedir. Tedavi olarak, kanser
progenitor hiicrelerin selektif molekiiler olarak hedef almmasi cogu lokal ve

metastatik kanserin teshis ve tedavisinde 6nemli oldugu 6ne siiriilmektedir (36).

2.3. Farkhilasma (Plastisite)

Farklilagsma, c¢ok hiicreli organizmalar1 olusturan hiicrelerin olgunlagsma ve
uzmanlagma siirecinde gecirdikleri bir dizi degisimi tanimlamak ic¢in kullanilir.
Farklilagma sitokinlerin, biiylime ve farklilagsma faktorlerinin, hiicredist matriks
proteinlerinin ve hiicreleraras: iletisimlerin kombine etkisiyle basarilan karmasik
olaylar biitiiniidiir (Tablo 2-1). Farklilagma asamasina giren hiicre, bir yandan
boliinmeyi durdururken diger yandan cevresinden gelen sinyallere yanit vermeye
hazirlanir. Bunun i¢in genellikle enzim-bagimli yiizey ve hiicre ici reseptorler ve

aktivasyon yolaklar1 ortaya cikararak hiicrede uzun erimli olaylarin baslamasini
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tetikler. Laboratuvar ortaminda kok hiicrelerin belli bir ¢izgide farklilasmasi belli
kimyasal ve fiziksel kosullarin yerine getirilmesi veya dogrudan hiicrenin genetik
programimin degistirilmesiyle basarilir. Embriyo kok hiicrelerinde farklilagmayi
kontrol etmek daha zordur. Bunun i¢in in vitro ortamda cogaltilan embriyon kok
hiicrelerinde kendiliginden farklilasmasini engellemek gerektiginden, IL- ailesi
tiyesi olan 16semiyi engelleyen faktor (LIF) kullanilir. In vitro farklilasmanin ikinci
yolu, cesitli vektorler kullanarak (viral, plasmid vb.) genetik yeniden programlama
yapmaktir. Bunun en son drneklerinden biri, uyarilmis pluripotent kok hiicreleridir,
somatik hiicrelerin cesitli viral veya nonviral vektorler kullanarak Oct /4, Sox2,
kif4, c-Myc ve benzeri embriyon kok hiicrelerine 6zgii genleri aktif hale getirerek
geriye farklilasmanin (dediferansiyasyon) saglanmasidir. Kendini yenilemekte olan
bir hiicrede cok sayida gen aktif iken az sayida gen ifadesi goriiliir; buna karsin
farklilasmakta olan bir hiicrede az sayida gen aktif iken daha ¢ok sayida gen ifadesi
goriilir. Bir baska deyisle farklilasmakta olan bir hiicrede protein sentezi ileri
derecede artmistir. Hiicre islevsel bir hiicre olma yolunda ilerlerken gerek yapisal,
gerekse islevsel biitlin dzelliklerini kazanmak iizere 6zgiin proteinler sentezler ve
salgilar (50, 51, 52).

Hematopoez, organizmanin embriyonik ve yetiskin diizeyde kan hiicresi
olusturmasini tanimlayan bir terimdir. Hematopoez, yetigskin kok hiicre tiplerinden
biri olan ve biitiin kan hiicre serilerine doniisme yetenegindeki hematopoetik kok
hiicrenin (HKH, hematopoietic stem cell =HSC) gelisim, kendini yenileme ve
farklilasma siireclerini de kapsamaktadir. Fetal ve yetiskin memelilerde, HSCs
agirlikli olarak sirasiyla fetal karaciger (FL) ve kemik iligi (BM)nde bulunur.
Ancak embriyonik gelisim sirasinda diger dokulara da gé¢ oldugundan, sadece FL
ya da BM kokenli degil, diger dokulardan da elde edilebilmektedir.

Bircok dokunun bu tanimlamalara uyan kok hiicresi vardir. Bu hiicrelerden
en bilinen ve tedavide en c¢ok kullanilan1 hematopoetik kok hiicrelerdir.
Hematopoetik kok hiicre kemik iligi ve c¢evre kaminin hiicresel elemanlarini
olusturur (Sekil 2.8). Hematopoetik kok hiicre, en fazla kemik iligi, daha az olarak
cevre kani veya kordon kani hatta fotal doneme ait karaciger, dalak gibi dokularda
bulunmaktadir. Biiyiime faktorleri ile uyarilmis bireylerde kemik iliginde ¢ogalan
hematopoetik kok hiicreler cevre kanina ge¢gmekte ve myeloablasyonu takiben

yeniden hematopoezi olusturabilecek miktarda kok hiicre eldesi miimkiin



19

olabilmektedir. Son yillarda bu hiicrelerin endotel olusumu ve hematolojik olmayan

bagka dokulara doniisme kapasitesi de gosterilmistir. Kemik iliginden daha erken

asamaya ait mezenkimal kok hiicreler de elde edilmektedir (48-52).

Tablo 2-1: Mezenkimal Progenitérlerin in Vitro Farklilasma Potansiyeli: Uyari,
Molekiiler Ve Hiicresel Belirtecler

TERMINAL FENOTIP iDENTIiFiKASYON

FARKLILASMA  |UYARI BELIRTECLERI
MOLEKULER HUCRESEL
Deksametazon+ isobiitilmetilksantin PPARY2
Deksametazon+ C/EBPJ . e
. isobiitilmetilksantin+indometasin+insiilin aP2 Sitop laznnlihp it
Adipositler . . L damlaci81
Deksametazon+indometasin adiposin e S
. . birikimi
Deksametazon+insiilin leptin
Deksametazon-insiilin+eikosate+raynoikasit lipoprotein lipaz
Proteoglikanlar
TGFpB3+askorbik asit ve Tipll ve IX
TGFp1+askorbik asit Cbfa-1 kollagen
Kondrositler askorbIx ast Tip II ve IX kolagen N
TGFp1 yoniinden
. Agrekan . e
ITS+Premiks+TGFp1 zenginlestirilmis
matriks
Deksametazon+ . .
-gliserofosfat+ Cbfa-1 Mineralize
Osteoblastlar Askorbik asit kemik/karaciger/bibrek | o T lk(fnu
BMP-2 Y
CD34+ hiicrelerin
Hematopoetik Hidrokortizon + at serumu Hematopoetik
- farklilagmasini

destekleyici stroma

Hematopoetik kok hiicre

destekler ve
devam ettirir.

MyoD, Myt 5 ve 6, MEF-| Cok ¢ekirdekli
iskelet kas sistemi | 5-azaktidin 2 miyogenin, kasilabilir
MRF4,miyozin hiicreler
ASMA, Metavinkiilin,
Diiz kas hiicreleri | PDGF-BB Kalponin, h-Kaldesmon, -
diiz kas aktin
B-miyozin agir zinciri,
fosfolamban.
Kalp kasi hiicreleri| bFGF GATA 4 ve 6 -
Kardiyak troponin I ve C
Sarkomrerik aktin
Sinir hiicresi Retinoik asit - -
Gliya hiicreleri Retinoik asit - -
Beta hiicreleri Retinoik asit Insiilin -
Endotelyal

Endotel hiicreleri

VEGF+HGF

CD31, FIK-1, Vwf

fenotip
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Hematopoetik progenitor hiicreler (HPCs) ¢ogalmalarinin yani sira kirmizi
kan hiicrelerine de doniisiirler. Bu gelisme, biiylime faktorii (SCF) ve eritropoetin
(EPO) ile kontrol edilir. EPO, eritroid progenitor hiicreleri apoptozdan
antiapoptotik proteinlerin aktiflestirmesiyle saglar ve hemoglobin sentezini stimuli
ederek hiicreyi terminal farlilasma yoluna sokar. SCF ise sinerjetik rol oynayarak
eritroid progenitorlerin ¢cogalmasini saglar. Panzenboeck ve arkadaglar1 kordon
kanindan elde edilmis hematopoetik kok hiicrelerin eritrosit farklilagmasini 2 fazl
farklilasma asamasindan gecirerek cekirdeklendiklerini ve retikiilosit agamasina
geldiklerini gostermislerdir. Neildez-Nguyen ve arkadaslarinin yaptigi diger bir
caligmada ise kordon kam hiicrelerinin 3 fazli farklilasma asamalarindan sonra
terminal farklilagmaya gittigini gostermislerdir (53). Isabel Dorn ve arkadaglariin
“transplantation and cellular engineering” dergisindeki yaptiklar1 calismada 2 fazh
sivi  kiiltir fazinin sonunda hiicrelerin %43 retikiilosit, %52 normoblasta

farklillastigini gostermislerdir (54).

2.4. Kok Hiicrelerin Boliinme Sekilleri

Kok hiicreler, farklilasmis hiicreler olusturmak icin iki ¢esit boliinme yaparlar
(Sekil 2-9)(55):

1) Asimetrik boliinme (invariyant ya da degismez béliinme);

2) Simetrik boliinme (diizenleyici béliinme)

Kok hiicre asimetrik boliinmede ikiye boliinme suretiyle, bir kdk hiicre bir de ilerde
farklilasacak olan progenitor hiicre olusturur. Bu bdliinmeye bu nedenle simetrik

olmayan boliinme denir. Ciinkii simetrik boliinme:

Kok hiicre — Kok hiicre + Kok hiicre

ya da

Kok hiicre — Progenitdr hiicre + Progenitér hiicre olacak sekilde boliiniir.
Asimetrik boliinmede:

Kok hiicre — Kok hiicre + Progenitor hiicre
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seklinde gerceklesir.

Progenitor hiicreler ileride boliinerek farklilasmis hiicrelere doniisebilirler. Tek
hiicreli canlilarda ve omurgasizlarda, ©rnegin Drosophila yumurtaliklarinda,

asimetrik boliinme 6rnekleri goriilmiistiir (56).

Kok hiicre + Kok hiicre mi, Progenitor hiicre + Progenitor hiicre mi olacagini sans
belirler; fakat uygun ortalama alinirsa, boliinmeler sonucunda esit sayida kok hiicre
ve progenitdr hiicre olustugu goriiliir. Buna ragmen bu ikinci tip boliinmelerin
sonucunda dokuda kok hiicre ve progenitdr hiicre sayilar1 esit degildir; buna
“popiilasyon asimetrisi” denir. Ortalama olarak esit sayida kok hiicre ve progenitor
hiicre olusurken, dokuda kok hiicre ve progenitor hiicre sayilarinin farkli olusunun
nedeni, doku gereksinimlerine gore kok hiicre ve progenitdr hiicre boliinme
hizlarinin degisebilmesidir. Genellikle dokularda progenitor hiicrelerin sayis1 kok
hiicrelerden ¢ok daha fazladir. Memelilerin kendini yenileyebilen dokularinin ¢ogu
ikinci tip boliinme yapar ve popiilasyon asimetrisi gosterir. Cok farkli olsalarda, bu
iki boliinmede de geri kontrol (feedback) ve hiicreler aras1 etkilesim mekanizmalari
s0z konusudur. Hiicre populasyonlarimin simetrik olmayis1 c¢esitli fizyolojik
gereksinimlere yanit1 kolaylastirir; bir yaralanmadan sonra kan ya da epidermis

hiicreleri gerektiginde, daha ¢abuk olusturulabilir (56,57).
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Sekil 2-9: Simetrik ve asimetrik boliinmeler.

Diisiik
Defektif 9 e
diizenleme J g

a, Epiteldeki hicrelerin bdélinmesiyle olusan vyeni hicrelerin her ikiside
morfolojik olarak kok hilcrelere benzerler(turuncu). Gri ¢izgi, membran
Gizgisidir. b, Epiteldeki hlicrelerin bélinmesiyle olusan yeni hicrelerin bir tanesi
kok hicre, digeri ise farklilasmis hiicredir (yesil). Kok hlcrelerin bu sekildeki
asimetrik bélinmeleri, geg fetal gelisim sirasinda ve eriskinlerde bazal epitel
tabakasinda ve beynin ventrikiler bélgesindeki bélinmelerin bu sekilde oldugu
disindlmektedir. ¢, Gelisim sirasinda, koék hicreler simetrik bdlinme
gerceklestirir. d, Saglikh eriskinlerde, bazal epitel tabakasinda ve beynin
subventrikliler bélgesindeki bdlinmelerde kdk hiicre sayisi ve farklilasmis hiicre
sayisi dengede kalir. e, Sadlkli eriskinlerde, hasar sonucu hiicre kaybi (X)
olugabilir. Simetrik bdlinmeyle kdk hicreler, asimetrik bdélinmeyle de
farklilasmis hicreler yeniden bu kayiplar yok edilir. f, Soldaki resimde simetrik
bolinmeyle olusan timor hicreleri gortilmekte. Sag resimde ise doku tamir
kapasitesi azalmis hiicre grubunda asimetrik bdlinme olacak kisimda hiicrelerin
yok oldugu gorilmekte.
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2.5. CD38

Hiicre yiizey antijeni CD38, farklilasma boyunca hematopoetik hiicrelerde
eksprese edilen iki fonksiyonlu bir enzimdir (58). 45 kDa molekiil agirliginda tek
polipeptit zincirinden olusan ¢ok fonksiyonlu tip II hiicre zar1 proteinidir (Sekil 2-
10). Molekiil, tripsin sindirimine direngli, Staphylococcus aureus ve proteazina
duyarhdir. Dort adet azota bagli oligosakkarit zincirine sahip olup, izoelektrik
noktasi 6,5 ile 6,9 arasinda degisir (59).

CD38’i kodlayan gen insanda dordiincii kromozomda konumlanmis (4p15)
olup (60), CD38 cDNA’s1 bir T hiicre soyundan klonlanmistir (61). Aminoasit
dizisinin incelenmesi sonucunda; kisa bir N-ucu sitoplazmik kuyrugu ve uzun bir
C-ucu motifi olan membran proteini oldugu anlagilmustir.

Insan CD38 geni tek kopya halinde bulunur. 62 kb’1n iizerinde bir bolgede
siralanmis sekiz ekson ve yedi introndan olusur. 5° ucundaki kodlayan bolgeyi
bolen intron ¢ok biiyiiktiir. Genin 5’ ucunun Oncesinde alisilagelen TATA ve
CAAT kutularmin yerine baslangi¢ kodonunun hemen dncesinde GC’den zengin
bir bolge, bircok transkripsiyon faktorii «, niikleer faktor IL-6 ve interferona
duyarli faktor-1 gibi immiinolojik transkripsiyon faktorleri icin olasi baglanma
bolgeleri bulunur (62).

CD38’in membrana bagli bi¢iminin yani sira sivida ¢oziinmiis bicimi
sCD38 da vardir. Coziinmiis molekiil, aktiflenmis T hiicre kiiltiirleri ve CD38"
tiimor hiicre soylarimin iist sivilarinda saptanabilir. sCD38, serum, amniyon s1visi
gibi normal ve myeloma hastalarin serum ve asit sivilari, kanserli hasta serumlar1

gibi patolojik s1vilarda da gosterilebilir (63).

2.5.1. insan CD38’inin Biyolojisi

Insan CD38’i olgunlasmamis hematopoetik hiicreler tarafindan ifade edilen,
T hiicreleri, B hiicreleri, dendritik hiicreler ve dogal katil hiicreler gibi aktive
edilmis lenfositler tarafindan yiiksek seviyede yeniden diizenlenmis bir tip II ylizey
antijenidir. Tam-uzunlukta bir insan CD38’inin kisa intraseliiler bir domaini ve
onemli derecede genis bir ekstraseliiller parca tarafindan takip edilen tek

transmembran heliks iceren 300 aminoasit kalintis1 vardir.
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Giiniimiizde CD38 olarak bilinen bu protein; B ve T lenfositlerinin
aktiflesme ve farklilagma belirteci olarak da kullanilmaktadir. Lenfoit ve miyeloit
hiicrelerin CD38 anlatimi bu hiicrelerin farkl tiplerinde farkhi dl¢iide gerceklesir
(64,65). Dogal oldiiriicii (“natural killer”) hiicrelerin ve monositlerin yaklagik
%80’1 CD38 pozitif bulunmustur. Kemik iliginde, CD38 onciil hiicrelerde anlatim
bulurken, kordon kanindaki mononiikleer hiicrelerin % 50-80’inin CD38 pozitif
oldugu bilinmektedir (Tablo 2-2) (69).

CD38 ayrica eritrosit (66), karaciger, pankreas (67), beyin (68) ve kas
hiicrelerinde (68) de saptanmistir. CD38’in anlatim buldugu hiicre ve dokular Tablo

2’de sunulmustur.
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CD38
Domainler COOH o Fonksiyonlar
=]
Agonistik mAB
baglanma tarafi
Hiicre digt Sinyal iletimi
257 aa o (Aktivasyon ve \
adhezyon)
o Katalitik taraf
Trans membran
LN SN L L L) St LAt |

COO0-

NH3

TIPI TP TiPHI

Sekil 2-10: CD38 Tip II membran proteini

Tip I > Tek bir membran gegcis bolgesine sahip olup; amino ucu membranin disinda, COOH ucu
sitoplazmik taraftadir.

Tip II - Tek bir membran gegcis bolgesine sahip olup; amino ucu hiicrenin sitoplazmik tarafinda,
COOH ucu hiicrenin disinda yer alir.

Tip III = Tek bir polipeptid zinciri iizerinde coklu membran gecis bolgesine sahiptir.
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Tablo 2-2: CD38’in anlatim buldugu hiicre ve dokular (68)

Mediiller timositler

Aktiflenmis T hiicreleri

Gelisim odaginda (germinel merkezde)bulunan B hiicreleri
Plazma hiicreleri

Monosit / makrofajlar

Dogal 6ldiiriicii hiicreler
Eritrositler

Trombositler

Ortak hematopoietik kok hiicreler
Barsak lamina propria lenfositleri
Iskelet ve kalp kas1 hiicreleri
Bobrek kivrintilr tiibiil hiicreleri
Sinir hiicreleri

Prostat epiteli

Bir¢ok tiimor hiicrelerinde

2.5.2. CD38’in islevsel Ozellikleri

Anti-CD38 monoklonal antikorlarmin agonistik dzellikleri kullanilarak elde
edilen sonuglara dayanarak CD38’in T lenfositlerinin aktiflesmesi ve
farklilasmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Interlokin-2 ve/veya yardimci
hiicreler varliginda CD38; T lenfositlerinde, timositlerde ve dogal oldiiriicii
hiicrelerde aktiflesme ve farklilagmayi tetiklemektedir (69). CD38 araciligiyla
olan aktiflesme, CD3 ve CD2 yolaklariyla da uyumludur. Lenfositlerde CD38
ligandinin baglanmasi, interlokin-1, timor nekrozlayici faktér-o (tumour necrosis
factor-a), graniilosit monosit koloni uyarici faktor, interferon-v, interferon -6 ve
interferon-12 gibi bir ¢ok sitokinin anlatimini arttirir (70).

CD38, B lenfositlerinin olusum siirecinde, kemik iligindeki mikro ¢evreyi
diizenleyen bir molekiildir (71). Fare B lenfositlerinde CD38 ligandinin
baglanmasi, protein tirozin kinaz etkinligini artirmakta ve aktiflesme ve sinyal
iletiminde rol alan proteinlerin tirozin iizerinden fosforillenmesini saglamaktadir
(72, 73). Agonist antikorlarin gelisim odaginda (germinal merkezde) bulunan B

hiicrelerini in vivo spontan apoptozdan korudugu gosterilmistir (74, 75). Bu tiir
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CD38 karsiti1 tek klon antikorlarinin baglanmasi sonrasi gelisim odaginda bulunan
B hiicrelerinin ¢ogunda g¢ekirdek par¢alanmasinin olmadigi, bcl-2 anlatiminin

arttig1 ve in vitro yasam siiresinin uzadig1 gozlenmistir (76,77,78).

2.5.3. Bir Ektoenzim olarak CD38

CD38, NAD Glikohidrolaz ADP ribozil siklaz ve ADP ribozil hidrolaz
etkinliklerine sahip bir ekto enzimdir. Siklik ADP riboz (cADPR) sentezini
saglayan Aplysia californica ADP-ribozil siklazin insan CD38’i ile aminoasit dizi
benzerligi saptandiktan sonra CD38’in enzimsel etkinligi iizerine bilgiler hizla
artmistir.

cADPR, NAD’nin gii¢lii Ca® salgilatict etkiye sahip metabolitidir.
Riyanodin duyarli kanali etkileyen ikinci haberci niteligindedir (Sekil 2-11) (79).
NAD’den cADPR sentenleyen ADP-ribozil siklaz hem memelilerin hem de
omurgasizlarin dokularinda yaygin olarak bulunmaktadir.

Insan, fare ve sigan CD38 proteinleri Aplysia californica (deniz salyangozu)
siklaz1 ile ayn1 enzimsel etkinlige sahip olmakla birlikte (80, 81) bu etkinlik bu
membran proteinlerinin hiicre digt boliimiinde bulunmaktadir (66). CD38
proteininin ekto-enzim niteligi hiicre digsinda olusan bir iiriiniin hiicre i¢cinde hangi
mekanizmayla etkisini gosterdigi sorusunu giindeme getirmistir. Bu konuya
aciklik getirmek i¢in hiicre disinda aciga ¢ikan cADP’ nin membranda iki CD38
molekiiliiniin aralarinda olusturdugu bir kanal iizerinden hiicre icine tagindigini;
heniiz tanimlanmamis bazi ligantlarin baglanmasiyla CD38’in kendisinin hiicre
icine alindigini; ya da bu ligantlarin CD38 baglanmasinin bir sinyal iletim

yolagin aktiflestirdigini ongdren modeller gelistirilmistir (82).

2.5.4. CD38’in Hastaliklarla iliskisi

Yapilan bir¢cok calisma yiiksek CD38 diizeyinin kotii prognoz belirtisi
olduguna isaret etmektedir. HIV-1 infeksiyonunda CD38 anlatimi artmaktadir
(68). Immunokimyasal ¢alismalar, Alzhemier hastaliginin patolojik bulgusu olan
ve sinir hiicresinin perikaryonu ve proksimal dendritlerinde saptanan norofibril

yumaklarinda CD38’ in varligim1 gostermistir (83).
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Miyeloma hiicrelerinde 6zgiin olarak CD38 anlatim1 gozlenir (21). Boylece
risin A’ ya baglanmis monoklonal antikorlarla myeloma hiicrelerini hedef almak
ve 6ldiirmek miimkiindiir (84, 85). In vivo yapilan ¢alismalarda bu yonde sonuglar
alinmistir (86).

Pankreas [ hiicrelerinde glukoz diizeyine yanit olarak insiilin
salgilanmasina yonelik Ca ** serbestlesmesinin cADP-riboz yoluyla olduguna dair
bir model Onerilmistir (87, 88, 89). Bu modeli destekleyici klinik bir bulgu olarak
tip II seker hastalarinin serumlarinda anti-CD38 otoantikorlar bulunmustur (95).
Kiiltir ortamma alinmig sican pankreast [ hiicrelerinde ortamda seker
hastalarindan alinan otoantikorlu serum varliginda gézlemlenen insiilin
salgilanmasindaki azalma, ortama CD38 konuldugu zaman ortadan kalkmaktadir
(90). Aksi goriislerin de bulunmasi bu konudaki caligmalarin devam etmesi

gerektigini diisiindiirmektedir (91).

2.5.5. cADPR’nin Biyokimyasi ve Metabolizmasi

Ikincil mesajc1 olan siklik-ADP-riboz intraseliiler deposundan kalsiyum
salinmmin arttirir (92,93). Siklik-ADPriboz, B—NAD+ tarafindan sentezlenir. ADP-
ribozil siklaz adi verilen enzimatik reaksiyonda cADPR, ADPR’ye doniistiiriiliir
(Sekil 2-12). Bircok hiicre tiplerinde, simdiye kadar, enzim(ler) fizyolojik ADP-
ribozil siklaz ve cADPR hidrolaz faaliyetlerinden sorumlu dogada bagka
bilinmeyen fakat kullanilan alanlar1 vardir. Bununla birlikte, ADP-ribozil siklaz
aktivitesi tek hiicreli organizmalardan farkli tiirlerin geneline kadar tiimiinde

bulunmustur.
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Sekil 2-11: Kalsiyum sinyal diizenlenmesi

Omurgasizlarda (deniz kestanesi yumurta, Aplysia) memeli hiicrelerinde,
bitki ve parazitlerde, tek hiicreli canlilarin ¢ogunda ADP-ribozil siklaz etkinliginin
goriilmesi, cADPR metabolizmasinmin evrim boyunca her yerde ikinci haberci
olarak korundugunu isaret etmektedir (94, 95). ADP-ribozil siklazlarin hem
membrana bagli hem de ¢oziiniir formlar1 bulunmustur. ADP-ribozil siklazin ilk
karakterizasyonu Aplysia californica ovotestisinden (96,97) yapilmistir. Bu
¢Oziiniir 30 kDa biiyiikliigiindeki enzim saflagtirilmis ve saf siklaz etkinliginin
oldugu belirlenmis fakat hidrolaz aktivitesinin olmadig1 goriilmiistiir. B-NAD"
(nikotinamid guanin diniikleotid) siklaz etkinliginin 6l¢limii icin substrat olarak
kullanilabilir. Bu substratin floresan 6zelligi bulunmaktadir ve reaksiyon sonunda

olusan cGDPR miktar1 bu 6zelliginden faydalanilarak olgiilebilmektedir.
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Sekil 2-12: B-NAD"’nin cADPR’ye ve ADPR’ye doniigiimii.

Bu floresan bilesik, ADP-ribosyl siklaz aktivite ¢aligmalar1 icin
biyokimyasal araglar olarak yararhidirlar (33). Aplysia gelen ADP-ribozil siklazin
kesfiyle insan lenfosit ylizey antijeni CD38’inde bu aktiviteye sahip oldugu
belirlenmis ve biiyiik dl¢iide aynt homolojiye sahip oldugu gosterilmistir (98).
Ancak, Aplysia siklazin aksine, CD38’in bir transmembran protein oldugu
arastirmalarda ortaya ¢ikmis ve hem ADP-ribozil siklaz hem de cADPR hidrolaz
aktivitelerine sahip oldugu belirlenmistir (99).

2.5.6. NAD" Glikohidrolaz Etkinligi

NAD" glikohidrolaz enzimi, ADP-riboz alicist olarak suyu kullanma
ozelliginden dolayr diger ADP-ribozil transferaz enzim sinifi temsilcilerinden
ayrilmaktadir (Sekil 2-13). Enzim, serbest ADPR’ye hidroliz siirecinde substrat
olarak NAD" yada cADP-ribozu kullanabilir. NAD" glikohidrolaz NAD™yi



NAD?*

31

hidrolizleyerek ADP-ribozu ve nikotinamidi aciga ¢ikarir. Enzimin NAD™ yi ADP-
riboz ve nikotinamide doniistiirme yetenegi NAD™ glikohidrolaz etkinligi olarak
tanimlanir.  NAD"  glikohidrolaz; bakterilerden memeliye kadar bircok

organizmada, bitkilerde yaygin olarak bulunan bir enzimdir (100).

NH,
N
N/
k\ \> (@] 0
N 1] ]
N WO—P—O-P—O 0
‘ 5 OH
NAD NS o © ;@N
o O o
0 Glikohidrolaz H H O O
. H H
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N H,0
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H,0 .
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H
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Sekil 2-13: ADP-riboz ve cADP-ribozun enzimatik sentezi

NAD" glikohidrolaz normalde partikiiler sekilde hiicrede, kismen de
cekirdekte bulunur. NAD* glikohidrolazin ¢ekirdekte bulunan etkinligi poli(tADP-
riboz) metabolizmasinda rol oynamaktadir (Sekil 2-14) (100,101).

Okaryotik NAD" glikohidrolaz enzimlerinin ¢ogu hiicre membramn dis
yiizeyinde yer alir. Membrana bagli NAD" glikohidrolaz, fosfatidilinositole 6zgii
fosfolipaz C(PI-PLC) ile islem gorerek membrandan ¢oziindiiriilmiistiir (102).

NAD" glikohidrolaz enzimi sican karacigeri mitokondri i¢ membranindan
saflagtirilmistir. Enzim etkinliginin, membran eldesi sirasinda matriks kesimiyle
birlikte i¢ membrandan ayrildigi tespit edilmistir. Hidroksiperoksit islemiyle
mitokondriden nikotinamidin agiga ¢ikmasimin  mitokondri igindeki NAD™

glikohidrolazin varligindan kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir. ATP ve nikotinamidin
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bu enzimin etkinligini durdurdugu bulunmustur. Enzimin SDS-PAGE analizi

sonrasinda molekiil agirlig1 yaklasik olarak 64 kDa olarak belirlenmistir (103).

NAD* glikohidrolaz kas, timus, karaciger dokularinin cekirdek ve
mikrozom kesimlerinde bulunmustur (97). Yapilan c¢aligmalarda NAD®
glikohidrolaz cesitli dokulardan drnegin eritrosit stromasindan, domuz beyninden,
sigir dalak hiicrelerinden ve fare Ehrlich asit hiicrelerinden (izoamil ekstraksiyonu
ile) ¢coziindiiriilmiistiir (84). NGD, CD38’in siklaz etkinligini gosterir. Uriin cGDPR
hidrolizine direnclidir. cADPR gibi hiicre i¢i depolardan Ca®* salimum aktive

etmez.
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Sekil 2-14: Okaryotik hiicrelerde NAD(P) biyosentezi ve NAD(P)sinyal yolag

2.6. interlokin-10

Interl6kin-10 insan immiin yanitinda bulunan en énemli antiinflamatuar sitokindir.
Kromozom 1 iizerinde bir genden kodlanir. Primer olarak T lenfositleri, monositler,
makrofajlar, B lenfositleri ve nétrofiller tarafindan sentezlenen ve supressif bir

sitokindir. IL -10 immun cevabin 6nemli bir regiilatoriidiir.

Interl6kin-10'un hematopoetik hiicre dizileri iizerine ¢oklu biyolojik etkileri
vardir. Insanlarda B lenfositleri icin biiyiime ve farklilastrma faktorii olarak fare
modellerinde T lenfositleri i¢in biiylime faktorii olarak etki gosterir. Cesitli

tiimorlerde IL-10 seviyesi artmis oldugu belirlenmistir. Yiiksek IL-10 seviyesi kotii
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prognozla iligkilendirilmistir ve hizli tiimdr biiylimesine neden oldugu

diistiniilmektedir (104).

2.7. Tiumor Nekroz Faktor-Alfa (TNF-a)

Tiimor nekroz faktor-a, 20-50 kDa agirliginda polipeptid yapida bir hormon olup
timor hiicrelerinde hemorajik nekroz yaptigi i¢in kendisine bu ad verilmistir.
Insanda o ve B olmak iizere iki tipi vardir. ik olarak serumda bazi tiimérlerin
tizerinde nekrotik etki gosteren ve kasektin diye adlandirilan TNF-o bulunmustur.
TNF-a’nin kasektik etkisi, lipoprotein lipaz aktivitesini arttirmasina bagli olarak
yag hiicrelerinin azalmasi ile iliskilidir. TNF-a, ¢ogunlukla aktive makrofajlar,
antijenle stimiile edilmis T hiicreleri, aktive Natural Killer (NK) ve mast
hiicrelerinden, daha az olarak da diger hiicrelerden salinir. TNF- B, primer olarak
aktif T lenfositleri tarafindan salinir ve lenfotoksin olarak bilinir. TNF-a ve 16

TNF-f hiicrede ayn1 reseptore baglanirlar (105, 106).

TNF’nin biyolojik etkilerinden bazilar1 sdyle siralanabilir:

* TNF-a, damar endotelinde bazi adezyon molekiillerinin [““Intracellular adhesion
molecule’” (ICAM)-1, ““vascular cell adhesion molecule’” (VCAM)-1, ‘‘endothelial
leukocyte adhesion molecule’” (ELAM)-1] ortaya cikmasina yol acar. Bu
molekiiller endotelin Once notrofiller, sonra da mononiikleer lokositler icin
yapigkan olmasii saglayarak 16kositlerin inflamasyon ylizeyine toplanmasina yol
acar,

* TNF-a, baglica notrofiller, daha az eozinofiller ve mononiikleer fagositler olmak
tizere lokositlerin mikroorganizmalar1 6ldiirmesini aktive eder,

e TNF-a, IL-1, IL-6, kemokinler ve TNF-o’'nin kendisini {iiretmek {iizere
mononiikleer fagositleri ve diger hiicre tiplerini uyarir.

e Sinif 1 ““major histocompatibilty complex’’ (MHC) molekiil anlatimin1 arttirarak
sitotoksik lenfositlerin viriisle enfekte olmus hiicreleri ortadan kaldirmasini

giiclendirir.
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2.8. Interlokin 6

Sitokinler bircok hiicre fonksiyonlarinin inhibisyonunu ve aktivasyonunu
diizenlerler. Interlokinlerin bir grubu olan IL-6, 184 aminoasit igeren 26 kDa
agirhiga sahip bir glikoproteindir. Hematopoesis ve inflamasyon olusumunda
immiin yanitin olugsmasinda onemli rolii bulunmaktadir. Serumdaki IL-6 seviyesi
inflamasyon sirasinda 100 kata kadar artabilir. Insanda IL-6, 7pl15-p21

kromozomunda lokalizedir (107).

IL-6 agirlikli olarak monositler ve makrofajlar; kiiciik bir yiizdeyle de
fibroblastlar, endotelyal hiicreler, T lenfositleri, B lenfositleri, kondrositler ve
amniyon sivisi tarafindan iiretilirler. Son yillarda IL-6’nin kanser i¢in prognostik
belirte¢ olmasina yonelik ¢aligmalar yogunlagsmistir. Serumdaki IL-6 seviyesi en
cok endometrial kanser, akciger kanseri, kolorektal kanser, renal hiicreli karsinom,

meme kanseri ve yumurtalik kanserinde yiikselmektedir.

2.9. Aldehid Dehidrogenaz (ALDH)

Kok hiicreler periferik kana 3-4 giinlik bir siire icerisinde mobilize
olmaktadirlar. Hematopoetik kok hiicrelerin periferik kana mobilizasyonunu
saptamada tercih edilen akim sitometri ile CD34 analiz yontemidir. Insan kok
hiicreleri genel olarak CD34 gibi yiizey belirteclerinin anlatimi ile karakterizedir.
Fakat hematopoetik kok hiicrelerin tiimiinde CD34 anlatim1 gériilmeyebilir. Bu
nedenle insan kok hiicrelerini tamamen fenotipik hiicre ylizey molekiillerine
dayanmadan etkin olarak saptayan metodlara ihtiya¢ vardir. Bu medtodlardan
retinoid metabolizmas1 ve HKH’lerin siklofosfamid gibi alkilleyici ajanlara
direncinde rol oynayan sitozolik ALDH’dir. Insan kordon kanindan izole edilen,
farklilasmis hiicrelere ait belirtecleri olmayan ve ALDH aktivitesi yiiksek olan
HKH’lerin ilkel hiicre belirtecleri CD34 ve CD133’l bol miktarda sentez ettikleri
gosterilmistir. Insan kordon kaninda CD34+ kok ve progenitor hiicre
kompartmanlarimm aywrmada ALDH aktivitesini ilk kullanan Storm ve
arkadaslaridir. Farkli fonksiyonlar1 olan insan hematopoetik kok ve progenitor
hiicrelerinin prospektif izolasyonunda floresan bir substratin (Aldefluor) ALDH
aracili metabolizmas1 ve daha sonra akim sitometri yonteminin uygulanmasidir

(111).
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Aldefluor, kendisi ALDH’ nin substrati olmayan bodipy-aminoasetaldehit
dietil asetal (BAAA-DA) seklindedir. BAAA-DA, dimetil siilfoksit (DMSO) i¢cinde
coziinir ve ALDH i¢in floresan bir substrat olan bodipy-aminoasetaldehite
(BAAA) doniistiiriilmek i¢in asite maruz birakilir. BAAA yiiksiizdiir ve intakt canli
hiicreleri plazma membranlarindan serbestge difiizyona ugrar. Intraseliiler ALDH,
BAAA’y1 serbest difiizyona izin vermeyen negatif yiikii nedeniyle hiicre i¢inde

biriken bodipyaminoasetata (BAA) doniistiiriir (Sekil 3-2) (112).
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BODIPY FL, SE

OCH.CH.
HNTY -2 (A aA.pA
OCH,CH,4 ( )

OCH,CH;

OCH,CHs

BODIPY aminoacetaldehyde diethyl acetal (BAAA-DA)

BODIPY aminoacetaldehyde (BAAA)

ALDH

BODIPY aminoacetate (BAA)

Sekil 2-15: BAAA-DA (Bodipy aminoasetaldehit dietilasetal)) BAAA (Bodipy

aminoasetaldehit) ve BAA (Bodipy aminoasetat)’nin yapisi
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Aldefluor kiti i¢cinde bulunan buffer BAA’nin hiicrelerden disar1 ¢ikmasini
engelleyen bir transport inhibitorii icerir. Sonug olarak, yiiksek miktarda ALDH
sentezleyen hiicrelerde BAA ve boylece floresans birikir. Bu floresans standart
akim sitometri ile dl¢iilebilmektedir.

BAAA’I1 hiicrelerin 10 kat daha fazla miktarda ALDH inhibit6rii dietil amino
benzaldehit (DEAB) ile inkiibasyonu ALDH"™ hiicrelerin floresans yogunlugunda
onemli azalmayla sonuclanir ve negatif kontrol olarak kullanilir. Mobilize periferik
kan hiicrelerindeki ALDH siklig1 % 3.14+4.8 olarak bildirilmistir. Kordon kaninda
ALDH" (Aldehit dehidrogenaz bright) hiicre sikligi ise yaklasik %1 olarak
bulunmustur. Cesitli calismalarda CD34 eksprese eden ALDH™ hiicrelerin siklig1
kordon kanmi ve mobilize periferik kan hiicreleri arasinda kiigiik farkla % 73-95
olarak bildirilmistir. CD34 anlatimi olan ALDH™ insan kemik iligi hiicrelerinin
siklig1 ise daha azdir (% 49-59). ALDH" kordon kani ve kemik iligi hiicrelerinin
biiyiik cogunlugu, ALDH’nin ilkel hematopoetik hiicrelerde anlatimi ile uyumlu
olarak, CD34'CD38"° fenotipindedir. CD34*CD38"° olan ALDH" hiicrelerin
mobilize periferik kandaki sikligi sadece % 0.75+1.2 olarak bildirilmistir. ALDH™
hiicrelerin biiyiik kismu1 ilkel hematopoetik hiicrelerin diger fenotipik 6zelliklerine
de sahiptir (6rnegin CD117 ve CD133).

ALDH"™ hiicrelerin % 63’iinde lineage antijenler azdir veya bulunmaz. Lin-
ALDH™ hiicrelerin ¢ogu CD34"tir. CD34 ALDH"™ hiicreler lineage antijen
anlatim1 ag¢isindan heterojendir.

Fallon ve ark (113) otolog mobilize periferik kan kok hiicre graftlariyla verilen
ALDH" hiicre saysi ile nétrofil ve trombosit diizelmesine kadar gecen siire
arasinda korelasyon oldugunu gostermislerdir. Bu sonuclar ALDH™ hiicre
sayimmn CD34" hiicre olgiimiine bir alternatif olabilecegini yani HKH’lerin
fenotip yerine fonksiyonel ozelliklere dayali olarak tanimlanip sayilabilecegini
gosterir (114).

Daha 6nce ALDH™ hiicrelerle yapilan tiim calismalarda ALDH™ kordon kani
ve mobilize periferik kanin CD34" ve CD38 hiicrelerden zengin oldugu
gosterilmistir (115,116,117). ALDH™CD34" hiicreler en ilkel hematopoetik
progenitorlerden zengindir. ALDH ve CD34 anlatim1 insan hematopoezinin
gelisimsel agamalarim1 ayirmada da kullanilabilir. En ilkel hematopoetik hiicreler

ALDH ve CD34 sentezler.
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Insan hiicrelerine toksik olmayan Aldefluor substrati; insan hiicrelerinin
cogalma fonksiyonunu degistirmez. Deoksiriboniikleik asit (DNA) arasina girmez.
Sonu¢ olarak ALDH aktivitesine bagli izolasyon DNA’ya baglanan boyalarla
secime kiyasla relatif olarak daha giivenli olarak goziikmektedir. Degisken hiicre
yiizey molekiilleri kullanmadan kok hiicreleri diger dokulardan ayirmada standart
bir yontem saglayabilir (118).

BAAA ile boyama yiiksek oranda tekrarlanabilen basit bir islemdir. BAAA’nin
emisyon spektrumu diger florokromlarla onemli olgiide cakismaz bdylece ¢ok
parametreli FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) analizi ile ilave
belirte¢lerin kullanilmasina izin verir.

BAAA’nmin  hiicrenin  canliligin1  gOsteren bir boya olmasi onu
kriyoprezervasyon uygulanan hiicrelerin ve canliligi bozulmus diger Orneklerin
boyanmasinda da yararli kilar. CD34’e dayali yontemler canli ve cansiz hiicreleri
ayiramaz (119). BAAA boyas1 hem lineage negatif CD34" hiicreleri hem de CD34
hiicreleri kapsar. ALDH" popiilasyonun bir alt grubu olan lineage negatif CD34
yiizey antijeninin hiicrelerdeki biyolojik 6nemi halen bilinmememektedir.

SSCloALDHbr hiicrelerin izolasyonu tiimor hiicreleriyle kontaminasyonun
temizlenmesinde yararl olabilir.

Son olarak, bir¢ok dokudaki kok hiicreler yiiksek miktarda ALDH eksprese
edebileceginden ALDH"™ hiicrelerin tanimlanmasi hematopoetik sistem disindaki
barsak, karaciger ya da deri gibi diger dokulardan kok hiicrelerin izole edilmesinde

yararl bir yontem olabilir (120, 121).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Eritropoetin (Stem cell)

Kok Hiicre faktorii (Stem cell)

BIT9500 Serum substitude (Stem cell)

Deksametazon (Stem cell)

Transforming growth factor beta (Stem cell)

Interlokin 6 (Stem cell)

Akrilamit (Sigma)

Bis-Akrilamit (Sigma)

Amonyum persiilfat (Sigma)

Brom fenol mavisi (Sigma)

2-merkapto etanol (MET) (Sigma)

Nitrobluetetrazolium (NBT) (Sigma)
Bromokloroindolfosfat (BCIP) (Sigma)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma)
Fetal Bovin Serum (Sigma)

Penisilin-streptomisin (Sigma)

Histopak (Sigma)

DMSO (Sigma)

Nicotinamide Guanine Dinucleotide (NGD) (Sigma)
Nikotinamit Adenin Diniikleotit (NAD") (Sigma)

BSA (Sigma)

Karbonik Anhidraz (Sigma)

Ovalbumin (Sigma)

HEPES, NaHCO3, L-Glutamin, Triton X-100, NaH,P04, Na,HPO;, KH,POy4,
K,HPO,4, KCI, EDTA, Tris ve biitiin diger biyokimyasal malzemeler Stem cell ve

Sigma firmasindan saglanmistir.
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3.1.2. Kitler

CD34" selection kit (Stem cell)

ALDECOUNT RUO Assay Kit + Buffer (Stem cell)
Rosettesep B cell isolation kit (Stem cell)

Rosettesep T cell isolation kit (Stem cell)
MegaCult™-C Staining Kit — Erythroid (Stem cell)
Human TNF-Alpha High sensitive ELISA Quantikine
Human IL-10 High sensitive ELISA Quantikine
Human IL-6 High sensitive ELISA Quantikine

3.1.3. Antikorlar
CD34-APC (Santa-Cruz)
CD38-PE (Santa-Cruz)
CD38-FITC (Santa-Cruz)
DEAB (Stem cell)
BAA-FITC (Stem cell)

3.1.4. Radyoaktif Maddeler

[ Karbonil -'*C] nikotinamit adenin diniikleotit: 35 mCi/mmol (Amersham)

3.1.5. Kromatografik Maddeler
Sephadex G-100 (Sigma)

3.1.6. Deney Hayvanlari
Ortalama agirliklar1 25-30 gram arasinda degisen (ortalama 27 gram), 7-8 haftalik,

108 tane erkek Balb/c cinsi fare



3.1.7. Hasta ve Saghkl Insan Serumlar

41

Deneylerde kullanilan CEA degeri yiiksek hasta serumlari, Istanbul Tip Fakiiltesi

Cerrahi Anabilim Dalindan temin edildi. Normal kontrol serumlari ise, Istanbul Tip

Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali Arastirma Gorevlilerinden sagland.

3.2. Calismada Kullamilan Eriyikler

3.2.1. PAGE (Poliakrilamid Gel elektroforezi) icin Kullanilan Eriyikler

PAGE Alt Geli: (%12)

1,5 M Tris HCI pH=8.8
Akrilamit/bisakrilamit (30:0,8)
% 10 SDS

%10 Amonyumpersiilfat
6,56 M TEMED
bd H,O

PAGE Ust Geli:(%5)

1 M Tris HCI pH=6.8
Akrilamit/bisakrilamit (30:0,8)
% 10 Sodyumdodesilsiilfat

%10 Amonyumpersiilfat
6,56 M TEMED
bd H,O

PAGE Tamponu:

Tris bazi 3¢g
Glisin 15 ¢

2 ml
3,22 ml
0,075 ml

30 ul

15 ul
2,72 ml

0,625 ml
0,42 ml
0,025 ml
10 pl
Sul

1,46 ml

SDS lg bd H;O ile 1000 mI’ye tamamlanir.



PAGE Yiikleme Tamponu (2x):

1 M Tris HCI pH:6,8 1 ml
Gliserin 1,6 ml
% 10 Sodyumdodesilsiilfat 2 ml
MET 0,4 ml
% 0,1 Bromfenol mavisi 0,2 ml

bd H,O ile 8 ml’ye tamamlanur.

SDS-PAGE’de kullanilan Molekiil Agirhik Standartlar:

Sigir serum Albumini 66 kDa
Yumurta Albumini 45 kDa
Karbonik Anhidraz 29 kDa

“Coomassie” Parlak mavisi ile Bovama

Gel Boyama Eriyigi

% 0,2 ““ Coomassie “ parlak mavisi
% 50 Metanol
% 10 Asetik asit

Gelden Boya Cikarma Eriyigi
% 25 1zopropil alkol

% 10 Asetik asit

3.2.2. Western (Bagisik) Emdirimi Icin Kullanilan Eriyikler

TBST (Tris Tamponlu Tuz ) Eriyigi

10 mM  Tris HCI pH= 8.0
150 mM  NaCl
% 0,05 Tween 20

BSA (S1g1r Serum Albumini) Erivigi
TBST icinde % 0,05 BSA eritilerek hazirlanir.
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Aktarim (Transfer) Tamponu

174 ¢ Tris
87 g Glisin
3 g SDS

600 ml Metanol
bd H,O ile 3000 ml’ ye tamamlanur.

Alkalen fosfataz Substrat Tamponu
100 mM  NaCl
100 mM  Tris HCl pH=9.5

5 mM MgCl,

Durdurma Eriyvigi:
20 mM  Tris HCI pH= 8.0
5 mM EDTA

3.2.3. NAD" Glikohidrolaz Etkinligini Belirlemek icin Kullanlan Eriyikler
AG 1X4 Tamponu

20 mM Hepes

% 0,1 Triton X-100 pH="7.2

AG 1X4 Eliisyon Tamponu
0,5 M NaCl

Savim Eriviginin Hazirlanmasi (Bray sivisi)

4¢ PPO

02¢g POPOP

50g Naftalin

100 ml Metanol

20 ml Etilen Glikol

1,4-Dioksan ile 1000 ml’ ye tamamlanur.
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3.2.4. ELiSA icin Kullanilan Eriyikler

380 pg/ml’'lik standarttan 50 pl alimip 550 pl standart seyreltme tamponuna konur.
32 pg/ml TNF-a standart1 hazirlanir. 300 pl seyreltme tamponu iizerine hazirlanan
300 pul 32 pg/ml TNF-a standartindan eklenerek 16 pg/ml standart hazirlanir.
Ardindan 8 pg/ml- 4 pg/ml- 2 pg/ml- 1 pg/ml- 0,5 pg/mI’'lik diger standart ¢ozeltiler

hazirlanir.

3.2.5. Hiicre Lizis Eriyigi

PBS (Tuz Iceren Yikama Eriyigi)

1,44 g/l Na,HPO, 2H,0
0,2 g/l KH,PO, 2H,0
8 g/l NaCl

0,2 g/l KCl

800 ml bd su ile ¢oziilerek pH HCl ile 7.4 olacak sekilde ayarlanarak son hacim 1

It’ye tamamlanir.

Ghost Tamponlari
NaCl Tamponu

9 gr NaCl 1000 m!’ye bdH,O ile tamamlanir.

Na-fosfat tamponu
0,5 M Na,HPO,4 ve 0,5 M NaH,P0, hazirlanir. Baz {izerine asiditesi yiiksek olanin

eklenmesi suretiyle pH degeri 7,4 olana kadar eklenmeye devam edilir.

3.2.6. Kok Hiicre Saflastirllmasi icin Kullamlan Medyum Ortamlan
Faz 1 Medyumu

% 20 BIT 9500,

100 U/ml penisilin-streptomisin,

%15 FBS,

Epo 1 ul /ml,

SCF (100 ng/ml),

IL-3 (10 ng/ml),

IL-6 (10 ng/ml)

2 mM L-glutamin ile zenginlestirilmis medyum IMDM.
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Faz 2 Medyumu

% 20 BIT,

10 M B-merkapto etanol (B-ME),

10 ° M dexametazon

1 U/ml rh(rekombinant) insan Epo

5 ng/ml TGF- B1 (transforming growth factor)

2 mM L-glutamin ile zenginlestirilmis medyum IMDM.

3.2.7. Kullamilan Aletler

Floresan spektrofotometre (Perkin Elmer 1.S45)
UV-1601, UV-Visible Spektrofotometre (Shimadzu)
FACS Aria II (Becton Dickinson (USA))

Terazi (Metler P1210)

Terazi (Scaltec SBC 31)

PH Metre (Biorad)

Gel kurutucu sistem (543 Biometre)

Sivi Sintilasyon Cihazi (Tri.Carb 1000 Tr, Packard)
Calkalamal1 su banyosu (Elektromag GFL-1083)
Sivi azot tanki (34x T Taylor-Whartan)

Santrifiij (Sogutmali) Universal 30 RF (Hettich Zentifuge, Tuttlingen-Almanya)
Derin Dorundurucu (Beko)

Protein elektroforezi Sistemi (Bio-Rad)

Immun Blot Sistemi (Bio-Rad)

Kamera (Sanyo)

ELISA Okuyucusu (Titertek Uniskan)
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3.3. YONTEMLER
3.3.1. Hiicre Kiiltiirii ve Cogaltilmasi

Calismada kullanilan Ehrlich asit tiimor hiicreleri %10 FBS ve antibiyotik
(100 pg/ml) streptomisin ve 100 U/ml penisilin) iceren DMEM F-12 i¢inde
37°C’de ve % 5 COy’lik kiiltir ortaminda yetistirildi. Kiiltiir siseleri ters
mikroskopla 3-4 giinde bir kontrol edildi. Belli bir yogunluga ulastiktan sonra
stispansiyon halindeki hiicreler 15 mlI’lik steril tiipe aktarild1 ve 2000 devir/dakika 5
dakika santrifiijlendi. 1-2 x10° hiicre olacak sekilde hiicreler yeniden flaska ekildi.

3.3.2. Hiicrelerin Sayilmasi ve Canlilik Tayini

0,1 mm’ hacimde sayim yapilma esasma gore, Thoma laminin bir ¢ukur
kismina konulan 6rnek iizerine lamel konulduktan sonra (0,1 mm yiiksekliginde
swv1 ile) sayim yapildi. Lamda 16 biiyiik kare, her karede 25 kiigiik kare olmak
tizere toplam 400 kiiglik kare vardi. Eritrositler, lenfositler ve Ehrlich asit hiicreleri

bu sayma methodu ile sayildi.

ml’deki hiicre sayisi= 16x10* x hiicre sayisi x seyreltme faktorii
formiiliinden hesaplandi.
10* = 0,1 mm® hacimdeki sayim sonucunu 1 ml’deki sayiya doniistiirmek icin sabit

olarak kullanildu.

Toplam hiicre sayis1 = ml’deki hiicre sayisi x toplam hacim

formiiliinden hesaplandi.

Santrifiij sonrasi, siispansiyon halindeki hiicreler ile % 4’liik tripan mavisi
cozeltisi 1:1 oranda karistirldi. 5 dakika bekleme sonrast Thoma lamina alinarak
sayildi. Canli hiicrelerin membran biitiinliikleri ve geg¢irgenlikleri bozulmadigr icin
boyay:1 hiicre icine almazlar. Bu 6zellife dayanarak boyanmis ve boyanmamis

hiicre oram ile canlilik (%) olaraka hesaplandi.
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3.3.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler 2000 devir/dakika 5 dakika santrifiij edilerek eski medyum
uzaklastirildi. Her tiipteki hiicre sayisi 2x10° olacak sekilde ayarlandi. Hiicreler 1:9
oraninda DMSO:FBS varliginda yiiksek derecede soguga duyarli kriyotiiplere
alind1. 24 saat -80°C’de bekletildi. Siirenin sonunda -196’C’lik siv1 azot tankina

alind1. Bu sayede hiicre kiiltiir koleksiyonunun devamlilig1 saglandi.

Ehrlich asit tiimér hiicreleri -80°C’de 6 ay canliligim1 koruyabilmekteler. Bu
sebeple bir miktar EAT hiicresi santrifiij sonrasi asit sivisindan arindirilarak

kriyotiip icerisinde -80°C’de dondurularak saklanmustir.

3.4. Hiicrelerin manyetik esash sistemler ile ayrilmasi

Hiicrelerin manyetik esasli sistemler ile ayrilmasinda/saflastirilmasinda
manyetik sorbentlerin ¢cogu polistren esasli, mikron ve nano boyutludur. Cok basit
ve ucuz laboratuar boyutlu sistemlerden ¢ok daha karmasik ancak kullanimi zor ve
pahali sistemler ticari olarak temin etmek miimkiindiir (108).

Genellikle kesikli ve akigh sistemler kullanilmaktadir. Kesikli sistemlerin
laboratuar caligmalar1 icin uygun oldugu, teknolojik boyutlarda yiiksek kapasiteler
ile tiretim s6z konusu oldugunda akish sistemlerin tercih edildigi goriilmektedir.

Manyetik yiiklii sorbentlerin hiicre ayirmasinda kullanimi 6zellikle son 10-
15 yilda yogun bir sekilde uygulanmaya baslamistir. Bunun en énemli nedeni bu
manyetik partikiillerin uygulanmasinin kolay/hizli olmasi, ve kan, doku
homojenatlari, kiiltiir ortamlari, vb. gibi hiicre, mikroorganizma ve diger biyolojik
molekiillerin bulundugu ortamlardan dogrudan ayrilmay: saglamasidir (109,110)

Manyetotaktik bakteriler ve eritrositlerde oldugu gibi manyetik partikiiller,
(6rnegin  magnetit, Fe;O4) dogrudan bakteri ve hiicre ile etkilestirilip
ayrilabilmektedir. Ancak, sunulan arastirmada da oldugu gibi, bir¢ok Ornekte
uygulanan yontemde esas olarak manyetik yiiklii yiizeylerinde hiicreleri (hiicrelerin
yiizeylerindeki reseptorleri) Ozgiin olarak tanima yetenegine sahip genellikle
monoklonal antikor iceren polimerik partikiiller kullanilmaktadir. Bu partikiiller
ayrilacak hiicrelerin bulundugu ortamla inkiibe edilmekte ve olusan kompleksler

genellikle manyetik alan yaratilabilen bir akigkan yataktan gecirilerek tutulmakta,
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cesitli kereler yikama yapildiktan sonra, degisik teknikler kullanilarak hiicreler

manyetik partikiillerden ayrilmaktadir.

Manyetik Ayirim Sistemlerinin Temeli

Genel olarak hiicre ayiriminda kullanilan manyetik ayirma sistemleri iki
tiptedir. Birinci tipte hiicreler i¢sel manyetik hareketler gosterdikleri i¢in ayirimda
herhangi bir miidahaleye gereksinim duyulmamaktadir. Dogada bu 6zellikte sadece
iki hiicre tipi bulunmaktadir. Bunlar yiiksek konsantrasyonda paramanyetik
hemoglobin iceren eritrositler (kirmizi kan hiicreleri) ve iclerinde kii¢iik manyetik
partikiiller bulunduran manyetotaktik bakterilerdir. ikinci tip ayirma sistemlerinde
bir ya da daha fazla manyetik olmayan bilesen iceren karisim manyetik etiketler ile
isaretlenir. Boylece isaretlenen bilesenin ortam arasinda manyetik fark yaratilarak
ayrilmast saglanir. Manyetik etiketlemede dogada cok cesitli bulunan afinite
ligandlar1 hiicre yiizeyinde bulunan hedef molekiiller ile etkilesir. Genel olarak
hiicre ylizeyindeki antijen bolgelerine 6zgiin antikorlar kullanilmaktadir. Manyetik
ayrmm  prosesi ise cesitli formlarda tasarlanmis manyetik ayiricilar ile
gerceklestirilmektedir. Hiicrelerin bu ayirict sistemlerde bulunduklar1 ortamlardan
saflastirilmasi 3 temel adimda uygulanmaktadir.

1) Istenen hiicreyi iceren 6rnek siispansiyonu manyetik etiketler ile karigtirilir. Bu
asamada manyetik etiketler ile hedef hiicreler arasinda etkilesim ve baglanma
icin 10-60 dakika arasinda bir inkiibasyon zamani beklenir. Daha sonra
manyetik kompleksi igeren ortam manyetik ayirict kullanilarak ortamdan ayrilir
ve iists1vi 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) Secilen uygulamanin amacina uygun olarak manyetik etiketin hedef hiicre
saflagtirllmas1 ~ gergeklestikten sonra hedef hiicreden ayrimasi da

gerceklestirilebilmektedir.
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Sekil 3-1: Manyetik isaretli iceren hiicrelerin manyetik ayiricidaki ayirimi.

3.5. Kok Hiicre Tammlama ve izolasyonu

3.5.1. Akim Sitometrisi

Akim sitometri, siispansiyon haline getirilmis bir cok hiicrenin yiizey veya
intraseliiler yerlesimli, ¢ok sayidaki antijenik yapilarinin, florokrom isaretli
monoklonal antikorlar kullanarak ¢ok yiiksek hizda tek tek sayilarak, biyofiziksel
ve biyokimyasal yonleri ile degerlendirilmesi, ayristirilmasi ve ¢ok parametreli
sekilde incelenmesine dayanan bir tekniktir (122). Akim sitometri bir¢ok sistemin
bir araya gelmesi sonucu olusmustur. Bunlar,
Optik sistem (151k enerjisinin olugsmasi ve sonrasinda da toplanmast;
Elektronik sistem (optik sinyallerin veri aktarimmi saglamak {iizere dijital
sinyallere ¢evrimi);
Ornek toplayici ve tasiyicl sistemler araciligi ile siispanse haldeki hiicreler 151k
kaynagindan (lazer) tek tek gecerken optik ve elektrik sinyal dedektorlerinden elde
edilen bilgiler bilgisayarda toplanir. Tiim verilerin saklanmasi, sunumu ve analizi
burada yapilir. Yazilim programlari akim sitometrik verilerin goriintiilenmesi ve
analiz edilmesinde bir¢ok secenekler sunmaktadair. Histogram, nokta alan (dot
plot), konturlama gibi. Her bir popiilasyonu birbirinden ayirmak icin kapilama
sistemi kullanilir. Kisaca akim sitometrisi ile bir siispansiyon halindeki hiicre ya da
partikiiller, lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden gecirilir; hiicrelerin
15181n Oniinden gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Boylece hiicre
ya da partikiiliin immunfenotipi, DNA icerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran

potansiyeli, canlilig1 gibi ¢esitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir (123).
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3.5.2. Akim Sitometrinin Calisma Prensibi

Her bir hiicre veya partikiil lazer demetinin i¢inden gecerken saptirilan lazer
15181 ve hiicreler tarafindan yaymlanan floresan 15181 bir araya getirilip, optik
filtreler ve aynalar tarafindan farkli dalga boylarina gore ayrilarak, analog
sinyallere doniistiiriiliirler. Bu sinyaller dijitallestirilerek, histogramlar olarak
ekrana aktarilir. Histogram, Olciilen parametrelerin frekans dagilimlarinin gorsel
sunumudur (Sekil 3-3) (123).

Olciim sirasinda hiicreler canli veya sabit olmalidir, ayrica sivi icinde
hiicreler tek tek askida olmalidir. Hiicreleri igeren siispansiyon siirekli bir akisla
lazer 151m i¢inden gecmelidir. Her bir hiicre lazer 1s1gimin bir kismimi saptirir ve
ayni zamanda lazer tarafindan uyarildiklarindan yani ekstra enerji yliklenmis
oldugundan, fluorosen 15181 yayarlar (124).

Sitometri her bir hiicre i¢cin ayn1 anda bir¢ok parametre dlger:

-Hiicre ¢api ile yaklagik orantili olarak diisiik agida ileri sacilma yogunlugu
-Hiicre igindeki graniil yap1 sayis1 ile yaklasik orantili olarak ortogonal (90°)
sacilma yogunlugu

-Bir¢ok dalga boyundaki fluoresan yogunlugu

1. Forward scatter chanel (FSC) Detektor (ileri sagilim kanal detektorii): Isin 6ne
dogru yayildiginda tipik olarak lazer 15181 ile ayni yonde 20° etrafa yayilan iginlar
"forward scatter chanel (FSC)" denilen bir lens yardimiyla toplanirlar. FSC detektor
hiicrenin boyutu hakkinda bilgi verir.

2. Side Scatter Channel (SSC) Detektor (Yana sacilim kanal detektorii): Eksitasyon
cizgisine yaklasik 90° aciyla yayilan 1s18m olciilmesi ise "side scatter" olarak
adlandirilir. SSC partikiillerin graniiler icerikleri, i¢yapis1 hakkinda bilgi verir.

3. Floresan Filtreler ve detektorler: Antikorlar araciligr ile antijeni gostermek igin
kullanilan renk maddelerine florokrom maddeler (floresan antikor) denir. "Akim"
sitometride florokrom boya yani florokrom maddelerin kullanilmasinin amaci;
direkt olarak hedefimizin tespiti ile biyolojik ve biyokimyasal 06zelliklerinin
kolayca saptanmasidir. Degisik dalga boylarindaki floresan Slciimler, florokromla
isaretlenmis hiicre yiizey reseptorleri veya sitokin ve DNA gibi intraseliiler

molekiiller hakkinda bilgi verir.



51

Tarihte ilk "akim" sitometri cihazi Wallace H. Coulter tarafindan “High
speed automatic blood cell counter and cell size analyzer” basligiyla 1956 yilinda
yaymlanmistir. Elektrostatik FACS hiicre ayrismast "akim" sitometrik analizde
oOlciilen Ozelliklerine gore hiicrelerin ayrilmasi islemine floresanla aktive edilmis
hiicre ayrigmasi (fluorescence activated cell sorting, FACS) denir. Bu 6zellik her
"akim" sitometri modelinde bulunmamakta daha ¢ok arastirma laboratuvarlarinda
kullanilmaktadir. Bu cihazlar, kan gibi karigik bir hiicre toplulugunun iceren
siispansiyonlarda istedigimiz Ozellige sahip hiicre alt gruplarinin farkli tiiplere

ayrilabilmesini saglar. Ayni anda 4 farkli hiicre popiilasyonu ayristirilabilir.

3.5.3. Akim Sitometrisi Kullanim Alanlari

Lenfosit alt gruplar1 ( T lenfosit, B lenfosit, NK alt-gruplar1, immiin yetmezlikler,
AIDS)

Losemi ve lenfoma immunfenotiplemesi ( ALL, AML, KLL, Blast )
Trombosit calismalar1 ( Aktivasyon, Otoantikor )

Eritrosit ve Retikiilosit ¢calismalar1 ( Otoantikor, Sayim )

Stem hiicre caligmalari

Apoptozis ¢alismalari

DNA miktar ve ploidi analizleri

RNA caligmalari

Tiimorlerde ilag direnci ¢alismalar1

Intrasitoplazmik sitokin tayini

Organ Transplantasyonunda lenfositotoksisite testi (Crossmatch)
Enzim kinetik ¢aligmalar1

Hiicre fonksiyon calismalari

Intraselliiler iyonize Ca tayini

Intraselliiler pH tayini

Hiicre membran potansiyel ¢alismalari

Intraselliiler protein ¢alismalar1

Dogal Oldiiriicii (Natural Killer) Hiicre ¢aligmalari

Anne kaninda Fetal hiicre caligmalar1

Kromozom analizi

Sperm ve fertilite calismalar1
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Mikrobiyolojik caligmalar
Parazitolojik ¢aligsmalar

Hiicre Saflastirma caligmalar1 bunlar arasinda sayilabilir.

3.5.4. Akim Sitometrinin Avantajlari
Hiz: Teknik hizlidir ve saniyede binlerce bireysel hiicre test edecek kadar
potansiyeli vardir.

Duyarhhk: Hiicrelerin fluoroseni manuel epifluorosen mikroskobu ile
Olciilebilecek kadar parlak degildir. Akim sitometri ile bu hiicreler belirlenip,
Olciilebilir.

Dogruluk: Tek tip mikro kiireciklerin 1s1k sacilimi ve floresan Olciimleri icin
varyasyon sabiti (CV=standart sapma/ortalama); %1 gibi cok kiiciik degerde olur.

Gruplama: Akim sitometrinin en giiclii ve kendisine 6zgii avantaji, herhangi bir
optik karakteristie veya bunlarin kombinasyonlarina bagli olarak hiicrelerin
fiziksel olarak birbirlerinden ayirabilmesidir. Boylece daha ileri analizler

yapabilmek i¢in, spesifik hiicrelerin saf orneklerini elde etmek miimkiin olur.

Boya 2 yogunluk
1000 —
Tek L .
100 — s Iki —Olum
pozitif pozitif
10 4---—--——"-"—-""=-"=-"-"-"Y--—"-"-"-"-"-—$-----
1
H ! v
Iki Negatif :
1 - ! Tek
/ \ : pozitif
. .
Olam Cift negatiflik : Boya 1 yogunluk
0.1 T 1I T T
0.1 1 10 100 1000

Sekil 3-2: Akim sitometride analiz
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3.5.5. Akim Sitometrisi ile incelenilebilen Ornekler

Tam Kan

Kemik iligi

Cesitli Viicut Sivilar1

Mekanik Olarak Parcalanip Filtre Edilmis Doku Ornekleri, akim sitometrik olarak

incelenebilecek materyallerdir (125).

3.5.6. Akim Sitometrisinde Sik Kullanilan Floresan Boyalar

Fluorescein Isothiocyanate ( FITC )

Phycoerythrin ( PE )

Allophycocyanin ( APC)

Peridinin-Chlorophyll Protein ( PerCP )

Birlesik Boyalar:

PE-Texas Red (ECD )

Phycoerythrincyanin-5 ( PE-CyS / PC5)

Phycoerythrincyanin-5 ( PE-Cy7 / PC7)

gibi boyalar kullanilabilir. Bunlar: 488nm ile 633 nm arasinda uyarilabilen
boyalardir. Renk skalasinda: FITC boya yesil renkte, PE boya; turuncu renkte, PC5
boya ise kirmizi renkte goriiliir. Kullanilacak olan floresan boya, hiicre yiizeyinde
var olan antijenlerin miktarina gore belirlenir. Hiicre yiizeyindeki antijen sayis1 az

ise PE veya PC5 boya, ¢ok ise FITC boyalar kullanilmaktadir (126).

3.5.7. Kordon Kamindan CD34* Hiicre izolasyonu

2 ml’lik kordon kani 1:1 oranda kordon kan1 PBS ile seyreltildi. 15 ml’lik
tipe 5 ml ficoll eklendi ve iizerine seyreltilmis olan kordon kam yavasca
tabakalandirildi. 3000 rpm’de 20’ santrifiij yapildi. Bulutsu ara faz (Buffy coat)
polistrenli tiipe alindi ve 1 ml medyum (%2 FBS+ 1ImM EDTA iceren PBS)
eklendi. 100 pl kokteyl eklendi; pipetaj yapildi ve oda sicakliginda 15 dakika
bekletildi. Ardindan magnetik nanopartikiil iceren karistmdan 50 pl eklendi; 4-5
kez c¢ekip biraktiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Toplam
hacmin medyumla 2500 ml olmas1 sagland1 ve magnet icerisine alinan tiip 5 dakika

burada bekletildi. Magnetten ¢ikarmadan tiip icerigi 2-3 sn beklenerek bosaltild.
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Tiip magnetten cikartild1 ve tekrar PBS’ten 2,5 ml eklenerek 4 kez daha yikandi.
Tiip icerigi (CD34" hiicreler) saflastiriimis oldu.

3.5.8. FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) ile Hiicre izolasyonu

L.U. ITF Kadin Dogum Anabilim Dali tarafindan KEDTA’li tiiplere alinan
10 ml kordon kam 1:1 oranda PBS ile seyreltildi. Seyreltilen kan iizerine 1/5
oraninda (4 ml) hetastarch eklendi ve 1 saat oda sicaklifinda inkiibe edildi.
Eritrositlerin ¢oktiigii gozlendi. Ust s1v1 toplandi (15 ml) ve 1:1 oranda PBS ile (15
ml) seyreltildi. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Pelet tizerine 10x parcalama
tamponu eklendi ve 15 dakika inkiibe edildi. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
yapilip; pelet kism1 alindi. Belirteg tiipiine (reagent tube) 50 ml aktivator eklendi
ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Tiipe 1,5 ml nétralizasyon tamponu
eklendi. Ayn1 anda kontrol tiipiine 5 ul DEAB eklendi. 500 ml hacimde bulunan
hiicre 6rnegi (kordon kanindan elde edilen) belirte¢ tiipiine aktarildi. 2 ml olan
tiipten 500 ml kontrol tiipiine aktarildi. 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Belirteg
tiipiinden 1 ml 6rnek ayr1 bir flow tiipiine alindi. 5 pul CD34 APC ve 5 ul CD38 PE
eklendi. DEAB kontrol tiipiinden 250 pl 6rnek ayr1 bir flow tiipiine alindi. 5 pl
CD34 APC ve 5 ul CD38 PE eklendi. Tiim tiipler 37°C’de 20 dakika karanlikta
inkiibe edildi. 2000 rpm’de Sdakika santrifiij yapilarak tstsivist alindi. 0,5 ml
Olciim tamponu eklenerek Becton Dickinson (USA) firmasinin BD FACS Aria 11
cihazina gecildi. Cihaz agildiktan sonra lazer sisteminin 1sinip, bilgisayar-cihaz
baglantisinin aktif hale gelmesinden sonra isletim sistemi agilarak start verildi.

Acilis isleminden sonra cihazin giinliik kalibrasyon ayar1 olan CST
(Cytometer Setup&Tracking Beads) ayar1 yapildi. CST ayarinda bunun icin 6zel
hazirlanmig CST boncuklar1 kullanildi. CST’den sonra hiicre ayirimi i¢in Accudrop
Delay ayar1 yapildi. Bunun icin yine 6zel olarak hazirlanmig boncuklar1 (Accudrop
Beads) kullanildi. Bu iglemin amact ayirim ic¢in kapiladigimiz hiicrelerin en iyi
saflikta ayrilmasini saglamak oldu.

Veriler (Becton Dickinson) FACS Diva Software 6.1.2 program
kullanilarak elde edildi.
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3.5.9. Kordon Kamindan CD34" Hiicre Seciminden Sonra FACS ile Hiicre

Saflastirma

2 ml’'lik kordon kam 1:1 oranda PBS ile seyreltildi. 15 ml’'lik tiipe 5 ml
ficoll eklendi ve lizerine seyreltilmis olan kordon kani yavasca tabakalandirildi.
3000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapilarak bulutsu ara faz (Buffy coat) polistrenli
tipe alindi ve 1 ml medyum (%2 FBS+ 1mM EDTA iceren PBS) eklendi. Oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi. 100 pl kokteyl eklenerek pipetaj yapildi ve 5
dakika oda sicakliginda beklendi. Magnetik nanopartikiil iceren karigimdan 50 pl
eklendi; 4-5 kez cekip biraktiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Toplam hacmin medyumla 2500 pl’ye tamamlandi. Magnet icerisine alinan tiip 5
dakika burada bekletildi. Magnetten c¢ikarmadan tiip icerigi 2-3 sn beklenerek
bosaltild1 (Sekil 3-4). Tiip magnetten ¢ikartilarak tekrar PBS’ten 2,5 ml eklenerek 4
kez daha yikandi. Kok hiicre belirteci olan ALDH isaretlemesi i¢in belirteg tiipiine
(reagent tube) 50 pl aktivator eklendi ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Tiipe 1,5 ml nétralizasyon tamponu eklendi. Aynm1 anda kontrol tiiptine 5 ul DEAB
eklendi. 500 ml hacimde bulunan hiicre 6rnegi (kordon kanindan elde edilen)
belirteg tiipiine aktarildi. 2 ml olan tiipten 500 pl kontrol tiipiine aktarilda. 37°C’de
30 dakika inkiibe edildi. Belirteg tiipiinden 1 ml 6rnek ayr1 bir flow tiipiine alindi. 5
ul CD34 APC ve 5 ul CD38 PE eklendi. DEAB kontrol tiipiinden 250 pl 6rnek ayri
bir flow tiipiine alindi. 5 pul CD34 APC ve 5 pl CD38 PE eklendi. Tiim tiipler
37°C’de 20 dakika inkiibe edildi. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak iistsivisi
atildi. 0,5 ml 6l¢iim tamponu eklenerek Becton Dickinson (USA) firmasinin BD
FACS Aria II cihazina gecildi. Cihaz agildiktan sonra lazer sisteminin isinip,
bilgisayar-cihaz baglantisinin aktif hale gelmesinden sonra isletim sistemi agilarak
start verildi. Kalibrasyon islemi tamamlandiktan sonra ¢caligmaya ge¢ildi.

Veriler (Becton Dickinson) FACS Diva Software 6.1.2 program
kullanilarak elde edildi.

Genel popiilasyon i¢inden P1 kapisi ile lenfositler kapilandi. Lenfosit grubu
icinde CD34" ve CD38" hiicreleri histogramda gorerek ayri ayri kapilandi.
Kapilanan hiicreler CD38"CD34" dot plotunda gorerek sadece CD34" hiicreler
secildi. CD34" hiicre grubu icerisinde ALDH" hiicreler sort edildi (P6 kapist
ALDH'CD34"CD38).
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Easysep  antikor |

kokteyli  hiicre | ;| \

slispansiyonu
tizerine eklenir.

Hiicre karigim 15

dakika oda
EasySen™ [0 0 sicaklifinda
N inkiibe edilir.
Easysep Magnetik %|
nanopartikiil L
eklenir
Hiicre  karigimu
10 dakika oda
sicakliginda
inkiibe edilir.
Tuip Easysep Uststvi magnetin  igindeyken

Magnet igerisine
yerlestirilir ve 5
dakika beklenir.

N bosaltilir. Tiip magnetten ayrilir
ve 2,5 ml PBS eklenir. Hiicre

siispansiyonu ~ kanigtiriir ~ ve
tekrar magnete yerlestirilir. Bu
islem 2 kez tekrarlamr. Saf
hiicreler pozitif seleksiyon ile
ayrilmis olur.

Sekil 3-3: CD34" hiicrelerin EasySep pozitif ayirma Kiti ile immiinomagnetik

isaretleme ve ayirma (127)
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3.5.10. ALDH'CD34°CD38 Lin" Hiicrelerin Eritropoetinli ve Kok Hiicre
Faktorlii (SCF) Kiiltiir Ortamlarindaki Cogalma indeksi

ALDH'CD34"CD38Lin™ hiicreleri 5 ml hacme sahip kuyulu platelere her
bir kuyuya 18000 hiicre olacak sekilde ekildi. 1 kuyuya Eritropoetin ve SCF iceren
medyum konurken diger kuyuya Eritropoetin olmadan sadece SCF iceren medium
eklendi. Medium olarak, 100 U/ml penisilin-streptomisin ve 2 mM L-glutamin ile
zenginlestirilmis serumsuz medyum IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s

medium) 4 giin arayla toplam 20 giin hiicreler flow sitometride sayildi.

3.5.11. Farkhlastirma Faz1 Sonrasi Megacult c-Staining kit ile Eritroid

Gorintillenmesi

Tiim boyama soliisyonlar1 hazirlandi. Tiim inkiibasyonlar oda sicakliginda
gerceklestirildi. 1,5 ml 0,05 M Tris /NaCl tamponu nazik¢e uygulanarak slaytlar
rehidrate edildi. 20 dakika bu tamponla inkiibe edildi. Tampon uzaklastirildi.
Spesifik olmayan antikorlarin bloke olmas1 amaciyla 0,5 ml Tris/NaCl pH: 7.6 ile
seyreltilmis % 5 insan serumu uygulandi ve 20 dakika inkiibe edildi. Calisilacak
olan ornek iizerine 0,5 ml birinci antikor olarak anti-human glycophorin A, kontrol
kuyusuna ise negatif kontrol antikoru eklenerek 30 dakika beklendi. Tris/NaCl pH:
7.6 tamponu ile her iki kuyu 3 kez (her biri 3 dakika) yikandi. 0,5 ml biotin
konjugatli anti fare IgG antikoru ile 30 dakika inkiibe edildi. Tris/NaCl pH: 7.6
tamponu ile iki kuyu 3 kez(her biri 3 dakika) yikandi. 0,5 ml Avidin alkalin
fosfataz ile 30 dakika muamele edildi. Alkalen fosfataz substrat tamponu taze
olarak kullanilmas1 gerektiginden bu asamada hazirlandi. 1 ml dH,O igerisine tris
buffer tableti konarak vortekste karistirildi. Tam ¢o6ziindiigiinde naftol tableti
konarak tekrar vortekslendi. Tris/NaCl pH: 7.6 tamponu ile iki kuyu 3 kez (her biri
3 dakika) yikandi. 0,5 ml Alkalen fosfataz substrat tamponu ile 15 dakika inkiibe
edildi. Tris/NaCl pH: 7.6 tamponu ile iki kuyu 3 kez (her biri 3 dakika) yikandi.
2ml metanol igerisine 8 damla evans mavisi damlatilmis olan boyadan her bir
kuyuya 0,5 ml eklenerek 10 dakika bekletildi. (10 dakikadan fazla tutulmamalidir
eger tutulursa boyamanin siddeti azalir). Su ile cok nazikge artik boya temizlendi.

Kurumast i¢in oda sicakliginda bekletildi. Isik mikroskobunda hiicreler incelendi.
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Kullamlacak Yiizey alam | Baslangicta (Mezenkimal kok | (Mezenkimal Medyum
Malzeme (mm?) ekilecek hiicre | hiicre ise) | kok hiicre ise) [ (ml)
sayisi Konfluente Tripsin (%0,25)
ulasildigindaki
hiicre sayisi
35 mm dish 962 0,3x10° 1,2x10° 1 2
60 mm dish 2827 0,8x10° 3,2x10° 2 3
100 mm dish 7854 2,2x10° 8,8x10° 3 10
6 kuyucuklu 962 0,3x10° 1,2x10° 2 3-5
plaka
12 kuyucuklu 401 0,1x10° 0,4x10° 1 1-2
plaka
24 kuyucuklu 200 0,5x10° 0,2x10° 0,5 0,5-1
plaka
T-25 flask 2500 0,7x10° 2,8x10° 3 35
T-75 flask 7500 2,1x10° 8,4x10° 5 8-15
T-160 flask 16000 4,6x10° 18,4x10° 10 15-30

Tablo 3-1: Kullamlan malzemeye bagh olarak ekilen hiicre sayisi

3.5.12. Kordon Kanindan Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

1:1 oranda kordon kanmi PBS ile seyreltildi. 15 ml’lik tiipe 5 ml ficoll
eklenerek seyreltilmis olan kordon kani yavasca tabakalandirildi. 2000 devir/dak’da
20 dakika santrifiij yapildi. Bulutsu ara faz (Buffy coat) 10 ml’ye PBS ile
tamamlanarak 1300 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Ustsivi dokiildii ve 5 ml
PBS ile tekrar yikama yapild1 (1300 devir/dak 5 dakika). Pelet tablo 3-1’deki
verilere gore T25 flaskina ekim yapild1.
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3.5.13. Kan orneklerinden Eritrosit Eldesi:

Saglikli ve kanserli hastalardan alinan antikoagiilanli kan 6rnekleri (4 ml)
3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Lokosit, trombosit ve kan plazmasi atilarak,

saf eritrosit kitlesi elde edildi.

3.5.14. Eritrosit Membran Posasi (‘“ghost’’) Eldesi

Pihtilagsmalar1 EDTA’L tiipe alinarak 6nlenmis kan 6rnekleri Hettich 32R
model santrifiij aletinde dakikada 3000 devirde (devir/dakika) 5 dakika siireyle
santrifiijlendikten sonra eritrosit ¢okeltisi % 0,9’ luk NaCl icine alind1 ve yeniden
dakikada 5000 devirde 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrast iist sivi
uzaklastirildi. Eritrosit ¢okeltisi 5 mM Na-fosfat tamponu pH: 7,4 ile en az 5 kez

tekrarlanan santrifiijleme islemleriyle (beyazlasincaya dek) yikanda.

3.5.15. Lenfosit Izolasyonu

Lenfositler yogunluk gradient santrifiijii kullanilarak izole edildi. EDTA’l1
tipe alinan kan ornegi 1:1 oraminda PBS ile seyreltilerek Histopak iizerinde
tabakalandirildi. 2000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 histopak
izerinde toplanan lenfosit tabakas1 alinarak trombositlerden arindirilmak iizere PBS
ile 2 kez 1500 rpm’de santrifiij edildi. Pelet PBS (100 pul) i¢inde ¢oziilerek -80°C’
de saklandi. 3 kez ¢oziiliip tekrar dondurulmak suretiyle (insiilin enjektorii ile
cekilip birakilarak) membrani parcalanan lenfosit igerigi 5000 rpm’de 20 dakika

santrifiij edildi. Ust s1v1 almarak SDS-PAGE’e verilmek iizere denatiire edildi.

3.5.16. T/B Lenfosit izolasyonu

Istanbul T1p Fakiiltesi Cerrahi Anabilim Dalindan temin edilen Ks3EDTA’I1
tiplerdeki 2 ml’lik CEA degeri yiiksek hasta kani iizerine 50 ul/ml Rosettesep
human T cell/B cell enrichment cocktail eklenerek iyice karigmasi saglandi. Oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. Esit hacimde (2 ml) % 2 FBS iceren PBS ile
seyreltildi. 14 ml’lik tiipteki 4 ml histopak iizerine bu karisim tabakalandirilarak 20
dakika 1200 xg’de oda sicakliginda santrifiijlendi. Histopak plazma ara faz
toplanarak % 2 FBS iceren PBS ile 2 kez yikandi. T ve B lenfositleri elde edildi. T
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lenfosit safligimin % 95, B lenfosit safliginin % 90 olarak flow sitometre ile

belirlendi.

3.5.17. NAD" Glikohidrolaz Etkinliginin Saptanmasi

NAD" glikohidrolaz etkinligi sonucu [*CIJNAD" den agi3a ¢ikan [Karbonil-
"C] Nikotinamit AG1X4 iyon degistirici kromatografisi yoluyla belirlendi
Enzimatik tepkime; 12 pl 6rnek, 7 pl mix (10 mM NaCl, 500 mM ZnCl,, 50 mM
CaCl,, 20 mM Tris-HCI pH: 9.0), 5 uM ["*C] NAD (35 mCi/mmol) iceren
toplam 20 pl hacimde 37 °C’ ta 30 dakika bekletilerek gerceklestirildi. Tepkime 1
ml % 0,1’lik SDS ile durdurulduktan sonra tepkime karigimi Tampon A (20 mM
Hepes, % 0,1 Triton X-100) ile dengelenmis AG 1X4 anyon degistirici kolonuna
(kolon hacmi:0,4ml) uygulandi. Orneklerin kolona uygulanmasindan sonra,
kolondan 3 ml damitik H,O gegirilerek ['*C] nikotinamit kesimi elde edildi.
Kolonda bagl kalan ve ["*C]NAD kesimine karsilikli gelen radyoaktivite 0,5 M
NaCl ile yikanarak alindi. Cam tiiplerde ayr1 ayr1 toplanan kesimlerden aliman 0,5
ml Orneklerin radyoaktivite icerigi Bray eriyigi icine alinarak sivi sintilasyon

sayacinda belirlendi (128)

3.5.18. Radyoaktivitenin Olciilmesi

AG 1X4 kolonunda yikanan kesimler cam tiiplerde toplandi. Kesimlerden
alman esit hacim 6rneklerin radyoaktif icerigi 10 ml sayim sivis1 (BRAY) i¢inde

sivi1 sintilasyon sayacinda dakikadaki sayim (cpm) olarak belirlendi.

Elde edilen degerler,
cpm x 100

pmol=

2.22 x sayim verimi x 6zgiin etkinlik (%) x sayim verimi (Ci/mmol)

formiiliine gére mol boyutlarina doniistiiriildii.
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3.5.19. GDPR Siklaz Etkinliginin Belirtimi

ADP-ribozil siklaz etkinligi substrat olarak NGD’nin kullanilmas1 ve floresans
ozellikli cGDPR’nin {irlin olarak izlenmesiyle belirlendi. cGDPR’nin 6l¢iimlerinin
gerceklestirilecegi uyarim ve yaymim dalga boyu degerleri, 20 mM Tris-HCI
pH:7.4 igerisinde hazirlanan ¢cGDPR (Sigma) cozeltisiyle Perkin Elmer LS45
luminesans spektrometre cihazinda uyarim ve yayinim spektrum analiziyle
belirlendi (3). Somut olarak, uyarim dalga boyu 300 nm’ye ayarlanarak yaymim
spektrumu; yaymmim dalga boyu 410 nm’ye ayarlanarak da uyarim spektrumu
belirlendi. GDPR siklaz tepkimesi, 400 pl hacim igerisinde 100 uM NGD ile 5
milyon ertirosit ya da saflastirilmis serum 6rnekleri ile, 20 mM Tris-HCI1 pH:7.4 37
%C’ta 30 dakika siireyle siirdiiriilen inkiibasyon ortaminda gerceklestirildi. Tepkime
sonunda aciga cikmis olan ¢cGDPR 300 nm uyarim ve 410 nm yaymim dalga
boylar1 kullanilarak belirlendi (129).

3.5.20. Poliakrilamid Gel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Serum, ghost, lenfosit memran proteinleri ve kok hiicre kiiltiir iist sivilarinin SDS-
PAGE analizleri Laemli yontemine gore yapildi (130). Molekiil agirliklar1 olan
Bovin Serum Albumin (BSA) (66 kDa), Ovalbumin (45 kDa) ve karbonik anhidraz
(29 kDa) standartlar1 kullamldi. Elektroforez sonrasi proteinler Coomassie parlak
mavisi ile oda sicakliginda 40 dakika siire ile boyandi. Boyanma sonras1 gel 45
dakika boya c¢ikarma eriyigi icinde bekletildi. Fazla boya uzaklastirilarak
proteinlerin goriintiilenmesi saglandi (131). Sonrasinda Western emdirim analizleri

yapilacak ornekler i¢in ¢ift tarafli gel calisildi.

3.5.21. Western Emdirim Yontemi

SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit gel elektroforezi) sonrasi
Western emdirim analizi yapilacak olan boyanmamis gel biiyiikliigiinde
nitroseliiloz membran kesilerek 30 saniye siire ile aktarim tamponunda bekletildi.
3MM Whatman filtre kagitlar1 da aktarim tamponu ile ¢ok kisa siire bekletildi.
Boyanmamis gel, nitroseliiloz membran ve 3 MM Whatman filtre kagitlar1 arasina
yerlestirilerek sandvi¢ diizenegi olusturuldu. Olusturulan diizenek, aktarim

tamponu ile yiizeyi 1slatilmig olan semi dry elektro-blot cihazina yerlestirildi. 5 volt
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gerilimde 30 dakika siireyle aktarim islemi uygulandi. Aktarimdan sonra
nitroseliiloz membran; 6zgiin olmayan baglanmalar1 onlemek i¢in % 0,5 BSA
iceren Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi (TBST) ile oda sicakliginda 2 saat calkalanarak
doyuruldu. Membran; TBST c¢o6zeltisi ile ti¢ kez yikandiktan sonra monoklonal
anti-CD38 H1157 ile oda sicakliginda bir saat ¢alkalandi. Membran TBST cozeltisi
ile ii¢ kez yikandi. Alkalen fosfataza baglh fare Ig-karsiti immunglobulin 1000 kez
sulandirilarak ortama eklendikten sonra membran bir saat oda sicaklifinda
calkalanarak bekletildi. Tekrar TBST ¢ozeltisi ile li¢ kez yikandi. Alkalen fosfataz
substratt BCIP (20 mg/ml) ve NBT (50 mg/ml) (%70 dimetil formamit i¢inde
coziilerek) substrat tamponu i¢inde ¢oziildiikten sonra membran bu ortama alinarak
oda sicakliginda, karanlikta ¢alkalanarak bantlarin olugmasi saglandi. Membran, 20

mM Tris pH:8.0; 5 mM EDTA pH :8.0 icine alinarak tepkime durduruldu (132).

3.5.22. Serumda IL-6 diizeyinin belirlenmesi

2500 pg/ml’'lik standarttan 10 pl alinip 2490 pl standart seyreltme tamponuna
kondu. 10 pg/ml Hu-IL-6 standarti hazirlandi. Bu standartin hazirlanmasindan
sonra 5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31; 0,16 pg/ml’lik diger standartlarda hazirlandi. 25x’lik
yikama tamponundan 2 ml alindi 48 ml deiyonize su ile seyreltildi. Tiim
malzemeler kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirildi. Kuyulara 100 pl standart
seyreltme tamponu eklendikten sonra ilk 8 kuyuya hazirlanan standartlardan 100 pl
konuldu. 3 saat 37°C’de calkalamali su banyosunda inkiibe edildi. Siirenin sonunda
tiim soliisyon bosaltilarak 6 kez 400 pl yikama tamponuyla yikandiktan sonra biotin
konjugatli IL-6’dan 100 pl eklendi. 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Siirenin sonunda tiim soliisyon bosaltilarak 6 kez 400 pl yikama tamponuyla
yikandiktan sonra 100 pl streptavidin HRP soliisyonuyla 45 dakika ardindan da
renklendirici ile 30 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Siire sonunda
100 pl durdurma tampon eklendi ve 450 nm’de ELISA okuyucusunda optik
yogunluklar1 6lciildii. Standartlardan, standart egri ¢izilip egim cizgisi denklemi

belirlendi.
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3.5.23. insan TNF-o diizeyinin belirlenmesi

380 pg/ml’lik standarttan 50 pl alinip 550 pl standart seyreltme tamponuna kondu.
32 pg/ml TNF-a standarti hazirlandi. Bu standartin hazirlanmasindan sonra 16; 8;
4;2; 1; 0,5 pg/ml’lik diger standartlar da hazirlandi. 25x’lik yikama tamponundan 2
ml alind1 48 ml deiyonize su ile seyreltildi. Tiim malzemeler kullanilmadan 6nce
oda 1s1s1na getirildi. Kuyulara 50 pl standart seyreltme tamponu eklendikten sonra
ilk 8 kuyuya hazirlanan standartlardan 50 pl konuldu. 50 pl’de biotin konjugath
anti- TNF-a eklendikten sonra 2 saat 37°C’de su banyosunda inkiibe edildi. Siirenin
sonunda tiim soliisyon bosaltilarak 6 kez 400 pl yikama tamponuyla yikandi. 100 pl
streptavidin HRP soliisyonuyla 30 dakika ardindan da renklendirici ile 30 dakika
oda sicakliginda fakat karanlikta inkiibe edildi. Siire sonunda 100 pl durdurma
tampon eklendi ve 450 nm’de ELISA okuyucusunda optik yogunluklar1 6lciildii.

Standartlardan, standart egri ¢izilip egim ¢izgisi denklemi belirlendi.

3.5.24. Cahisma Materyalinin Secimi ve Saklama Kosullar

Calismada ortalama agirliklart 25-30 gram arasinda degisen (ortalama 27
gram), 7-8 haftalik, 108 tane erkek Balb/c cinsi fare kullanildi. Fareler Istanbul
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’nden temin edildi.

Ik 6nce Ehrlich asit tiimor hiicresi cogaltilmak iizere 6 adet Balb/c’ye
enjeksiyon yapildi. Ardindan denekler secilerek, 6’sar fareden olusan 3 grup (EAT
enjekte edilen, Co-60 ile 1smlanan, PBS enjekte edilen) olusturuldu. Bu ¢alismanin
devamui olan her kafeste 6’sar Balb/c’nin bulundugu farkli deney setleri kuruldu.

Tiim farkli grupta bulunan fareler deneyin sonuna kadar ayr1 kafeslerde, %50-
%60 nem orani, 22+1 °C 1sida tutuldular. Tiim gruplara standart fare yemi giinliik
olarak verildi.

Calismalar i¢in kanlar 0,2 ml Ketalar enjeksiyonundan sonra anestezi altina
alian farenin kalbinden 2 ml’lik enjektér yardimiyla c¢ekildi.

Calismamizda, deney hayvanlarindan total kanlar1 alinmistir. Total kandan elde
edilen serumlarim 100 pl’sinin -80°C’de saklanan donmasi saglanmistir. Bu islem
hiicre ve DNA’nin biitiinliigiiniin optimum diizeyde kalmas1 i¢in gereklidir. Daha

sonra kan ornekleri SDS PAGE elektroforezi ve Western emdirme ydnteminin
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uygulanacagi giine kadar -80°C’de saklanmistir. Hininger ve arastirma grubunun

yaptig1 bir calismada, kan drneklerinin - 80°C’de 4 ay saklanabilecegi bildirilmistir.

3.5.25. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis ANOVA ve Kruskal-Wallis coklu karsilastirmali
z-degeri testi kullamlarak yapilda.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Gruplar

4.1.1. Ehrlich Asit Tiimor Hiicresi ile Balb/c Tiirii Farelerde Kanser Modeli

Olusturulmasi

Alt1 adet erigkin, erkek Balb/c fareye Ehrlich asit hiicresi intraperitonel
olarak enjekte edildi. 8 giin sonra batin igerisinden ¢ekilen Ehrlich tiimor hiicresi,
asit sivistyla birlikte alindi. 756 devir/dak da 5 dakikalik santrifiij sonrast pelet
kisimdan alinan hiicrelerin Thomada sayimi1 yapilip; bir sonraki asama i¢in her bir

Balb/c’ye enjekte edilecek 8 x10° hiicre hesaplar1 yapildi.

4.1.2. Ehrlich Asit Tiimérii Hiicrelerinin Isinlanarak Oldiiriilmesi

Ehrlich Asit tiimorii hiicreleri, sayildiktan ve derisimi ayarlandiktan sonra
IU Onkoloji Enstitiisii'nde 200 kV giiciindeki bir radyoterapi aygitiyla Co-60
isinlariyla 111,63 dak/cGy hizla 50 Gy 1sinlanarak (44 dakika) 6ldiirtildii.

4.1.3. Ehrlich Asit Tiimor Hiicresi ile Olusturulan Kanser Modelinde
Serumdaki NAD Glikohidrolaz ve cGDPR Etkinligi

Kanser modeli olusturmak amacli olarak kullanilan Ehrlich asit timor
hiicreleri batin icerisinden cekildikten sonra Thoma da sayimi yapildi. Periton ici
enjeksiyonla 1. deney grubuna 0.2 ml hacim i¢inde 8 x10° Ehrlich asit timor
hiicresi, 2. deney grubuna ayni miktarlarda Co-60 1s1nlarina maruz birakilmis 8x10°
Ehrlich asit tiimor hiicresi, 3. kontrol grubuna aymi hacimde steril PBS verildi.
Balb/c’lerin farkh giinlerde (0., 4., 8., 12., 16.) kalplerinden alinan kanlardan elde
edilen serum kesimleriyle yapilan NAD Glikohidrolaz etkinligi ve yine bu kesimin
NGD ile isaretlenmeleri sonucu floresan spektrometresinde alinan floresan siddet
degerleri belirlendi (Sekil 4-1). Anestezik madde olarak Ketamine IM (100mg/kg)
uygulandi. Her dort giinde bir kanlar1 alinarak yapilan ¢aligmalara 20. giin son
verildi. Her grup cift calisildi. Yapilan ¢alisma sonucunda EAT hiicre enjeksiyonu
yapilan grubun NAD Glikohidrolaz etkinlik sonuglar1 kontrol grubuna gore 5,1 kat,
floresan siddeti sonuglarina gore ise 3,2 katlik artis oldugu goriildii. 8. giinde serum
kesimleriyle yapilan NAD glikohidrolaz etkinligi ve floresan siddet degerleri

istatistiksel analize gore anlaml1 derecede yiiksek bulundu.



66

NAD Glikehidrolaz (pmol)

Zaman (Glin)

21

Floresan Siddeti

Zaman (GUn)

Sekil 4-1: A- Serum kesimleriyle yapilan NAD glikohidrolaz etkinligi.

B-Serum kesiminin floresan siddet-zaman grafigi
(#-#) Ehrlich asit timor hiicresi enjekte edilen grup, (A-4A) Co-60 i1smnlarina maruz birakilmig

Ehrlich asit tiimor hiicresi enjekte edilen grup, (0-0) PBS enjekte edilen grup.

Serum ornekleri i¢in gruplar aras1 farkliliklar Kruskal Wallis multiple z testi ile analiz edildi. Canli
EAT hiicresi verilen grup, 1sinlanmis EAT hiicreleri verilen gruba gore karsilastirildiginda z-degeri
> 3,92; canli EAT hiicresi verilen grup, PBS verilen gruba gore karsilastirildiginda z- degeri > 3.92;
1sinlanmus EAT hiicreleri verilen grup, PBS verilen gruba gore karsilastirildiginda z- degeri > 1.96

olarak bulundu.
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4.1.4. Ehrlich Asit Tiimor Hiicresi ile Olusturulan Kanser Modelinde
Lenfositlerdeki NAD glikohidrolaz ve cGDPR Etkinligi

Ayn1 {li¢c gruptaki Balb/c’lerin lenfosit kesimleriyle yapilan NAD
Glikohidrolaz etkinligi ve lenfositlerin NGD ile isaretlenmeleri sonucu floresan
spektrometresinde alinan floresan siddet degerleri grafigi Sekil 4-2’de
gosterilmektedir. EAT hiicresi enjekte edilen grubun lenfosit NAD Glikohidrolaz
etkinlik degerinde kontrol grubuna gore 3,2 katlik; floresan siddetinde ise 3 katlik
bir artis goriildii. Sekizinci giinde alman EAT lenfosit kesimleriyle yapilan NAD
glikohidrolaz etkinligi ve floresan siddet degerleri istatistiksel analize gore anlaml

derecede yiiksek bulundu.
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Sekil 4-2: A- Lenfosit kesimleriyle yapilan NAD Glikohidrolaz etkinlik testi.

B- Lenfosit kesimlerinin floresan siddeti-zaman gafigi.
(#-#) Ehrlich asit timor hiicresi enjekte edilen grup, (A-4A) Co-60 ismnlarina maruz birakilmig

Ehrlich asit tiimor hiicresi enjekte edilen grup, (0-0) PBS enjekte edilen grup.

Lenfosit drnekleri i¢in gruplar aras1 farkliliklar Kruskal Wallis multiple z testi ile analiz edildi. Canli
EAT hiicresi verilen grup, 1simnlanmis EAT hiicreleri verilen gruba gore karsilastirildiginda z-degeri
> 1,96; canli EAT hiicresi verilen grup, PBS verilen gruba gore karsilastirildiginda z- degeri > 3.92;
1silanmus EAT hiicreleri verilen grup, PBS verilen gruba gore karsilastirildiginda z- degeri > 1.96

olarak bulundu.
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4.1.5. Ehrlich Asit Tiimor Hiicresi ile Olusturulan Kanser Modelinde
Eritrositlerdeki NAD glikohidrolaz ve cGDPR Etkinligi

Ayn1 Balb/c gruplarin eritrosit kesimleriyle yapilan NAD glikohidrolaz
aktivite testi ve eritrositlerin NGD ile isaretlenmeleriyle floresan spektrometresinde
alman floresan siddet degerlerinin grafigi ise Sekil 4-3’de verilmektedir. Eritrosit
NAD glikohidrolaz etkinlik degerinde kontrol grubuna gore 4,72 katlik, floresan
siddeti degerinde ise 2,62 katlik bir artis goriildii. Serum ve lenfosit kesimlerinde
oldugu gibi sekizinci giinde alinan Orneklerin gruplar arasi farkliliklar1 Kruskal
Wallis multiple z testi ile NAD glikohidrolaz ve floresan siddetleri analiz edildi.

[statistiksel analize gore anlamli derecede yiiksek bulundu.
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Sekil 4-3: A- Eritrosit NAD Glikohidrolaz etkinlik testi.

B- Eritrosit kesimlerinin floresan siddeti-zaman grafigi.
(#-#) Ehrlich asit timor hiicresi enjekte edilen grup, (A-4A) Co-60 i1smnlarina maruz birakilmis

Ehrlich asit tiimor hiicresi enjekte edilen grup, (0-0) PBS enjekte edilen grup.

Eritrosit 6rnekleri icin gruplar arasi farkliliklar Kruskal Wallis multiple z testi ile analiz edildi. Canli
EAT hiicresi verilen grup, 1sinlanmis EAT hiicreleri verilen gruba gore karsilastirildiginda z-degeri
> 1,96; canl1 EAT hiicresi verilen grup, PBS verilen gruba gore karsilastirildiginda z- degeri > 3.92;
1silanmus EAT hiicreleri verilen grup, PBS verilen gruba gore karsilastirildiginda z- degeri > 1.96

olarak bulundu.
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4.1.6. Kanser Modeli Olusturulan Balb/c’lerin Eritrosit Ghost ve Lenfosit
Kesimlerinin Western Emdirim Analizleri

Eritrosit ghost kesimlerine ait westen blot emdirim sonucu Sekil 4-4,
lenfosit kesimlerinin sonucu ise Sekil 4-5°te yer almaktadir. Ehrlich tiimor
hiicrelerinin gelistirilmesiyle CD38 anlatiminin zenginlestigi Western emdirim
deneyinde gosterdik. Farenin eritrosit membran kesimi (ghost) ve lenfosit membran
fonksiyonlari, anti-CD38 ile tepkime veren 45 kDa molekiil agirlikli bir proteine
iligkin sinyalde artig gdstermistir. Bu artislar tiimor gelisim siireci ile kosut bir seyir
izlemistir. Sekizinci giinde yaklasik 12. giine kadar sinyalde bir artis olmustur.
Benzer artiglar insan tiimor hasta serumlarinin Balb/c farelerine enjeksiyonu
siirecinde de gozlenmistir. Bu artislar kontrol deney gruplarinin anlamli 6lciide

ustiindedir.

Sekil 4-4: Eritrosit kesimleriyle yapilan Western emdirim goriintiisii.

1.kuyu Kontrol (islem gérmemis) Balb/c serumu, 2.kuyu Co-60 ile 1sinlanmis EAT hiicrelerinin
enjekte edildigi grubun sekizinci giin ghostu, 3.kuyu EAT hiicrelerinin enjekte edildigi grubun
sifirinct giine ait ghostu, 4.kuyu EAT hiicrelerinin enjekte edildigi grubun dordiincii giine ait ghostu,
5.kuyu EAT hiicrelerinin enjekte edildigi grubun sekizinci giine ait ghostu, 6. kuyu EAT hiicrelerinin
enjekte edildigi grubun onikinci giine ait ghostu, 7.kuyu EAT hiicrelerinin enjekte edildigi grubun

onaltinci giine ait ghostu.

Sekil 4-5: Lenfosit kesimleriyle yapilan Western emdirim goriintiisii.

1.kuyu kontrol (islem gormemis) Balb/c lenfositi, 2.kuyu Co-60 ile 1sinlannus EAT hiicrelerinin
enjekte edildigi grubun sekizinci giin lenfositi, 3.kuyu EAT hiicrelerinin enjekte edildigi grubun
sifirinct giine ait lenfositi, 4.kuyu EAT hiicrelerinin enjekte edildigi grubun dordiincii giine ait
lenfositi, 5.kuyu EAT hiicrelerinin enjekte edildigi grubun sekizinci giine ait lenfositi, 6.kuyu EAT
hiicrelerinin enjekte edildigi grubun onikinci giine ait lenfositi, 7.kuyu EAT hiicrelerinin enjekte

edildigi grubun onaltinc giine ait lenfositi.



72

4.2. NAD Glikohidrolaz ve cGDPR Etkinliginin Yiiksek CEA Degerine Sahip
Hastalardaki Degisimi

Calismanin devami olarak birinci gruptaki Balb/c’lere 6nceki deneyde EAT
hiicresi verilen Balb/clerin NAD Glikohidrolaz ve floresan etkinliginin yiiksek
oldugu sekizinci giin serumlari, ikinci gruptaki Balb/c’lere insan kokenli yiiksek
CEA degerine sahip kanserli hasta serumlari, {i¢iincli gruba ise asit sivisi enjekte
edildi. Saglikli insan serumlarimin enjekte edildigi grup dordiincii ve saglikli Balb/c
serumlarinin verildigi diger grup ise besinci grubu olusturdu. Bu son iki grup ilk iki

grubun kontrollerini olusturmak amacl olarak kuruldu.

4.2.1. Eritrosit kesimlerin NAD Glikohidrolaz ve cGDPR Etkinligi

Olusturulan bu yeni deney gruplarimin farkli giinlerde (0., 6., 8., 13., 21.)
kalplerinden alinan kanlardan elde edilen eritrosit membran kesimleriyle yapilan
NAD Glikohidrolaz ve floresan etkinliginin verildigi grafikler Sekil 4-6’da

verilmektedir.

4.2.2. Lenfosit kesimlerin NAD Glikohidrolaz ve cGDPR Etkinligi

Ayn1 Balb/c’lerin lenfosit kesimleriyle yapilan NAD Glikohidrolaz aktivite
testi i¢in lenfositler 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij sonrasi pelet 100 ul PBS icinde
coziilerek -80° C ‘de donduruldu. 3 kez dondurulup ¢6ziildii (her asamada insiilin
enjektorii ile ¢ekilip birakilarak). 5000 rpm’de 20 dakika santrifiij sonrast iist s1v1
alind1 ve NAD Glikohidrolaz etkinlik testi yapildi. Bu testin ve cGDPR etkinliginin
floresan siddetlerinin verildigi grafikler Sekil 4-7’de gosterilmektedir. NAD
Glikohidrolaz etkinlik degerinde 4,19 katlik, floresan siddeti degerinde ise 3,92
kathik bir artis goriildii. Istatistiksel analize gére de NAD* glikohidrolaz etkinligi

testi sekizinci giinde anlaml derecede yiiksek bulundu.
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Sekil 4-6: A- Eritrosit NAD" glikohidrolaz etkinligi
B- Eritrosit floresan siddeti-zaman grafigi.
Ehrlich hiicreleri ile islem gormiis fareden alinan 6rnek (¢ -#) Grup 1; Normal fare serumu ile islem

gormiis fareden alinan ornek (0-0) Grup 2; CEA degeri yiiksek hasta serumu ile islem gormiis
fareden alinan 6rnekler (m-m) Grup 3; Saglikli bireylerin serumlar ile islem gormiis fareden alinan

ornekler (A-A) Grup 4; Asit sivisi ile islem gormiis fareler (*-*)Grup 5.

Deneyler 4 giin ara ile tekrar edildi. EAT hiicresi verilen Balb/c’nin NAD aktivitesi yliksek
olan sekizinci giin serumunun verildigi grup, saghkli Balb/c serumu verilen grupla
karsilastirildiginda z-degeri> 2.807; asit sivis1 verilen grup, saglikli Balb/c serumu verilen grupla
karsilastirildiginda z-degeri > 3.29; yiiksek CEA degerine sahip hasta serumu verilen grup, saglikl
insan serumu verilen grupla karsilagtirildiginda z- value > 3.29 olarak bulundu. Tstatistiksel analize

gore de NAD" glikohidrolaz etkinligi testi sekizinci giinde anlamli derecede yiiksek bulundu.
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Sekil 4-7: A- Lenfosit NAD* glikohidrolaz etkinligi

B- Lenfosit floresan siddeti-zaman grafigi.
Ehrlich hiicreleri enjekte edilmis farenin aktivitesi yiiksek kesimlerin serumu ile islem gormiis
fareden alinan ornek (#-¢) Grup 1; Normal fare serumu ile islem gormiis fareden alinan 6rnek (o-
0) Grup 2; CEA degeri yiiksek hasta serumu ile islem gérmiis fareden alinan ornekler (m-m) Grup 3;
Saglikli birey serumlar: ile islem gormiis fareden alinan ornekler (A-A) Grup 4; Asit sivist ile

islem gormiis fareden alinan 6rnekler (*-*)Grup 5.

Deneyler 4 giin ara ile tekrar edildi. EAT hiicresi verilen Balb/c’nin NAD aktivitesi yiiksek olan
sekizinci giin serumunun verildigi grup, saglikli Balb/c serumu verilen grupla karsilastirildiginda z-
degeri> 2.807; asit sivist verilen grup, saglikli Balb/c serumu verilen grupla karsilastirildiginda z-
degeri > 3.29; yiiksek CEA degerine sahip hasta serumu verilen grup, saglikli insan serumu verilen
grupla karsilastinldiginda z- value > 3.29 olarak bulundu. Istatistiksel analize gére NAD*
glikohidrolaz etkinligi testi sekizinci giinde anlamli derecede yiiksek bulundu.
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4.2.3. Yiiksek CEA Degerine Sahip Hasta Serumlarmin Verildigi Balb/c’lerin
CD38 Etkinliginin Zamana Bagh Western Emdirim Analizi

Eritrosit ve lenfosit kesimlerindeki CD38 etkinligi degisiminin izlenmesi
amaciyla Ornekler denatiirasyon asamasindan sonra %12’lik SDS-PAGE’de
(Sodyum Dodesil Siilfat- poliakrilamit gel elektroforezi) sigir serum albumin (66
kDa), yumurta albumini (45 kDa) ve Karbonik Anhidraz (29 kDa) molekiiler
belirtegler varliginda ayristirildi. Paralel olarak anti CD38 fare kokenli antikor
varliginda tanimlandi. 45 kDa’luk bolgede CD38 reaktif protein bant1 saptandi
(Sekil 4-8, Sekil 4-9).

Sekil 4-8: Eritrosit proteinlerinin Western emdirim analizi.

1.kuyu Ehrlich tiimor hiicresi enjekte edilmis aktivitesi yiiksek kesimlerin serumu enjekte edilen
grubun 8.giin drnegi, 2. kuyu saglikli Balb/c serumu enjekte edilen grubun 8.giin 6rnegi, 3. kuyu CEA
degeri yiiksek kanserli hasta serumu enjekte edilen grubun 8.giin drnegi, 4. kuyu saglikli insan serumu
enjekte edilen grubun 8.giin 6rnegi, 5. kuyu Ehrlich asit s1vis1 enjekte edilen grubun 8.giin 6rnegi

Sekil 4-9: Lenfosit membran proteinlerinin Western emdirim analizi.

1.kuyu Ehrlich tiimor hiicresi enjekte edilmis aktivitesi yiiksek kesimlerin serumu enjekte edilen
grubun 8.giin drnegi, 2. kuyu saglikli Balb/c serumu enjekte edilen grubun 8.giin 6rnegi, 3. kuyu CEA
degeri yiiksek kanserli hasta serumu enjekte edilen grubun 8.giin drnegi, 4. kuyu saglikli insan serumu
enjekte edilen grubun 8.giin 6rnegi, 5. kuyu Ehrlich asit s1vis1 enjekte edilen grubun 8.giin 6rnegi

Insan tiimor hasta serumlarmin Balb/c farelerine enjeksiyonu siirecinde gelistirilen
modelde, eritrosit membran proteinlerinin ve lenfosit membran proteinlerinin SDS-
PAGE ve Western emdirim analizleri sonucu anti-CD38 ile tepkime veren 45kDa
molekiil agirlikli bir proteine iliskin sinyalde artig goriilmiistiir. Bu artiglar kontrol
deney bulgularina gore anlamh dlciide iizerindedir. Kanserli hasta serumunda CD38

anlatimini indiikleyici baz1 faktorlerin mevcut oldugunu bulgularimiz gostermektedir.
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4.2.4. CEA Degeri Yiiksek Hasta Serumlarinin ELISA Yéntemi ile IL-6, IL-10,
TNF-q, IL-12 Degerleri ve NAD Glikohidrolaz Etkinligi

CEA degeri yiiksek hasta serumlarinin yontemler boliimiinde anlatildigi sekilde
ELISA Kitleriyle IL-6 (Sekil 4-10) degerleri belirlendi. Yapilan istatistiksel
degerlendirmelerde CEA degeri yiiksek hasta serumlarimin kontrol grubuna gore
IL-6 degerinin yaklasik 14,66 katlik bir artis gosterdigi belirlendi (p < 0.05). Bu
serum Orneklerinin NAD Glikohidrolaz etkinligi 6l¢iildii (Sekil 4-14).
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Sekil 4-10: Serum interlokin 6 degerleri
CEA degeri yiiksek hasta serumlar1 (# -4 ), saglikli birey serumlar1 (x-x)
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Yapilan istatistiksel degerlendirmelerde kontrol grubun CEA degeri yiiksek hasta
serumlarina gore IL-10 degerinin yaklasik 1,62 katlik bir artis gosterdigi belirlendi
(p <0.05).
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Sekil 4-11: Serum IL-10 degerleri
CEA degeri yiiksek hasta serumlar (4 - ¢ ), saglikli birey serumlar1 (x-x)

Yapilan istatistiksel degerlendirmelerde kontrol grubun CEA degeri yiiksek hasta
serumlarina gére TNF-a degerinde 13,4 katlik artis oldugu goriildii (p < 0.05).
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Sekil 4-12: Serum TNF-o degerleri
CEA degeri yiiksek hasta serumlari (¢ - ), saglikli birey serumlar1 (x-x)
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Yapilan istatistiksel degerlendirmelerde kontrol grubun CEA degeri yiiksek hasta
serumlarina gore IL.-12 degerinde 48 katlik bir artis gosterdigi belirlendi (p < 0.05).
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Sekil 4-13: Serum IL-12 Degerleri
CEA degeri yiiksek hasta serumlari (- ), saglikli birey serumlar1 (x-x)
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Sekil 4-14: Serum NAD Glikohidrolaz Etkinlik Degerleri
CEA degeri yiiksek hasta serumlari (¢ -¢)
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4.2.5. Calisma Gruplarimin Lenfosit Kesimlerinin Flow Sitometrik Analizi
Gruplarin lenfosit kesimlerinin FITC isaretli CD38 antikoruyla incelendigi
flow sitometrik karsilastirmali analiz sonucunda, Ehrlich asit tiimor hiicrelerinin
enjekte edildigi Balb/c’lerin sekizinci giin serumlarimin ve asit sivisinin verildigi
gruplarm CD38 etkinliklerinin kontrol gruplarina gore yiikseldigi Sekil 4-15’te

gosterildi.

4.2.6. CEA Degeri Yiiksek Hastalarin Lenfosit Alt Birimlerinin CD38
Etkinliginin Incelenmesi

CEA degeri yiiksek hasta kanlarindan elde edilen lenfositlerin, yiiksek
bulunan NAD Glikohidrolaz etkinliginin, lenfositlerin hangi alt biriminden
kaynaklanarak arttigimi belirlemek icin T ve B lenfositleri saflastirilarak etkinlikleri
incelendi (Tablo 4-1). Saflagtirilan B lenfositlerinin saflig1 flow sitometrede CD19
antikoruyla analiz edilerek %90, T lenfositleri ise CD3 antikoruyla analiz edilerek
%95 oldugu goriildii. Saglikli kisilerden alinan kan drnekleriyle CEA degeri yiiksek
kanserli hasta kanlarindan elde edilen total lenfositlerin, bu lenfositlerden
saflagtirilan B ve T lenfositlerin ve alt birimleri olan yardimci T lenfositi (CD4) ve
sitotoksik T lenfositleri (CDS8)’in CD38 etkinliklerinin incelendigi Western
emdirim analizi yapild1 (Sekil 4-16).
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Sekil 4-15: Lenfosit kesimlerinin CD38 etkinliginin incelendigi flow sitometrik analiz

sonuclari
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NAD Glikohidrolaz
Saghkh kisi T lenfositi 9,2 pmol
CEA degeri yiiksek hasta T lenfositi 32 pmol
Saghkh kisi B lenfositi 4,5 pmol
CEA degeri yiiksek hasta B lenfositi 15,2 pmol
Saghkh kisi CD4 lenfositi 5,75 pmol
CEA degeri yiiksek hasta CD4 lenfositi 5,4 pmol
Saghkh kisi CD8 lenfositi 7,5 pmol
CEA degeri yiiksek hasta CD8 lenfositi 10,6 pmol

Tablo 4.1: CEA degeri yiiksek hastalarla saghkh bireylerin B, T, yardimci T (CD4) ve
sitotoksik T lenfositlerinin (CD8) NAD glikohidrolaz degerleri

12345678

1. Saghkh kisi B lenfositi

2. Saghkh kisi T lenfositi

3. Saghkh kisi Yardimae1 T lenfositi (CD4)

4. Saghkh Kkisi Sitotoksik T lenfositi (CDS)

5. CEA degeri yiiksek B lenfositi

6. CEA degeri yiiksek T lenfositi

7. CEA degeri yiiksek Yardime1 T lenfositi (CD4)
8. CEA degeri yiiksek Sitotoksik T lenfositi(CD8)

Sekil 4-16: Lenfosit alt birimlerinin Western emdirim goriintiisii
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4.2.7. EAT Enjekte Edilen Balb/c’lerin Endoksan ile Muamele Sonras1t NAD
Glikohidrolaz Etkinligi Degisimi

Ehrlich asit tiimor hiicresi enjeksiyonundan 8 giin sonra artan NAD
Glikohidrolaz etkinligi kemoterapik ajan olan Endoksan ile muameleden sonra
Balb/c’lerin serum, lenfosit ve eritrosit membran posalarindaki degisiminin
izlenmesi amaciyla yeni bir deney sistemi kuruldu. Calisma gruplarindaki kontrol
grubu disindaki farelerin intraperitoneal bdolgesine 0,2 ml medyum icerisinde
800.000 Ehrlich asit tiimor hiicresi enjekte edildi. Enjeksiyon yapildiktan 8 giin
sonra 24 saat icerisinde Endoksan artan konsantrasyonlarda Balb/c lere yine
intraperitonel olarak verilmeye baslandi. 3., 4., 5. ve 6. gruplara 2 giin ara ile 3 kez
Endoksan enjeksiyonu gerceklestirildi. 1.grup islem gormemis Balb/c’lerin
bulundugu kontrol kafesi, 2. grup Ehrlich asit hiicresinin; 3. grup Endoksan
konsantrasyon degeri 10 mg/kg; 4. grup Endoksan konsantrasyon degeri 20 mg/kg;
5. grup Endoksan konsantrasyon degeri 40 mg/kg; 6. grup Endoksan konsantrasyon
degeri 100 mg/kg; 7. grup Endoksan konsantrasyon degeri 250 mg/kg olacak
sekilde enjeksiyonlar1 yapildi.

Birinci grup kontrol grubu oldugundan diger gruplara Endoksan
enjeksiyonu swrasinda bu gruba da serum fizyolojik enjekte edildi. Tiimorlii
hayvanlarin lenfosit, serum ve eritrosit membran proteinlerindeki sekizinci giin
enzimatik etkinlik degerleri Sekil 4-17°de verildi. Endoksan konsantrasyon

degerleri ile NAD Glikohidrolaz etkinligi degerleri karsilastirildi.
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Sekil 4-17: A-Lenfosit proteinleri NAD Glikohidrolaz etkinlik grafigi,
B-Serum NAD Glikohidrolaz etkinlik grafigi,
C- Eritrosit membran proteini NAD Glikohidrolaz etkinlik grafigi.

Kontrol (saglikli) grubu no 1,

Ehrlich asit timor hiicresi verilen grup no 2,

Ehrlich asit tiimor hiicresi verildikten sonra 10 mg/kg Endoksan (3 doz) verilen grup no 3,
Ehrlich asit tiimor hiicresi verildikten sonra 20 mg/kg Endoksan (3 doz) verilen grup no 4,
Ehrlich asit tiimor hiicresi verildikten sonra 40 mg/kg Endoksan (3 doz) verilen grup no 5,
Ehrlich asit tiimor hiicresi verildikten sonra 100 mg/kg Endoksan (3 doz) verilen grup no 6,

Ehrlich asit tiimor hiicresi verildikten sonra 250 mg/kg Endoksan (Tek doz) verilen grup no 7.
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4.3. Kordon Kanindan Kok Hiicre Saflastirilmasi

[.U. Kadin Dogum Anabilim Dali’'ndan EDTA’ 11 tiiplere alinan kordon kanlarindan
hematopoetik ve mezenkimal kok hiicre olmak {izere 2 c¢esit izolasyon

gerceklestirildi.

4.3.1. Kordon Kanmindan Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

1:1 oranda kordon kan1 PBS ile seyreltildi. 15 mI’lik tiipe 5 ml ficoll eklendi
ve lzerine seyreltilmis olan kordon kani yavasca tabakalandirildi. 2000
devir/dak’da 20 dakika santrifiij yapildi. Bulutsu ara faz (Buffy coat) alinir ve 10
ml’ye PBS ile tamamlanarak 1300 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Ustsivi
dokiildi ve 5 ml PBS ile tekrar yikama yapild1 (1300 devir/dak’da 5 dakika).
Ustsivi atild1 ve T25 flaskina ekim yapildi ve 4. giiniin sonunda yapisik formdaki
mezenkimal kok hiicreler 151k mikroskobunda incelendi. Goriintii Sekil 4-18°da

verildi.

4.3.2. Kordon Kanindan CD34" Hiicrelerin Saflastirilmasi

Hematopoetik kok hiicrelerin tanimlanmasinda da belirtildigi gibi hiicre
yiizey antijeni olan CD34 ve CD38 bu tip hiicrelerin belirtecidir. Aym1 zamanda
ALDH enzimatik etkinliginin de bulunmasi kok hiicrelerin belirlenmesinde ve
saflastirilmasinda kullanilmakta olan diger bir belirtectir. 1.U. Kadin Dogum
Anabilim Dalr’ndan alinan 10 ml kandan yapilan progenitor hiicre izolasyonunda
oncelikle ficoll gradyent metodu ile bulutsu ara faz toplandi. CD34 positif selection
kitin icerdigi magnetik nanopartikiiller vasitasiyla CD34 pozitif hiicreler toplandi.
Hiicrelerin toplanmas1 bir magnet ile gerceklestirildi. Magnet icerisinde bulunan
tiipiin ceperlerine sadece kordon kanindan elde edilen bulutsu ara fazda bulunan
hiicrelerin CD34 antijenine magnetik boncuk bagli CD34 antikoru baglanmis olan
hiicreler tutundu. Magnetik nanopartikiillerin tutunmasi sonucu diger hiicrelerin
uzaklagmas1 saglandi. Ardindan tiiplin magnetten ¢ikarilmasiyla elektromagnetik
kuvvet kesilmis oldu ve c¢eperdeki tutunmus hiicreler tiipten ayrildi ve CD34"
hiicreler toplandi. CD34" hiicrelerin 11tk mikroskobu goriintiisii Sekil 4-19’de

verildi.



Sekil 4-18: Kordon kanindan elde edilen mezenkimal kok hiicre goriintiisii

Sekil 4-19: CD34" hiicrelerin 151k mikroskobundaki goriintiisii
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4.3.3. Kordon Kanmindan CD34+ Hiicrelerin Seciminden Sonra (ALDH)"
CD38" Hiicrelerin Secilmesi

ALDH etkinligi olan hiicrelerin se¢imi yontemler boliimiinde FACS ile
hiicre izolasyonu kisminda anlatildigi sekilde gerceklestirilip ardindan CD38
antijeni i¢in CD38-PE isaretli antikorla muamele edildi. Kit ile CD34" elde edilmis
hiicrelerden, bu isaretli antikorlar aracihigiyla CD38"ALDH™ hiicreler segildi (Sekil
4-20, 4-21, 4-22 ve 4-23). Becton Dickinson (USA) firmasinin BD FACS Aria II
cihaziyla bu secilen hiicreler toplandi. 1 nolu dot plotta CD34 hiicrelerinden lenfosit
kapisimt aldik. Daha sonra se¢mis oldugumuz kapidaki hiicreleri CD34 (P4) ve
CD38 (P3)  parametrelerinde  okuduk. CD34/CD38  parametresinden
CD34(+)CD38(-) olan hiicre grubunu kapilayarak (P5) bu hiicre grubu icerisindeki
ALDH oranimmi okuduk. ALDH(+) (P6) ve ALDH(-) (P7) olarak gordiigiimiiz
popiilasyonlardan ALDH(+) (P8) olan kismi sort ederek ayirdik.
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Sekil 4-20: Negatif kontrol tiipii. Insan CD34 pozitif ayirma Kkiti ile saflastirilan

CD34+ hiicrelerin ALDH etkinligini
ile muamele sonrasi analizi

inhibe eden Dietil Amino Benzaldehit (DEAB)
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Sekil 4-21: insan CD34 pozitif ayirma kiti ile saflastirilan CD34+ hiicrelerin ALDH

etkinliginin izlendigi Bodipy-aminoasetaldehid (BAAA)- FITC isaretli tiipiin analizi
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Sekil 4-22: insan CD34 pozitif ayirma Kkiti ile saflastirlan CD34+ hiicrelerin CD38
etkinliginin izlendigi CD38-PE isaretli tiipiin analizi
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Sekil 4-23: Kok hiicrelerin secildigi

tiip. CD34+ hiicrelerin FITC isaretli Bodipy-

aminoasetaldehid (BAAA), PE isaretli CD38 antikorlariyla muamele edildigi tiipiin

analizi ve toplanacak hiicrelerin secimi



91

4.3.4. Kordon Kam CD38 Etkinligi ile Saghkh Birey Periferal Kan CD38
Etkinlik Degerinin Karsilastirilmasi

Kordon kanindan hematopoetik kok hiicre izolasyonu sirasinda yapilan
analizlerde kordon kami CD38-PE isaretli hiicre popiilasyonunun c¢ok yiiksek
oldugu goriildii. Bunun {iizerine saglikli periferal kan ile kordon kani lenfosit
kesimlerinin CD38 yiizey antijeni karsilastirmasi yapildi. CD38-PE isaretli antikor
ile muamele edilen kordon kanmi ve saglikli birey periferal kanlarindan saflastirilan
lenfosit kesimlerinin flow sitometrik analizleri sonucu elde edilen bilgilere gore
kordon kami periferal kana gore anlamli derecede yiiksek CD38(+) oldugu
belirlendi (Sekil 4-24, 4-25, 4-26, 4-27).
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Sekil 4-24: Histopak iizerine tabakalandirilan kordon kaninn santrifiij sonrasi alinan

ara fazimin negatif kontrol tiipiiniin flow sitometrik analizi
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Sekil 4-25: Histopak iizerine tabakalandirilan kordon kanin santrifiij sonrasi alinan

ara fazimin CD38-PE ile isaretlenmesi sonrasi yapilan flow sitometrik analizi
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Sekil 4-26: Saghklh birey kanimin histopak iizerine tabakalandirihp santrifiij sonrasi

alinan histopak plazma ara fazinin kontrol tiipiiniin flow sitometrik analizi
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Sekil 4-27: Saghkh birey kanmnin histopak iizerine tabakalandirihip santrifiij
sonrasl alinan histopak plazma ara fazinin CD38-PE ile isaretlenmesi sonucu

alinan flow sitometrik analizi.
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4.3.5. Kordon Kanindan Saflastirlan Hematopoetik Progenitor Hiicre ve
Onceki Asamalarinin Floresan Mikroskobunda Goriintiilenmesi

Kordon kami histopak plazma ara faz kesimi, bu kesimden saflastirilan
CD34" hiicreler ve BD FACS Aria II cihaziyla ile segilip toplanan CD34"CD38"
ALDH" hiicreler CD38-PE ve ALDH-FITC ile isaretlenerek Olympus BX51
floresan mikroskobunda goriintiilendi ve fotograflar1 ¢ekildi. Kordon kan1 histopak
plazma arafazi kesiminde tiim ylizey antijenlerine sahip hiicreler goriiliirken (Sekil
4-28a, 4-28b, 4-28¢); CD34" izolasyonu sonrasi elde edilen hiicrelerin ALDH ve
CD38 isaretlenmeleri sonucu alinan goriintiilerde bu hiicrelerin tamaminin kok
hiicre olmadig1 goriildii (Sekil 4-29a, 4-29b). Sadece CD38-PE ile isaretlenen bu
hiicre grubunda CD38(+) olan hiicrelerin oldugu goriildii (Sekil 4-30).
ALDH(+)CD34(+)CD38(-) belirteclerine sahip olan kok hiicrelerin toplanmasi
sirasinda lazer 15181 kullanildigindan uyarilma sonrasi toplanirken BAAA-FITC
soniimlendi. Dolayisiyla FACS ile toplanmis olan kok hiicreler floresan
mikroskobunda, DAPI ile boyanmis cekirdekleri mavi renkte olan hiicreler olarak

goriintiilendiler (Sekil 4-31).

| e e |

Sekil 4-28: a Histopak iizerine tabakalandirillan kordon kanmmin santrifiij sonrasi
alman ara fazinin CD34, CD38-PE ve ALDH-FITC ile isaretlenmesi sonucu alinan
floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 4-28: b Histopak iizerine tabakalandirilan kordon kanmmin santrifiij sonrasi
alman ara fazinin CD34, CD38-PE ve ALDH-FITC ile isaretlenmesi sonucu alinan
floresan mikroskop goriintiisii

Pt Y

Sekil 4-28: c- Histopak iizerine tabakalandirlan kordon kammmin santrifiij sonrasi
alman ara fazinin CD34, CD38-PE ve ALDH-FITC ile isaretlenmesi sonucu alinan
floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 4-29: a- CD34+ hiicreler secildikten sonra ALDH enzimatik etkinliginin ve
CD238 yiizey antijenine sahip hiicrelerin incelendigi floresan mikroskop goriintiisii

| e — |

Sekil 4-29: b- CD34+ hiicreler secildikten sonra ALDH enzimatik etkinliginin ve
CD38 yiizey antijenine sahip hiicrelerin incelendigi floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 4-30: CD34+ hiicrelerin CD38-PE ile isaretlenmis hiicrelerin floresan
mikroskop goriintiisii

Sekil 4-31: CD34+CD38-ALDH+ hiicrelerin facs ile toplanmasi asamasindan sonra
hiicrelerin floresan mikroskop goriintiisii
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4.3.6. Hematopoetik Progenitor Hiicrelerin Kok Hiicre Faktorli Ve
Eritropoetinli Kiiltiir Ortamlarindaki Cogalmalar:

Toplanan 36000 CD34"CD38 ALDH" hiicrenin yaris1 (18000 hiicre)
eritropoetin (EPO) ve kok hiicre faktorii (SCF) iceren medyuma diger yaris1 (18000
hiicre) ise eritropoetin igermeyen sadece SCF iceren kiiltiir ortamma alindilar. 4 giin
arayla flow sitometre cihazinda hiicre sayim1 gergeklestirildi. Olii hiicreler sayim
dist birakildi. SCF eklenen hiicrelerin sayis1 Sekil 4-32°de, eritropoetin igeren

hiicrelerin sayis1 ise Sekil 4-33 ‘de verildi.
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Sekil 4-32: CD34"'CD38'ALDH" hiicrelerin kok hiicre faktorii (SCF) vahginda

zaman-hiicre sayis1 grafigi
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Sekil 4-33: CD34"CD38"ALDH" hiicrelerin eritropoetin (EPO) ve kok hiicre faktorii

(SCF) varhginda zaman-hiicre sayis1 grafigi
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4.3.7. Sw1 Kiiltiirde ilkel Hematopoetik Hiicrelerden Eritroid Onciillerinin
Gelistirilmesi (Evre 1)

ALDH'CD34*CD38" hiicreleri (10° /ml) %20 BIT 9500, 100 U/ml penisilin-
streptomisin, %15 FBS iceren medyuma gerekli olan sitokinler ve faktorler eklendi
{ Epo 1 ul /ml, SCF (100 ng/ml), IL-3 (10 ng/ml), IL-6 (10 ng/ml)} ve 2 mM L-
glutamin ile zenginlestirilmis medyum IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s
medium) icinde yetistirildi. Hiicre sayisi, taze medyum icinde seyreltilerek 10%/ml

altinda tutuldu.

4.3.8. Sm1 Kkiiltiirde eritroit farkhlasmasinin son evreye dek siirdiiriilmesi
(Evre 2)

SCF(stem cell factor)/Epo (eritropoietin) stimiilasyonundan 10 giin sonra
yikanan hiicreler %20 BIT, 10° M B-merkapto etanol (B-ME), 10” dexametazon
ve 1 U/ml rh(rekombinant) insan Epo iceren IMDM i¢inde eritroid kiiltiiriin 2.
fazina (2)(105 /ml) (PII,14 giin) gecirildi; TGF- B1 (transforming growth factor) (5
ng/ml) bu ikinci evrenin sifirinci, besinci ve onuncu giinlerinde eklendi.
Olgunlagmasi (normoblast/eritroblast) esnasindaki farkli giinlerde (0., 4., 8., 12. ve
16.) izlenen hiicreler Megacult-c staining kit ile boyanarak goriintiilendi (Sekil 4-

34).
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Onaltinct giin

Sekil 4-34: Ikinci faz kiiltiir ortamma alinan hiicrelerin sifir, dort, sekiz, oniki ve

onaltinc giinlerde Megacult c-staining kit ile boyanma sonucu 151k mikroskobunda
alinan goriintiileri
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4.3.9. Hematopoetik  Progenitor Hiicrelerin NAD  Glikohidrolaz
Etkinligindeki Degisimi
Kok hiicre faktoriiyle ¢ogaltilan ALDH*CD34"CD38" hiicreler (10° hiicre/
ml) eritroid seri farklilagma agsamasi olan birinci faz icin eritropoetin ve kok hiicre
faktorii iceren medyuma igerisine alindilar. 10 giin bu ortamda tutulduktan sonra
hiicreler (10° hiicre/ ml) transforming growth factor B1, merkapto etanol ve
deksametazon iceren ikinci faz ortamina alindilar. Bu farklilasma fazindaki
hiicrelerin farkli giinlerde (0., 4., 8., 12., 16.) (hiicre sayisi sabit tutularak) alinan iist
sivi Ornekleriyle yapilan NAD Glikohidrolaz etkinligi degerlerinden edinilen
sonuglara gore CD38 etkinliklerinde de artis oldugu goriildii. NAD Glikohidrolaz
etkinligi sonuclar1 da Sekil 4-35‘de verildi.

ikinci Faz NAD Glikohidrolaz Etkinligi
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Sekil 4-35: Ikinci faza alman progenitor hiicrelerin zamana bagh NAD

Glikohidrolaz etkinligi degisimi.
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4.3.10. ikinci Farklilasma Fazi1 Western Emdirim Analizi
Kok hiicre faktoriiyle g¢ogaltilan hiicrelerin ikinci farklilagtirma fazi
esnasindaki 0., 4., 8., 12. ve 16. giinlerde izlenen hiicre iist sivisinin SDS-PAGE

sonras1t Western emdirim analizi Sekil 4-36’te verildi.

Sekil 4-36: Farkhlasma ikinci fazin 0., 4., 8., 12. ve 16. giin SDS-PAGE sonrasi

Western emdirim analizi

1.kuyu 0.giin iist s1v1 6rnegi, 2. kuyu 4.giin listsiv1 6rnegi, 3. kuyu 8.giin iistsivi 6rnegi, 4. kuyu 12.giin
tistsivt Ornegi, 5. kuyu 16.giin iistsivi drnegi

4.3.11. ikinci Farkhlasma Faz1 Esnasinda Hiicrelerdeki CD34 Degisimi

Ikinci farklilasma faz1 esnasinda hiicrelerin 0, 4, 8, 12 ve 16. giinlerde flow
sitometrik analizleri gerceklestirildi. Hiicrelerin CD38 etkinligi zamanla artarken;

CD34 yiizdelerinin zamanla azaldig1 belirlendi (Sekil 4-37).
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Sekil 4-37: ikinci faz sirasinda hiicrelerin CD34 yiizdesi
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4.3.12. interlokin 6’mn Lenfositler Uzerindeki Etkisi

Invitro kosullarda saglikli ve kanserli fare lenfositleri ile yapilan ¢alismada lenfosit
sayisi 5x10° olarak belirlendi. IL-6’mn lenfositler iizerindeki etkisinin izlenmesi
amaciyla, ekimi gergeklestirilen lenfositlerin iizerine yapay olarak dogrudan iki
farkli konsantrasyonda (10 ng/ml ve 100 ng/ml) interlokin 6 eklendi. Lenfosit
membran proteinlerinin yedi giin sonraki NAD Glikohidrolaz etkinligi arastirildi ve
Interlokin 6’min CD38’in anlattimini indiikleyici bir etki gostermekte oldugu

belirlendi (Sekil 4-38).
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NAD Glikohidrolaz (pmol)

r
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0

Fontrol lenfost + + + + + + + _ _ B
FAT arfrait - - - - - - - + + +
FC3 - + + + + + +

Eontrol Balb/cserum - - - - - - - - -
EAT Zalbic serum - - - + - - - _ _

FAT azit v - - - - + - - - - -
IL-G (ngfml) - - - - - 10 100 10 100

Sekil 4-38: Lenfositlerin invitro kosullarda IL-6 varhginda NAD Glikohidrolaz

etkinligi degisimi
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4.3.13. Hematopoetik Kok Hiicrelerin Cesitli Sitokin ve Faktorler Varhginda
NAD Glikohidrolaz Etkinlik Degisimi

5x10° CD34(+)ALDH(+)CD38(-) hematopoetik kok hiicre ile yapilan ¢alismada
birinci kuyuya sadece eritropoetin, ikinci kuyuya sagliklt Balb/c serumu, iiciincii
kuyuya saglikli insan serumu, dordiincii kuyuya retinoik asit, besinci kuyuya ise
Ehrlich timérlii fare serumu eklendi. 7 giin sonra iist sivilarindaki NAD
Glikohidrolaz etkinligine bakildi. Ehrlich tiimorlii fare serumunun eklendigi kuyuda
CD38 anlatiminin diger kuyulara gore bir artis gosterdigi goriildii (Sekil 4-39).
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Sekil 4-39: Serum ve sitokinlerin hematopoetik kok hiicrelerin NAD

glikohidrolaz etkinligi iizerindeki etkisi
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5. TARTISMA

Dogada yaygin olarak bulunan NAD glikohidrolazlar, uzun siireden beri
bilinen, etki mekanizmalarinin oldukga iyi tanimlanmis oldugu diisiiniilen, ancak
yakin zaman Oncesine dek islevleri lizerinde -hidrolitik 6zellikleri nedeniyle yikim
stireclerinde oynadiklar1 olas1 rollerinin Otesinde- fazla durulmayan bir enzim
siifint olusturmuslardir. Aplysia californica (deniz salyangozu)’dan elde edilen bir
enzimin NAD'yi nikotin amit grubunu ayrigtirarak siklik ADP-riboza(cADPR)
doniistiirdiigiiniiniin; cADPR'nin ise Ca®* un hiicre ici depolarindan, inositol 3-
fosfat siirecinden bagimsiz bir bi¢cimde agiga ¢ikardigimin (133) bulunmasi bu
konudaki goriisleri kokten degistirmistir. Lenfosit farklilagsma antijeni CD38’in
ayni sekilde NAD glikohidrolaz etkinliginin yani sira ADPR siklaz etkinligi de
gostermesi ayrica bilinen pek ¢ok farkli diger NAD glikohidrolaz enziminin de
siklaz etkinligi icermesi bu enzimleri giiniimiiziin 6nemli bir arasgtirma konusu
konumuna getirmistir.

Kinetik caligmalar her iki tepkimenin (glikohidrolaz ve siklaz) yakin iligkili
oldugunu, enzimatik siirecin NAD kompleksinin bir ortak ara {iirlin iizerinden
hidroliz ya da molekiil i¢ci halkalagma yoniinde ayrigarak ADPR ya da cADPR
olusumuna yol agtifin1 gdstermektedir (‘partition mechanism') (134).

NAD glikohidrolaz ve ADPR siklaz tepkimelerinin izlenmesinde degisik
yontemler kullanilmaktadir. Radyoaktif nikotinamit ya da adenin grubu iizerinden
isaretlenmis NAD tiirevlerinin kullanildig1 yontemlerde, ortaya cikan iiriin tepkime
sonrast ylriitillen cesitli kromatografik ayristirma teknigi (ince tabaka
kromatografisi,  kolon  kromatografisi ya da  HPLC)  araciligiyla
tanimlanabilmektedir. Ancak, bu yolla {iriinlerin tanimlanmasi uzun siireler
gerektirmektedir; dolayist ile cok sayida ornek ile ¢alisilan ya da hizli kinetikler
gerektiren deneyler i¢in uygun degildir. Ethano-NAD ve NGD gibi, tepkimeler
sonunda ethano-ADPR ve cGDPR gibi floresan iiriinler veren bilesiklerin substrat
olarak kullamilmaya baslanmasiyla  radyoaktif substratlarla g¢alismalarda
karsilagilan zorluklarin asilmasi miimkiin olmustur. Ayrica, siklaz etkinligi sonucu

ortaya ¢ikan cGDPR’nin, cADPR’nin aksine hidrolitik etkilere direngli olmas1 bu
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etkinligin cok daha saglikli bicimde arastirilmasim saglamaktadir. Bu nedenlerle
sozkonusu tepkimelerin floresans spektrometrik yontemlerle incelenebilmesi

calismalara son yillarda biiyiik bir ivme saglamistir.

CD38, enzimatik dzelliklerinin yani sira reseptor etkinligine de sahiptir. Bu
etkinligin hiicre i¢i sinyal iletisi yoluyla hiicre cogalmas1 ve farklilasma
stireclerinde rol oynadigr diistiniilmektedir. Diger yandan, CD38’in enzimatik
ozellikleri ve reseptor benzeri davranist arasindaki iligkisi bilinmemektedir. CD38,
etki bicimi ve fizyolojik islevi agisindan arastirilmaya deger bir sistem olarak
one cikmaktadir. Albeniz ve arkadaslarimin yapmis oldugu ¢alismada, farkli hasta
gruplarmdan elde edilen eritrositlerde CD38 etkinligine karsilagtirmali olarak
bakilmig ve kanserli hasta eritrositleri ile sistemik hastaliklarin eritrositlerindeki bu
aktivite, kontrollere oranla yiiksek bulunmustur. Kanserli hasta eritrositlerinde bu
etkinlikteki yiikselmeler 6zellikle anlamlidir. Aym1 zamanda yiiksek CEA degerli
kanser olgularinda 45 kDa molekiil agirligina karsilik gelen eritrosit protein
bandinin CD38’e ozgii antikor aracili "Western emdirim" sisteminde verdigi
sinyaldeki artis kanser hastalig1 siirecinde CD38 indiikleyici bir mekanizmanin
varligina isaret etmektedir.

Kanser hastalarindaki CD38’i indiikleyici etkinin baz1 serum faktorlerinin
varligindan kaynaklanacagini diisiindiirmiistiir. Bu gozleme agiklik getirmek iizere
Ehrlich asit hiicrelerinin aktarildig1 Balb/c farelerin kullanilarak olusturuldugu bir
model sistemde, CD38 iliskili enzim etkinliklerinde anlamli artiglar bulunmustur.
Benzer artiglar Ehrlich asit hiicrelerinin aktarilmasiyla tiimor olusturulan Balb/c
farelerinden alinan serum ve insan kokenli yiiksek CEA degerli kanserli hasta
serumlarinin normal Balb/c’lere enjekte edilmesi sonrasinda zaman Kkinetigi
yapilarak alinan CD38 etkinligi sonug¢larinda da gézlenmistir.

Kanser, igerisinde bulundugumuz modern ¢agin en ciddi hastaligi olup,
insan oOliimlerine yol agan nedenler arasinda onemli bir yere sahiptir. Gelismis
toplumlarda kanserden kaynaklanan 6liimler ilk sirada yer alirken gelismekte olan
ilkelerde ise giderek artmaktadir. Giiniimiizde kanser ile miicadelede ¢ok ciddi
cabalar ve yiliksek miktarlarda biit¢eler harcanmaktadir. Bu tez calismasinda
Balb/c’lerde kanser modelini EAT hiicreleriyle olusturduktan sonra kanser siireci
boyunca hiicre yiizey antijeni olan CD38’in roliiniin incelenmesi calismanin

amagclarindan birini olusturmaktadir.
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Bu calismada oncelikli olarak, kanser hastalarinda goriilen NAD'
glikohidrolaz ve floresan siddetlerindeki artisin uygun bir hayvan modeli
olusturularak kan orneklerinden elde edilen serum ve eritrosit kesimlerinde ayni
etkinin olusturulmasi amaglanmigstir. Bu hususta, EAT hiicreleri Balb/c tiirii farelere
intraperitoneal olarak enjekte edilmis ve daha sonra enzim etkinlikleri timér
gelisimlerine paralel olarak takip edilmistir. Genel olarak, bu hayvanlarin icinde
asit timor gelisimi EAT hiicre enjeksiyonunu takiben 10-12 giin sonra
gozlenmistir.

Yaptigimiz ii¢lii gruplu ¢caligmada Ehrlich asit tiimor hiicresi enjekte edilmis
fareler iizerindeki CD38 etkinligi degisiminin izlendigi ¢alismamizda NAD™
glikohidrolaz ve GDP-ribozil siklaz etkinliklerinin kontrol grubuna oranla belirgin
bir artis sergiledigi belirlenmistir. Kanserli olgulardaki bulgular dogrultusunda
(135) EAT hiicresi enjeksiyonu yapilmis olan Balb/c’lerin eritrositleriyle yapilan
Western emdirim deneyinde, 45 kDa’luk bdlgede CD38 reaktif protein banti
saptanmistir. Bu farelerin Ehrlich hiicresi enjeksiyonlarindan sekiz giin sonra 45
kDa band1 goriiniir olup; onikinci giiniin sonunda maksimum yogunluk kazanmistir.
Ayn1 gruplarin lenfosit membran proteinleriyle yapilan ¢alisma sonucunda benzer
sonuclar elde edilmistir. Kontrol grubunda anti-CD38 bantina rastlanmazken
Ehrlich hiicresi enjekte edilmis grupta yine sekizinci giinde bant goriiliip, onikinci
gilnde maksimum yogunluk kazanip yirminci giine kadar bu yogunlugu
korumuslardir.

Bu sonuglar, CD38 anlatimi {izerine olan uyarict etkisi olarak bazi serum
faktorlerin varligimi diisiindiirmektedir. Konak hiicre cevabi, tiimor biiylimesi ve
metastazda, pro ve antiinflamatuvar sitokinlerin 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir
(136).

Bu nedenle, sitokinler timor belirteci olarak ve hastaliin prognostik
degerlendirmesinde artan yayginlikla kullanilmaktadir. Ancak bu bulgular ayni
zamanda iltihap sitokinlerinin karmagik etki bicimine de isaret etmektedir.
Sitokinlerin tiimor fizyopatolojisi agisindan bu ¢eligkili etki mekanizmalar1
CD38’in kanser siirecine bagli anlatim1 baglaminda dikkate deger bir husus olarak
one ¢cikmaktadir. Nitekim CD38’e 6zgii agonistik monoklonal antikorlarin etkisiyle
duragan insan monositlerinin aktifleserek IL-1B, IL-6 ve IL-10 salgilamaya

basladiklar1 bildirilmigtir (137).
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Bu nedenle caligilacak olan kanserli hastalarin serumlarinda IL-6, IL-10, IL-
12, TNF-o diizeylerine ve NAD Glikohidrolaz etkinlik degerlerine bakilmistir.
Ardindan, timor gelismis farelerin hem serum ve asit s1vi ornekleri hem de insan
kokenli kanserli hasta serum ornekleri ile deneyler tekrarlanmistir. Deney seti
kurulmadan oOnce calisilacak olan kanserli hasta serumlarinda bazi interlokin
diizeyleri incelenmistir. Kanserli (>100 ng/ml olan kanser hastalarinda) CEA
degerlerine sahip serumlarin verildigi gruplardaki Balb/c’lerden elde edilen serum,
eritrosit hayalet ve lenfosit membran proteinlerinde NAD Glikohidrolaz
etkinliklerine bakildiginda, canli Ehrlich hiicreleri enjekte edilmis gruba benzer bir
CD38 indiikleyici etkisi bu enjekte edilen serumlarda da oldugu belirlenmistir.
Ayn1 zamanda bu etkinlik, yine 45 kDa anti-CD38 reaktif bant Western banti
olarak ortaya ¢ikmistir. Kontrol fare ve saglikli birey serumlarinin verildigi grupta
ise herhangi bir artis goriilmemistir. Aktivite eritrositlerde 12.giinden itibaren yavas
yavag azalmis; 20. giin itibariyle kontrol diizeyine inmistir. Ancak lenfositlerde bu
etkinlik 20. giine kadar devam etmistir.

Bugiin kanseri 6nlemede en umut verici strateji, kemoterapidir. Kemoterapi,
insanda kanser gelisimini Onleyici sentetik veya dogal maddelerin (yalniz bagina
veya birlikte) kullanimi olarak tarif edilir. Bizim yaptigimiz calismada amacimiz,
iyilesme siireci boyunca hiicre yiizey antijeni olan CD38’in roliiniin incelenmesidir.
Endoksan, siklofosfamidin sitotoksik etkisi, alkillenmis metabolitleri ile DNA
arasindaki etkilesmeye dayanmaktadir. Bu alkilasyon DNA zincirinde ve DNA-
protein capraz baglarinda kirilma ve baglanmalarla sonucglanir. Hiicre siklusunda,
G2 fazinda gecisi geciktirir.

Kemoterapik ajan olarak Endoksan’in kullamldigi calismamizda, Ehrlich
asit timor hiicresi enjekte edilmis fareler iizerindeki etkisi incelenerek CD38
etkinliginin degisimi izlenmis ve Ehrlich asit tiimor hiicresi verilmis ve Endoksan
kemoterapik ajaninin verildigi grupta kanlarin NAD Glikohidrolaz degerlerine
bakilmistir. Etkinligin kontrol grubuna oranla 250 mg/kg Endoksan verilen grupta
anlamli derecede bir diisiis sergilendigi belirlenmistir. Western emdirim
analizlerinde de aym sekilde diisiik dozdan yiiksek doza dogru sinyalde diisiis
oldugu kaydedilmistir.
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Diger bir calisma ise, kanser hastalarinda CD38’i indiikleyen faktorlerin
ozellikle iltihaba yol acan interlokinler grubunun temsilcileri (TNF-o, IL-6, IL-10,
IL-12) ile iliskisini ve CD38’1 indiikleme siireclerinin izlenmesi olmustur. ELISA
test sisteminin kullanildig1 deneylerimizden elde ettigimiz sonuglara gore yiiksek
CEA degerine sahip kanserli hasta serumlarmin CEA degerleri arttikca IL-6 ve
TNF-o degerlerinin de arttig1 belirlenmistir. IL-10 diizeylerinde ise bu parametre
ile bir korelasyon gostermeksizin artis saptanmigtir.

CD38 eritroid anlatminin hangi evrede basladiginin, ne diizeyde
gerceklestiinin ve bu ortama eklenen kanserli hasta serumunun yada interldkinin
etkilerini belirlemek amaciyla hematopoetik kok hiicrelerle calisma uygun
goriilmiistiir. Insan organizmasinda eritrositler, miyeloid hiicreler, trombositler
kemik iligindeki kok hiicreleri tarafindan baglatilan farklilasma ve matiirasyon
siireci sonucunda olugsmaktadir. Kok hiicreleri kendilerini yenileyebilme,
proliferasyon ve farklilagsma gosterebilen tipleri eritroid seri, miyeloid seri ve
megakaryositik seri ile lenfoid serilerin her biri icin birer unipotansiyel kok hiicre
oldugu kabul edilmektedir (6). CD38 iliskili arastirilacak hematopoetik kok
hiicreler, kemik iliginde, bebek gébek kordon kaninda ve ¢evre kaninda bulunan
ozel yontemlerle eriskinde belli biiyiime faktorlerinin yardimi ile iiretilebilen ve
kan hiicrelerine doniisebilen kok hiicreleridir.

Kordon kaninin dondurulmasi ve c¢oziilmesi tiirli islemler sirasinda
membran hasarma ugrayan hiicreler ALDH reaksiyonuna ait iiriinii kaybeder ve
sonucta tiim ALDH+ hiicreler saptanamayabilir. Bu sebepten dolayr kordon
kanindan progenitor hiicre saflastirmasi yaptigimiz ¢alismamizda taze kordon kani
ile calisilmistir. CD34+ seleksiyon asamasindan sonra ALDH se¢imine gidildigi
icin arada zamandan ve ortamdan kaynaklanan canliligi bozulmus hiicreler
olabilmektedir. BAA sayesinde bu canlilifi bozulmus hiicreler saflastirma dis1
brrakilmistir. ALDH aktivitesi analizi yapildigindan canlilik boyast olan 7-
aminoaktinomisin D (7-AAD) ilave edilmesine gerek kalmadan izolasyon
gerceklestirilmistir.

Monositler ALDH+ popiilasyonu etkilediginden analiz yapilirken
monositler ayrilarak yapilmasi gerekmektedir. Monositler diger 16kositlerden daha
fazla ALDH aktivitesine sahiptir; bu nedenle ALDH reaksiyonu oncesi CD14

antikoru ile monositlerin boyanmast ALDH+ popiilasyonun daha iyi ayirt



112

edilmesini saglar ya da CD34/CD38 grafiginde monositlerin kap1 alinarak analiz
sirasinda diglanmasi gerekmektedir (138). Biz calismamizda CD34, CD38, ALDH
antikorlarim isaretlemede kullandik ve ardisik kapilar alirken monositleri kapi
alarak analiz dis1 biraktik.

ALDH" hiicrelerin ¢ogunda CD34’iin de pozitif oldugunu ancak bazi
hiicrelerin ya CD34 ya da ALDH eksprese ettigini Storms ve arkadaglar1 (139)
yaptiklar1 ¢aligmada goOsterdiler. Bulgularina gore; farkli serilere gelisim
saglayabilen ilkel progenitdr hiicrelerin bircogu ALDH'CD34" hiicre grubundaydi
ve kisa siireli miyeloid progenitdrlerden zengindi, ALDH CD34" hiicrelerde ise
ilkel progenitor sayis1 ve kisa siireli miyeloid potansiyel azdi. Bizim yaptigimiz
kordon kanindan saflastirilan CD34" hiicrelerin  ALDH-FITC isaretlenmeleri
sonucunda aldigimiz floresan mikroskop ve flow sitometrik analizinde CD34+ olan
hiicrelerin birgogunun ALDH" oldugu goriildii. Armstrong ve arkadaslar1 (140)
yaptiklar1 hayvan ¢aligmasinda ALDHLin- hiicrelerin tipik primitif hematopoetik
onciil hiicreler oldugunu ve in vitro hematopoetik progenitér fonksiyonun Lin-
ALDH" grupta ALDH' gruptan daha yiiksek oldugunu gosterdiler. Bu hiicreler daha
yiiksek telomeraz aktivitesi ve S fazinda en az hiicreye sahipti. Arastirmacilar
yukarida saptanan bulgular 1s1ginda ALDH" hiicrelerin diger hiicrelerden ayrilarak
izole edilmesiyle en primitif hematopoetik kok hiicrelerin izole edilebilecegini ve
klinik uygulamalarda kullanilabilecegini belirttiler(141). Analiz i¢in kullanilan ¢cok
renkli flow sitometre ve saflastirmada kullanilan yiiksek hizli hiicre saflagtirma

cihazi bu alandaki caligmalarda kullanilan baslica cihazlar olmuslardir.

CD34"CD38" hiicreler, progenitdr hiicrelerin ilkel alt popiilasyonlaridir.
Hao ve arkadaglarinin sonuglarma gore kordon kanindaki CD34"CD38 hiicreler
eriskin kemik iligi ile aym immiinfenotipi gostermekte fakat kordon kanindan elde
edilen bu hiicreler SCF ve IL-6 varliginda kemik iligine gore 7 kat daha hizli

cogalim gostermektedirler.

Bu bilgiler 1s181nda yaptigimiz kordon kanindan progenitdr hiicre secimi
sirasinda ALDH' / CD34" / CD38" hiicrelerle ¢alisiimigtir. Hematopoetik hiicreler
eritropoetik gelisim siireci boyunca eritroblast/normoblast asamasina kadar

izlenmistir. Secim islemi yapilmadan o©nce kordon kam Iokosit kesiminin
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incelendigi floresan mikroskop goriintiilerinde goriilmiistiir ki tiim kullanilan
antikorlara sahip hiicreler bu kesitte mevcuttur. Ardindan yapilan CD34" hiicre
seciminden sonra yapilan isaretleme ile alinan goriintiilerde, bu hiicrelerin biiyiik
bir kisminin ALDH™ fakat bir kistm CD38" hiicrelerinde bulundugu belirlenmistir.
Bu CD38" olan hiicrelerden yukarida belirtilen sebeplerden dolayr kurtulmak igin
kullanilan FACS (floresanla aktive edilmis hiicre ayristirmasi) ile hiicre toplanmasi
asamasinda magnetik boncuklarla saflastirilan CD34" hiicrelerden ALDH'CD38"
olan hiicre grubu toplanmistir. Bununla beraber eritroid farklilagmasi sirasinda 2.
fazda CD38 aktivitesinin 8. giinden itibaren belirgin bir sekilde arttifi hem NAD
Glikohidrolaz etkinlik testiyle hem de SDS-PAGE elektroforezi sonrast yapilan

Western emdirim teknigiyle tespit edilmistir.

Povsic ve arkadaslar1 (142) ise ALDH" hiicreler periferik kana ge¢gmekte
midir ve saptanabilir mi sorularinin yanitin1 kardiyak kateterizasyon yaptiklari
hastalarinda ALDH aktivitesine bakarak arastirdilar (143). Mobilizasyon
yapilmadan periferik kanda dolagan 6nciil hiicrelerin saptanabilecegini gosterdiler.
Fallon ve ark. (144) otolog kok hiicre nakli icin kemoterapi+G-CSF ile
mobilizasyon yaptiklar1 hastalarin periferik kan 6rneklerinde ALDH" hiicrelerin
saptanabilecegini  gosterdiler. ALDH® hiicre grubu CDI133"CD34"CD38"
hiicrelerden zengindi ve kiiltiirde koloni olusturma ozelligine sahipti. Bu da
mobilize periferik kandaki ALDH" hiicrelerin ilkel hematopoetik hiicrelerin

fenotipik 6zelliklerine sahip olduklar1 sonucuna vardirdi.

Kordon kanindan FACS (floresanla aktive edilmis hiicre ayristirmasi) ile
progenitdr hiicre se¢imi sirasinda ALDH' / CD34" / CD38" hiicreler toplanmistir.
Panzenboeck ve arkadaslart1 kordon kani kokenli hematopoetik kok hiicrelerin
kirmiz1 kan hiicrelerine farklilasmalar1 icin gerekli ortami tanimlamiglardir. Daha
genisletilmis bir caligma yaparak in vitro kosullarda caligma yiiriitiip kok hiicreler 2
fazl kiiltiir calismasina alinmistir. 10 giin birinci fazda tutulan hiicreler bu siirenin
sonunda farklilagtirma evresi olan ikinci faza alinmis ve bu medyumda 16 giin
tutulmustur. Toplam 26 giinliik siirecin sonunda progenitor hiicrelerin Megacult c-
staining kit ile boyanma suretiyle cekirdeklendikleri ve 8-10 um biiyiikliigiindeki
eritroid seri hiicrelere farklilagtiklar1 belirlenmistir. Bu siire¢ boyunca alnan iist

stv1 Orneklerinin NAD Glikohidrolaz etkinlik degerlerinde de zamanla gosterdikleri
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bir artis oldugu belirlenmistir. Bu etkinligin artti§in1 ayn1 zamanda yapilan SDS-
PAGE sonras1 Western emdirim teknigiyle de 45 kDa anti-CD38 reaktif bantta

sekizinci giin itibari ile artis gosterdigi goriilmiistiir.

Bu hiicrelerle yapilan diger bir calisma ise c¢ogalma miktarlarimn
belirlendigi deneydir. Facs ile ALDH" / CD34" / CD38  hiicrelerin toplanmasi
asamasindan sonra alindiklar1 iki ayr1 medyum ortaminda farkli ¢cogalim indeksi
verdikleri belirlenmistir. Birinci kuyuda sadece kok hiicre faktorii igeren medyum
ortami varken diger kuyuda kok hiicre faktoriiniin yani sira eritropoetinde
bulunmustur. Eritropoetin 34 kDa molekiil biiyiikliigline sahip glikoprotein
hormondur. Hematopoetik progenitor hiicrelerin  kirmizi  kan hiicrelerine
farklilasmasindan sorumludur (145). Farkhilasma, ¢ok hiicreli organizmalari
olusturan hiicrelerin olgunlasma ve uzmanlagma siirecinde gecirdikleri bir dizi
degisimi tammlamak i¢in kullanilir. Farklilagsma sitokinlerin, biiylime ve
farklilasma faktorlerinin, hiicredisi matriks proteinlerinin  ve hiicrelerarasi
iletisimlerin kombine etkisiyle basarilan karmasik olaylar biitiiniidiir. Farklilagsma
asamasina giren hiicre, bir yandan bdlinmeyi durdururken diger yandan
cevresinden gelen sinyallere yanit vermeye hazirlanir. Bunun icin genellikle enzim-
bagimli ylizey ve hiicrei¢i reseptorler ve aktivasyon yolaklari ortaya g¢ikararak
hiicrede uzun erimli olaylarin baglamasin tetikler. Sadece kok hiicre faktorii iceren
kiiltiir ortamindaki hiicrelerin diizgiin dogrusal bir grafik verecek sekilde
cogalmasimin yaninda, eritropoetinin iceren kiiltlir ortamimdaki progenitor
hiicrelerin yukarida sayilan nedenlerden dolayr onikinci giinden sonra ¢ogalma

hizlarinin azaldig1 belirlenmistir.

Yapilan diger bir caligmada ise lenfositlerde goriilen NAD Glikohidrolaz
etkinligindeki artiglardaki sitokinlerin etkisi izlenmek iizere, saghkli ve kanserli
hasta lenfositleri {izerine invitro kosullarda yapay olarak eklenen interlokin 6’nin
yedi giin sonra NAD Glikohidrolaz etkinligini arttirdigi  belirlenmistir.
Interlokinlerin tiimor fizyopatolojisi acisindan etki mekanizmalari, CD38’in kanser
stirecine bagli anlatimi1 baglaminda dikkate deger bir husus olarak 6ne ¢ikmaktadir.

CD38’e 0©zgii agonistic monoklonal antikorlarin etkisiyle duragan insan
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monositlerinin  aktifleserek IL-1b, IL-6 ve IL-10 salgilamaya bagladiklar1

bildirilmistir.

Son olarak CD34" /ALDH" /CD38 hematopoetik kok hiicrelerle yapilan
calismada retinoik asitin ve EAT hiicresi enjekte edilmis fare serumlarinin etkisi
izlenmistir. Invitro kosullarda hematopoetik kok hiicre iizerine eklenen EAT hiicreli
Balb/c serum ve ayrica retinoik asit eklenen medyum ortamindan 7 giin sonra
alman {ist sivi Ornekleri incelendiginde retinoik asitinde, kanserli Balb/c
serumununda NAD Glikohidrolaz etkinliginde artisin oldugu calismamizda

gosterilmistir.

CD38’in eritrosit ve lenfosit gelisimine bagl olarak c¢iktigi somut olarak
model hiicre sistemlerinde, 6rnegin HL-60 hiicrelerinde retinoik asitin lenfositi
farklilasmas1 yoniinde indiikledigi ve etkinligin ortaya ¢iktigr gosterilmistir (146).
CD38 indiiksiyonu tiim deney hayvanlarindan hem eritrosit hem de lenfositlerle
birlikte kiiltiirdeki periferik lenfositlerden de elde edilmistir. Bu indiiksiyonun
hematopoetik hiicre kokenlerinde ve ayrica farkli farklilasma seviyelerinde
meydana geldigi gosterilmistir. CD38 indiiksiyonunun c¢ogalma siirecinde bazi
proinflamatdr sitokinler iizerinden muhtemel tetiklenisi cogalma veya apoptotik
stireci birlikte i¢eren bir olay olabilir. Bu CD38’in bir enzim, reseptor ve adhezyon
molekiilii olarak ¢ok yonlii kimligi tizerinden pleiotropik etkileri uyguladigi veya
aracilik ettigi goriilmektedir. Reseptorel ozellikleri ve ¢esitli sinyal yolaklar ile
isbirligi lizerinden CD38, hiicreleri apoptozdan korunmaktadir. Boylece onlarin
yasama sanslarini arttirmakta, onlara artmis bir cogalma potansiyeli sunmakta ve

habisligine katkida bulunmaktadir.
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