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KISALTMALAR

AML

EC

EKH

EPC

FGF

HKH

ICM

KML

LIF

LKH

MACS

MAPC

: Akut myeloid 16semi (Acute myeloid leukemia)

: Embriyonal karsinoma (Embryonal carcinoma)

: Embriyonik kok hiicre (Embryonic stem cell)
:Endotelial oncii hiicre (Endothelial progenitor cell)

: Fibroblast biiylime faktorii (Fibroblast growth factor)

: Hematopoietik kok hiicre (Hematopoietic stem cell)

: I¢sel hiicre kitlesi (Inner cell mass)

: Kronik myeloid l6semi (Chronic myeloid leukemia)

: Losemi engelleyici faktor (Leukaemia inhibitory factor)
: Losemik kok hiicre (Leukemic stem cell)

: Manyetik aktive edilmis hiicre ayirma (Magnetic Activated Cell Sorting)

: Cok potansiyelli eriskin oncii hiicre (Multipotent adult progenitor cell)

MIAMI : ilik-kokenli uyarilabilir ¢ok potansiyelli kok hiicre

MKH

(Marrow-derived inducible multilineage stem cell)

: Mezenkimal kok hiicre (Mesenchymal stem cell)

NOD/SCID: Non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency

OCT-4

PSC

: Oktamer-baglanma transksiyon faktorii
(Octamer-binding transcription factor-4)

: Pluripotent kok hiicre (Pluripotent stem cell)

RT-PCR: Ters yazilimli-polimeraz zincer reaksiyonu

SOX-2

: SRY-related high-mobility group (HMG)-box protein

SSEA.4 : Evre-6zgiil embriyonik antijen-4 (Stage specific embryonic antigen-4)

TRA

: Timor reddetme antijeni (Tumour-rejection antigen)
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OZET

LOSEMIK KOK HUCRELERDE ERKEN EMBRIYONIK KOK HUCRE
TRANSKRIPSiYON FAKTORLERININ EKSPRESYONUNUN ARASTIRILMASI

Halil ATES

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD, izmir.

Oct-4, Nanog ve Rex-1 gibi transkripsiyonel faktdrler embriyonik kok hiicrelerde self-
renewal (kendini yenileme), differansiyasyon ve pluripotensi yoniinden ©nemli rol
oynamaktadir. Fenotipik olarak kanser hiicreleri kendini yenileme, sinirsiz ¢ogalma,
farklilasma ve yayilma o6zellikleri bakimindan embriyonik kok hiicreler (EKH) ile
benzerlikler gostermektedir. Bu benzerlikler, bazi erken EKH transkripsiyon faktorlerinin
kanser hiicrelerinde yeniden eksprese edilebilecegini akla getirmektedir. Yapilan
caligmalarda, normal erigkin kok hiicreler ile bazi insan tiimor hiicrelerinde bu transkripsiyon
faktorlerinin eksprese edildigi gosterilmistir. Ancak hematopoietik kok hiicre ve myeloid

l6semilerde ekspresyonlart bilinmemektedir.

Bu calismada saglikli kontrollere ait kok hiicrelerde, akut myeloid 16semi (AML) ve
kronik myeloid 16semili (KML) hasta oOrneklerinde erken embriyonik transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonlar1 gercek zamanli revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

(RT-PCR) ve akim sitometrik analiz yontemleri kullanilarak arastirildi.

Sonuglarimiz gerek kontrollerde ve gerekse de 1osemi orneklerine ait CD34+ hiicre
fraksiyonunda RT-PCR aracilikli Oct-4, Nanog ve Rex-1 amplifikasyonlar1 bazi vakalarda
negatiflik gostermektedir. Ancak CD34- hiicre fraksiyonunda ise tiim orneklerde
amplifikasyon  gozlenmistir. CD34-  hiicre  fraksiyonunda  ekspresyon seviyesi
kiyaslamalarinda AML ve KML gruplarinda ekspresyonlarin kontrollere gore daha diisiik
oldugu saptandi. Bununla birlikte AML grubunda FAB (Fransiz-Amerikan-Ingiliz hematolog
grubu) smiflamasmna gore tim M1 fenotipindeki Orneklerde Oct-4 ve Nanog
ekspresyonlarinin hem kontrollere gore hem de diger AML FAB alt gruplarina goére daha
yiiksek ekspresyon gosterdigi belirlenmistir. Akim sitometrik analiz sonucglarinda da benzer
sekilde CD34- hiicre fraksiyonunda ekspresyon diizeylerinin kismen yiiksek oldugu

gozlenmistir.



Sonug olarak, bu oncii ¢alismada biz erken EKH transkripsiyon faktorlerinin gerek
sagliklt kontrollerde gerekse de losemik hiicrelerde eksprese edildigini gosterdik. Bu
ekspresyon ilging bir sekilde kok hiicrelerden ¢ok CD34- kompartimandadir (hematopoietik
dis1 kok hiicreler). En dikkat ¢ekici bulgu, maturasyon 6zelligi gostermeyen M1 fenotipindeki
AML hastalarinin CD34- hiicrelerinde Oct-4 ve Nanog transkript seviyelerinin yiiksek
olmasiyd1. Ileriye yonelik olarak bu transkripsiyon faktdrlerinin prognostik &neminin
arastirilmasi uygun bir yaklasim olacaktir. Yine ekspresyon diizeyinin yiiksek oldugu hiicre
serilerinde bu faktorlere karst gelistirilmis inhibitorlerin etkinligi de tedavide bu

ekspresyonlarin 6nemini ortaya koyacaktir.

Anahtar Kelimeler: Oct-4, Nanog, Rex-1, SSEA 4, Losemik kok hiicre, AML, KML.



ABSTRACT

THE EXPRESSION OF EARLY EMBRYONIC STEM CELL TRANSCRIPTION
FACTORS IN LEUKEMIC STEM CELLS

Halil ATES

Dokuz Eylul University, School of Medicine, Department of Medical Biology and

Genetics, [zmir.

Transcriptional factors such Oct-4, Nanog and Rex-1 have pivotal role in self-renewal,
differentiation and pluripotency of the embryonic stem cells (ESC). In terms of self reneval,
unlimited proliferation, differentiation and invasion, cancer cells and embryonic stem cells
display similar phenotypic properties. This analogy implies that cancer cells may re-express
some of the early ESC transcriptional factors. A couple of studies have revealed expression of
early embryonic transcriptional factors on normal adult stem cells and some human cancer
cell types. However, expression of early embryonic transcriptional factors has not studied in

hematopoietic stem cells and myeloid leukemia cell lines, yet.

In this study, we was carried out to investigate the expression of early embryonic
transcriptional factors in stem cells of healthy controls, acute myeloid leukemia (AML),
chronic myeloid leukemia (CML) by real time reverse transcription polymerase chain reaction

(RT-PCR) and flow cytometric analysis.

Our results showed that some samples of CD34 positive cell fractions from cases of
both control and leukemic groups were negative for RT-PCR mediated Oct-4, Nanog and
Rex-1 amplification. However, positive amplification was observed in all CD34 negative cells
obtained from healthy volunteers and patients with AML or CML. Nonetheless, relative
quantitative expression levels of these factors in these patient groups were lower than healthy
volunteers. On the other hand, subgroup analysis revealed that Oct-4 and Nanog expressions
were higher in patients with minimally differentiated AML (M1 phenotype according to FAB
classification) than healthy controls and those patients with other leukemia types. Flow
cytometric analysis of the CD34 negative cell fraction was also revealed moderately high

expression levels. This finding was concordant with molecular studies.



In conclusion, in this pioneering study we have demonstrated that early ESC
transcriptional factors were expressed by different cell fractions obtained from healthy
controls and leukemic cells to some extend. The expression is interestingly founded in the
CD34 negative compartment of the stem cells (non-hematopoietic stem cells). The most
remarkable finding was the high Oct-4 and Nanog transcript levels of cell fractions of patients
with acute myeloid leukemia without maturation (AML FAB M1) as indicating immaturity.
Regarding our results, investigation of these embryonic transcription factors may help to
determine the leukemic transformation step. Moreover, development of targeted therapies

against these transcriptional factors may be a therapeutic approach in the near future.

Keywords: Oct-4, Nanog, Rex-1, SSEA .4, Leukemic stem cell, AML, CML.



1. GIRIS VE AMAC

Losemiler, kan yapict kok hiicrelerin malign tiimdrleridir. Hematopoietik progenitdr
oncii hiicrelerin belli bir evrede farklilasmasinin bozulmasi sonucu lésemik hiicrelerin
farklilasma ve olgunlagsma 6zelliklerini kaybetmeleri, normal kan hiicrelerinin yapilamamasi,
asirt ¢cogalma yetenegi gosteren l6semik hiicrelerin kemik iligini, periferik kan1 ve takiben
diger dokular1 istila etmesiyle karakterize malign bir hastaligidir (1). Tiim kanserlerin %3-
5’ini olusturan l6semiler, 35 yas alti niifusta kanserlerden oliimlerin baglica sebebidir.
Eriskinlerdeki siklig1 2-4/100.000 civarinda olan akut I6semiler ise yasla birlikte giderek artis
gostermektedir. Losemi gelisimi i¢in ¢ogunlukla kabul edilen hipotez; kendini yenileme (self-
renewal) ve bircok hematopoietik hiicre serilerine farklilasabilme yetenegine sahip
hematopoietik kok hiicre (HKH)’lerde neoplastik degisimin (transformasyon) olusmasidir
(2,3). HKH’lerin kendini yenilemesi, ¢ogalmasi, belli bir hiicre serisine farklilagmasi ve sag

kaliminda sinyal ileti yolaklari ile transkripsiyon faktorleri 6nemli rol oynamaktadir (4-7).

Fenotipik olarak kanser hiicreleri kendini yenileme, sinirsiz ¢ogalma, farklilasma ve
yayillma o6zellikleri bakimindan insan pre-implantasyon embriyonik kok hiicrelerine (EKH)
benzerlikler gostermektedir (8,9). Bu benzerlikler baz1 erken EKH transkripsiyon faktoérlerinin
(SSEA.4, Oct-4, Nanog ve Rex-1 gibi) kanser hiicrelerinde yeniden eksprese edilebilecegini
ya da epigenetik olarak yeniden aktive olabilecegini akla getirmektedir. Yapilan ¢alismalar,
insan timor hiicreleri ile insan amniyon sivisindan elde edilen hiicrelerde erken embriyonik
transkripsiyon faktorlerinin eksprese edildigini dogrulamaktadir (10,11). Erken embriyonik
transkripsiyon faktorlerinin ¢esitli erigskin kok hiicrelerde ekspresyonunun gosterilmesi kanser

gelisiminin kok hiicre hipoteziyle tutarli oldugunu desteklemektedir (12).

Kemik iligi kompartiman1 hematopoietik ve non-hematopoietik (endotel 6ncii hiicre,
mezenkimal kok hiicre, multipotent erigkin oncii hiicre, uyarilabilir erigkin multilineage 6ncii
hiicre vb.) kok hiicreleri de igeren heterojen bir hiicre toplulugudur (13). Son giinlerde ise fare
kemik iliginde HKH, epiblast kok hiicre ve primordial germ hiicre i¢in karakteristik 6zellikleri
tagityan ve in vitro hiicre kiiltiirlerinde biitlin {ic germ tabakasinin hiicrelerine farklilasabilen

kiigiik embriyonik-benzeri CXXR4 SSEA-1"Oct-4"kok hiicrelerin varlig1 gosterilmistir (14).



Hematopoietik ve 16semik kok hiicreler (LKH) en iyi tanimlanan ve g¢alisilan eriskin
kok hiicre grubu olmasina ragmen bu hiicreler farkli heterojeniteye sahiptirler. Bu nedenle
yeni fenotipik ve genotipik 6zelliklerin tanimlanmasi ve normal gelisim siirecinde rol oynayan
mekanizmalarin aydinlatilma ¢aligmalart artarak devam etmektedir. Baz1 kanser hiicrelerinde
erken embriyonik transkripsiyon faktorlerinden Oct-4iin eksprese edildigi belirtilmekle
(15,16) birlikte yapilan baz1 son ¢aligsmalarda, insan timor hiicre hatlarinda ve kemik iligi

kokenli mezenkimal kok hiicrelerde (MKH) eksprese edilmedigi bildirilmektedir (17).

Insan gébek kordon kanindan elde edilen CD133" kok hiicrelerde Oct-4 transkripsiyon
faktoriiniin eksprese edildigi ve bu hiicrelerin embriyonik benzeri hematopoietik pluripotent
kok hiicreler olabilecegi belirtilmektedir (18). Kok hiicre hastaligi olarak kabul edilen AML
ve KML ile normal HKH’lerde erken embriyonik transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu,

molekiiler fenotipik 6zellikleri ve l6semi gelisimi tam olarak iligskilendirilmemistir.

Calismamizda, ilk asamada AML, KML ve saglikli kontrollere ait drneklerden kok
hiicreleri immiinfenotipik 6zelliklerine gore manyetik boncuklar yardimiyla ayirmay1 ve elde
edilen HKH ile LKH’de erken EKH transkripsiyon farktorlerinin (Oct-4, Nanog ve Rex-1)
ckspresyonunu gercek zamanli RT-PCR ile arastirmayi planladik. Ikinci asamada ise
ekspresyon saptanan hiicre komponentlerinde ekspresyon seviyeleri yar1 nicel olarak
kiyaslanarak istatistiksel anlamliligi degerlendirilecektir. Yine saglikli kontrol, AML ve
KML hastalarina ait 6rneklerde, HKH belirteclerini kullanarak akim sitometrisinde farkli
hiicre gruplar tizerinde erken EKH transkripsiyon faktorlerinin (Oct-4, Nanog ve SSEA.4)

ekspresyonlar1 analiz edilecektir.

Normal ve LKH’lerde embriyonik transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunun
arastirilmasinin bu hiicrelerin biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi a¢isindan 6nemli olacagini
diistinmekteyiz. Bu hasta 6rneklerinde prognostik bir deger olabilecegi ve gelecekte biyolojik
tedavi yaklagimlar1 bakimindan 6nemli olabilecegi ongoriilmektedir. Su an i¢in prognostik
yansimasini bilmiyoruz ancak ileride arastirma konusu olabilecegini diisiinmekteyiz.
Arastirmamiz, AML ve KML’den elde edilen eriskin kok hiicrelerde erken EKH

transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu inceleyen literatiirdeki oncii ¢alisma olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 KOK HUCRE: Tanim ve Ozellikleri

Kok hiicre genel anlamda farklilasmis hiicre tiplerini olusturabilen primitif hiicreler
olarak tanimlanmaktadir. Kendi kendini yenileyebilme, en az bir olgun hiicre tipine (kan,
karaciger ve kas gibi) farklilasabilme yetenegine sahip klonal hiicrelerdir. Kok hiicreler bu
ozellikleri sayesinde sayilarini sabit tutarlar ve gerektiginde kendilerinden sonraki hiicrelere
farklilagmaya baslayarak gorev yapacagi hiicrelerin ¢ogalmasini, gelisimini ve olgunlagmasini
saglamaktadir. Kok hiicrelerin boliinmesi ve farklilasmis yavru hiicreler olusturmasinin yani
sira yeni kok hiicre de olusturabilmektedir ve hayat boyu farklilasmis hiicrelerin iiretiminde

kaynak olarak gorev yapabilmektedir.

Bir hiicrenin, kok hiicre olarak tanimlanabilmesi i¢in bilim adamlar birtakim kriterler

kullanmiglardir (19,20);

¢ Kendi kendini yenileyebilme; uzun zaman dilimleri boyunca ¢ok sayida bdliinebilme
ve kendilerini yenileyebilme yetenegine sahip olmalidir.

e Bir¢ok hiicre tiplerine farklilasabilme; kok hiicreler tamamen farkli bir baska
dokunun hiicre tiplerini olusturabilme 6zelligi tasimalidir.

e Kok hiicreler 6zel bir hiicreye doniigebilmesi i¢in sartlanmadan kalabilmelidir.
Viicudun pek cok hiicresi (kalp hiicresi, sinir hiicresi, deri hiicresi vb.) ozellikli bir
islev géormek icin 6zellesmistir. Kok hiicre ise uygun uyar: alana kadar sartlanmadan
kalabilmektedir.

e Belli bir dokuyu olusturabilme; kok hiicrelerin hasar goren aliciya aktarildiginda
kaynak dokuyu yeniden ¢ogaltarak olusturabilmelidir. HKH, karaciger progenitdr

hiicre (21) ve noral kok hiicreler igin gosterilmistir (22).

Kok hiicreler iic germ yapragina dogru gosterdikleri farklilasma potansiyellerine gore
totipotent, pluripotent ve multipotent kok hiicreler olmak {izere {i¢ sinifa ayrilmaktadir (23)

(Sekil 1).



Totipotent kok hiicre: Her seyi yapabilen anlaminda olan bu hiicreler her iic germ
yapragina ait hiicrelere doniismesi yaninda trofoblastlar1 da olusturabilen hiicrelerdir. Sinirsiz
farklilagsma ve embriyo disindaki membranlar1 ve dokulari olusturabilme kapasitesine sahiptir
(zigot, blastomer sathasindaki hiicreler gibi). Erken embriyonik donemde 4 hiicreden 8
hiicreye kadar ki tiim blastomerler totipotenttir. Totipotent bir hiicre anne kaynakli uygun

destekle yeni bir bireyi olusturabilen hiicrelerdir.

Totipotent
Hiicreler

‘ Pluripotent
Kdk Hiicre

Multipotent

Kok Hiicre

Kan Kik Hiicreleri Diger ynelmig
/ ‘ \ Kik Hiicreler
f}%ellegmig Kirmizi Kan : Beyaz Kan
Hiicreler Hiicreleri Trombositler Hilcreleri

Sekil 1: Farklilagma potansiyellerine gore kok hiicreler (24).

Pluripotent kok hiicre (PSC): Totipotent hiicreden farkli olarak sadece her ii¢ germ
yapragina ait hiicrelere doniisebilen hiicrelerdir. Organizmanin biitiin dokular1 olmamakla
birlikte cogunu olusturma yetenegine sahip hiicrelerdir. /n vivo biitiin hiicre serilerine
farklilagabilir, EKH tanimina uygundur. Blastosistin igindeki bu ig¢sel hiicre kitlesindeki
(ICM) hiicreler viicudun endoderm, ektoderm ve mezoderm denilen ii¢ germ tabakasindan

koken alan yaklasik 270 ¢esit hiicre tipine farklilagabilir (25,26).

Multipotent kék hiicreler: Sadece bir germ yapragina ait hiicre tiirlerine doniisebilen
hiicrelerdir. Gelisimin ilerleyen déonemlerinde, hiicreler biraz daha 6zel gorevlere sahip olur.

Somatik ya da erigskin kok hiicresi olarak tanimlanan hiicrelere doniisiirler. Bu erigkin kok



hiicreleri, tipik olarak bulunduklar1 dokunun hiicre tiirlerini olusturmaktadir. Ornegin, kemik
iliginde bulunan HKH, kirmizi ve beyaz kan hiicreleriyle birlikte trombositler gibi pek ¢ok
farkli kan hiicresine kaynaklik etmektedir. Yine kemik iligi kaynakli MKH’ler ise
fibroblastlara, osteoblastlara, kondroblastlara ve yag hiicrelerine farklilagabilmektedir. Sinir
kok hiicreleri, biitliin sinir hiicre tiirlerini olusturabilmektedir (Sekil 2). Bazi erigkin kok
hiicreler ise sadece tek bir olgun hiicre tipine farklilagabilmektedir (korneal kok hiicre gibi).
Sinirlt ya da self-renewal yetenegi olmayan ve sadece sinirli bir hiicre tipine farklilasan bu

hiicreler “progenitor hiicre” veya “prekiirsor hiicreler” seklinde tanimlanmaktadir (23-25).

Totipotent Hiicre

Noron

Pluripotent T

Epitel
hiicresi

@ ? Fibroblast

Embriyonik kok
hiicreler

: /" Kan Hiicre
Blastosist S, leri

l Multipotent
Beyin % @ 9 Sinir Hiicreleri

Sinir Kok Hiicreleri

;::i?'lik 9 @? 9 Karaciger - Hc.

Hematopoetik Kok He.

. ,_) ~] > Deri ve Sinir
D
ok @ Hucreleri

Deri Kok Hiicreleri

Eriskin

Sekil 2: Pluripotent ve multipotent kok hiicre tipleri (24).

Fertilizasyonu takiben yumurta hiicresi bdliinme siirecine ugruyor ve boliinme olarak
bilinen hiicre gogii siireci basliyor. Bu erken siiregte her bir kardes hiicre, orijinal hiicrenin
tam kromozom biitiiniinli aliyor ve her bir kardes hiicre aym1 kalmaktadir. Bu bir simetrik

hiicre boliinmesi olarak bilinmektedir. Bu sekilde iki kardes hiicre, kok hiicre 6zelliklerini



aynen devam ettirir. Aksine somatik koOk hiicreler ise asimetrik boliinme 6zelligi
gostermektedir (27). Boliinme sonrasi hiicrelerden birisi kok hiicre olarak kalirken digeri

farklilagma siirecine gitmektedir.

Kok hiicreler esas itibariyle iki farkli kaynaktan elde edilmektedir: Embriyonik gelisim
stirecinin erken donemlerinde blastosistin ICM’den elde edilen EKH’ler ve embriyonik
olmayan kaynaklardan elde edilen kok hiicreler (dokuya 6zgiin kok hiicreler, dogum sonrasi
donemdeki kok hiicreler). Fertilize ovumdan itibaren gelisen embriyoda dnce “sar1 kese (yolk
sac)” adi verilen primitif dokuda “EKH’ler”, daha sonra bebegin dogum aninda gdobek
kordonundaki “kordon kani kok hiicreler” ve dogumdan sonrasi donemde “erigkin kok
hiicreler” olmak iizere degisik tiirleri bulunmaktadir. Elde edildikleri kaynaga gore giiniimiize

kadar tanimlanan kok hiicre tipleri Tablo 1°de listelenmistir.

Tablo 1: Elde edildikleri kaynaga gdre tanimlanmis olan kok hiicre tiirleri.

A- Embriyonik kok hiicreler.
B- Embriyonik olmayan kok hiicreler:
1- Erigkin (somatik) kok hiicre.

e Hematopoetik kok hiicre (HKH);
0 Kemik iligi kaynakli kok hiicreler.
0 Periferik kan kaynakli kok hiicreler.
e Stromal kok hiicre;
0 Mezenkimal kok hiicre (MKH).
O Multipotent eriskin kok hiicre.
0 Eriskin kemik iligi kokenli indiiklenebilir multilineage kok hiicre
(MIAMI).
0 Insan kemi iligi kokenli kok hiicre.
e Organ spesifik kok hiicreler.

2- Fotal kok hiicre.

3- Kadavradan elde edilen kok hiicre.

4- Kordon kani veya plasental kok hiicre.
5- Parteneod hiicreler.

6- De-differansiye olan hiicre.
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2.2 EMBRiIYONIK KOK HUCRELER

Bilim adamlari, farelerden pluripotent embriyonik kok hiicreleri ilk olarak 1970’lerde
kesfetti. Cok ge¢meden bu primitif hiicrelerin sasirtici ¢ok yonliiliigiinii belirlediler. Bu
hiicrelerin olaganiistii umut agiga c¢ikarmasindan yaklasik 20 yil sonra ise insan pluripotent
EKH'leri tanimlandi. Insan EKH’leri blastosist evresindeki erken insan embriyolarinin
bozulmasi ve 6zel kiiltiir kosullar1 altinda gogaltilmasiyla elde edilmektedir. Insan blastosist
kokenli pluripotent kok hiicre hatlarinin normal karyotipe sahip olduklar1 ve yiiksek seviyede
telomeraz aktivitesi gosterdigi ve primitif EKH’leri tanimlayan hiicre ylizey belirteclerini

eksprese ettigi gosterilmistir (25).

EKH’ler embriyoda erken evrede bulunan totipotent/pluripotent kok hiicreler olarak
tanimlanmaktadir. Blastosistin ICM’den koken alan EKH’ler kendilerini yenileme ve
pluripotent dzelliklere sahip hiicrelerdir. [n vitro smrsiz olarak farklilasmadan iiretilebilen bu
hiicreler in vivo biitiin hiicre serilerine farklilasabilir ve in vitro ¢ogu hiicre tiplerine
farklilasmasi i¢in uyarilabilir (21,23). Pluripotent olarak tanimlanmis olan EKH’ler her ii¢
embriyonik germ tabakasina ait hiicrelere farklilagabilmektedir. Prensipte EKH’ler viicuttaki
her hiicreyi olusturabilir ve farklilasmis bir hiicreyi meydana getirebilir. Kolombiya
tiniversitesindeki arastiricilar fare EKH’lerinin spinal oncii hiicrelerine ve motor néronlarina
farklilastigim gosterdiler. Insan EKH ile simdiye kadar yapilan ksenograft ve in vitro deneme
calismalarinda, hematopoietik hiicre, kardiyomiyosit ve epitel hiicreleri gibi bir¢ok hiicre

tipinin olustugu bildirilmistir (24).

2.2.1 Embriyonik Kok Hiicre Ozellikleri ve Pluripotensi

Organizmanin gelisimi genis acidan bakildiginda, embriyo kdkenli PSC’ler gelisim
sirasindaki genomik durumu gdésteren bir model olarak diisiiniilebilir. Bu embriyo-kokenli
kok hiicreler EKH, embriyonal karsinoma (EC) ve embriyonik germ hiicreleri gibi farkli
isimler kullanilarak siniflandirilmaktadir. Morula evresindeki EKH ve trofoblast kok hiicreleri
in vitro gogaltilabilir ve in vivo implantasyon olusturulabilir. I¢sel hiicre kitlesi, primitif
ektoderm ve endoderm olusturan tabakalara ayrilmaktadir. Embriyonal karsinoma hiicreleri
olarak bilinen pluripotent hiicre hatlar1 primitif ektodermden tiiremektedir ve EKH’lerden

farkli olup olmadiklar1 bilinmemektedir.
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Arastirmacilar, insan EKH’lerini fare embriyonik fibroblast hiicreleri yerine insan fotal
ve erigkin fibroblast besleyici tabaka kullanarak uzun siire farklilasmadan kiiltiire ettiler.
Normal karyotipe sahip bu hiicreler Oct-4, Nanog, Sox-2, SSEA.3/4, TRA1-60 ve GCTM-2
gibi hiicre yiizeyi ve niiklear antijenleri eksprese etmektedirler. ilging olarak insan ve fare
EKH’lerinin antijenik 6zellikleri birbirinden farkliliklar gosterebilmektedir (Tablo 2). Kok
hiicre kompartmani i¢inde farkli fonksiyonel 6zelliklere sahip hiicre alt gruplarinin olasiligini

akla getirmektedir (28,29).

Tablo 2: Fare ve insanlarda en iyi tanimlanan embriyonik kok hiicre gostergeleri (29).

Undiferansiye EKH markirlar insan Fare
Hiicre-yiizeyi ve niiklear antijenler
SSEA.1

1
+

SSEA.3/4
TRA1-60/81
GCTM-2
CD133/prominin
Oct-4

Nanog

Sox-2

+ + + 4+ o+ + o+ o+

+ + + + 4+

Rex-1

Enzimatik aktiviteleri

Alkalen fosfataz

—+

Telomeraz + +
In vitro kiiltiir gereksinimleri

Besleyici-hiicre bagimli G +
LIF bagimh = 4
FGF-4 - +
Biiyiime Ozellikleri

Trofoblast olusturabilme + =

In vivo teratom olusumu + +

SSEA; stage-specific embryonic antigen, OCT4; octamer-binding transcription factor-4,
TRA; tumour-rejection antigen, LIF; leukaemia inhibitory factor, FGF; fibroblast growth factor,
SOX-2 (SRY-related high-motility group-box protein-2)
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Insan ve fare EKH’lerinde Oct-4, Nanog ve Sox-2 transkripsiyon faktdrleri ve alkalen
fosfataz yiiksek oranda eksprese edilmektedir (30). Fonksiyonel calismalar PSC kaderini
devam ettiren bu transkripsiyon faktdrlerinin benzer rollerini akla getirmektedir. Ornegin
insan EKH’lerinde genetik manipiilasyonlarla Oct-4’iin azalan ekspresyonu trofoektodermal
farklilagsmaya neden olmaktadir (31). Oct-4, Nanog ve Sox-2’nin niiklear transkripsiyonel
mekanizmasinin genomik etkilesim bdlgelerinin analizi (32) undiferansiye kok hiicrelerde var
olan olas1 niiklear transkripsiyel sisteminin parcalarin1 gostermektedir. Bu transkripsiyon
faktorleriyle fare ve insan EKH’lerinin intrinsik kontroliiniin benzerliklerine ragmen
ekstrinsik faktorlerin etkileri oldukca farklidir. Fare EKH’leri besleyici hiicre varliginda
yasamini siirdiirebilmesi i¢in LIF (I6semi inhibe edici faktor) sitokinine bagimli olmasina
ragmen insan EKH’leri i¢in zorunlu degildir. Bundan baska aktivin ve TGF-f (tlimor biiyiime
faktor-pB) insan EKH’lerinin self-renewal’in1 desteklerken BMP (bone morphogenic protein)
ise fare EKH’lerinin farklilagsmasini uyariyor ve kendi kendini yenileyebilmesini

desteklemektedir (33).

Pluripotensi ¢ok hiicreli organizmalarda temel bir biyolojik fonksiyondur. Farkli kok
hiicre tiplerinde, olasilikla evrimsel olarak c¢ok sayida genetik sistemlerle korunmaktadir.
Embriyodaki pluripotentligin diizenlenmesindeki molekiiler temelinin ¢ok az bilinmesine
ragmen ¢esitli genlerin pluripotent hiicrelerin gelisimi i¢in zorunlu oldugu tanimlanmustir.
Bunlar transkripsiyon faktor Oct.4, FoxD3 ve yeni genleri icermektedir (34,35). Homozigot
fare embriyosunda bu genlerin herhangi birisinin yetersizligi embriyoda pluripotent serinin
bozulmasina neden olmaktadir. ICM’nin uygun gelisiminin Oct-4 gen ekspresyon seviyesiyle
dogrudan iligkilidir. Orta asir1 ekspresyon, ekstra embriyonik endoderme farklilagmasina
sebep olurken yetersiz ekspresyon ise trofoektoderme farklilasmay1 zorlamaktadir (36). Erken
embriyonik donemde ifade edilen transkripsiyon faktorleri kok hiicre pluripotensini
diizenlemektedir. Hiicrelerin kendisini yenilemesinde ve farklilasmadan kalmasinda 6nemli

rol oynamaktadir (37).

Yapilan ¢aligmalar, EKH’lerin pluripotensi ve kendini yenileyebilmesi i¢in Oct-4 ve
Nanog transkripsiyon faktorlerinin  zorunlu oldugunu gostermektedir (34,38). Bu
transkripsiyon faktorleri 6zellikle embriyonik donemde transkripsiyonel diizenleyici, biiylime
faktorleri, sinyal molekiilleri, DNA hasar-yanit sensorlar1 ve lineage-6zgli genlerin

baskilanmasini kodlayan genleri kontrol etmektedir (39).
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2.2.2 Embriyonik Kok Hiicre Transkripsiyon Faktorleri

Oct-4 Transkripsiyon Faktorii: Embriyonun sadece ICM’de ifade edilen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Embriyo-dis1 dokular1 olusturacak olan trofoektoderm’de eksprese
edilmemektedir. Daha sonraki gelisim sirasinda Oct-4 ekspresyonu germ hattinin hiicreleriyle
sinirlanmaktadir (40,41). Hiicrelerin totipotent ya da pluripotent 6zelliginin devam etmesi ve
senkronize boliinmesi i¢in zorunlu oldugu belirtilmektedir (Sekil 3). Bununla birlikte, fare
somatik kok hiicrelerinin hem self-renewal hem de devamliligi i¢in zorunlu olmadigi da

bildirilmektedir (42).

Inner Cell Mass

cgg ; o
(ICM, Oct4 positive)
division
——— =4 -
Trophoblast
Zygote Morula (Octd negative)
sperm (Oct4 positive) (Octd positive)
Bld\mu st
L\lr action
4_ E————— ] L -———— |
IL M cells
(Oct4 positive)
Dlﬂl.rt‘!"llldted cells Cultured ES cells
(Oct4 negative) (Octd positive)

Sekil 3: Embriyonik kok hiicre ve Oct.4 ekspresyonu.

Embriyonik diizenleyici faktdr i¢in en iyi adaylarindan birisi Oct-4 transkripsiyon
faktoriidiir. Oct-4 (octamer binding transcription factor-4) alternatif olarak Oct-3, Oct-4 ya da
Pou5fl olarak da tanimlanir. Biitiin ¢ift zincirli DNA bolgeleri arasinda bulunan
ATGCAAAT oktamerine etkili bicimde POU domaini ile taniyarak baglanmaktadir. POU
domain protein ailesinin bir iiyesidir. POU transkripsiyon faktorleri orijinal olarak promotor
bolgesinde oktamerik bir dizi igeren cis-acting elementlerini tagiyan genleri aktive edebilen
proteinler olarak tanimlandi (40). Oct proteinleri diger transkripsiyon faktorlerini ya da aktive
edici proteinleri kullanabilen c¢esitli mekanizmalarla transkripsiyonu aktive etmektedir
(43,44). Oct-4 geni 352 amino asitlik bir proteini kodlamaktadir (45). POU domain olarak
bilinen 150 amino asitlik korunmus bir bolge icermektedir. Bu bdlge sekans-spesifik DNA

baglanmasina aracilik etmektedir (43).
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Sekil 4: Oct-4 geninin yapisi ve fonksiyonu: (A) Oct-4 domainlerin sematik gosterimi,
(B) Oct-4 geninin upstream diizenleyici elementleri (45).

Oct-4 geni sadece memelilerde bulunmaktadir. Farelerde 17. kromozomda lokalize ve
1.5 kb’lik mRNA transkriptini kodlayan 5 ekzona sahiptir. insanlarda Oct-4 geni ise 6.
kromozomda yer almakta ve fare ile % 87 benzerlik gostermektedir (37). Insanlarda alternatif
splicing ile iki transkript olusturulmaktadir (Sekil 4), farede ise tek transkripti s6z konusudur
(45).

Nanog Transkripsiyon Faktérii: Son zamanlarda tanimlanmig olan Nanog embriyonik
gelisim sirasinda pluripotent ICM’1in kaderinin diizenlenmesinde, pluripotent epiblastin
devam etmesinde ve primitif endoderme farklilasmasinin korunmasinda 6nemli rol
oynamaktadir (46). EKH pluripotentligini LIF-STAT3 yolagindan bagimsiz olarak devam
ettirebilen onemli transkripsiyon faktoriidiir (38) (Sekil 5). Nanog, homeobox transkripsiyon
faktoriidir. Nanog mRNA’s1 ilk olarak fare embriyo gelisimi sirasinda morulanin i¢
hiicrelerinde saptanmustir. Ekspresyonu epiblastda sinirli hale gelmektedir. Implantasyondan
sonra nanog ifadesi diismektedir ancak germ hiicrelerinde saptanabilir. Nanog, EKH
pluripotensinde 6nemli fonksiyon gdoren hedef genlerin kontroliinii Oct-4 ve Sox-2 gibi diger

pluripotent faktorlerle birlikte yapmaktadir.

Nanog transkripsiyon faktorii EKH ve germ hiicre tiimorlerinde tek olarak eksprese
edilmektedir ve self-renewal ve pluripotensi i¢in onemli oldugu diistiniilmektedir. Nanog

eksprese eden NIH3T3 hiicreleri artmis biiyiime ve formasyon hizi gostermekle birlikte

15



transforme bir fenotipi de ifade edebilmektedir. Bu hiicreler, olasilikla EKH transkripsiyon

faktorii Nanog’un onkojenik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

LIFR gpla0
E-Has P="Jak sy ¥ Ras
. o0 MAPKKK
=]
PSR g poy Grli2
Y—F SHIF2 i
o P—Y .
l JEE Vr gy
F MAFK K
Akt i
\ f{ J,
N s
" .’/ ERK
Tumor-Like Propertics STAT =
of ES Cells P e \
STAT

Gene Expression: ES Renewal and

\ Pluripotency

+
l r‘ STAT r """
= Nanog b—p——e— e "

SE\'I'

Nucleus

Sekil 5: Embriyonik kok hiicrelerde transmembran sinyal ileti yolagi (47)

NIH3T3, H1299 ve HCT116 hiicre hatlarinda eksprese edilen Nanog’un transkripsiyon
hedefleri arastirildiginda, Nanog tarafindan diizenlenen genlerin listesi sadece % 5 ile her bir
hiicre tipi i¢in tek oldugunu gostermektedir. EKH’lerde, Nanog tarafindan promotdrlerine
bagli olan genlerin ¢ogu bu hiicre hatlarinda aktif degildir. EKH’lerde ortaya ¢ikan resim
kromatinin demetile ve ulasilabilir oldugudur. Nanog, Oct.4 ve Sox-2 bircok promotore
baglanabilmektedir, onlarin c¢ogu differensiyasyonu onlemek icin baskilanmaktadir.

Differensiyasyon sonrasi sadece hiicre spesifik genler ulasilabilir kalmaktadir.

Rex-1 Transkripsiyon Faktorii: Rex-1 geni, gelisimsel olarak insan ve fare EKH’de
yiiksek oranda eksprese edilen bir ¢inko parmak (zinc finger, Zfg-42) ailesi transkripsiyon
faktoriinii kodlamaktadir. EKH ve eriskin kok hiicrelerin pluripotent gostergesi igin
tanimlanan bir belirtegtir (48). Rex-1 yine kok hiicre farklilagmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ileri ¢alismalar kemik iligi, kas ve beyinden izole edilen ¢esitli multipotent

erigkin Oncii hiicrelerde Rex-1 ekspresyonunu gostermektedir (49).
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Rex-1’in promotdrii farklilasmamais hiicrelerde aktivitesi gerekli olan bir oktamer motif
igerdigi gosterilmistir. Daha sonraki analizler Oct-4’lin doza bagli olarak oktamer motif
yardimiyla Rex-1 promotoriiniin  aktivetisini  diizenledigini = gostermektedir  (50).

Transkripsiyonel seviyede Nanog, Oct-4 ve Sox-2 tarafindan diizenlendigi rapor edilmistir.

2.3 ERISKIN KOK HUCRELER

EKH’lere gore daha sinirli sayida hiicre tipini olusturabilme yetenegindedirler. Eriskin
kok hiicre, farklilasmis bir dokuda bulunan farklilasmadan kalmis olan hiicre grubudur. Yine
bu kok hiicreler, kendini yenileyebilme, kaynaklandigi dokunun o6zellesmis hiicrelerine
farklilasabilme ve kaynaklandigi dokunun disindaki hiicrelere doniisebilme (kok hiicre
plastisitesi ya da transdiferansiyasyon) kapasitesine sahiptir. Ornegin kemik iligi hiicreleri kan
ve immiin sistem hiicrelerine doniisebildigi gibi diger doku hiicrelerine de (beyin, iskelet ve
kalp kas1 hiicrelerine, karaciger hiicrelerine vb.) doniisebilmektedirler (21) (Sekil 6). EKH’ler
kadar farklilasma kapasitesine sahip degildir. Eriskin kdk hiicreler genellikle boliinerek
progenitor ya da prekiirsor hiicreleri olusturur. Erigskin kok hiicreleri ile yapilan c¢aligmalar

genellikle hematopoietik doku kaynaklidir.

Sekil 6: Kemik iligi kokenli kok hiicrelerin degisik hiicre tiirlerine doniisiimii (51)
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Eriskin (somatik) kok hiicreler iginde bulunduklar1 pek ¢cok dokunun farkli hiicrelerini
olusturabilmektedir (multipotent). Ozel kosullarda diger dokularin hiicrelerine de
doniigebilirler (transdiferansiyasyon ya da plastisite). Pluripotent kok hiicreden
kaynaklandiklari, 6zgiin organ ve dokularin gelisiminde yer aldiklar1 ve daha ileriki yasamda
bu organ ve dokularin homeostazisinde yeni hiicreler olusturmak kaydi ile nislerin iginde ¢ok
az sayida bulunduklarina inanilmaktadir. Ortamdan kaynaklanan etmenler ile kok hiicrenin
gen ekspresyonundaki degisim, yeni hiicrelere farklilasmalarina yol agmakta ve yeni olusan
bu hiicreler dokuya uyum saglamaktadir. Ancak, kok hiicrelerin bir kismi sessiz durumda
beklerken digerlerinin kendini yenilemesi, ¢ogalmasi ya da farklilasmasina yol agan i¢ ve dig

etmenler henliz tam olarak bilinmemektedir.

Erigkin kok hiicre ile EKH arasindaki en 6nemli fark hiicrelerin kaynagidir. Eriskin kdk
hiicreler insanda c¢ok az bulunmakla birlikte birgcok dokudan elde edilebilir. EKH ise
embriyonik dénemde uygun dokudan alinan hiicrelerin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilarak elde
edilmektedir. Kiiltiir sartlarina goére EKH’ler bir¢ok hiicre tipine farklilasabilmektedir.
EKH’ler immiin sistemi normal bir fareye verildiginde teratom olustururken erigkin kok
hiicrelerin boyle bir o6zelligi bilinmemektedir. Bu nedenle EKH’ler tedavi amaglh
kullanilmamaktadir. Bununla birlikte eriskin kok hiicreler EKH’ler kadar farklilasma

kapasitesine sahip degildir.

Erigskin kok hiicre kaynagi olarak kemik iligi, periferik kan, ¢izgili kas, beyin, dis
pulpasi, karaciger, kornea ve retina, deri, gastrointestinal sistem mukozasi ve pankreas
sayilabilir. Ayrica her li¢ embriyonik germ tabakasindan kaynaklanan dokulardan elde
edilebilir. Noral kok hiicreler, insan EKH’sinden ya da erigkin beynindeki norojenik
bolgelerden de elde edilebilir. Mezenkimal kok hiicreler kemik iliginin hematopoietik

olmayan multipotent kdk hiicreleridir.

Eriskin kok hiicreler EKH’ler ile benzerlikler gostermektedir; kendilerini ¢ogaltabilirler
ve kalp, beyin, kemik gibi 6zellesmis hiicrelere doniisebilirler. Her iki hiicre grubu da
birtakim isaretleyiciler kullanilarak izole edilebilmektedir. Immiin sistemi baskilanmus
farelere nakledildiklerinde ¢ogalabilmektedir. Hiicrelerin farklilasmasi tamamen kullanilan

ortamin igerigi ile iliskilidir.
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2.4 KEMIK IiLiGi KOKENLiI KOK HUCRELER

Kemik iligi incelendiginde, hematopoietik elemanlar, endotel 6ncii hiicreleri ve stromal
hiicreler dikkati ¢ekmektedir. En iyi calisilan eriskin kok hiicresi olan HKH, kemik iliginde
eriskin yasamda bulunmaktadir (52). HKH’nin varlig1 letal olarak miyeloablatif konagin
hematopoietik sistemini yeniden olusturmak icin transplante edildiginde dondrde tekrar
engraftment olusturma yetenegi ile gosterilmistir. Fare HKH’leri lineage negatif hiicrelerdir.
Kok hiicre antijeni-1 (Sca-1), diisiik seviyede c-kit ve Thyl eksprese etmektedir. insanlarda
ise HKH yine lineage negatiftir ve CD34+CD38- hiicre alt grubunda yogunlagsmaktadir. Fare
ve insanlarda, hematopoietik kok hiicre onlarin ABCG2 transporter eksprese etmesine gore de
zenginlestirilebilir ve bdylece Hoeschst boyasini almaz. Bu tiir hiicreler yan-populasyon
olarak adlandirilir. Hematopoietik kok hiicreden ayr1 kemik iliginde ¢esitli diger kok hiicreler
de bulunmaktadir. Bu hiicreler MKH’leri icermektedir. MKH’ler kemik iliginden (53) izole
edilebildigi gibi adipoz doku (54) ve fotal akcigerden de elde edilebilir. Hematopoietik kok
hiicre marker1 CD45 negatiftir ancak insanlarda CD105 (SH2), SH3 ve CD13 eksprese eder.
Mezenkimal hiicreler ex vivo 20-50 populasyon doubling’ine kadar ¢ogaltilabilir, bircok
dokularda diisiik seviyede asilandigi ve diiz kas ile iskelet kas hiicreleri gibi in vivo

osteoblasta, adipoz ve kondroblast dokulara farklilasabilir (55).

Kemik iligi yine endotelial progenitdr hiicrelerin (EPC) kaynagidir. Endotel oncii
hiicreleri ¢cok az miktarda da olsa dolasimda bulunmaktadir. Bu hiicreler uzun siire in vitro
biiytitiilebilir ve post-natal yasamda damar sisteminin olusumuna katkida bulunan yara
iyilesmesi alanina toplanabilir. En azindan farelerde EPC i¢in hemanjioblast olarak
isimlendirilen bir prekiirsoriin kemik iliginde var olabilecegi bulgusu vardir. Hemanjioblast
baslangicta HKH, EPC ve diiz kas hiicrelerine yol agabilen EKH kiiltiirlerinde karakterize
edildi (56-59). Son olarak, kemik iliginden ve beyin ve kas gibi diger organlardan izole edilen
hiicre tipinin kiiltiire edilebilecegi gosterilmistir. Bu hiicreler multipotent erigskin progenitor
hiicre ya da MAPC olarak isimlendirilmektedir. MAPC uzun siire kiiltiirde cogaltilabilir ve

endotelyuma, endodermal ve noral lineage’e in vitro ve in vivo farklilasabilir (60,61).
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2.5 HEMATOPOIETIK KOK HUCRELER

HKH’ler fenotipik ve fonksiyonel seviyede en iyi tanimlanan erigkin kok hiicre
grubudur. Kendini yenileme ve biitiin kan hiicrelerine farklilasma yetenegine sahip
farklilagsmamais, primitif hiicreler olarak tanimlanmaktadir (62). Dokudaki toplam hiicrelerin
% 0,005 kadarini olusturan HKH’in biiyiik ¢cogunlugu kemik iliginde bulunmaktadir (3-5).
Eriskin dokularda bulunan kok hiicreler esas olarak sessiz (quiescent) durumdadirlar. Tek bir
HKH bir¢ok alicida yeniden yeterli primitif soyunu (progeny) olusturabilmesine ragmen
onlarin potansiyelini devam ettiren ya da onlarin self-renewal’in1 diizenleyen molekiiler
mekanizmalar1 ¢ok bilinmemektedir. Kok hiicre self-renewal’in molekiiler mekanizmasinin

tamamen aydinlatilmasi kanser gelisiminin agiklanmasina katkida bulunacaktir.

Hematopoietik kok hiicrenin 6zelliklerini ve kemik iliginde varliginin ilk bulgusunu
fare modellerinde 1963 yilinda Till ve McCulloch tarafindan tanimlandi (63). Seri
transplantasyonlar yaparak hematopoietik kok hiicrenin self-renewal yetenegini gosterdiler.
Bu deneylere dayanarak hematopoietik kok hiicre; sinirsiz self-renewal gibi multilineage
differansiyasyon yetenegine sahip hiicreler olarak tanimlandi. Bu kesif modern giiniin kok
hiicre aragtirmalarinin baslangicini olusturmaktaydi. CD34 antijeni uzun zamandan beridir
kok hiicreyi belirlemede kullanilmaktadir. Diger antijen hedefleri aragtirilmistir ve bunlar
arasinda CD133 en sik kullanilanlardan birisi olmustur. CD133 antijeni sadece hematopoietik
kok ve progenitor hiicreler iizerinde eksprese edilmemektedir ayn1 zamanda ndéral ve iskelet

kas1 dokularinda da eksprese edilmektedir (64,65).

Ikinci trimester mezenkimal kok hiicrelerin molekiiler ve hiicresel seviyede pluripotent
hiicre gostergelerini (Oct-4, Nanog ve SSEA.4) eksprese ettii gosterilmistir. Bundan bagka
bu donemde elde edilen hiicrelerin osteojenik, kondrojenik, adipojenik, norojenik ve
kardiyojenik hiicre serilerine farklilagabilecegi gosterilmistir (66). Gobek bagindan izole
edilen CD45-pozitif/Lin™™* hematopoietik hiicreler fibroblast biiylime faktorii-4 / stem cell
faktor / FIt3 ligand ilaveli mediumda kiiltire edildiginde bu hiicreler Oct-4 ve Nanog
ekspresyonunu diizenliyor, sadece mezenkimal hiicrelere degil ayn1 zamanda noéral ve
oligodendrositlere farklilasabilmektedir. Kemik iliginden kdken alan bu hiicrelerin CD45-

pozitif ve CD45-negatif mezenkimal progenitor hiicreler ile benzer 6zelliklere sahip olmasina
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ragmen bu multi-potansiyel hiicrelerin HKH’lerden ve mezenkimal hiicrelerden farkli

olabilecegi ileri siirtilmektedir (67).

Reyes ve arkadaglar1 (60) MKH’lerin prekiirsorleri olarak multipotent erigkin progenitor
hiicrelerin izole edilebilecegini ve bu hiicrelerin Oct-4 ve Rex-1 transkripsiyon faktorleri
yaninda bilinen MKH yiizey antijenlerini de eksprese etmektedir. Niwa ve arkadaslar1 (36)
Oct-4 ve Rex-1 ekspresyonu arasinda bir iliski oldugunu gosterdiler. Paradoksal olarak Oct-
4’lin fazla ya da diisiik ekspresyonu Rex-1 ekspresyonunun down-regililasyonuna neden

olmaktadir. Bu transkripsiyon faktorleri EKH’lerin totipotensini diizenlemektedir.

Hematopoez islevi, kan hiicrelerinin kendi i¢indeki genetik yapilanma ve bulunduklar
cevre arasindaki karmasik etkilesimle iliskilidir. Bu etkilesim HKH’lerin progenitdr ve matiir
kan hiicrelerine ¢ogalmasi, farklilasmasi, kendini yenilemesi ya da apoptozise maruz kalip
kalmamasi ile belirlenir. Normal sartlar altinda, HKH’ler ve 6ncii hiicrelerin ¢ogu GO fazinda
olmakla birlikte ¢ogalma ve yapim siirecini devam ettirirler. Normal siiregte olgun ve
progenitdr hiicrelerdeki apoptozis orani denge halindedir. Kanama yada enfeksiyon gibi
durumlarda kemik iligi havuzunda depolanmis hiicreler hasar bolgesine salinirken durgun
HKH’ler ¢esitli biiyiime faktorleri ile uyarilarak olgun beyaz kan hiicrelerine, kirmiz1 kan
hiicrelerine ve trombositlere farklilasir ve ¢ogalir. Kanama yada enfeksiyon normale
dondiigiinde ise antiapoptotik ve proliferatif siire¢ yavaslayarak hematopoez kinetigi normale

donmektedir. Bu siire¢ kisinin hayat: siiresince sayisiz kere tekrarlanmaktadir.

Hematopoez; sitokinler, kemokinler, hiicreler arast matriks bilesenleri, diger
hematopoietik ve non-hematopoietik hiicreler, vitaminler vb. birtakim fizyolojik siire¢ler
tarafindan diizenlenmektedir. Sitokinler hematopoezin en 1iyi tamimlanmis c¢evresel
diizenleyicisidir. Genel olarak sitokinler, bir takim sinyal yolaklarinin aktivasyonlar1 ve
spesifik reseptorlere baglanmasi ile fonksiyon goriirler. Sitokinler, ekstraselliiler matriks
bileseni olan kok hiicre ve elementler arasi etkilesimi kolaylastirmaktadir. Kemokinler ise kan
trafigini ve hiicrelerin ¢ogalmalarinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Sonug¢ olarak

hematopoez bir¢ok kontrol mekanizmalarindan olugmaktadir.
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2.6 KANSER KOK HUCRESI

“Kanser-kok-hiicre hipotezi” yaklasgik 150 yi1l 6nce Rudolph Virchow ve Julius
Cohnheim (68,69) gibi patologlar tarafindan ilk defa ileri siiriilmiistiir ve kanserin uykudaki
embriyonik-doku kalintilarinin aktivasyonundan kaynaklanabilecegi yorumu yapilmstir.
Yillardir tiimoriin baglamasi ve gelismesi, normal insan hiicrelerinin maligniteye donilismesine
neden olan genetik degisiklikleri ifade eden ¢ok basamakli (multistep) bir siire¢ olarak
bakilmaktadir (70). Bugiinkii bulgular, cogu kanserin sik genetik mutasyonlar sonucunda
malign transformasyona ugrayan tek bir hiicreden kaynaklandigin1 gostermektedir (71). Bu tiir
olaylar, artan bir sekilde agresif bir davranis gosteren varyant hiicrelerin klonal artisiyla
devam ettigi diigiiniilmektedir. Bu hiicreler, normal biiyiimeyi diizenleyen mekanizmalar1 hige
sayarak cogalabilme ve normal dokuyu istila etme-tahrip etme yetenegiyle karakterize
edilmektedir (72,73). Giinlimiizde, tiimoriin baslamasina neden olan hiicresel ve molekiiler
olaylarin kanser kok hiicre-benzeri hiicreler tarafindan ydnlendirildigini gésteren bulgular

bulunmaktadir (74-77).

Bir¢ok tiimor, kok hiicre benzeri 6zellikler gosteren hiicreler igcermesine ragmen tiimor
baslamasina neden olan ilk genetik olayin meydana geldigi normal hiicrelerin kimliginin
tanimlanmast zor goriinmektedir (78). “Kanser kok hiicre” deyimi, kendini yenileme
yetenegine sahip bir kanser hiicresi olarak tanimlanan bir deyimdir. Farkli dokulardaki kok
hiicreler kendini yenileyebilme ve belli hiicre tiplerine farklilasabilme yetenegi bakimindan

farkliliklar gostermektedir (79,80).

Cogu kanserler, transplantasyonda tiimor olusturabilme yetenegi yani sira farkli
proliferatif potansiyele sahip heterojen bir hiicre toplulugundan olugmaktadir. Kanser kok
hiicre bulgusu, ilk hematolojik malignitelerde kanitlanmistir. Kanser baslatict hiicrelerin
tanimlanmasi, izolasyonu ve fonksiyonel analizleri hiicre ayirma, doku kiiltiirii, transjenik
hayvan ve fare ksenograft tekniklerindeki gelismelerle saglanmistir. Kanser-baslatici hiicre
teorisi, tiimor olusumu, biiylimesi ve metastazinin kanser hiicrelerin farkli alt gruplari
tarafindan yonlendirildigini agiklamak i¢in kurulmustur. Esas olarak teori tiimor olusumu ile
organ gelisiminin birgok bakimdan ayni oldugunu ifade etmektedir. Kok hiicreler
organizmada bulunan en uzun yasayan hiicrelerdir. Bu nedenle onlarin tiimorojenik hale

gelmesi i¢in gerekli mutasyonlari biriktirmesi daha olasidir.
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Normal kok hiicreler ile kanser-baglatici hiicreler self-renewal ve birgok seriye
farklilasabilme gibi ortak Ozellikler tagimasina ragmen kanser baslatici hiicreler bozulmus

proliferasyon ve yayilma yetenekleri bakimindan ise farkliliklar gostermektedir.

2.6.1 Losemi-baslatic1 Hiicreler (Losemik Kok Hiicre):

Normal kok hiicre biyolojisindeki temel kavramlarda oldugu gibi 16semide kok hiicre
fikri ozellikle KML ve AML’de yapilan calismalar sonucunda ortaya ¢ikmistir. Losemi
baslatict hiicre i¢in ilk bulgu 1994°de John Dick ve arkadaslari tarafindan (81) rapor
edilmistir. AML’li hastalardan elde edilen nadir CD34+CD38- hiicrelerin immiin yetmezlik
gosteren (severe combined immune-deficient-SCID) farelere infiizyonu sonucunda 16semik
blast iiretimine neden oldugu gosterildi. Boylece John Dick ve grubu hem adaptif hem de
dogal immiinitesi yetersiz olan obez olmayan diabetik (NOD) SCID farelerde, 16semi
hastalarindan elde edilen 16semik hiicrelerin 16semi baslatma yetenegini test etmek igin
kullanmis oldu. NOD/SCID farelerde 16semi indiiksiyonu daha diisiik sayidaki CD34+CD38-
AML hiicreleriyle olastydi. Sonunda, myeloid 16semilerin esas olarak ¢cogu primitif seviyede
hematopoezin bozulmasindan kaynaklandigi ve 16semi baglatici hiicrelerin normal
hematopoietik kok hiicrelerin malignant tiirevleri oldugu Onerilmistir (Sekil 7). Bu ilk
calismada, bir¢ok ¢oziilememis konular hala bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi, biitiin AML
orneklerinde l0semi baglatict CD34+CD38- hiicrelerin yeterince zenginlestirilmemesi

gosterilebilir.

FAB smiflamasia gére AML-M3 alt grubundan elde edilen CD34+CD38- hiicreler ile
farelerde engraftment gosterilemedi. Bu l6semide, olasilikla 16semi baslatict hiicre primitif
degildir ya da primitiftir ancak farkli primitif 6zelliklere sahip olmasi s6z konusudur
(ALDH+, CD133+ gibi). Yine losemi-baslatict hiicre miktarinda hastadan hastaya goze
carpan degisiklikler bulunmaktadir. Hiicre toplama ve zenginlestirme teknikleri basit olmakla
birlikte ayni1 biyolojik temele ve prognostik anlama sahip olan hiicrelerin ayrimlanmasinin zor
oldugu goriilmektedir. Sonu¢ olarak CD34+CD38- AML hiicreleri dogrudan normal
HKH’lere benzer degildir. CD34+CD38- AML hiicrelerinin daha detayli tanimlanmasi
gerekmektedir. Simdiden IL-3R-a (CD123) normal HKH’lerin aksine AML-baslatici hiicreler
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iizerinde hiicre ylizey reseptorii olarak tanimlanmistir (82) ve tedavide kullanilabilen 6nemli

yolaklar1 aydinlatabilmesi s6z konusudur.
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Sekil 7: Insan normal ve 16semik hematopoietik hiyerarsinin sematik gdsterimi (83).

Kanserde klonalite ve klonal gelisimle ilgili ilk bulgular KML ¢aligmalarindan
saglanmistir. KML’nin klonal yapist ve insan kanserleriyle iligkili spesifik genetik
degisikliklerin bulgusu KML hastalarinda gdosterilmistir (84,85). Loseminin, genetik
degisikligin meydana geldigi tek bir hiicrenin klonal ¢ogalmasindan kaynaklandigini akla
getirmektedir. Farkli diferansiyasyon evresi gosteren AML’nin ¢esitli hiicre alt gruplarindan
elde edilen losemik kok hiicrelerin normal uzun-siireli HKH ile ayni ylizey markerlar

paylastigin1 géstermektedir.
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Hematolojik ve solid doku tiimorlerinde kanser-baglatict hiicreler kendini yenileme,
bircok seriye farklilagsma, sessiz durumun (quiescent) devami ve ilag direncliligi gibi normal
kok hiicrelerin anahtar Ozelliklerini paylagsmaktadir. Normal kok hiicre biyolojisinde
kullanilan uzun siireli kiiltir ve NOD/SCID ksenograft gibi testler, kanser ¢aliosmalarinda
kanser-baglatict  hiicre  popiilasyonlarinin  tanimlanmast i¢in basarili  bir  sekilde
kullanilmaktadir. Diger solid tiimorlerden kanser-baglatict hiicrelerin izolasyonu igin ilave
metotlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Kanser baslatici bir hiicrenin kanseri baglatip-
baslatmadigi ya da kontrolsiiz kanser hiicresinin kok hiicre-benzeri 6zellik kazanip-

kazanmadiginin sorular1 heniiz kesin olarak cevaplanmis degildir.

Bundan baska, cesitli faktorler kanser hiicre self-renewal, diferansiyasyon ve yayilma
yetenegini etkileyebilir. Kok hiicre-benzeri yetenege sahip kanser hiicrelerinin varlig1 gelecek
kusakta hedeflenmis kanser tedavilerinin baslamasina neden olmasi s6z konusudur. Esas
translasyonel amag, normal kok hiicre ile kanser-baglatan hiicreler arasindaki farklarin
tanimlanmasidir. Sonug olarak, hiicreler arasindaki farklarin belirlenmesiyle dogrudan kanser

hiicrelerinin yok edilmesi hedeflenmektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Normal hematopoietik kok hiicre ile 16semik kok hiicrelerde erken embriyonik
tanskripsiyon faktorlerinin ekspresyonunun arastirilmasi i¢in yapilan ¢alismalarin akis semast

Sekil 8’de verilmektedir.

Normal ve hasta kemik iligi 6rnekleri

l
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v
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X 4
Manyetik Boncuklarla Hiicre Ayirma Erken EKH transkripsiyon
(MACS) s
o CD34+CD38- hiicre ayrimi MACS Kontrol faktorlerinin
. —’
¢ CD34+CD38+ hiicre ayrim AKkim Sitometrik Analizi
e CD34- hiicrelerin ayrimi .
(3-RENKLI)
Total RNA izolasyonu
cDNA sentezi

v
A

Gen ifadesinin Analizi » | Sonuclarin Istatistiksel Analizi

(— : ayn giin calisilan ornekler), (e » : s1v1 azotta arsivlenen drnekler)

Sekil 8: Calismada kullanilan yontemlerin genel akis semas.

26



3.1 CALISMA MATERYALI
Tez projemizde ¢aligma materyali olarak:

Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi (DEUTF) Hastanesi, Eriskin Hematoloji Bilim
Dali laboratuarina AML ve KML 06n tanisiyla gonderilen EDTA’lL kemik iligi
ornekleri kullanmilmistir. Gelen kemik iligi ornekleri, oncelikli olarak hastanin istek
nedenlerinin analizi i¢in degerlendirilmistir. Yeterli sayida hiicre igeren kalan kemik
iligi ornekleri ise DEUTF Klinik ve Laboratuvar Arastirmalari Etik Kurulunun
05.Haziran.2008 tarih ve 221/2006 sayili izni (EK.1) ile hastalardan aydinlatilmis
onay1 (EK.2) alindiktan sonra standart protokollere (86) gore sivi azotta mononiiklear
hiicre (MNC) arsivi olusturulmustur. Olusturulan arsivden kemik iligi aspirasyon
raporu, immiinfenotipik 6zellikleri ve molekiiler ¢alisma sonuglarina gore tan1 konulan
20 adet AML ve 20 adet KML hasta 6rnegi se¢ilmistir. Yeterli sayida hiicre icermeyen
2 KML o6rnegi sadece akim sitometrik inceleme i¢in kullanilmigtir. AML olgularinin
11°1 erkek (% 55) 9’u kadin (% 45) hastadir. Yas ortalamasi ise 56,85 + 14,53 diir.
KML olgularinin ise 9’u erkek (% 45) 11°1 kadin (% 55) hastadir. Yas ortalamalari ise
54,48 £ 15,89 dur.

EKH transkripsiyon faktorlerinin saglikli bireylerde ekspresyonlarinin belirlenmesi ve
rolatif kantitasyon analizi i¢in saglikli bireylerin kemik iligi 6rnekleri kullanilmistir.
Normal kemik iligi 6rnekleri, hematolojik hastalig1 olmaksizin DEUTF Kalp-Damar
Cerrahisinde acik kalp ameliyati olan hastalardan elde edilmistir. Hastaya hicbir ek
miidahale gerektirmeden sternektomi sonrasi ortaya ¢ikan kemik iligi 6rnekleri
kullanilmigtir. Bu sekilde aydinlatilmis onam alinan (EK.3) toplam 16 adet normal
kemik iligi alimmigtir. 9’u erkek (% 56,25) 7’si kadin (% 43,75) olan saglikli kemik
iligi donorlerinin yas ortalamasi 56,88+12,93’diir. Yeterli sayida hiicre igermeyen 3
ornek sadece akim sitometrik inceleme ic¢in kullanilmistir. Goniillii kontrollerden
EDTA’lh PBS (EK.4) igerisine minimum 15 ml kemik iligi toplanarak ayni giin

bekletilmeden isleme alinmistir.
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3.2 KEMIK ILIGINDEN MNC’LERIN AYRIMLANMASI
3.2.1 Mononiiklear Hiicre izolasyonu

Eriskin Hematoloji Bilim Dali laboratuarina AML ve KML 6n tanisiyla gonderilen
EDTA’l1 kemik iligi 6rnekler ile saglikli kontrollerden EDTA’l1 PBS’de alinan kemik iligi
orneklerinden standart yontemlerle MNC izolasyonu yapilmistir (87). Bu yontemde
yogunlugu 1,077 g/ml’ye ayarlanmis polisiikroz ve sodyum diatrizoat soliisyonu (Histopaque-
1077, Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Antikoagiilanli kemik iligi 6rnegi Histopaque lizerinde
tabakalandirildiktan sonra 1650 rpm’de 15-20 dakika santriflij edilmigtir. Santrifiij sonrasi
olusan interfaz tabakasindaki MNC’ler alinmistir. PBS ile yikama sonrasi drneklerden hiicre

sayimi gergeklestirilmistir.

3.2.2 Mononiiklear Hiicrelerin Dondurulmasi (Cryopreservation)

Hasta drneklerinden elde edilen MNC’ler daha sonraki ¢aligmalarda kullanilabilmesi

i¢in dondurulmustur.

Gereg ve Soliisyonlar:

1) Istile inaktive edilmis fotal dana serumu (FBS / Biological Ind, 04-001-1B)
2) Dimetilsiilfoksit (DMSO, D-2650, Sigma Chemical Co. Irvine, UK)

3) RPMI-1640 medium (Biological Ind, 01-100-1A)

4) Sivi azota dayanikli kiictik siseler (375418, Nunc Brand Products, Denmark)
5) Steril, Dibi konik 12 ml’lik tiip (CellStar Greiner Labortechnik, 164 160)

6) Sogutmali santrifiij, J6-MI (Beckman)

7) Sivinitrojen tanki (MVE Cryo System 4000, USA)

Dondurma ortami (Freezing medium): %10 DMSO, %20 FBS iceren RPMI-1640.

Hiicreleri siispanse etmeden dnce dondurma ortami buzdolabinda 4°C’ye sogutulmaktadir.
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Yontem:

1) Hiicre 6rnekleri 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

2) Siipernatant atildiktan sonra, hiicreler sogutulmus dondurma ortaminda maksimum
1x107/ml hiicre olacak sekilde siispanse edildi.

3) Hiicre siispansiyonu siv1 azot siselerine transfer edildi.

4) Kiigiik s1v1 azot siseleri buzdolabinda 30 dakika bekletildikten sonra gece boyunca
-80°C’de saklandu.

5) Son asamada, hiicreler sivi azota (-196°C) aktarilarak daha sonra arastirmada

kullanilmak tizere depolandi.

3.2.3 Sivi Azotta Dondurulan Hiicrelerin Coziindiiriilmesi

S1v1 azot arsivinden ¢ikarilan hiicreler, hizla 37°C su banyosunda hafif¢e sallayarak
¢oziildii. Hiicre silispansiyonunda kiicliik buz kristalleri olustugu anda su banyosundan
cikarildi. Sisenin dis1 alkolle silindikten sonra hiicreler 10 ml’lik steril dibi konik tiipe
aktarildi. Tki dakika i¢inde hafifge tiipii sallayarak damla damla soguk (4°C) RPMI-1640 ilave
edildi. Hiicre siispansiyonu 200 x g’de 10 dakika sogutmali santrifiijjde dondiirtldii.
Siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Hiicreler, manyetik boncukla ayirma isleminde

kullanilacak olan EDTA’11 fosfat tuz tamponunda yeniden siispanse edildi.
3.2.4 Tripan Mavisi ile Hiicre Canlihg: Testi

Hiicre siispansiyonunda bulunan 6lii hiicreler 6zgilin olmayan antikor baglanmalarina
neden olmaktadir. Bu nedenle hiicreler mikroboncuk bagli antikor ile isaretlemeden 6nce %
0.4’lik tripan mavisi ile canliliklar1 kontrol edildi (72). Test, canli hiicrelerin boyay1
membranlarindan igeri ge¢irmeme prensibine dayanmaktadir. Kisaca, bire bir oraninda hiicre
siispansiyonu Ornegi ile tripan mavisi lam iizerinde hafifce karigtirildi. Yaklasik 2-3 dakika
bekletildikten sonra 1sik mikroskobunda en az 200 hiicre sayildi. Tripan mavisi ile
boyanmayan hiicrelerin ylizdesi hesaplandi. Canlilik testi % 95’in altinda ¢ikan hiicre
stispansiyonlar1 3.2.1. bolimde anlatild1 gibi tekrar Histopaque’dan gegirilerek 6li hiicreler

uzaklastirildi.
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3.3 COK PARAMETRELI MANYETIiK HUCRE AYIRMA

Hasta ve normal kemik iligi MNC’lerinden sirasiyla “CD34 MultiSort” ve “CD38
MicroBead” kitleri kullanilarak CD34+CD38-, CD34+CD38+ ve CD34- hiicre fraksiyonlar1

elde edilmistir. Yontem fliretici firmanin belirttigi sekilde uygulanmistir.

3.3.1 CD34+ Hiicrelerin Ayrimlanmasi:

AML, KML ve saglikli kontrollerden elde edilen MNC o6rneklerinden “CD34
MultiSort Kit” (Miltenyi Biotec GmBH, Bergisch Gladbach, Gemany) kullanilarak CD34

pozitif hiicre ayrimi gerceklestirilmistir.

Gereg ve Soliisyonlar

1)
2)
3)
4)
S)
6)

% 0.5 fotal dana serumu iceren EDTA’l1 PBS (EK.4)

Pozitif ayirma (MS) kolonlar1 (Miltenyi Biotec, 130-042-201)
Pre-separation filtreleri (Miltenyi Biotec, 130-041-407)
MiniMACS manyetik hiicre ayirict (Miltenyi Biotec GmBH)
CD34 MultiSort Kit (Miltenyi Biotec, 130-056-701)
Sogutmali santrifiij, J6-MI (Beckman)

Yontem

1)
2)

3)

4)

S)

MNC siispansiyonu 30 um’lik pre-separation filtresinden gegirildi.

Hiicre silispansiyonundan diliisyon hazirlanarak otomatik kan sayim cihazinda
hiicre sayim1 yapildi. 300 x g’de 10 dakika sogutmali santrifiijde dondiiriildi.
Siipernatant atildiktan sonra hiicre pelleti, 300 ul’de 10® hiicre olacak sekilde
PBS’de siispanse edildi.

Hiicre siispansiyonuna 0Ozgiin olmayan ya da Fc-reseptor baglanmalarini
engellemek icin 100 pl “FcR Blocking” reaktifi ilave edildi.

Hiicre siispansiyonuna toplam 10° hiicre basma 100 ul “CD34 MultiSort
MicroBeads” ilave edildi, iyice karistirildi ve buzdolabinda 30 dakika inkiibe
edildi (hiicrelerin manyetik isaretlenmesi).

Hiicreler 300 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve MS ayirma kolondan gegirmek
icin 1000 pl tamponda siispanse edildi.
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6) Manyetik ayirma alanina kolon yerlestirildi ve 500 pl tampon ilave edilerek kolon
yikandi. Kolonun tepesinden hiicre siispasiyonu ilave edildi. Kolondan CD34-
hiicrelerin ge¢cmesine izin verildi. Daha sonra kolona tekrar tampon ilave ederek
yikanmasi saglandi. Kolondan gegen hiicreler “CD34-negatif hiicre” fraksiyonu
olarak ayrimlandi.

7) Manyetik alandan kolon uzaklagtirilarak toplama tiiplerine yerlestirildi. Kolona
yaklagik 1 ml tampon pipetlendikten hemen sonra kolonla birlikte verilen pistonu
kullanarak CD34+ hiicreler toplama tiipiine bosaltildu.

8) izole edilen CD34+ hiicre siispansiyonundan ~10-20 ul érnek alindi ve PBS ile
diltie edilerek akim sitometrisinde CD34+ saflig1 kontrol edildi.

9) Manyetik isaretli hiicreler ml bagina 20 pl “Multisort Release™ reaktifi ilave
edilerek buzdolabinda inkiibe edildi (hiicrelerden mikroboncuklarin koparilmasi).

10) Manyetik igaretli kalan hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in hiicre siispansiyonu yeni bir
MS kolonundan gegirildi.

11)Kolondan salman hiicreler yikandiktan sonra siipernatant uzaklastirildi ve 10’
hiicre basina 50 pl tamponda hiicre pelleti siispanse edildi.

12) 107 hiicre basina 30 pl “MultiSort Stop” reaktifi ilave edilerek iyice karistirildu.
3.3.2 CD34+ Hiicrelerden CD38+ ve CD38- Hiicrelerin Ayrimlanmasi

“CD34 MultiSort kit” kullanilarak izole edilen CD34+ hiicre siispansiyonundan “CD38
MicroBead Kit” ((Miltenyi Biotec GmBH, Bergisch Gladbach, Gemany)) kullanilarak
CD34+CD38- ve CD34+CD38+ hiicre fraksiyonu elde edilmistir. Uretici firmanin belirttigi
sekilde yontem gercgeklestirilmistir.

Gereg ve Soliisyonlar

1) % 0.5 fotal dana serumu iceren EDTA’l1 PBS (EK.4)

2) Pozitif ayirma (MS) kolonlar1 (Miltenyi Biotec, 130-042-201)

3) MiniMACS manyetik hiicre ayirict (Miltenyi Biotec GmBH)

4) CD38 MicroBead Kit (Miltenyi Biotec, 130-092-263)

5) Mouse anti-human CD34-FITC moab (Beckman Coulter, IM1870)
6) Mouse anti-human CD38-PE moab (Beckman Coulter, IM1832)
7) Sogutmali santrifiij, JOMI (Beckman)
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Yontem

1

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)
9)

CD34+ hiicre siispansiyondan sayim yapildi ve 300 x g’de yeniden santrifiij edildi.
Stipernatant atildiktan sonra hiicreler 107 hiicre basina 80 pl tamponda siispanse
edildi.

Hiicre siispansiyonuna 107 hiicre basma 20 ul CD38-Biotin antikoru ilave edildi.
Iyice karigtirldiktan sonra buzdolabinda 15 dakika inkiibe edildi.

107 hiicre basina 2 ml tampon ilave ederek 300 x g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant tamamen uzaklagtirildi.

Hiicre pelleti 80 ul tamponda yeniden siispanse edildi ve 10" hiicre basina 20 pl
Anti-Biotin mikro boncuklar1 ilave edildi.

Iyice karistirildi ve buzdolabinda 15 dakika inkiibe edildi.

MACS ayrim sonunda elde edilen hiicre safliim1 akim sitometrisiyle kontrol
etmek i¢in anti-human CD38-PE monoklonal antikoru eklendi. Karistirildiktan
sonra buzdolabinda ilave 10 dakika daha inkiibe edildi.

2 ml tampon eklenerek 300 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildu.
10%ye kadar hiicreler 500 pl’de yeniden siispanse edildi.

MACS ayirma alanina MS kolonu yerlestirildi, kolon tamponla yikandiktan sonra

hiicre slispansiyonu kolonun tepesinden eklendi.

10) Kolondan dogrudan gecen hiicreler toplanarak “CD34+CD38- kok hiicre” olarak

tanimlanmistir. Kolona ii¢ defa 500°er pl tampon ilave ederek yikandi.

11) Kolon MACS ayirma alanindan kaldirilarak bos toplama tiipiine yerlestirildi.

12) Kolona yaklagik 1 ml tampon ilave edildikten hemen sonra piston kullanilarak

kolonda kalan hiicreler toplama tiiplerine bosaltildi. Bu hiicre grubu ise

CD34+CD38+ kok hiicre fraksiyonu olarak tanimlanmistir.

Manyetik boncuklar ile hiicre ayirma isleminden sonra elde edilen hiicre

slispansiyonlarindan hiicre sayilarina bagl olarak ~20 pl numune alinarak diliisyon hazirlandi

ve akim sitometrisinde hiicre saflig1 kontrol edildi.

AML, KML ve saglikli kontrol Orneklerinden elde edilen CD34+CD38-,
CD34+CD38+ ve CD34- hiicre siispansiyonlarindan bekletmeden total RNA izolasyonlari

gergeklestirilmistir.
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3.4 AKIM SITOMETRIK ANALIZ

Hiicre diizeyinde erken EKH transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu arastirmak
icin AML, KML ve saglikli kontrollere ait MNC 6rnekleri kullanilmistir. Fluoresans isaretli
monoklonal antikorlar yardimiyla hiicre ylizey ve sitoplazmik boyama yapilmistir. Asagida
belirtildigi sekilde hazirlanan 6rnekler akim sitometri cihazi ve Expo32 ADC XL4 Color
Analysis Software’i kullanilarak degerlendirilmistir. Antikorlar {iretici firmanin Onerdigi

miktarlarda kullanilmustir.
3.4.1 Hiicre Yiizeyi SSEA-4 Ekspresyonunun Saptanmasi:
Gereg ve Soliisyonlar

1) 5 ml’lik silikonize test tiipleri ve izoton sivist ya da PBS.

2) Mouse anti human CD38-FITC moab (340909, BD Pharmingen)

3) Mouse anti-human SSEA.4-PE moab (11-8843, eBioscience, Inc)

4) Mouse anti-human CD34-PE-Cy5 moab (555823, BD Pharmingen)
5) Mouse IgG1-FITC isotype control (IM1870, Beckman Coulter)

6) Mouse IgG3-PE isotype control (11-4742, eBioscience, Inc.)

7) Mouse IgG1-PE-Cys5 isotype control (555750, BD Pharmingen)

8) Akim sitometri cihazi, Epics XL-MCL, 2004 (Beckman Coulter, Inc)
9) Expo32 ADC XL4 Color Analysis Software (Beckman Coulter, Inc)

Yontem

1) Test tiiplerine ~10° MNC konuldu ve iizerine 20’er ul CD38-FITC, SSEA .4-PE ve
CD34-PE,Cy5 monoklonal antikorlar1 ilave edildi. Bagka bir test tiipline ise ayn
sekilde antikorlarin izotipik kontrolleri eklendi. Karigmasi saglandiktan sonra oda
1s1sinda ve karanlik ortamda 20 dakika inkiibe edildi.

2) Baglanmayan antikorlarin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in tiiplere 2’er ml izoton
stvist ilave edilerek 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

3) Siipernatant atilarak hiicreler 500 pl izoton sivisinda siispanse edildi.

4) Hiicre silispansiyonlari akim sitometri cihazindan ~ 300 hiicre/sn hizda 6rnek

gecirilerek hiicrelerin boyutu, graniilaritesi ve fluoresans 1isimalari 6l¢iildii.
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3-Renkli Akuim Sitometrik Analiz Islemi; Akim sitometri cihazinda hiicrelerden elde

edilen veriler kullanilarak 4 ayr1 hiicre goriintiisii (dot plot) olusturuldu.

1) Dar acili 151k sagilimi (FSC) ile 90° aciyla 151k sacilim (SSC) parametresi

kullanilarak olusturulan goriintiide hiicre boyutu ve graniilaritesi kontrol edildi.

2) CD34-PE,Cy5’in 1smma verdigi fluoresans-4 (FL4)’e karst SSC kullanilarak
olusturulan dot plotta graniilariteye bagli hiicrelerin CD34 ekspresyonu
degerlendirildi. Izotipik kontrol ile belirlenen esik degerin iizerindeki fliioresans
isimalart CD34+ hiicreler kabul edildi. Bu hiicreler iizerinde isaretleme yaparak

hiicrelerin yiizde olarak ne kadarinin CD34 eksprese ettigi belirlendi.

3) Aymi sekilde esik degerin altinda kalan hiicreler ise CD34 negatif hiicrelerdir. Yine

bu hiicreler iizerinde de kapilama islemi yapilarak CD34- hiicre yiizdesi belirlendi.

4) FL1 (CD38-FITC)’e kars1 FL2 (SSEA.4-PE) parametreleri kullanilarak olusturulan
fluoresans dot plot goriintiisiinde SSEA.4 ve CD38 ekspresyonlar1 degerlendirildi.
CD34 pozitif hiicreler bu goriintiiye tanitilmasiyla CD34+CD38-, CD34+CD38+ ve
CD34+ hiicreler tlizerindeki hiicre ylizeyi SSEA.4 ekspresyonlar1 ylizde deger olarak

saptandi.

5) Ugiincii dot plot goriintiiniin aynis1 olusturuldu. Farkli olarak bu goriintiiye CD34
negatif hiicreler tanitilarak CD34- hiicrelerdeki SSEA.4 ekspresyonu yiizde deger
olarak kaydedildi.

3.4.2 Sitoplazmik Oct-4 ve Nanog Ekspresyonunun Saptanmasi:

3.4.1 boliimiinde anlatildigi gibi MNC o6rneklerinde CD34-PE,Cy5 ve CD38-PE
moab’lartyla ylizey boyama yapilmistir. Takiben sitoplazmik boyama sonucu Oct-4 ve Nanog
ekspresyonlar1 degerlendirilmistir. Hiicre i¢i antijen boyama ydntemi Tlretici firmanin

belirttigi sekilde uygulanmistir.
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Gereg ve Soliisyonlar

1) Mouse anti-human Oct.4-FITC moab (IC1759F, R&D systems,)
2) Mouse anti-human Nanog-FITC moab (11-5769, eBioscience, Inc.)
3) Mouse anti-human CD38-PE- moab. (IM1832U Beckman Coulter)
4) Mouse anti-human CD34-PE-Cy5 moab (555823, BD Pharmingen)
5) Rat IgG2b-FITC izotype control (ICO13F, R&D systems)
6) Mouse [gG1-PE moab. (IM 1832, Beckman Coulter)
7) Mouse IgG1-PE-Cys5 isotype control (555750, BD Pharmingen)
8) Permeabilizing Solution (A07803, Beckman Coulter)

a. Fiksatif soliisyonu

b. Permeabilizing soliisyon
Yontem

1) Yiizey boyama yapilan hiicrelere 2 ml izoton sivisi ilave edilerek 1200 rpm’de 5
dakika dondiiriildii. Siipernatant atildiktan sonra hiicreler 100 pl’de resiispanse
edildi.

2) Hiicre siispansiyonuna 100 pl fiksatif solliisyonu ilave edilerek 10 dakika oda
1s1sinda ve karanlik ortamda inkiibe edildi.

3) Yikama isleminden sonra hiicre pelletini bozmadan 100 pl permeabilizing (hiicre
membraninda porlar agan) soliisyon ilave edilerek ayni kosullarda 10 dakika
inkiibe edildi.

4) Tlgili tiiplere 20’er ul Oct.4-FITC, Nanog-FITC ve izotipik antikorlar ilave edildi,
hiicre pelleti iyice karistirilarak siispanse edilerek 15 dakika ayni kosularda inkiibe
edildi.

5) Inkiibasyon sonunda yikama islemi yapild1 ve hiicreler 500 pl’de siispanse edildi.

Takiben akim sitometri cihazinda 6l¢iimleri gergeklestirildi.

3-Renkli Akim Sitomerik Analiz Islemi; 3.4.1 boliimiinde anlatildig1 gibi sitoplazmik
antijenlerin akim sitometrik analizi gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda;
CD34+CD38-, CD34+CD38+, CD34+ ve CD34- hiicrelerdeki Oct-4 ve Nanog

ekspresyonlari ylizde deger olarak saptanmistir.
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3.5 OCT-4, NANOG ve REX-1 GEN IFADELERININ ANALIiZi
3.5.1. Total RNA izolasyonu:

Total RNA ekstraksiyonu, 3.3 boliimiinde anlatildig1 sekilde hasta ve normal kemik
iligi oOrneklerinden izole edilen CD34+CD38-, CD34+CD38+ ve CD34- hiicre
fraksiyonlarindan “High Pure RNA isolation kit“ (Roche Diagnostic GmBH,
Mannheim) kullanilarak yapilmigtir. Yontem {iretici firmanin Onerdigi sekilde

gerceklestirilmistir.
Gereg ve Soliisyonlar

1) Standart masa tistii mikrosantrifiij (Sartorious, Sigma, Germany)

2) 1.5 mI’lik steril mikrosnatrifiij tiipleri

3) Absolute ethanol, % 96 (1.00971.25, Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
4) High Pure RNA isolation kit (Roche Diagnostics GmbH, 11 828 665 001)

Kit icerigi;

1) 2 ml’lik toplama tiipleri

2) Lysis/Binding tamponu

3) DNase I enzimi

4) DNase inkiibasyon tamponu

5) Yikama tamponu-I

6) Yikama tamponu-II (kullanmadan 6nce 40 ml etanol ilave edildi)
7) Elution tampon

8) High Pure Filtreli tiipler

9) Toplama tiipleri

DNase I enzimi 550 pl elution tamponda ¢oziilerek, kii¢iik miktarlarda ayrimlanarak
-20°C’de sakland.
Yikama tamponu-I; ilk defa kullanmadan 6nce 20 ml etanol ilave edildi.

Yikama tamponu-II; ilk defa kullanmadan 6nce 40 ml etanol ilave edildi.
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Yontem

1) Hiicre siispansiyonlari steril 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine transfer edildi.

2) 2600 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

3) Siipernatant atildiktan sonra hiicre pelleti 200 ul PBS’de siispanse edildi.

4) 400 pl Lysis/Binding tamponu ilave edildi ve 15 saniye vortekslendi.

5) High Pure Filtreli tiipler toplama tiiplerine yerlestirildi.

6) Hazirlanan ~700 pl hiicre lizati filtreli tiiplere pipetlendi.

7) 11000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi.

8) Toplama tiiplerindeki sivi dokiildiikten sonra filtreli tiipler tekrar ayni toplama
tiiplerine yerlestirildi.

9) Bu asamada DNase I soliisyonu hazirlandi; 1.5 ml’lik ependorf tiipe her 6rnek igin

90 ul DNase inkiibasyon tamponu ve 10 pul DNase I ilave edildi.

10) Filtreli tiiplerin ortasina 100 pul DNase I soliisyonundan ilave edilerek oda 1sisinda
15 dakika inkiibe edildi.

11) Filtreli tiiplere 500 pl yikama tamponu-I ilave edilerek 11000 rpm’de 15 saniye
santrifiij edildi.

12) Toplama tiiplerindeki s1v1 dokiildii ve filtreli tiipler ayn1 toplama tiiplerine konuldu.

13) Filtreli tiiplere 500 pl yikama tamponu-II ilave edildi ve 11000 rpm’de 15 saniye
santrifiij edildi.

14) Toplama tiiplerindeki sivi dokiildii ve filtreli tiipler ayn1 toplama tiiplerine konuldu.

15) Filtreli tiiplere 200 pl yikama tamponu-II ilave edilerek 14000 rpm’de 2 dakika
santrifij edildi.

16) Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler steril 1.5 ml’lik ependorf tiiplere aktarildi.

17) RNA’y1 ayirmak igin filtreli tiipiin iist kismia 50 pl Elution tamponu ilave edildi ve
11000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

18) Filtreli tiipler atild1 ve Total RNA 6rneginin bulundugu tiip daha sonra kullanilmak

iizere -80°C’de saklanarak arsiv olusturuldu.
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3.5.2 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi:

12 pl total RNA 6rnegi cDNA sentezinde kalip olarak kullanildi. cDNA sentezinde

“Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis kit” (Roche Diagnostic GmBH, Mannheim)

kullanildi. Yontem, iiretici firmanin belirttigi sekilde uygulanmistir.

Gereg ve Soliisyonlar

1) Thermal Cycler (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)
2) Steril, DNase ve RNase icermeyen ependorf tiip

3) Standart masa iistii mikrosantrifiij (Sartorious, Sigma, Germany)

4) Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit (Roche Diagnostic, 04 896 866 001)

Kit icerigi

1) Oligo (dT);s primer

2) DEPC’li distile su

3) 5X Reaksiyon Tamponu
4) Ribonuclease inhibitor

5) 10 mM dNTP mix

6) Transcriptor Reverse Transcriptase

Y ontem

1) 0.2 ml’lik ependorf tiip igerisinde Tablo 3’de gosterilen birinci reaksiyon karigimi

sirastyla konularak hazirlandi.

Tablo 3: cDNA sentezi i¢in hazirlanan kalip-primer karigim igerigi.

Bilesenler Miktari Son konsantrasyonu
Oligo (dT);s primer 1.0 ul 2.5 uM
Total RNA 12.0 ul -

Toplam hacim 13.0 ul

2) 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi ve tiipler hemen buz {izerine alindi. Ornekler buz

iizerinde bekletilirken Tablo 4’de verilen ikinci reaksiyon karisimi hazirlandi.
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Tablo 4: cDNA sentezi i¢in hazirlanan ikinci reaksiyon karigimi.

Bilesenler Miktar: Son konsantrasyonu
5x Reaksiyon tamponu 4.0 ul Ix (8 mM MgCl,)
RNase inhibitor 0.5 ul 20U

dNTP mix (10 mM) 2.0 ul Her biri (1 mM)
Transcriptor RT 0.5 ul 10U

Toplam hacim 7.0 ul

3) Thermal cycler’da asagidaki 1s1 profili uygulanarak cDNA sentezi ger¢eklestirildi.

1. basamak: 25°C’de 10 dakika inkiibasyon
2. basamak: 50°C’de 60 dakika inkiibasyon
3. basamak: 85°C’de 5 dakika inkiibasyon
4. basamak: 4°C’de bekletme.

4) Sentezlenen cDNA Ornekleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
kuruluncaya kadar buzdolabinda bekletildi. Kalan kismi ise daha sonraki

kullanimlari i¢in -20°C’de saklanda.

3.5.3 Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

Gergek zamanli PCR i¢in on ¢alismalar Erigkin Hematoloji BD laboratuarinda
LightCycler® 1.5 (Roche Diagnostic) cihazi kullanilarak gergeklestirildi. CD34 negatif
hiicrelerde gen ekspresyonlarmin rolatif kantitasyonu ise Tibbi Biyoloji ve Genetik AD
Molekiiler laboratuarinda LightCycler® 2.0 (Roche Diagnostic) cihazi ve LightCycler
software 4.0 kullanilarak gerceklestirildi.

Elde edilen cDNA o6rnekleri kalip olarak kullanilarak onciil primerler araciligi ile RT-
PCR reaksiyonu kuruldu. Oct-4, Nanog ve Rex-1 genlerine ait referans dizileri

www.ncbi.nlm.nih.gov adresinden alindi ve “Oligo 6.0” programi kullanilarak primerler

dizayn edildi. Yine ayn1 web sayfasinda primer dizileri girildikten sonra “BLAST” edilerek
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biitiin genlerde cakisan yerlerin olup-olmadigi ve “Vector NTI” programi kullanilarak da
primerlerin ekzon-intron boundary’de olup-olmadiklar1 kontrol edildi. Referans numaralari ve
primer dizileri verilerek TIB MolBiol (Berlin, Germany) firmasina sentez ettirildi. Kontrol
olarak da [B-2-mikroglobulin genine spesifik primerler kullanildi. Kullanilan primerlerin
dizisi, referans numaralar1 ve iriin buytkliikkleri Tablo 5‘de verilmistir. Her dort gen igin
primer konsantrasyonu, termal profili gibi degiskenler uygulanarak optimizasyonlar
gerceklestirildi. Optimizasyon sonucunda Tablo 6’te belirtilen 1s1 profillerinde PCR
gergeklestirildi. Negatif kontrol olarak distile su kullanildi.

Tablo 5: Ger¢ek zamanli PCR’da kullanilan primer dizileri ve amplikon biiyiikliikleri.

Primer/Ref. no Dizi PCR iiriin
buytkligi

Oct-4 (POUSFI) | (F) 5°- GGTTCTGTAACCGGCGCCAG -3’ 376 bg

NM 002701.4 (R) 5°- GTTCCCAATTCCTTCCTTAG - 3’

Nanog (F) 5°- CCCAAAGCTTGCCTTGCTTT - 3’ 132 be

NM_024865.2 (R) 5°- AGACAGTCTCCGTGTGAGGCA -3’

Rex-1 (ZFP42) | (F) 5°- CAGATCCTAAACAGCTCGCAGAAT -3’ 306 bg

NM 174900.3 (R) 5°- GCGTACGCAAATTAAAGTCCAAGA -3’

B2-M (F) 5°- CTACTCTCTCTTTCTGGCCTG - 3’ 191 bg

NM _004048.2 (R) 5’- GACAAGTCTGAATGCTCCAC -3’

Tablo 6: Ger¢ek zamanli PCR’da uygulanan 1s1 profilleri.

Program Is1 Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 95°C 10 dk 1
Amplifikasyon | Denatiirasyon 95°C 10 sn

Baglanma 55°C 10 sn 45
Uzama 72°C 10 sn
Erime egrisi 95°C 10 sn
(Melting) 65°C 1 dk 1
95°C 0.1°C/s
Sogutma 40°C 30 sn 1
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Gergek zamanli PCR, “FastStart DNA Master™”® SYBR Green I kiti” (Roche
Diagnostics, 03 515 885 001) kullanilarak gergeklestirildi. Yontem, iiretici firmanin 6nerdigi

sekilde uygulandi.
Gereg ve Soliisyonlar

1) LightCycler® 1.5 ve 2.0 cihazlar (Roche Instrument Center, Switzerland)
2) LC sample carousel (11 909 282 001, Roche Diagnostics)

3) LC santrifiij adaptorleri (11 909 312 001, Roche Diagnostics)

4) LC kapiller releaser (03 603 920 001, Roche Diagnostics)

5) LC capping tool (03 357 317 001, Roche Diagnostics)

6) LC kapiller tiipler, 20 ul (11 909 339 001, Roche Diagnostics)

7) LC FastStart DNA Master™ SYBR Green I kit

8) Standart masa iistli mikrosantrifiij (Sartorious, Sigma, Germany)
Yontem:

1) 0.2 ml’'lik ependorf tiipte Tablo 7°te verilen reaksiyon karistmi hazirlanarak

kapillere yiiklendi. Kisa dondiiriilerek karisimin kapillerde toplanmasi saglandi.

Tablo 7: Ger¢ek zamanli PCR karigiminin igerigi.

Bilesenler Miktari Son konsantrasyonu
Distile su 12.0 pl

5°-Ileri primer 1.0 pl 0.5 pmol
3’-Geri primer 1.0 pl 0.5 pmol
SYBR Green Master karigimi 4.0 ul

cDNA kalib1 2.0 ul

Toplam hacim 20.0

2) PCR kapiller tiipleri LightCycler cihazina yerlestirildi ve Tablo 6’te verilen gergek
zamanli PCR i¢in verilen 1s1 protokolii kullanildi.
3) Fluoresans dlclimii ve ergime egrisi (melting curve) analizi LightCycler Software

4.0 (Roche Diagnoctics) kullanilarak yapilda.
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4) Rolatif kantitasyonun analiz basamagi ise PCR verimliligi (efficiency) 2.0’ye
ayarlanarak tamamen otomatize LightCycler software 4.0 kullanilarak
gerceklestirildi. Saglikli goniillii kisilerin ¢cDNA’s1 kalibrator olarak kullanildi.
Rolatif kantitasyon deneyleri li¢ kez tekrarlanarak gergeklestirildi. Ergime egrisi
cizdirilerek PCR firiinlerinin biiytikliiklerinin 6n degerlendirmesi yapildu.

5) RT-PCR irlinleri % 2’lik agaroz jel -elektroforezinde yiiriitiillerek {iriin

biiyiikliikleri ve 6zgiin olmayan PCR amplifikasyonlari agisindan kontrol edildi.

3.5.4 Agaroz Jel Elektroforezi:
Gereg ve Soliisyonlar

1. LE agarose (50000, FMC BioProducts, Rockland, USA)

TAE Buffer (10x) (V4271/Prpmega Corporation, Madison, USA)
Etidium bromide, 10 mg/ml (E-8751/Sigma Chemical Co, St Louis, USA)
6x Yiikleme boyasi (#R0611, Fermentas GmbH)

pUC molekiiler biiyiikliik belirleyici,8 (#SM0301, Fermentas GmbH)

AN

PCR ornekleri % 2’lik agaroz jel elektroforezinde ytiriitiilerek ¢alisilan her bir gen
tirtinii bitytikliik ve 6zgiin olmayan amplifikasyonlar agisindan degerlendirildi. 6 gram agaroz
300 ml 0.5 x TAE tamponunda ¢oziilerek hazirlandi. Agaroz 1sitilarak ¢oziilmesi saglandi.
Agaroz ¢Ozeltisinin sogumasi i¢in oda 1sisinda bekletildi. Sogumaya yakin 15 pl ethidium
bromide (10 mg/ml) ilave edildi. Hazirlanan jel, Thermo EC Maxicell® Primo elektroforez
sisteminin jel dokme aparatina dokiildi. Jelde kuyucuk olusturmak icin tarak yerlestirildi.
Agaroz jelin polimerlesmesi i¢in 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Donmus olan jelden tarak
cikarildi ve 0.5 x TAE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforezde
yuriitiilecek PCR irlinleri 6x jel yiikleme tamponuyla (Fermentas GmbH,#R0611)
karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Orneklerin biiyiikliiklerinin belirlenebilmesi igin jele es
zamanli molekiiler biiyiikliik belirleyici de (Fermentas GmbH, #SM0241) konuldu. 10V/cm
akim uygulanarak orneklerin jelde yiriimesi saglandi. Elektroforez sonuglari EpiChemi 3
Darkroom (C-80 type) sistemi ve LabWorks Software (UVP, Biolmaging Systems, Inc
Upland, USA) kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
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3.6 ISTATISTIKSEL ANALIZ
[statistiksel analizler SPSS software versiyon 15.0 kullamlarak gergeklestirildi.

Saglikli kontrol, AML ve KML gruplar arasindaki cinsiyet dagilimlar1 Ki-kare testi ile
karsilastirildi. P <0.05 degeri, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Gruplar arasindaki yas ortalamalari, saglikli kontrollere gore normalize edilmig rolatif
kantitasyon oranlar1 ve hiicre fraksiyonlar1 arasindaki yiizde ekspresyon ortalamalari
Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilastirildi. P <0.05 degeri, istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Saglikli kontrol, AML ve KML gruplarinin kendi i¢inde bulunan frakli hiicre gruplari
arasinda yiizde ekspresyon ortalamalar1 Wilcoxon testi uygulanarak karsilastirildi.

P <0.05 degeri, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen olgular 3 grupta toplanmistir; herhangi bir hematolojik hastaligi

bulunmayan ve Kalp-Damar Cerrahisi Anabilim Dalinda sternektomi yapilarak by-pass

ameliyat1 olan olgular saglikli kontrol grubunu olusturmaktadir. AML ve KML hasta grubu

ise kemik iligi aspirasyon raporu ve akim sitometrik analiz sonuglarina gore tani alan

olgulardan olugmaktadir. AML hasta grubu ise kendi i¢cinde FAB simiflamasina gore alt

gruplara ayrilmistir. Calismaya dahil edilen AML ve KML gruplarina ait olgularin klinik

ozellikleri sirastyla Tablo 8 ve 9°da verilmektedir.

Tablo 8: Calismaya dahil edilen AML olgulariin klinik ve patolojik verileri.

Olgu no. Yas Cins K.I. Klinik 6zellik
(ym) aspirasyonu
1 59 K AML-M2 Yeni tani
2 69 K AML-M2 Yeni tani
3 48 E AML-M1 Yeni tani
4 72 E AML-M1 CMML’den déniisim
5 56 E AML-M1 Yeni tani
6 44 E AML-M3 Yeni tani
7 68 K AML-M2 Yeni tani
8 53 K AML-M5 Yeni tani
9 78 E AML-M2 Yeni tani
10 40 K AML-M1 Yeni tani
11 66 K AML-M5 + Meme CA
12 59 E AML-M2 CMML’den dénusim
13 52 E AML-M4 MDS’den déniisiim
14 34 K AML-M2 Yeni tani
15 59 K AML-M3 Yeni tani
16 55 E AML-M2 Yeni tani
17 84 K AML-M1 Yeni tani
18 27 E AML-M1 Yeni tani
19 46 E AML-M1 Yeni tani
20 68 E AML-M3 Yeni tani

Kisaltmalar: E, Erkek, CMML, kronik myelomonositik 16semi,

K, kadn,

MDS, myelodisplastik sendrom.
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Tablo 9: Calismaya dahil edilen KML olgularinin klinik ve patolojik 6zellikleri.

Olgu no. Ya|§ Cins K.I. aspirasyonu
1 (;ll) E KML-kronik faz
2 73 E KML-kronik faz
3 41 K KML-kronik faz
4 79 E KML-kronik faz
5 68 K KML-kronik faz
6 67 K KML-kronik faz
7 56 E KML-kronik faz
8 45 E KML-kronik faz
9 48 K KML-kronik faz
10 22 K KML-akselere faz
11 33 K KML-akselere faz
12 65 K KML-kronik faz
13 21 E KML-kronik faz
14 76 K KML-kronik faz
15 35 E KML-kronik faz
16 73 K KML-kronik faz
17 30 K KML-kronik faz
18 46 E KML-kronik faz
19 53 K KML-kronik faz

20 49 E KML-kronik faz

Kisaltmalar: E, erkek,
K, kadin,
KML, kronik myeloid I6semi.



Saglikli kontrol, AML ve KML gruplarini olusturan olgularin cinsiyete gére dagilimlari

Tablo 10°de gosterilmistir. Gruplar (kontrol, AML ve KML) uygun cinsiyet dagilimi

gostermektedir ve gruplar arasinda cinsiyete gore fark yoktur (x*=0.579, p=0.749).

Tablo 10: Gruplarin cinsiyete gore dagilimu.

Cinsiyet
ERKEK KADIN Toplam

Grup Kontrol Say1 9 7 16
grubu (%) 56,25 43,75 100,0

AML Say1 11 9 20

grubu (%) 55,0 45,0 100,0

KML Say1 9 11 20

grubu (%) 45,0 55,0% 100,0

Toplam Say1 29 27 56
(%) 51,8 48,2 100,0

Saglikli kontrol, AML ve KML olgularinin yas ortalamasina gore dagilimi Tablo 11°de

gosterilmektedir. Gruplar (kontrol, AML ve KML) yine yas ortalamas1 bakimindan uygun

dagilim gostermektedir. Gruplar arasinda yasa gore fark saptanmadi (Kontrol-AML’de
p=0.836, Kontrol-KML’de p=0.323 ve AML-KML’de p=0.267).

Tablo 11: Gruplarin yas ortalamasina gore dagilima.

Grup Yas ortalamasi Std. Sapma Say1
Kontrol 56,88 12,925 16
AML grubu 56,85 14,525 20
KML grubu 50,20 18,917 20
Total 54,48 15,888 56
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4.1 Manyetik Boncuklar ile Hiicre Ayrimlanmasi1 (MACS)

Kontrol, AML ve KML kemik iligi 6rneklerinden MACS yontemiyle CD34+CD38- ve
CD34+CD38+ hiicre fraksiyonlar1 ayrimlandi. Islem sonunda ayrimlanan hiicre
fraksiyonlarinin safligi akim sitometrik analiz ile kontrol edildi ve hiicrelerin safli1
%98,0+1,0 bulundu (Sekil 9). Akim sitometrisinde % 95,0’in altindaki safliklarda ise hiicre
fraksiyonu kolondan ikinci defa gecirilerek safligi arttirlldi. MACS islemi 6ncesinde

mononiiklear hiicrelerin canliliklari tripan-mavisi ile kontrol edildi (canlilik >% 97).

CD34+CD38+ cells
. 8 :

10% 102

10! 101

CD38-PE

CD38-PE

| CD34+CD38- cells
98.7% 10°

100

T T T \I‘HH-\-|. LR LR LR AR R T T T TTTI
107 10" 107 10° 10° 10" 107 10°
CD34-FITC CD34-FITC

Sekil 9: Manyetik ayrimi yapilan hiicre fraksiyonlarinda safligin kontrol edilmesi.
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4.2 PCR Amplifikasyonlarinin Agaroz Jeldeki Goriintiileri

Normal ve hasta kemik iligi 6rneklerinden izole edilen hiicre fraksiyonlariin total
RNA’larindan ters transkriptaz ile sentezlenen cDNA oOrnekleri gen ifadesinin analizi igin
kalip olarak kullanildi. Normal ve hastalara ait hiicre fraksiyonlarinda, erken embriyonik
transkripsiyon faktorlerinin (Oct-4, Nanog ve Rex-1) mRNA ekspresyonunu saptamak i¢in
yapilan reaksiyonlarda B2-mikroglobulin i¢ kontrol ve referans gen olarak kullanildi. Tiim
ornekler biiyiiklik ve 0zgiil olmayan amplifikasyonlar agisindan % 2’lik agaroz jelde

yiiriitiilerek kontrol edildi.
4.2.1 Saglikli Kontrol Grubuna ait Hiicrelerde PCR Amplifikasyonlari:

Saglikli kontrol grubuna ait CD34+CD38- hiicrelerde Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M i¢in
PCR firilinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 10°da gosterilmektedir. Negatif

kontrol olarak distile su kullanildi. PCR {iriinleri agaroz jelde iki kez yiiriitiillerek tekrar edildi.

Ornek no: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 N

Oct-4 _— —_— — — —376b¢
Nanog
-
o—
Rex-1 <306 b
_—
—
o—

B2V s I e M — o

-?._-.‘-

<€+—191 bg

Sekil 10: Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M gen ifadesinin analizi i¢in yapilan PCR iiriinlerinin
%2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (1-13 Kontrol, N: distile su, M: pUC Mix Marker 8;
Fermentas,#0301).
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Saglikli grubuna ait CD34+CD38+ hiicrelerde Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M i¢in PCR
irtinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 11°de gosterilmektedir. Negatif kontrol
olarak distile su kullanildi. PCR iiriinleri agaroz jelde iki kez ytirtitiilerek tekrar edildi.

Ornek no: 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 N M

Sekil 11: Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M gen ifadesinin analizi i¢in yapilan PCR {iriinlerinin
%2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (1-13 Kontrol, N: distile su, M: pUC Mix Marker 8;
Fermentas,#0301).
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Saglikli grubuna ait CD34- hiicrelerde Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M i¢in PCR
tiriinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 12°de gosterilmektedir. PCR {irtinleri

agaroz jelde iki kez yiiriitiilerek tekrar edildi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Ornekno:

- Cict-4
376 b¢— >

132b¢ — —————————_——— - Nanog

Rex-1
Wb o i i O P s - S P D

101be—> e - 521/

Sekil 12: Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M gen ifadesinin analizi i¢in yapilan PCR iiriinlerinin
%?2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (1-13 Kontrol, M: pUC Mix Marker 8; Fermentas,#0301).
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4.2.2 AML Hasta Grubuna ait Hiicrelerde PCR Amplifikasyonlari:

AML olgularindaki CD34+CD38- hiicrelerine ait Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M i¢in
PCR firiinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 13°de gosterilmektedir. PCR

tiriinleri agaroz jelde iki kez yiiriitiilerek tekrar edildi.

Omekno: 1 2 3 4 5 67 8 9 10111213 141516 17 18 1920 M

-
- wTowww-

Oct-4 - - e w 376 be

Omekno: 2 3 4 5 67 1 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18 1920 M

Nano - -

J == - aTeeew = o= @ _ ..

Omekno: 2 3 4 5 67 1 8 9 10111213 141516 17 181920 M

—

s

Rex-1 mm - W = = —
w4306 be

Omekno: 2 3 4 5 67 1 8 9 10111213 141516 17 18 19 20 M
—

e T e——— T

<191 be

Sekil 13: Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M gen ifadesinin analizi i¢in yapilan PCR iiriinlerinin
%?2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (1-20 AML, M: pUC Mix Marker 8; Fermentas,#0301).
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AML olgularindaki CD34+CD38+ hiicrelerine ait Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M igin
PCR iirlinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 14’de gosterilmektedir. PCR

iriinleri agaroz jelde iki kez yiiriitiilerek tekrar edildi.

Omekno: 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 1415 16 17 18 19 20 M

Oct.d == W~ E—376b¢

Nanog e e~ o @~ mEmEme - = W = <« 320

-
Rex-1 w=ae = o o — - 306 b

-
Bl SO eeeeRaeeeeesmEems .«
-

Sekil 14: Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M gen ifadesinin analizi i¢in yapilan PCR iiriinlerinin
%?2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (2-20 AML, M: pUC Mix Marker 8; Fermentas,#0301).
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AML olgularindaki CD34- hiicrelerine ait Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M i¢in PCR
tiriinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 15°de gosterilmektedir. PCR {irtinleri

agaroz jelde iki kez yiiriitiilerek tekrar edildi.

Omekno: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 1314 1516 17 18 19 20 M

DCLA - vy o o . S = <370 b

Nanog =« 1 1 e e e <320

REx! eneseseses -« 10w uy ~ s = - =306 be

EIZI1 00 0 0 0 0 0 e <10

Sekil 15: Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M gen ifadesinin analizi i¢in yapilan PCR iiriinlerinin
%?2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (1-20 AML, M: pUC Mix Marker 8; Fermentas,#0301).
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4.2.3 KML Hasta Grubuna ait CD34+CD38- Hiicrelerdeki PCR Amplifikasyonlart:

KML olgularindaki CD34+CD38- hiicrelerine ait Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M i¢in
PCR firiinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 16°de gosterilmektedir. PCR

tiriinleri agaroz jelde iki kez yiiriitiilerek tekrar edildi.

Omekno: 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14 1516 17 18 M

Oct-4 - - - «—376be

Nanog - - 4132
—

Rex-1 N :'4—306 be
pa—

BAL i e - eeEmema ol b

Sekil 16: Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M gen ifadesinin analizi i¢in yapilan PCR iiriinlerinin
%?2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (1-18 KML, M: pUC Mix Marker 8; Fermentas,#0301).
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KML olgularindaki CD34+CD38+ hiicrelerine ait Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M igin
PCR iirlinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 17°de gosterilmektedir. PCR

iriinleri agaroz jelde iki kez yiiriitiilerek tekrar edildi.

Omekno: 1 2 3 45 6 7 8 9 10 111213 14151617 18 M

O S e

= <376 be
Nanog = « & & & See - | b
- -
-
G
Rex-1 w @ - “4—306 be

Bl oo Ba@man SHaEEE <« 9 b

Sekil 17: Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M gen ifadesinin analizi i¢in yapilan PCR iiriinlerinin
%?2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (1-18 KML, M: pUC Mix Marker 8; Fermentas,#0301).
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KML olgularindaki CD34- hiicrelerine ait Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M i¢in PCR
tiriinlerinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 18’de gosterilmektedir. PCR {irtinleri

agaroz jelde iki kez yiiriitiilerek tekrar edildi.

Omekno: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14151617 18 M

0 SPGB PIR e e -

Nanog om0 e s - <132 be

Rec! il WS e 306 bs

B - e maanmaman <)

Sekil 18: Oct-4, Nanog, Rex-1 ve B2M gen ifadesinin analizi i¢in yapilan PCR iiriinlerinin
%2’lik agaroz jeldeki goriintiisii (1-18 KML, M: pUC Mix Marker 8; Fermentas,#0301).
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4.3 CD34- Hiicrelere ait Normalize Edilmis Rolatif Kantitasyon Oranlar

Normal ve hasta orneklerinde Oct-4, Nanog ve Rex-1 genlerinin rolatif kantitasyon

analizi LightCycler 2.0 cihaz1 ve LightCycler software 4.0 kullanilarak gerceklestirildi.
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] Instruments
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1 System Admin
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| Preferences

-

& swe

et
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Programs e Data Display | Fiun Notes |

Run complete.
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=] jj Chat - [5a0 560| 10| esn 670| 708| Acquisionne 1 2

Color| Pos| Name

Current Fluorescence

Time (hmm:ss}

Time hamm:ss)

] Special Data 8
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+)- | Analysis Templates E
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M LightCycler Software 4.05 - [HALIL-23.04.2009i]
(@ Fle Edt View Tools Window Help

|7 2y New Run.. S Analsis

FE

| £3 Open.

& Save

B Report

Group 1 | Summay |

| % Template.

Relative Quantification - Monocolor

T oo Taiget | Reference | Paiing Resuts |
321 Adhrinitation | G -
(5] Instruments - - =
2 Feon Sel | Sample Type | Pos |Sample Nae | Cp Median | Concertition Ratio | Nomalzed Ratio | Mulipication/Carr.
) Roche Service Target Calibrator 2 Kortrol 14; CD34- [Oct 4) 1959 0.07 1.00
1) System Adrin Reference Calibratar 18 Konhol14; CD34- (B2M) 15.81
) Experimerts Result Set 1 Target Unknown 1 Kartrol 5; CD34- [Oct.4] 2364 977E-4 o0.m 11
] Freferences Reference Unknown 17 Konhol5; CO34- [B2M] 1364
] Special Data Result Set 2 Target Unknown 3 AWML CD34- [Oct4) 21.50 24BE-3 0.03 11
-] Templates and Macros Reference Unknown 19 AML1;CD34- (B2M) 1283
] Analysis Templates Result Set 3 Target Unknown 4 AML.2; CD34- [Oct 4) 2409 27283 0.04 11
] Experiment Macras Reference Unknown 20 AML2;CD34- (B2M) 1557
] Report Templates Result Set 4 Target Unknown 5 AML.3; CD34- [Oct4) 2368 073 995 11
] Run Templates Reference Unknown 21 AML.3; CD34- (B2M) 23N
) Sample List Templates Result Set 5 Target Unknown B AML4; CD34- [Oct4) 1952 018 203 11
Reference Unknown 22 AML4;CD34- (B2M) 1677
Result Set & Target Unknown 7 AML1E; CO34- [Oct 4] 23 1.47E-3 0.02 11
Reference Unknown 23 AMLE; CD34- [B2M) 15.90
Result Set 7 Target Unknown ) AML17 CO34-[Oct 4] 19.44 0.04 050 11
Reference Unknown 24 AML7; CD34- [B2M) 1467
Result Set 8 Target Unknown El AML18; CO34-(Oct 4] 15.68 221 30.29 11
Reference Unknown 25 AML18; CD34- [B2M) 16.82
Result Set 9 Target Unknown 10 AML19;CD34-[Oct.4] 3169 1.08E-4 1.44E-3 11
Reference Unknown 26 AML19;CD34-[B2M) 18.46
Result Set 10 Target Unknown 1 AML.20; CO34- [Oct 4] n77 33264 456E-3 11
Reference Unknown 27 AML.20; CD34- [B2M) 1421
Result Set 11 Target Unknown 12 KML1;CD34- (Oct 4] 2590 TA2E-4 o0.m 11
Reference Unknown 28 KML1;CD34- (B2M) 15,59
Result Set 12 Target Unknown 13 KML2; CD34- (Oct 4] 2430 343E-4 471E-3 11
Reference Unknown 29 KML2;CD34- (B2M) 1279
Result Set 13 Target Unknown 14 KML3; CD34- (Oct 4] 2047 0.01 015 11
Reference Unknown 30 KML3;CD34- (B2M) 14.00
Result Set 14 Target Unknown 15 KML4; CD34- (Oct 4] 2858 549E-4 7.54E-3 11
Reference Unknown N KML4; CD34- (B2M] 1778
Result Set 15 Target Unknown 16 KML5; CD34- (Oct 4] 272 7.39E-3 010 11
Reference Unknown 32 KML5; CD34- (B2M) 2064

Sekil 20: Normalize edilmis rolatif kantitasyon oraninin otomatik hesaplanmasi.




AML ve KML orneklerinde Oct-4 ekspresyonunun normalize edilmis rélatif kantitasyon
oranlariin grafikleri Sekil 21 ve 22’de gdsterilmektedir. Saglikli kontrollerin cDNA’s1
kalibrator olarak kullanildi. Rolatif kantitasyon deneyleri ti¢ kez tekrarlanarak gergeklestirildi.

Ortalama degerler 10 tabanina gore logaritmasi alinarak grafik olusturuldu.

Normalize Edilmis Rélatif Kantitasyon Orani
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Sekil 21: AML 6rneklerinde Oct-4 ekspresyonunun normale gore rdlatif kantitasyon orani.

Normalize Edilmis Rélatif Kantitasyon Orani
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Sekil 22: KML orneklerinde Oct-4 ekspresyonunun normale gore rolatif kantitasyon orani.
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AML ve KML orneklerinde Nanog ekspresyonunun normalize edilmis rolatif

kantitasyon oranlarmin grafikleri Sekil 23 ve 24’de gosterilmektedir. Saglikli kontrollerin

cDNA’s1 kalibrator olarak kullanildi. Rolatif kantitasyon deneyleri iic kez tekrarlanarak

gerceklestirildi. Ortalama degerler 10 tabanina gore logaritmasi alinarak grafik olusturuldu.

Normalize Edilmis Roélatif Kantitasyon Orani
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Sekil 23: AML o6rneklerinde Nanog ekspresyonunun normale gore rolatif kantitasyon orani.

Normalize Edilmis Rolatif Kantitasyon Orani
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Sekil 24: KML o6rneklerinde Nanog ekspresyonunun normale gore rolatif kantitasyon orani.
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AML ve KML orneklerinde Rex-1 ekspresyonunun normalize edilmis rolatif
kantitasyon oranlarmin grafikleri Sekil 25 ve 26’de gosterilmektedir. Saglikli kontrollerin
cDNA’s1 kalibrator olarak kullanildi. Rolatif kantitasyon deneyleri iic kez tekrarlanarak

gerceklestirildi. Ortalama degerler 10 tabanina gore logaritmasi alinarak grafik olusturuldu.

Normalize Edilmis Roélatif Kantitasyon Orani
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Sekil 25: AML orneklerinde Rex-1 ekspresyonunun normale gore rélatif kantitasyon orani.

Normalize Edilmis Rolatif Kantitasyon Orani
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Sekil 26: KML 6rneklerinde Rex-1 ekspresyonunun normale gore rolatif kantitasyon orani.
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Kontrol, AML ve KML gruplarina ait CD34- hiicrelerde normalize edilmis rolatif

kantitasyon orani ortalamalar1 Tablo 12°de gosterilmektedir.

Tablo 12: Gruplara ait CD34- hiicrelerde, normalize edilmis rolatif kantitasyon

orani ortalamalari.

Grup OCT A4 NANOG REX.1
AML Ortalama -0,66 -0,50 -1,35
Grubu Say1 20 20 20
Std. Sapma 1,42 1,53 2,12
KML Ortalama -1,51 -1,40 -1,73
Grubu Say1 18 18 18
Std. Sapma 0,75 0,98 1,02
TOPLAM Ortalama -0,74 -0,65 -1,07
Say1 54 54 54
Std. Sapma 1,13 1,21 1,57

AML’de kontrole gore Oct-4 ve Nanog ekspresyonlart orani diizeyinde azalma

yoniinde fark saptandi (p=0,033). Rex-1 ekspresyonu bakimindan ise fark yoktur (p=0,110).

KML’de kontrole gore Oct-4, Nanog ve Rex-1 ekspresyonlarinin orani bakimindan

azalma oldugu saptand1 (p=000).

AML ve KML gruplar arasinda Oct-4, Nanog ve Rex-1 ekspresyonlarin oranlarina

gore fark saptanmadi.
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Kontrol, AML’nin alt gruplart ve KML gruplara ait CD34- hiicrelerde normalize

edilmis rolatif kantitasyon orani ortalamalar1 Tablo 13’de gosterilmektedir.

Tablo 13: Alt gruplara ait CD34- hiicrelerde, normalize edilmis rolatif kantitasyon
orani ortalamalari.

Alt grup 0OCT4 NANOG REX.1
MO,1 Ortalama 0,54 0,77 0,30
Say1 7 7 7
Std. Sapma 1,545 1,723 2,03
M2-7 Ortalama -1,30 -1,18 -2,23
Say1 13 13 13
Std. Sapma 0,85 0,88 1,62
KML grubu Ortalama -1,50 -1,40 -1,73
Say1 18 18 18
Std. Sapma 0,75 0,98 1,02
Total Ortalama -0,745 -0,655 -1,075
Say1 54 54 54
Std. Sapma 1,13 1,217 1,57

AML-M1 grubunda kontrole gore Oct-4, Nanog ve Rex-1 ekspresyonu bakimindan
daha yiiksek ekspresyon saptandi.(p=0,049; p=0,049; p=0,049).

AML-M2-7 grubunda kontrole gore Oct-4, Nanog ve Rex-1 ekspresyonu bakimindan
ise daha diisiik ekspresyon saptandi (p=0,000; p=0,000; p=0,000).

AML-M1 alt grubunda M2-7 alt grubuna goére Oct-4, Nanog ve Rex-1 ekspresyonunun
daha yiiksek oldugu saptandi (sirasiyla p=0,016; p=0,013; p=0,019)

AML-M1 ve KML gruplar arasinda ise Oct-4, Nanog ve Rex-1 ekspresyonlar
bakimindan AML-M1’de yine daha yiiksek oldugu saptandi (p=0,008; p=0,006; p=0,021).

AML-M2-7 ve KML gruplarn arasinda Oct-4, Nanog ve Rex-1 ekspresyonlari

acisindan ise fark saptanmadi.
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4.4 Akim Sitometrik Analiz Sonuc¢lar1

Akim sitometrik analizler, argon lazerli Epics XL akim sitometri (Beckman Coulter)

cihazi ve Expo32 ADC software’i kullanilarak gergeklestirildi. SSEA.4, Oct-4 ve Nanog

ekspresyonlar1 Sekil 27 ve 28’de gosterildigi sekilde analiz edildi.
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CD34-pozitif ve CD34-negatif hiicrelerde yiizey SSEA .4 ekspresyonu.

63



58

CD38-PE

CD38-PE

1023

O T T : T T T 1023
Fs
3
Y A2
J54.8% 7.3%
10°
.. -
, 183 - Taa -
15 4 5% 3.5%
T IIIIHI| T I\IIHI‘ T \\HIH‘ T T T TTTTT
i’ ' 1 e
QCT-4-FITC
103 —
W] c2
J15.7% 0.9%
\-\-I.I-\‘- "\ }.{V\-\.I\\“r \ T \HHI‘ T T TTTTTT
10" 10! 10? 10°
OCT4-FITC

S8

CD38-PE

CD38-PE

1023

CD34-cells| -
18.5% -

CD34+ cells
75.4%

107 10' 10° 10°
CD34-PCS
3
BT B2
187.9% 4.5%
102
10"
. B3
05 7.2% 1 0.3%
T \I\Hllln.l I\HH‘1 T II\I\H‘2 T II\IIH3
10 10 10 10
NANOG-FITC
3
7 b7
J21.9% 3.4%
107
10—
| T \II\HIl I-\I\Hlll T T TTTTIT
107 10! 10? 107
MANOG-FITC

Sekil 28: CD34-pozitif ve CD34-negatif hiicrelerde Oct-4 ve Nanog ekspresyonu.
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4.4.1 Akim Sitometrik SSEA.4 Ekspresyonu Analiz Sonuglari:

Olgulara ait taze alinmig kemik iligi ya da mononiiklear hiicre orneklerinde, akim
sitometrisi ile SSEA.4, Oct-4 ve Nanog ekspresyonlar1 ii¢-renkli analiz yapilarak
degerlendirildi. CD34-PC5 & SSC noktalama (dot plot) goriintiisiinde CD34 pozitif ve CD34
negatif hiicreler tanimlandi. Uzerinde kapi alinan bu hiicreler FL1&FL2 dot plot goriintiilerine
tanitilarak analiz gerceklestirildi. Cihazin giinliik kalibrasyonlar1 yapildi. Fluoresans esik
degerleri izotipik antikorlar kullanilarak ayarlandi. Kontrol grubuna ait SSEA.4 ekspresyon

analiz sonuglar1 Tablo 14’deki gibi saptanmustir.

Tablo 14: Kontrol grubuna ait akim sitometrik SSEA.4 ekspresyon analiz sonuglari.

Olgu no. CD34+ CD34+ CD34+ CD34- CD34- CD34-
CD38- CD38+ SSEA .4+ CD38- CD38+ SSEA .4+
SSEA .4+ SSEA .4+ SSEA .4+ SSEA .4+

1 0,1 2,7 2,8 0,8 0,1 0,9
2 2,4 4,8 7,2 0,4 0,3 0,7
3 0,4 3,6 4,0 0,8 1,1 1,9
4 0,1 0,1 0,2 0,5 0,9 1,4
5 0,9 5,6 6,5 0,1 0,9 1,0
6 0,4 2,4 2,8 0,1 1,1 1,2
7 0,1 0,5 0,6 0,6 6,4 7,0
8 0,1 0,8 0,9 0,2 0,6 0,8
9 0,2 1,5 1,7 1,0 0,6 1,6
10 0,7 0,8 1,5 2,8 6,1 8,9
11 0,1 1,0 1,1 0,1 0,6 0,7
12 3,6 5,5 9,1 1,6 0,1 1,7
13 0,2 3,9 4,1 6,6 0,4 7,0
14 0,7 3,7 4,4 8,7 0,3 9,0
15 2,4 5,4 7,8 15,0 2,0 17,0
16 2,0 1,2 3,2 1,8 1,5 3,3

Ortalama 0,90 2,72 3,62 2,57 1,42 4,0

* Sonuglar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.
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AML hasta grubuna ait SSEA.4 ekspresyon analiz sonuglar1 Tablo 15’deki gibi elde

edilmistir.

Tablo 15: AML grubuna ait akim sitometrik SSEA.4 ekspresyon analiz sonuglari.

Olgu no. CD34+ CD34+ CD34+ CD34- CD34- CD34-
CD38- CD38+ SSEA.4+ CD38- CD38+ SSEA.4+
SSEA.4+ SSEA.4+ SSEA.4+ SSEA.4+

1 0,1 0,1 0,2 0,0 0,1 0,1
2 0,1 0,3 0,4 0,0 0,2 0,2
3 1,2 0,2 1,4 12,3 1,8 14,1
4 1,8 1,1 2,9 0,2 0,1 0,3
5 0,1 0,6 0,7 0,1 0,1 0,2
6 0,5 2,4 2,9 2,1 0,8 2,9
7 0,5 0,1 0,6 0,1 2,5 2,6
8 0,0 0,3 0,3 0,2 0,5 0,7
9 0,6 0,9 1,5 1,0 0,5 1,5
10 0,0 0,1 0,1 3,6 0,8 4,4
11 0,1 0,4 0,5 0,3 0,7 1,0
12 1,5 10,2 11,7 0,1 0,3 0,4
13 0,9 1,4 2,3 0,3 0,1 0,4
14 0,9 15,0 15,9 0,3 0,4 0,7
15 1,7 16,2 17,9 0,5 0,1 0,6
16 0,1 0,2 0,3 0,1 0,3 0,4
17 1,5 1,4 2,9 0,9 3,3 4,2
18 0,1 0,1 0,2 2,3 0,4 2,7
19 0,1 0,2 0,3 0,9 1,1 2,0
20 0,1 19,4 19,5 0,1 0,1 0,2
Ortalama 0,6 35 4,1 1,3 0,7 2,0

* Sonuglar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.
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KML hasta grubuna ait SSEA.4 ekspresyonu analiz sonuglar1 Tablo 16’deki gibi elde

edilmistir.

Tablo 16: KML grubuna ait akim sitometrik SSEA.4 ekspresyon analiz sonuglari.

Olguno. | CD34+CD38- | CD34+CD38+ CD34+ CD34- CD34- CD34-
SSEA .4+ SSEA.4+ SSEA.4+ CD38- CD38+ SSEA.4+
SSEA.4+ SSEA.4+
1 1,0 5,9 6,9 0,9 0,9 1,8
2 4,5 5,3 9,8 0,5 0,7 1,2
3 3,6 10,7 14,3 0,4 0,6 1,0
4 0,1 2,5 2,6 0,1 2,5 2,6
5 0,0 0,1 0,1 0,0 0,3 0,3
6 0,1 0,0 0,1 0,0 1,1 1,1
7 0,5 1,1 1,6 0,9 1,5 2,4
8 1,1 1,1 2,2 0.4 1,7 2,1
9 0,5 3,0 3,5 2,8 0,3 3,1
10 0,0 0,2 0,2 0,1 1,1 1,2
11 0,3 0,7 1,0 0,2 0,1 0,3
12 3,5 0,9 4.4 1,4 0,4 1,8
13 1,5 0,0 1,5 0,3 0,1 0,4
14 0,1 0,1 0,2 0,0 0,9 0,9
15 0,6 1,5 2,1 0,3 0,2 0,5
16 3,7 3,5 7,2 1,3 1,0 2,3
17 0,3 0,8 1,1 2,0 0,1 2,1
18 0,1 0,8 0,9 0,1 0,2 0,3
19 2,1 1,4 3,5 1,4 0,3 1,7
20 7,6 15,5 23,1 0,6 0,5 1,1
Ortalama 1,6 2.8 4,3 0,7 0,7 1.4

*Sonuglar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.
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Saglikli kontrol, AML ve KML hasta gruplarina ait akim sitometrik SSEA.4
ekspresyon sonuclarinin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplandi (Tablo 17). FAB
siniflamasina gére AML alt gruplarinin SSEA.4 ekspresyon ortalamalar1 ise Tablo 18’de

verilmigtir.

Tablo 17: Kontrol, AML ve KML hasta gruplarinda, hiicre fraksiyonlarina ait akim

sitometrik SSEA-4 antijen ekspresyonun analiz ortalamalari.

CD34+ | CD34+ CD34- CD34-
CD38- | CD38+ | CD34+ | CD38- | CD38+ | CD34-
Grup SSEA.4+ | SSEA.4+ | SSEA.4+ | SSEA4+ | SSEA.4+ | SSEA.4+
Kontrol Ortalama 0,90 2,72 3,62 2,57 1,44 4,01
Sayi 16 16 16 16 16 16
Grubu  Std. Sapma 1,09 1,94 2,76 4,13 1,95 4,60
AML  Ortalama 0,60 3,53 4,13 1,27 0,71 1,98
Sayi 20 20 20 20 20 20
Grubu  Std. Sapma 0,63 6,20 6,43 2,76 0,87 3,161
KML  Ortalama 1,56 2,76 4,32 0,69 0,73 1,41
Say1 20 20 20 20 20 20
Grubu  Std. Sapma 2,03 4,00 5,75 0,76 0,63 0,85
Total  Ortalama 1,03 3,02 4,05 1,43 0,92 2,36
Sayi Say1 56 56 56 56 56 56
Std. Sapma 1,43 4,47 5,28 2,84 1,24 3,26

Tablo 18: AML alt gruplarinda hiicrelerde, SSEA-4 ekspresyonun akim sitometrik

analiz ortalamalari.

CD34+ CD34+
CD38- CD38+ CD34+ CD34-
Altgrup SSEA.4+ SSEA.4+ SSEA.4+ SSEA.4+
Ml Ortalama 0,69 0,53 1,21 3,99
Say1 7 7 7 7
Std. Sapma 0,78 0,53 1,23 4,761
M2-7 Ortalama 0,54 5,14 5,69 0,90
Say1 13 13 13 13
Std. Sapma 0,56 7,26 7,56 0,90




Saghkli kontrol, AML ve KML kemik iligi &rneklerine ait CD34'CD3$,
CD34'CD38", CD34" ve CD34 hiicrelerdeki SSEA.4 ekspresyonu igin yapilan akim

sitometrik analiz sonuclar1 Sekil 29’da 6zetlenmektedir.

Akim sitometrik SSEA-4 ekspresyonu
10,5 -

9,0 -

75

6,0 | T @ Kontrol BM
m AML BM
o KML BM

(%)

45 |

3,0 4

1,5 - —‘
0,0

CD34+CD38- CD34+CD38+ CD34+ cells CD34- cells
cells cells

Sekil 29: Kontrol, AML ve KML hiicre 6rneklerinde akim sitometrik SSEA.4 ekspresyonu.

AML ve KML hiicre fraksiyonlarinda SSEA .4 ekspresyonu bakimindan kontrole gore
herhangi bir fark saptanmadi. AML M1 alt grubuna ait CD34'CD38 ve CD34'CD38"
hiicrelerde SSEA.4 ekspresyonu daha diisiik oldugu gozlendi (p=0,007 ve p=0,030). Diger alt

grupta ise fark saptanmadi.
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4.4.2 Akim Sitometrik Oct.4 Ekspresyonu Analiz Sonuclar::

Saglikli kontrol, AML ve KML hasta gruplarina ait hiicrelerin akim sitometrik Oct-4
ekspresyon sonuglar1 Tablo 19, 20 ve 21°de gdsterilmektedir.

Tablo 19: Kontrol grubuna ait hiicrelerde akim sitometrik Oct.4 analiz sonuglari.

Olgu no. CD34+ CD34+ CD34+ CD34- CD34- CD34-
CD38- CD38+ Oct.4+ CD38- CD38+ Oct.4+
Oct.4+ Oct.4+ Oct..4+ Oct.4+

1 2,9 2,3 5,2 17,9 0,1 18,0
2 1,3 1,3 2,6 249 2,2 27,1
3 0,9 6,5 7,4 21,5 0,8 22,3
4 4,7 3,3 8 14,2 0,4 14,6
5 3,5 7,3 10,8 21,5 6,0 27,5
6 2,3 4,3 6,6 8.8 4,6 13,4
7 0,8 4,1 4,9 0,5 0,2 0,7
8 0,6 8,9 9,5 8,3 0,5 8,8
9 0,1 1,2 1,3 15,5 0,1 15,6
10 0,3 5,0 53 24,2 0,5 24,7
11 1,8 1,8 3,6 5,2 1,3 6,5
12 5,0 4,3 9,3 20,5 1,6 22,1
13 1,4 1,3 2,7 18,2 2,2 20,4
14 0,7 0,2 0,9 23,2 0,5 23,7
15 2,7 2,1 4,8 27,4 0,5 27,9
16 1,9 2,3 4,2 12,2 1,4 13,6

Ortalama 1,9 3,5 5,4 16,5 14 17,9

* Sonuglar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.
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Tablo 20: AML grubuna ait hiicrelerde akim sitometrik OCT-4 analiz sonuglari.

Olgu no. CD34+ CD34+ CD34+ CD34- CD34- CD34-
CD38- CD38+ Oct.4+ CD38- CD38+ Oct.4+
Oct.4+ Oct.4+ Oct.4+ Oct.4+

1 0,1 0,1 0,2 2,0 0,7 2,7
2 0,1 0,5 0,6 0,3 0,3 0,6
3 0,1 0,2 0,3 0,1 0,1 0,2
4 4,0 4,5 8,5 13,6 0,1 13,7
5 0,1 0,6 0,7 0,1 0,4 0,5
6 0,2 0,8 1,0 6,0 0,5 6,5
7 0,7 2,1 2,8 24,9 0,6 25,5
8 0,1 0,1 0,2 0,5 0,5 1,0
9 0,2 0,5 0,7 1,6 0,4 2,0
10 0,1 0,1 0,2 7,1 0,3 7,4
11 0,6 0,3 0,9 0,5 1,0 1,5
12 1,5 0,2 1,7 0,4 0,3 0,7
13 0,2 1,5 1,7 3,7 1,1 4,8
14 1,0 10,7 11,7 1,6 0,2 1,8
15 0,1 0,9 1,0 3,6 0,3 3,9
16 5,6 0,2 5,8 0,5 0,2 0,7
17 31,0 3,9 349 0,2 0,1 0,3
18 0,6 0,1 0,7 5,6 0,1 5,7
19 0,8 0,2 1,0 20,5 0,9 21,4
20 11,7 3,9 15,6 8,5 0,1 8,6
Ortalama 2,9 1,6 4,5 5,1 0,4 5,5

* Sonuglar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.
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Tablo 21: KML grubuna ait hiicrelerde akim sitometrik OCT-4 analiz sonuglari.

Olgu no. CD34+ CD34+ CD34+ CD34- CD34- CD34-
CD38- CD38+ Oct..4+ CD38- CD38+ Oct..4+
Oct.4+ Oct..4+ Oct..4+ Oct..4+

1 1,9 1,1 3,0 1,9 0,6 2,5
2 4,7 0,4 5,1 3,6 0,9 4,5
3 21,7 17,4 39,1 29,1 8,2 37,3
4 2,6 5,2 7,8 34,6 2,3 36,9
5 0,3 0,5 0,8 19,8 2,1 21,9
6 0,5 0,8 1,3 10,8 0,4 11,2
7 0,0 0,1 0,1 5,5 0,4 5,9
8 0,2 0,3 0,5 7,7 0,7 8,4
9 2,1 0,1 2,2 13,1 0,6 13,7
10 0,1 1,5 1,6 24,2 9,8 34
11 1,2 1,8 3,0 53 0,2 55
12 0,2 0,2 0,4 12,2 0,2 12,4
13 5,0 0,1 5,1 1,6 0,1 1,7
14 0,4 0,1 0,5 7,1 0,9 8,0
15 2,6 1,7 4,3 9,6 0,2 9,8
16 0.3 0,1 0,1 7,9 0,1 8,0
17 1,3 0,2 1,5 9,3 0,1 9,4
18 11,3 7,4 18,7 9,4 2,1 11,5
19 7.3 7,3 14,6 40,7 1,0 41,7
20 0,1 0,8 0,9 1,4 0,1 1,5

Ortalama 33 2.4 5.5 12,7 1,6 14,3

*Sonuglar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.



Saglikli kontrol, AML ve KML hasta gruplarina ait akim sitometrik Oct.4 ekspresyon
sonuglariin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplandi (Tablo 22). FAB siniflamasina

gore AML alt gruplarinin Oct-4 ekspresyon ortalamalar1 ise Tablo 23’de verilmistir.

Tablo 22: Kontrol, AML ve KML hasta gruplarinda, hiicre fraksiyonlarina ait akim

sitometrik Oct-4 ekspresyonun analiz ortalamalari.

CD34+ | CD34+ CD34- CD34-
CD38- CD38+ CD34+ CD38- CD38+ CD34-

grup Oct.4+ Oct.4+ OCT 4+ Oct.4+ Oct.4+ OCT 4+
Kontrol Ortalama 1,93 3,51 5,44 16,50 1,43 17,93
grubu  Sayi 16 16 16 16 16 16
Std. Sapma 1,49 2,45 2,95 7,74 1,67 8,01
AML Ortalama 2,94 1,57 4,51 5,06 0,41 5,47
grubu  Sayi 20 20 20 20 20 20
Std. Sapma 7,17 2,56 8,32 7,02 0,30 7,09
KML Ortalama 3,34 2,35 5,53 12,74 1,55 14,29
grubu  Sayi 19 20 20 20 20 20
Std. Sapma 5,33 4,22 9,29 11,21 2,65 12,81
Total Ortalama 2,78 2,40 5,14 11,07 1,11 12,18
Say1 55 56 56 56 56 56
Std. Sapma 5,34 3,26 7,51 9,97 1,87 10,92

Tablo 23: AML hasta alt gruplarina ait hiicre boliintiilerinde, Oct-4 ekspresyonun akim

sitometrik analiz ortalamalari:

CD34+ CD34+
CD38- CD38+ CD34+ CD34-

Altgrup Oct.4+ Oct.4+ OCT.4+ OCT.4+
M1 Ortalama 5,24 1,37 6,61 7,02
grubu Say1 7 7 7 7
Std. Sapma 11,44 1,94 12,82 8,03
M2-7 Ortalama 1,70 1,67 3,37 4,63
grubu Say1 13 13 13 13
Std. Sapma 3,35 2,91466 4,85 6,73




Saghkli kontrol, AML ve KML kemik iligi oreklerine ait CD34'CD38,

CD34'CD38", CD34" ve CD34 hiicrelerdeki Oct.4 ekspresyonu i¢in yapilan akim sitometrik

analiz sonuglar1 Sekil 30°da 6zetlenmektedir.

24,0 -
20,0 -
16,0 A ) O Kontrol BM
< 120 1 m AVL BM
-~ O KML BM

Akim sitometrik Oct-4 ekspresyonu

8,0 - T B T
L

N ] {_U-ﬁ .

CD34+CD38- cells CD34+CD38+ CD34+ cells CD34- cells
cells

Sekil 30: Kontrol, AML ve KML hiicre 6rneklerinde akim sitometrik Oct.4 ekspresyonu.

Kontrol ve AML grubunda;

CD34+CD38- hiicre fraksiyonlar1 arasinda Oct.4 ekspresyon ortalamasina gore anlamli
farklilik saptanmadi (p=0,39).

CD34+CD38+ hiicre fraksiyonlar1 arasinda Oct.4 ekspresyon ortalamasina gore
AZALMA yoniinde anlamli farklilik saptandi (p=0,002).

CD34+ hiicre fraksiyonlar1 arasinda Oct.4 ekspresyon ortalamasima gére AZALMA
yoniinde anlaml farklilik saptandi (p=0,014).

CD34-CD38-Oct.4+ hiicre fraksiyonlar1 arasinda Oct.4 ekspresyon ortalamasina gore
AZALMA yoniinde anlaml farklilik saptandi (p=0,000).

CD34-CD38+Oct.4+ hiicre fraksiyonlar1 arasinda Oct.4 ekspresyon ortalamasina gore
AZALMA yoéniinde anlaml farklilik saptandi (p=0,015).

CD34-Oct.4+ hiicre fraksiyonlar1 arasinda Oct.4 ekspresyon ortalamasina gore

AZALMA yoéniinde anlaml farklilik saptandi (p=0,000).
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Kontrol ve KML grubunda;

CD34+CD38-Oct.4+ hiicre fraksiyonlar1 arasinda Oct.4 ekspresyon ortalamasina gore
anlaml1 farklilik saptanmadi (p=0,703).

CD34+CD38+0ct.4+ hiicre fraksiyonlar1 arasinda Oct.4 ekspresyon ortalamasina gore
AZALMA yoéniinde anlaml farklilik saptandi (p=0,009).

CD34+0ct.4+ hiicre fraksiyonlar1 arasinda Oct.4 ekspresyon ortalamasimna gore
ARTMA yoniinde anlamli farklilik saptandi (p=0,048).

CD34-CD38-Oct.4+ hiicre fraksiyonlar1 arasinda Oct.4 ekspresyon ortalamasina gore
anlamli farklilik saptanmadi (p=0,111).
CD34-CD38+0ct.4+ hiicre fraksiyonlar1 arasinda Oct.4 ekspresyon ortalamasina gore
anlamli farklilik saptanmadi (p=0,512).
CD34-Oct.4+ hiicre fraksiyonlar1 arasinda Oct.4 ekspresyon ortalamasina gore anlamli

farklilik saptanmadi (p=0,080).
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4.4.3 Akim Sitometrik Nanog Ekspresyonu Analiz Sonuclar::

Saglikli kontrol, AML ve KML hasta gruplarina ait hiicrelerin akim sitometrik Nanog

ekspresyon sonuglar1 ve ortalamalar1 Tablo 24, 25 ve 26’de 6zetlenmektedir.

Tablo 24: Kontrol grubuna ait hiicrelerde akim sitometrik Nanog analiz sonuclari.

Olgu no. CD34+ CD34+ CD34+ CD34- CD34- CD34-
CD38- CD38+ Nanog+ CD38- CD38+ Nanog+
Nanog+ Nanog+ Nanog+ Nanog+

1 2,7 3,8 6,5 3,4 0,4 3,8
2 2,6 2,7 5,3 23,6 0,2 23,8
3 0,9 3,7 4,6 26,1 1,1 27,2
4 3,3 1.2 4,5 9,6 0,4 10,0
S 5,8 6,3 12,1 12,3 6,2 18,5
6 1,2 57 6,9 2,8 3,8 6,6
7 1,9 1,3 3,2 1,5 0,6 2.1
8 0,5 4,6 5,1 1,2 0,7 1,9
? 0,1 2,9 3 3,9 14 5,3
10 2,8 2,6 5,4 24 0,9 3,3
11 1,4 1,5 2.9 27 2.2 4.9
12 22,3 8,6 30,9 12,8 2,0 14,8
13 3,4 2,9 6,3 2,1 13 3,4
14 1,2 1,2 2.4 6,6 5.8 12,4
15 2,9 1,9 4,8 19,6 0,2 19,8
16 0,9 1,0 1,9 17 0,6 2,3

Ortalama | 3,4 32 6,6 8,3 1,7 10,0

* Sonuglar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.
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Tablo 25: AML grubuna ait hiicrelerde akim sitometrik Nanog analiz sonuglari.

Olgu no. CD34+ CD34+ CD34+ CD34- CD34- CD34-
CD38- CD38+ Nanog+ CD38- CD38+ Nanog+
Nanog+ Nanog+ Nanog+ Nanog+

! 0,1 0,6 0,7 0,3 0,9 1,2
2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2
3 0,1 8,0 8,1 0,4 0,1 0,5
4 3,3 8,2 115 1,0 2,9 3,9
S 0,4 6,8 7,2 0,5 10,1 10,6
6 1,0 3,0 4,0 1,9 1,0 2,9
7 18 34,7 36,5 34,4 3,4 37,8
8 0,1 0,8 0,9 0,2 0,5 0,7
? 0,4 0,4 0,8 5,3 2,5 7,8
10 62,5 2,9 65,4 74,3 6,7 81
1 8,6 41,4 50,0 8,6 76,0 84,6
12 9,0 7,7 16,7 0,1 0,3 0,4
13 11 4,8 5,9 0,3 15 18
14 1,8 6,5 8,3 0,4 0,7 1,1
15 6,0 22,3 28,3 0,6 0,6 1,2
16 0,2 0,1 0,3 0,1 0,1 0,2
17 6,1 14,2 20,3 0,1 0,2 0,3
18 0,1 0,4 0,5 12 0,1 1,3
19 0,4 0,7 1,1 5,3 3,4 8,7
20 2,9 1,9 4,8 1,2 0,2 14

Ortalama 53 8,3 13,6 6,8 5,6 12,4

* Sonuglar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.
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Tablo 26: KML grubuna ait hiicrelerde akim sitometrik Nanog analiz sonuglari.

Olgu no. CD34+ CD34+ CD34+ CD34- CD34- CD34-
CD38- CD38+ Nanog+ CD38- CD38+ Nanog+
Nanog+ Nanog+ Nanog+ Nanog+
! 0,4 0,2 0,6 0,9 0,1 1,0
2 18 0,1 1,9 2,0 0,1 2.1
3 46 4,6 9,2 0,4 0,1 0,5
4 2,8 3,7 6,5 5,0 1,2 6,2
S 0,2 0,4 0,6 1,1 2,2 3,3
6 0,2 0,6 0,8 48 1,7 6,5
7 0,2 0,2 0,4 0,3 0,2 0,5
8 0,6 0,4 1,0 2,8 0,6 3,4
? 0,6 0,2 0,8 0,5 0,1 0,6
10 0,0 0,5 0,5 4,0 4,6 8,6
1 1,0 1,0 2,0 1,3 0,2 1,5
12 0,0 0,1 0,1 0,2 0,0 0,2
13 0,1 0,0 0,1 0,1 0,0 0,1
14 6,7 2,9 9,6 3,7 0,9 46
15 46 1,2 5.8 1,7 0,1 1,8
16 0,4 0,1 0,5 0,2 0,1 0,3
17 0,2 0,1 0,3 0,4 0,1 0,5
18 4.4 43 8,7 1,3 1,2 25
19 6,5 4,6 11,1 3,1 2,3 5,4
20 0,1 15 16 0,3 0,1 0,4
Ortalama 1,8 1,3 3,1 1,7 0,8 2,5

*Sonuglar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.
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Saglikli kontrol, AML ve KML hasta gruplarina ait akim sitometrik Oct.4 ekspresyon
sonuglarinin ortalamalar1 ve standart sapmalart hesaplandi (Tablo 27). FAB smiflamasina

gore AML alt gruplarinin Oct-4 ekspresyon ortalamalari ise Tablo 28’de verilmistir.

Tablo 27: Kontrol, AML ve KML hasta gruplarina ait hiicre bdliintiilerinde, Nanog

ekspresyonun akim sitometrik analiz ortalamalari:

CD34+ CD34+ CD34- CD34-

CD38- CD38+ CD34+ CD38- CD38+ CD34-
Grup Nanog+ Nanog+ | NANOG+ | Nanog+ Nanog+ | NANOG+
Kontrol Ortalama 3,3688 3,2438 6,6125 8,2688 1,7375 10,0063
grubu Say1 16 16 16 16 16 16
Std. Sapma 5,24363 2,15065 6,90844 8,31815 1,90329 8,39535
AML Ortalama 5,3000 8,2750 13,5750 6,8150 5,5650 12,3800
grubu Say1 20 20 20 20 20 20
Std. Sapma | 13,76720 | 11,63565 | 18,22612 | 17,64233 | 16,77508 | 25,51189
KML Ortalama 1,7700 1,3350 3,1050 1,7050 ,7950 2,5000
grubu Say1 20 20 20 20 20 20
Std. Sapma 2,28798 1,67089 3,78855 1,62496 1,16415 2,52336
Total Ortalama 3,4875 4,3589 7,8464 5,4054 2,7679 8,1732
Say1 56 56 56 56 56 56
Std. Sapma 8,77807 7,63282 | 12,38075 | 11,63584 | 10,16059 | 16,29048

Tablo 28: AML hasta alt gruplarina ait hiicre boliintiilerinde, Nanog ekspresyonun akim

sitometrik analiz ortalamalari:

CD34+ CD34+
CD38- CD38+Nano CD34+ CD34-
AML alt gruplart Nanog+ g+ NANOG+ NANOG+
MO, 1 Ortalama 10,4143 5,8857 16,3000 15,1857
(Undiferansiye) Say1 7 7 7 7
Std. Sapma 23,07773 4,92762 22,65899 29,30315
M2-7 Ortalama 2,5462 9,5615 12,1077 10,8692
Say1 13 13 13 13
(Diferansiye) Std. Sapma 3,21471 14,03926 16,20465 24,37459




Saghkli kontrol, AML ve KML kemik iligi &rneklerine ait CD34'CD3$,
CD34°CD38", CD34" ve CD34 hiicrelerdeki Nanog ekspresyonu i¢in yapilan akim sitometrik

analiz sonuglart Sekil 31°da 6zetlenmektedir.

Akim sitometrik Nanog ekspresyonu

35,0 -
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25,0 -
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0o KML BM

CD34+CD38-

cells

CD34+CD38+
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CD34+ cells
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Sekil 31: Kontrol, AML ve KML hiicre 6rneklerinde akim sitometrik Nanog ekspresyonu.

AML grubunda;

e (D34- hiicre fraksiyonunda kontrole gore Nanog ekspresyonu daha yiiksek olarak

saptand1 (p=0,017). AML ve AML"’nin alt gruplarindaki hiicreler arasinda Nanog

ekspresyonu bakimindan herhangi bir fark saptanmadi.

¢ Yine AML’nin CD34+CD38+ ve CD34- hiicrelerinde Nanog ekspresyonu KML’ye gore
daha yiiksek bulundu (p=0,004 ve p=0,034)

e AML M1 alt grubunda Nanog ekspresyonu bakimindan fark gézlenmedi.
KML grubunda ise;

e Genel anlamda kontrole gore Nanog ekspresyonu daha diisiik olarak saptandi.

e Ozellikle CD34+CD38+, CD34+ ve CD34- hiicre fraksiyonlarinda kontrole gére Nanog

ekspresyonu daha diisiiktii (p=0,002; p=0,012 ve p=0,001).
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5. TARTISMA

Losemiler, hematopoietik hiicrelerin malign transformasyonu sonucu ortaya cikan
neoplazmalarin heterojen bir grubudur (88). Hematopoietik progenitor hiicrelerin belli bir
evrede farklilasmasinin bozulmasi ve tek bir klona ait hiicrelerin anormal ¢ogalmasi sonucu
gelismektedir. Losemi hastalarinda myeloid ya da lenfoid hiicreler tek basina malign bir klonu
olusturmaktadir (2). Ldsemi gelisimi i¢in cogunlukla kabul edilen hipotez; kendisini
yenileyebilme ve bircok hematopoietik hiicre serilerine farklilagsabilme yetenegine sahip
pluripotent HKH’lerde transformasyonun olusmasidir (2,3). Fenotipik olarak kanser hiicreleri
self-renewal, sinirsiz ¢cogalma, baslangic¢ farklilasma ve sag kalim gibi 6zellikleri bakimindan
pre-implantasyon embriyonik kok hiicrelerine benzerlikler gostermektedir. Bu benzerlikler
embriyonik donemde eksprese edilen transkripsiyon faktorlerinin epigenetik degisiklikler
sonucu kanser hiicrelerinde yeniden eksprese edilebilecegini akla getirmektedir. Oct-4, Nanog
ve Rex-1 gelismekte olan insan ve fare embriyolarinda igsel hiicre kitlesini olusturan
pluripotent EKH’lerde eksprese edilen transkripsiyon faktorleridir. EKH’ler trofoektoderm ve
primitif endoderme farklilagmaya basladiginda ise primordial germ hiicreleri ile sinirli hale
gelmektedir (36). Bununla birlikte, son zamanlarda gobek kordon kanindan elde edilen
hiicrelerde (18,89,90), cesitli eriskin kok hiicrelerde (12,49,91,92) ve kanser hiicrelerinde
(15,93-95) EKH transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlar1 rapor edilmistir. Kanser
gelisiminde yapisal ve sayisal kromozom anomalileri ve mutasyonlarin yani sira, son
gozlemler hematolojik malignitelerinde icinde oldugu karsinogenezde epigenetik
degisikliklerin 6nemli rol oynadigini gostermektedir. Giiniimiize kadar erigskin kemik iliginde
EKH transkripsiyon faktorlerini eksprese eden ¢ok kiiciik embriyonik benzeri kok hiicrelerin
varligr tanimlanmis olmasina ragmen (14,96) lokomogenez siirecinde bu transkripsiyon

faktorlerinin ekspresyonu ve rolleri bilinmemektedir.

Bu calismada, saglikli kontrol, AML ve KML’li hasta orneklerinden elde edilen
CD34°CD38", CD34'CD38" ve CD34" hiicre gruplarinda erken embriyonik transkripsiyon
faktorlerinin (Oct-4, Nanog ve Rex-1) ekspresyon profillerini RT-PCR ve akim sitometrik
analiz tekniklerini kullanarak c¢alistik.
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Bizim ¢alismamizda, saglikli kontrol, AML ve KML 6rneklerinden elde edilen CD34
pozitif hiicre 6rneklerinde Oct-4, Nanog ve Rex-1 ekspresyonlar1 bazi vakalarda negatiflik
gosterdigini saptadik. [lging olarak CD34 hiicre fraksiyonunda ise tiim &rneklerde ekspresyon
gdzlendi. CD34" fraksiyondaki bu ekspresyon CD34"ligi gdstermeyen hematopoietik kok
hiicreler ya da hematopoietik kok hiicreler disinda ayri bir kdk hiicre fraksiyonu ile
aciklanabilir. Hematopoietik hiicrelerin stromal hiicrelere adezyonunda regiilator olarak gorev
yapan CD34 antijeni, HKH ve hematopoietik oncii hiicreleri izole etmek ve karakterize etmek
icin en yaygin kullanilan spesifik bir gdsterge olmasina ragmen CD34" hiicreler heterojen bir
hiicre toplulugundan olusmaktadir (97,98). Yapilan calismalarda, normal kemik iligindeki
CD34P*k - cp3greetif«yilt I A DR", CD90" hiicre popiilasyonunun % 35-75’nin CD133
antijenini eksprese ettigi gosterilmistir (89,99). Ilaveten bu hiicrelerin nemli béliimiinde
CD117 (c-kit) pozitiftir (100,101). Bugiin i¢in CD133 sadece hematopoietik hiicrelerde degil
ayni zamanda non.hematopoietik dokularda primitif kok ve progenitdr hiicrelerin izolasyonu

ve tanimlanmasi i¢in 6nemli bir gosterge olarak bakilmaktadir.

CD34" hiicre fraksiyondaki Oct-4, Nanog ve Rex-1 ekspresyonlari, kemik iliginde
primitif CD34Lin" hiicre alt grubu ile iliskili olabilir. NOD/SCD farelerde CD34 insan
hematopoietik kok hiicrelerin yeniden hiicre populasyonu olusturabilme yetenegine sahip
olduklarmin gosterilmesi verilerimizi desteklemektedir (102,103). Paralel olarak kemik iligi-
kokenli multipotent eriskin progenitdr hiicre (MAPC), multilineage-uyarilabilir hiicreler
(MIAMI) ile MKH’lerin CD34, CD44, CD45 ve CD117 ekspresyonu acisindan yine negatif
olduklar1 ve embriyonik faktorleri eksprese ettikleri bildirilmektedir (13,49,96,104,105).
Ancak insan MKH’leri ve tiimor hiicre hatlarinda Oct-4 ekspresyonu ile ilgili farkli calismada
s6z konusudur (17). Bunun nedeni ise bu hiicrelerin ¢ok sayida fenotipik 6zellige sahip olmasi

ve izole etmede kullanilan yontemlerin farkliligindan kaynaklanabilir.

Hematolojik maligniteler, en c¢ok calisilan kanser modeli olmasina ragmen ldsemi
baslatan kok hiicre (16semik kok hiicre) tanimlanmasi ve 6zellikleri konusunda tartismalar
devam etmektedir. Baglangi¢ c¢alismalar, 16semik kok hiicrenin primer olarak 16semik hiicre
klonunun CD34'CD38" iginde bulundugunu gostermektedir (106,107). Normal HKH’lerde
oldugu gibi 16semik kok hiicrelerde SCID farelerde yeniden 16semi olusturabilme kapasiteleri

degerlendirilerek tanimlanmaktadir.
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Bizim sonuclarimiz, AML ve KML hastalarindan izole edilen CD34'CD38 ile
CD34'CD38" hiicre fraksiyonlarinda EKH transkripsiyon faktorlerinin (Oct-4, Nanog ve
Rex-1) eksprese edildigini gostermektedir. Bununla birlikte, beklenenin aksine ekspresyonun
daha ¢ok CD34 hiicrelerde oldugu gozlendi. Her ne kadar losemik kok hiicre olarak
CD34'CD38" hiicreler tanimlanmasina ragmen, gercekte CD34 CD38" hiicrelerinde 16semik
kok hiicre oldugu son ¢alismalarda belirtilmektedir (108). Bu hiicrelerin NOD/SCID farelerde
16semi olusturamamasinin nedeni engraftment’da CD38 antikoruna karsi inhibit6r etkisinin
gelismesi gosterilmektedir. Yine paralel olarak son yayinlarda, CD34 CD38CDI19" ile
CD34°CD38°CD19" hiicre gruplarmin NOD/SCID farelerde self-renewal kapasiteye sahip

16semi-baglatan hiicreler oldugu yer almaktadir (109).

Daha 6nce normal HKH i¢in tanimlanan CD34", CD38", HLA.DR ve CD71" gibi yiizey
markirlarinin 16semi kok hiicrelerinde de eksprese edildigi ¢esitli gruplar tarafindan rapor
edilmistir. Ilaveten CD90", Thy.1" ve c-kit”" gibi bazi yiizey antijenlerini eksprese ettigi
bildirilmektedir (110,111). HKH’den farkli olarak AML kok hiicrelerinde yine CD33 ve
CDI123 pozitiftir (112).

Biitliin ¢aligma orneklerinden elde ettigimiz CD34 negatif hiicre fraksiyonunda erken
EKH transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu belirlendi. Saglikli kontrollere gore normalize
edilmis rolatif kantitasyon orani sonuglarimiz, yine ilging olarak 16semi 6rneklerinde Oct-4,
Nanog ve Rex-1 ekspresyonlarmin diisiik oldugu saptandi. Bununla birlikte, FAB
siniflamasina gore daha immatiir Ozelliklere sahip AML M1 fenotipinde ise gerek
kontrollerden gerekse de diger 16semi tiplerinden istatistiksel olarak yiiksek bulundu. Renal
hiicre karsinomunda yapilan benzer calismada, insan kok hiicre gostergesi olan Rex-1’in

rolatif ekspresyon seviyesinin normal dokudan daha diisiik oldugu gosterilmistir (113).

Akim sitometrik analiz sonuglarimizda ger¢ek zamanli RT-PCR verilerimizi
desteklemektedir ve CD34 hiicre fraksiyonlarinda Oct-4 ekspresyonu daha yliksek bulundu.
Nanog ekspresyonlar1 bakimindan ise saglikli kontrol ve KML hasta grubuna ait CD34 hiicre
fraksiyonlarinda Nanog ekspresyonu benzer sekildeydi. AML grubuna ait hiicre fraksiyonlari
arasinda ise fark goriilmedi. AML hastalarindan elde edilen CD34 hiicre fraksiyonunda Oct-4
ekspresyon yiizdesi kontrolle kiyaslandiginda molekiiler sonuglara paralel olarak diisiik

bulundu. EKH ylizey belirteci SSEA .4 ekspresyonu ise gozlenmedi.
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Cesitli kanser hiicrelerinde ve kanser hiicre hatlarinda erken EKH belirte¢lerinin
eksprese edildigi ve bunun yiizyilin basinda Rudolph Virchow ve Julius Cohnheim gibi
patologlar tarafindan Onerilen (68,69) ‘“kanser-kok-hiicre hipotezi” kanserin uykudaki
embriyonik doku kalintilarinin aktivasyonundan kaynaklandigi hipotezini desteklemektedir.
Baz1 16semilerin 16semik kok hiicre klonundan kaynaklandigi bilinmektedir. Ancak KML ve
AML’nin M1 disindaki alt grubunda bu l6semik transformasyon HKH’e gore biraz daha
diferansiye olmus myeloid oncii hiicrelerde meydana geldigi diistintilmektedir. Bu 6rneklerde
ekspresyonun daha diisiik olmasi, hemotopoietik kok hiicrelerin myeloid progenitor hiicrelere
farklilasmas1 sonucu HKH havuzunun azaldigini diisindiirmektedir. Bununla birlikte M1
fenotipinde losemik doniisiimiin daha primitif hiicrelerde meydana geldigini akla
getirmektedir. Cesitli gruplar tarafindan bildirilen veriler CD45°CD34 CD38Lin" eksprese
eden HKH’lerin olasihikla CD45'CD34'CD38Lin" hiicrelerden daha az matiir oldugu
seklindedir (114,115).

Molekiiler ozellikler AML M1 fenotipinin daha primitif fonksiyona sahip hiicreler
oldugunun bir kanitin1 saglamaktadir. Elde edilen veriler dogrultusunda bu c¢alisma ileri
analizlere katkida bulunacagi, oOzellikle heniliz fonksiyonlar1 bilinmeyen genlerin self-
renewal’da 6nemli rol oynayip-oynamadiginin arastirilmasia 11k tutacaktir. ileriye yonelik
olarak bu transkripsiyon faktorlerinin 6zellikle AML M1 grubunda prognostik 6neminin

arastirilmasi uygun bir yaklasim olacaktir.

Losemi kok hiicre biyolojisindeki bilgilerimiz énemli gelismelerle devam etmektedir.
Spesifik olarak AML ve KML’de kok hiicre populasyonunu hedefleyen potansiyel yeni
tedaviler onem kazanmaktadir. Calismalar, 16semik kok hiicre yada kanser kok hiicreyi
spesifik olarak hedefleyen ajanlar1 tanirmlamanin 16semi ve kok hiicre orijinli solid tliimdrlerin
tam olarak tedavi etmek icin olasilikla esas oldugunu akla getirmektedir. Ekspresyon
diizeyinin yiiksek oldugu 16semi grubunda ve hiicre hatlarinda hedefe yonelik tedavi ve bu

molekiillerin inhibisyonunun etkisinin aragtirilmasi dogru bir yaklagim olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tablo 29: Saglikli kontrol, AML ve KML olgularina ait hiicre fraksiyonlarinda Oct-4,

Nanog ve Rex-1 gen ifadesinin analiz sonuglari.

Hiicre Saghkh kontroller AML hasta grubu KML hasta grubu
Fraksiyonlari (n:13) (n:20) (n:13)

Oct-4 | Nanog | Rex-1 | Oct-4 | Nanog | Rex-1 | Oct-4 | Nanog | Rex-1
CD34+CD38- 8/12 0/12 0/12 | 13/20 | 14/20 | 12/20 | 7/15 | 3/15 3/15
CD34+CD38- 7113 8/13 813 | 16/19 | 16/19 | 15/19 | 8/17 | 11/17 | 3/17
CD34- hiicre 13/13 | 13/13 | 13/13 | 20/20 | 20/20 | 20/20 | 18/18 | 14/18 | 11/18

Aciklama: Oranlar %2’lik agaroz jel elektroforezinde housekeeping gende (B2-mikroglobulin) band

gozlenmesine gore degerlendirilmistir.

Sonug olarak, insan kaynakli eriskin kemik iliginin EKH transkripsiyon faktorlerini
eksprese eden pluripotent 6zellikte kok hiicreleri de igeren heterojen bir hiicre toplulugundan
olustugu diislinlilmektedir. Son zamanlarda, fare kemik iligi ile yapilan ¢aligmalarda Oct-4,
Nanog ve Rex-1 gibi pluripotent kok hiicre markirlarin1 eksprese eden nadir hiicre toplulugu
izole edilmistir. Bizim ¢alismamizda bunu destekler niteliktedir. Calisma verilerimiz, EKH
transkripsiyon faktorlerinin CD34 pozitif hiicrelerden ziyade CD34 negatif hiicre
fraksiyonunda daha fazla eksprese edildigini ve bu fraksiyonda CD34- fenotipte daha primitif
hiicrelerin oldugu diisiiniilmektedir.

EKH transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon seviyelerini kiyaslandiginda ise minimal
matiirasyon 6zelligine sahip AML M1 fenotipine ait CD34 negatif hiicrelerde Oct-4 ve Nanog
ekspresyonlarinin yiiksek bulunmasi 16semik transformasyon basamaginin daha Oncii
hiicrelerde  oldugunu desteklemektedir. Losemi orneklerinden elde edilen hiicre
fraksiyonlarinda EKH transkripsiyon faktorlerinin aragtirilmasi agisindan oncii ¢aligmalardan
biri olan bu c¢alismanin devaminda, hasta sayisinin arttirllarak EKH transkripsiyon
faktorlerinin prognostik 6neminin arastirilmasinin yararl olacagi diisliniilmektedir. Paralel
olarak 16semi baglatan hiicrelerin tanimlanmasi ve Ozelliklerinin belirlenmesine yonelik

arastirmalara devam edilmesinin yararl olacagi dngoriilmektedir.
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EK.2: GONULLUBILGILENDIRME FORMU

Yakinmakta oldugunuz hastaligin kesin tanisi1 ve varsa olasi alt grubunu belirlemek
amaciyla kemik iligi aspirasyonunun yapilmasini kabul etmis bulunmaktasiniz. Doktorunuz
bu islem igin sizi bilgilendirdi. Bu amacgla incelenmek {izere sternum (halk arasinda iman
tahtas1 kemigi olarak da bilinir) ya da legen kemiginizin sirta bakan yiiziinden 2-2,5 ml kemik
iligi aspirasyon Orneginiz alinacaktir. Sizden alinan bu aspirasyon drneginden hastali§inizin
tanist ve siniflamasi yapilacaktir. Gerekli tanisal islemleriniz yapildiktan sonra artan kemik
iligi 6rneginizden arastirmada kullanilmak iizere kemik iligi hiicrelerini ayirmay1 ve erken
embriyonik donemde eksprese edilen transkripsiyon faktorlerinin varligini arastirmayi
planliyoruz.

Bu arastirma i¢in size yapilacak kemik iligi aspirasyon yonteminizde bir farklilik
olmayacak ve sizden fazladan kemik iligi 6rne8i alinmayacaktir. Yine alinan 6rnek {izerinde
tarafimizdan yapilacak olan incelemenin sizin planlanan tani ve tedavinizde hi¢bir olumsuz
etkisi olmayacaktir. Artan kemik iligi 6rneginizin bu ¢alisma amaciyla kullanilmasini kabul
etmek tamamen sizin goniillii kabuliiniize ve onaymiza baghdir. Orneginizin arastirmada
kullanilmasii reddetme hakkina sahipsiniz. Eger arastirma basladiktan sonra devam etmek
istemezseniz de bu hakka sahipsiniz.

Aragtirma giderleri size ve sosyal gilivenlik kurumunuza yiliklenmeyecektir.
Calismadaki goniilliilerin sayist sizinle birlikte 40 kisi olacaktir. Bu calisma ile ilgili
kayitlarmizin yani sira iligkili saglik kayitlariiz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte
kayitlariniz kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saglik Bakanligina agik olacaktir.
Caligma verileri herhangi bir yaym ve raporda kullanilirken isminiz kullanilmayacak ve

veriler izlenerek size ulagilamayacaktir.
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EK.3: SAGLIKLI KONTROLLER iCiN AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Kanser kok hiicreleri birgok ozellikleri (kendini yenileme, sinirsiz ¢ogalabilme vb.)
bakimindan normal kok hiicrelerle benzerlikler gostermektedir. Bu benzerliklerin hiicre

diizeyinde neler oldugu ve mekanizmalari tam olarak netlik kazanmamugtir.

Kemik iliginde bulunan hiicreler laboratuar ortaminda ¢esitli deneylerde kullanilmaktadir. Bu
calismanin amaci 16semi kok hiicreleri ile kemik iliginde bulunan normal kok hiicrelerde
erken embiriyonik donemdeki genlerin ekspresyonlarini karsilastirmaktir. Boylece bu iki kok
hiicre arasindaki benzerlikleri/farkliliklar ortaya koyarak literatiire katki saglamay1 ve ileride

olasi tedavi hedefleri olarak 151k tutabilmeyi hedeflemekteyiz.

Yakinmakta oldugunuz kalp-damar hastalig1 i¢in size yapilacak agik kalp ameliyatin1 kabul
etmis bulunmaktasiniz. Doktorunuz bu iglem i¢in sizi bilgilendirdi. Size uygulanacak agik
kalp cerrahisi ameliyatinda zaten acilacak olan sternum (halk arasinda iman tahtas1 kemigi
olarak da bilinir) kemiginizden akip gitmekte olan 5-6 ml kemik iligi toplanacaktir. Bu
arastirma icin ameliyat yonteminizde bir farklilik olmayacak ve bu islem sirasinda ve
sonrasinda ilave bir agri duymayacaksiniz. Yine alinan 6rnek iizerinde tarafimizdan yapilacak
olan incelemenin size planlanan tanit ve tedavinizde hicbir olumsuz etkisi olmayacaktir.

[lerideki yasantinizda size bir yan etkisi bulunmayacaktir.

Kemik iligi Orneginizin bu calisma amaciyla kullanilmasini kabul etmek tamamen sizin
gonillii kabuliiniize ve onayiniza baglidir. Arastirmaya katilmayi reddetme hakkina
sahipsiniz. Eger aragtirma basladiktan sonra devam etmek istemezseniz de bu hakka

sahipsiniz.

Arastirma giderleri size ve sosyal giivenlik kurumunuza yiiklenmeyecektir. Calismadaki
gontllilerin sayist sizinle birlikte 10 kisi olacaktir. Bu calisma ile ilgili kayitlarinizin yani sira
iligkili saglik kayitlarimiz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun
yerel etik kurul komitesine ve Saglik Bakanligina agik olacaktir. Calisma verileri herhangi bir
yayin ve raporda kullanilirken isminiz kullanilmayacak ve veriler izlenerek size

ulasilamayacaktir.
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EK.4: SOLUSYONLAR

Posfatla-Tamponlanmuis Tuz Soliisyonu (PBS)

8.0 g NaCl

0.18 g KCl

1,42 g Na,HPO,

0.24 g KH,PO4

800 ml distile suda ¢oziildii, pH 7.2’ye ayarlanarak son hacim 1L’ye tamamlandi.

0,22 um’lik filtreden gegirildi.

2mM EDTA’lL PBS

0.5844 ¢ EDTA, 1 L PBS’¢ ilave edilerek hazirlandi.

% 0.5 FBS, EDTA’li PBS

S5ml FBS 1 L EDTA’L PBS’e ilave edilerek hazirlandi.

Tripan-Blue Soliisyonu:

0.04 g Trypan-blue stain 10 ml distile suda ¢dziildii.
3ml Trypan blue soliisyonuna 19 ml PBS ilave edildi.
0.2 um’lik filtreden gegirilerek kullanima hazir hale getirildi.

Etidium Bromide (10 mg/ml)

100 g Ethidium bromide ¢eker ocakta tartildi, 10 ml distile suda ¢oziildii.
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