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OZET

Cesitli Hematopoetik Kaynaklardan Cok Kuguk Embriyonik Benzeri (VSEL) Kok
Hucrelerin Elde Edilmesi Ve Tanimlanmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitusu Fizyoloji AD. Yiksek Lisans Tezi. Istanbul

Kok hiicre (KH) nakli malin kan hastaliklari, kemik iligi (Ki) yetmezlikleri ve
dogumsal kan hastaliklarinin tedavisinde kullanilan yontemdir. Bu amagla daha
cok Ki, periferal kan projenitor hiicreleri (PKPH) ve kordon kani (KK) kullanilir. Son
yillarda insan embriyonik kok hucrelerinin sahip oldugu pluripotansiyel 6zelligi
bulunan yeni bir KH tirl tanimlandi. Cok kiglik embriyonik benzeri (VSEL) kok
hiicreler olarak adlandirilan bu hiicrelerin, yetigkin bireyde periferal kan (PK), Ki,
KK ve butun vucut dokularinda bulundugu iddia edilmektedir. Bu c¢alismadaki
amacimiz VSEL kok hucrelerini cesitli insan hematopoetik kaynaklari kullanarak
elde etmek ve tanimlamaktir. Kaynaklar olarak PK, KK ve aferez materyali
kullaniimigtir. Dondrlerden alinan materyaller, eritrosit lizis ve fikol gradient yontemi
ile hem mononukleer hemde eritrosit katmanindaki hicrelerden, VSEL hucreleri
izole edilerek flov sitometri ve immunfloresan boyama ile NANOG, OCT4, SSEA-4
ve CXCR-4 embriyonal reseptorlerin varhgi incelenmigstir. Western blot yontemiyle
NANOG ve OCT4 proteinlerinin varligi arastiriimistir. Flov sitometri sonuglarina
gore debris katmaninda, VSEL belirteci tagiyan hlicre sayisi CD45- populasyonuna
gére daha yuksek bulunmustur. Elde edilen western ve immunfloresan sonuglarina
gbére U¢ materyalde de yuksek miktarda OCT4 ve NANOG ekspresyonu
gordimustir. Ayni zamanda bu proteinlerin hlcre iginde hem sitoplazmada hem de
cekirdekde bulundugu gosterilmigtir. Pluripotent kok hucre belirteci olarak bilinen
bu proteinlerin yetiskin PK'da yuksek miktarda ekspresyonu bu proteinlerin
farkhlasmis dokularda nasil bir gérev edindigi sorusunu gindeme getirmektedir.
Fikol yontemiyle izolasyon iglemlerinde KH kaybinin yuksek miktarda oldugu
gosterilmigtir. Bu bulgular; PK, KK ve mobilize PK materyallerinde pluripotent
belirtecler tasiyan yeni bir KH populasyonu bulundugu tezini guglendirerek bu
konuda yapilacak ileriye donuk klinik galismalar iginde temel olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Cok ku¢uk embriyonik benzeri (VSEL) kdk hiicreler, Kordon
kani, Aferez, Periferal kan, Pluripotent kdk hiicre markirlari
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ABSTRACT

Celik D.D. 2014 Characterization And Isolation Very Small Embryonic-Like (VSEL)
Stem Cells Obtained From Various Human Hematopoietic Cell Sources Istanbul
University, Institute Of Health Science, Department Of Physiology. Msc Thesis.
istanbul

Stem cell transplantation is considered one of the available treatments for
leukemia, lymphoma, hereditary blood diseases and bone marrow failure. Bone
marrow (BM), peripheral blood progenitor cells (PBPC), and cord blood (CB) are
the predominant source of stem cells. Recently new type of stem cell with a
pluripotent potential has been identified. They called very small embriyonic like
stem cells (VSEL stem cells). They claimed that VSEL stem cells found in adult
BM, peripheral blood (PB), CB and other body tissues. This study is designed to
characterize and isolate VSEL stem cells from different human hematopoietic
sources. These sources are cord blood, peripheral blood and apheresis material.
VSEL stem cells isolated from MNC and erythrocyte layers for all materials by
using centrifugation and ficoll gradient method. We determined embryonic markers
by flow cytometry, immunofluorescence and western blotting methods. The results
obtained from western blotting and immunofluorescence methods show high level
of NANOG and OCT4 protein expression in PB, apheresis material and CB. And
also immunofluorescence images show cytoplasmic and nuclear presence of these
proteins. Flow cytometry results show higher expression of VSEL markers on
debris layer than CD45- population. And also higher expression on CB then PB.
These findings make us wonder about these function of pluripotent stem cell
markers in differentiated adult cells. Another conclusion is, among the lysis and
ficoll gradient method, lysis method has the highest cell recovery amount.
Consequently this study gives us new informations and viewpoints about
expression of PSC markers in adult tissues.

Keywords: Very Small Embryonic-like (VSEL) stem cells, Apheresis, Cord blood,
Peripheral blood, Pluripotent stem cell markers



1.GIRIS ve AMAG

Gunumuzde kok hicre nakli (KHN) rejeneratif tipta onemli bir tedavi
yontemidir. KHN; |0semi, lenfoma gibi bazi malin kan hastaliklarn ve kemik iligi
yetmezlikleri ile dogumsal kan hastaliklarinin tedavisinde siklikla bagvurulan hayat

kurtarici yontemlerden biridir.

Kok hucreler cesitli kaynaklardan elde edilir. Embriyonik kok hucreler
yetiskin bireyin tum hicre ve dokularini olusturabilme kapasitesinden dolayi, genis
bir kullanim alanina sahipken, insan embriyonik kok hucrelerinin kullanimi
dunyanin bircok Ulkesinde cesitli etik tartismalar, allojenik kullanimindaki sorunlar
ve teratoma riski nedeniyle kisitlandiriimigtir. Kok hdcre nakillerinde bu ylzden
daha ¢ok hematopoetik kok hicre (HKH) kaynaklari kullaniimaktadir. Bu amacla
daha cok kemik iligi (Ki), periferal kan projenitér hiicreleri (PKPH) ve kordon kani
(KK) kullanilir (Barriga ve ark. 2012). Bu kaynaklardan elde edilen kék hicrelerin
hematopoetik rejenerasyonu saglayabilmesi icin agirlikhh olarak pluripotent

potansiyeli olan kdk hicreler olmasi gereklidir (Kaufman 2009).

Ki vericiden toplandiktan sonra dogrudan (fraksiyone edilmeden timii)
aliciya verilir. Oysa PKPH ve KK kapali santriflij sistemlerinden gecirilerek daha
¢ok mononukleer hucre tabakalarinin bulundugu kisim izole edilerek saklanir ve
gerektiginde hastaya verilir. KK’'nin ve PKPH’nin total miktarlari da ¢odu kez
yetiskin bir kiside hematopoetik rejenerasyonu saglamaya yetmedigi icin (en az 3.5
x 108/kg mononikleer hiicre (MNH) veya 2-6x10° /kg CD34+) transplantasyon
basarisiz olmaktadir (Perutelli ve ark. 1999). Hatta KK bu nedenle sadece
cocuklarda kullanilabilmektedir. Ayni zamanda allojenik ve otolog HKH
trasplantasyonunda Graft Versus Host Hastaligi (GVHH) olusma riskide oldukga
yuksektir (Rocha ve ark. 2006).



Son yillarda insan embriyonik kdk hicrelerinin pluripotansiyel karakterine
sahip ve organizmada tum yasam boyunca var olan yeni bir kok hicre tira
tanimlandi (Kucia ve ark. 2006). Cok kuguk embriyonik benzeri kdk hicreler (Very
small embryonic-like stem cells - VSEL) olarak adlandirilan bu hacrelerin, yetiskin
bireyde simdilik kemik iligi, kordon kani ve c¢cok az da olsa periferal kanda
bulundugu gdsterildi (Zuba-Surma ve ark. 2009). Bu hucrelerin izolasyon iglemi
esnasinda (KK ve PKPH i¢in) mononukleer tabakanin diginda eritrosit katmaninda
bulundugu icin kaybedildigi iddia edilmektedir. KK ve PKPH gibi kok hucre
kaynaklarinin pluripotent kdk hlicre sayisini artirarak niteligini iyilestirmek ve
yetiskinlerde de kullanilabilme potansiyelini artirmak konusundaki ¢alismalarin, bu

materyalin kullanim sinirlarini genigletecegi disunulmektedir.

Cok kucuk embriyonik benzeri kok hicreler (VSEL kok hucreleri) ilk olarak
2006 yilinda Zuba-Surma ve arkadaslari tarafindan tanimlanan ¢ok yeni bir kok
hicre tlradir. Oldukca yeni kesfedilmis olmalari nedeniyle haklarinda bilinenler
son derece kisithdir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarin gogunun fareler Gzerinde
yapilmis olmasi da, insandaki durumlari hakkinda bize yeterince bilgi

verememektedir (Kucia ve ark. 2008).

Bu projede cesitli hematopoetik kaynaklar kullanarak VSEL kék hicrelerinin
insandaki varliginin belirlenmesi hedeflendi. Projede periferal kan, aferez materyali
ve kordon kanini karsilastirarak VSEL kok hlcreleri acisindan aralarindaki farklar
tayin edildi. GUnumuze kadarki calismalarda Ozellikle insan kaynakli kok hucre
materyallerinde boyle bir kargilastirma yapilmamig olmasi projenin ¢ikig noktasidir.
Literatire gore periferal kanda son derece az miktarda VSEL koék hicresi
bulundugunu bilinmektedir (Kucia ve ark. 2008). Aferezde ise buyume faktorleri (G-
CSF) kullanilarak hicre miktar arttinldigi icin VSEL kdk hdcrelerinin miktarinin
normal periferal kana oranla daha fazla olmasi gerektigi disunulmektedir (Sovalat
ve ark. 2011). Kordon kaninda ise miktari ve niteligi ile ilgili cok az literatlr
bulunmaktadir (Halasa ve ark. 2008). Bu nedenle VSEL kok hucrelerini gesitli
kaynaklardan izole ederek tanimlamak projenin ana hedeflerindendir. Butun

materyallerden iki yontemle VSEL izole edilmigtir. Birinci ydntemde santrifuj ve fikol



gradient ile hem MNH hemde eritrosit katmanindaki hicreler kullaniimistir. ikinci
yontemde ise tum kandaki eritrositler lizis edilerek kullaniimistir. Bu katmanlardaki
VSEL kok hucreleri flov sitometri, immuanfloresans ve western blot yontemleri ile

embriyonal reseptorlerin varligina gore tanimlanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Kok Hiicre Tanimi
Bir hucrenin kok hucre olarak tanimlanabilmesi igin 2 temel 6zellik gereklidir.
» Kendini yenileyebilme yetenegi (self-renewal)

+ Tek bir hucrenin birden ¢ok hucre serilerine farklilagabilme yetenegi (multi-

lineage differentiation) (Bongso ve Lee 2005).

2.2.Kok Hiicrelerin Siniflandiriimasi

Kok hucreler, sinirsiz dizeyde kendini yenileme ve birden fazla seriye
farkhlasma yetenedine sahip olan klonojenik hucreler olarak tanimlanirlar. Kok
hdcreler, bir canlida yasam boyu yenilenen tim farklilagsmis hucrelerin kaynagini

olustururlar.

Gunumuzde kok huicreler iki farkh  sekilde siniflandiriimaktadir.
Fonksiyonlarina gore kok hucreler ve elde edildikleri kaynaklara gore kok hucreler
(Kolios ve Moodley 2013).

2.2.1.Fonksiyonlarina Gore Kok Hiicreler

Fonksiyonlarina gore kok hucreler 5 alt gruba ayrilirlar. Totipotent Kok
Hucreler, Pluripotent Kok Hucreler (PKH), Multipotent Kok Hucreler, Oligopotent

Kok Hucreler ve Unipotent Kok Hucreler.

Totipotent kok hlcreler plasenta dahil tim canliyr olusturabilmektedir. Tim
doku ve hucre tiplerine donusebilen kok hicre grubudur. Kendini yenileme
kapasiteleri son derece vyuksektir. Sadece embriyonun 8 hicreli morula
doénemindeki hicreler totipotent dzelliktedir. PKH’ler ise plasentayi olusturamazlar
fakat hemen hemen diger tim hicre tiplerine doénusebilirler. Kendini yenileme
kapasiteleri ¢ok yuksekdir. Embriyonun blastosist i¢ kutlesindeki hicre grubu
pluripotent 6zelliktedir. Blastosist i¢ kutlesi in vitro kiltire alinip gesitli faktorlerle



uyarildiginda kas, sinir, kemik, bag doku gibi dokulara ozellesebilmektedir.
Multipotent kOk hucreler ise belli bir noktaya kadar ozellesmis hucrelerdir,
kendilerine yakin akraba hlcre tiplerine farklilagabilirler. Kendini yenileme
Ozellikleri PKH’lere oranla daha dusuktur. Erigkin bireyde bulunan kok hicrelerin
bir kismi, 6rnedin mezenkimal kok hucreler (MKH) bu gruba dahildir. MKH’ler
konnektif dokunun &éncul hucreleridir. Oligopotent hicreler birka¢ farkli hicreye
farkhlasabilirken unipotent kOk hucreler sadece tek bir hicre tipini olusturabilir.
Unipotent kOk hucreleri normal hicreden ayiran 6zellik ise farklilagsmadan 6nce

kendilerini yenilemeleridir.

Pluripotent Kok Hiicreler

g Tovpotent

invivo dollenmis
yumuria £

8 hiicreli embriyo LS
2,0

¥ = ,
Kiltiire edilmis ( Puripotent Blastokist
ayrismamis

kok hucreler ;ﬁfy

Kan Hiicreleri

Sinir Hiscreleri -t

Kalp Kasi Hicreleri

Sekil 2.1: Fonksiyonlarina gore kok hiicreler -www.kdkhiicredernegi.org.tr'den

2.2.2.Elde Edildigi Kaynaga Gore Kok Hiicreler

Kok hucreler elde edildikleri kaynaga gore ise 3 gruba ayrilirlar. Embriyonik
Kok Hucreler (EKH), Yetiskin Kok Hucreler (YKH), Fetal Kok Hucreler (Bongso ve
Lee 2005).

Embriyonik kok hucreler morula evresinde totipotent 6zelliktedirler. Buradaki
8 hucrede canliyl tek basina olusturabilme kapasitesine sahiptir.  Embriyo
blastosist evresine gectiginde ise blastosistin i¢ kutlesindeki hicre toplulugu artik
tum bireyi veremez hale gelir, bu hucreler pluripotent huicrelerdir. EKH’ler

endoderm, eksoderm ve mezoderm olmak Uzere 3 germ tabakasini da verebilirler.

EKH'ler yetigkin bireyin tim hicre ve dokularini olusturabilme

kapasitesinden dolayi, rejeneratif tipta genis bir kullanim potansiyeline sahiptir.



Ancak insan EKH’lerinin kullanimi dinyanin birgok Ulkesinde gesitli etik tartismalar,
allojenik kullanimindaki sorunlar ve teratoma riski nedeniyle kisitlandiriimigtir.
EKH’ler transplantasyon sonrasinda malin hale gelme ihtimalleri yuksek bir hicre
toplulugudur. Hacre bélinmesinin kontrolinu saglamak, hucre ne kadar primitif ise
o kadar zordur. Bu yuzden teratoma olusma riski yuksektir. Bu risk de

kullanimlarini kisitlamaktadir.

Yetigkin kok hicreler ise erigkin bireyin dokularinda bulunan kok htcrelerdir.
Yetigkin bireylerde kemik iligi, kan, kornea, retina, karaciger, deri, gastrointestinal
sistem, pankreas gibi bircok doku gerektiginde farklilagsmaya ugrayabilen yetiskin
kok hucrelere sahiptir. Bu hucrelerin gorevi canlinin yagsami boyunca, bulundugu

dokudaki hasarlari onarmak Uzere degisiklige ugramaktir.

Mezenkimal kok hucreler (MKH) de yetiskin kdk hiucre grubundandir. MKH
bag dokunun ana hucreleridir. Yag, kemik, kas, tendon, ligament gibi hucrelere
farkhlasabilirler. Ayni zamanda destek doku olan stromal hicrelerinde kokenini

teskil etmektedirler.

Hematopoetik kok hicreler (HKH) yetigkin bireyde en iyi tanimlanmis kok
hiucre gruplarindan biridir. TUm kan hucrelerini olusturma kapasitesine sahiptirler.
HKH’ler kemik iliginde bulunarak homeostazisi saglarlar. HKH’ler kendini yenileme
ve farklilagsma dengesini kurabilirler. Bdylece kan hticrelerinin yasam boyu Uretimi,
HKH havuzundaki hicre sayisinin azalmadan surdartlmesi gergeklesir. HKH’ler
hicre siklusunun Go fazinda bulunurlar, diger bir deyimle uyku (dormancy)
halindedirler. Bu Ozellikleri sayesinde DNA replikasyonunun, hiucre bolinmesinin,
metabolik Grlnlerin ve reaktif oksijen Urlnlerinin mutajenik hasarindan kendilerini

korurlar.

Fetls organlarinda bulunan kok hucreler fetal kok hicreler olarak
adlandirilirlar. Bu hucreler de kultir ortaminda tum hucre turlerine donusebilirler.
Yani embriyonik kOk hucrelerine benzer davranig gostermektedirler. Bu nedenle
calismalarda embriyonik kdk hicrelere alternatif olarak kullanilirlar. Ancak fetlstan

elde edilen bu kok hucreler gelisimin daha ge¢ safhasinda oldugu ig¢in ¢ogalma



potansiyeli biraz daha duslk olmaktadir. Disuk yapan kadinlardan elde edilen
fetlslar veya cesitli sakatliklar nedeniyle gebelige son verilip alinan fetlslar bu tur

kok hacreler icin kaynak olusturmaktadir (Vats ve ark. 2005; Jones ve ark. 2010).

EMBRIYONIK FETUS KOK YETISKIN KOK
KOK HOCRE HiCRES] HUCRE
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Sekil 2.2: Kék Hucrelerin Siniflandiriimasi

2.3.Kok Hucre Belirtegleri

Kok hicrelerin birbirinden ayirt edilmelerini ve izole edilebilmelerini saglayan
cesitli belirtecler bulunmaktadir. Hiicre ylzey reseptorleri, transkripsiyon faktorleri,
cesitli enzimler (alkalin fosfataz, telomeraz gibi), germ line belirtecleri sayilabilir.
EKH, HKH, Lenfoid/Miyeloid soy kok hucreleri, mezenkimal kok hlcreler, ndral kok
hicreler, miyogenik prekursor hucreler, osteoprojenitor hucreler, indiklenmis
pluripotent kok hicreler (iPKH), kanser kdk hticreleri gibi farkli kok hicre tirleri igin

ortak veya ayri belirtecler bulunmaktadir.

2.3.1.Embriyonik Kok Huicre Belirtegleri

EKH’leri ayirt edebilmek igin kullanilan g¢esitli belirteclerin fonksiyonlarinin
dogru anlasiimasi; EKH'lerin tanimlanmasinda, pluripotent potansiyellerinin
anlasiimasinda, kendini yenileme kapasitelerinde ve ¢esitli calismalarda EKH’lerin

kullanimlarinin artmasinda énemli role sahiptir.

Hem insan hem de fare embriyonik kok hucrelerinde alkalen fosfataz
aktivitesi pozitiftir, telomeraz aktiviteleri yuksektir ve c¢ekirdek-sitoplazma orani
fazladir. Alkalen fosfataz insanda TRA-2-49 ve TRA-2-54 (Anti-Alkaline



Phosphatase Tissue Non-Specific antibodies, Anti-Alkalin Fosfataz Dokuya Ozgl
Olmayan Antikorlar) antikorlari ile belirlenebilir. Farede ise tipik olarak enzimatik
reaksiyonun belirlenmesine dayanan metodlar kullanilir. Telomeraz aktivitesi ise
pluripotansiyel 6zellik ile direkt iligkilidir. Pluripotansiyel 6zelligi fazla olan hucre

hatlarinda telomeraz aktivitesi de yuksektir (Zhao 2012; Pazhanisamy 2013).
2.3.1.1.Hucre Yiizey Belirtegleri

TRA-1-60 ve TRA-1-81 antijenleri; insan embriyonik karsinoma hucreleri,
insan pluripotent kok hdcreleri, iPKH ve ayni zamanda embriyonik germ (EG)
hicreleri icin belirteg goérevi gormektedir. Bu iki antijen perisellller matriks keratan
sulfat/kondroitin sulfat proteoglikan ile iligkili olup, farklilasmamis insan EKH
hacrelerinde pozitiftir. TRA-1-60 ve TRA-1-81 antikorlari blastokist i¢ hucre kitlesi
hacrelerine baglanir. Bu iki faktorin rolleri hendz tam olarak agiklanamamistir.
TRA-1-60 reseptort, fare EKH ve embriyokarsinoma htcrelerinde (EK) pozitif
degildir (Vatansever 2009; Pazhanisamy 2013) .

SSEA (Stage-specific embryonic antigen, Embriyonik evreye 6zel antijenler)
bilinen diger dnemli membran yuzey belirteclerindendir. Hem fare hem de insan
embriyonik kok hlcrelerinde tanimlanan bu antijenin bilinen tg¢ formu vardir; SSEA-
1, SSEA-3 ve SSEA-4. SSEA’lar EKH, EG, fare EKH ve EK hiucrelerinde
gérilmektedir. insan embriyonik koék hiicresi pluripotent dénemde SSEA-3 ve
SSEA-4 pozitif iken, farkhlasmaya basladigi donemde SSEA-1 antijenini de ifade
etmeye baslar. Pre-implantasyon donemindeki fare embriyosunda sadece SSEA-1
pozitiftir. Fakat farklilasma ile birlikte SSEA-1 antijen pozitifligi kaybolur. Fare ic
hicre kitlesi SSEA-1 pozitif iken, fertilize olmamis oosit ve erken yariklanma
donemindeki fare embriyosunda SSEA-3 ve SSEA-4 pozitiftir. Fakat insan
embriyosuna zit olarak blastokist agsamasinda SSEA-3 ve SSEA-4 negatiftir
(Vatansever 2009; Yanagisawa 2011).

2.3.1.2.Transkripsiyon Faktorleri ve Hedefleri

Oct4 (Oct3/4, Oct3) (Octamer-binding transcription factor 4, Oktamer-

baglanma transkripsiyon faktort 4) EKH’nin en énemli transkripsiyon faktorlerinden



birisidir. insan ve farede i¢ hiicre kitlesinden ifade edilir. Oct4 embriyonik hiicrelerin
farklilasmasini inhibe eder. Oct4’lUn ifadesinin azalmasi ile birlikte farklilasma
baslar. Ayrica Oct4 ifadesi ile birlikte erken embriyonik donemde Sox2 (SRY (sex
determining region Y)-box 2, cinsiyet belirleyici bolge-kutusu), Rex1 (Reduced
expression protein 1, Artmis ekspesyon proteini 1) ve Utfl (Undifferentiated
embryonic cell transcription factor 1, Farklilasmamis embriyonik hcre
transkripsiyon faktoru) gibi birgok genin ifadesi de baslamis olur. Anneden gelen
Oct4 proteini fertilize olmamis oositte, 2 hucreliden 8 hicreli doneme kadar
pozitiftir. Farklilasmanin baglamasi ile birlikte Oct4 sentezide azalir. Oct4 i¢ htlicre
kitlesi ve epiblast hicrelerinin olusmasi igin gereklidir. Oct4, EKH 'in kendilerini
yenileyebilmeleri icin de gereklidir. Oct4 ve NANOG farklilagmanin inhibisyonu

sirasinda gozlenirler (Vatansever 2009; Zhao 2012).

Sox2 i¢ hicre kitlesinde ve EKH’de eksprese edilir ve Oct4’Gn kofaktoridur.
Maternal Sox2 preovulatuar oosit, i¢ hicre kitlesi ve trofoblastta pozitiftir. Zigotta ilk
olarak morula doneminde salinir ve daha sonra i¢ hucre Kkitlesi, epiblast ve
ekstraembriyonik hucrelerde, noral tabakada, ge¢ donemde de sinir sistemi, barsak
ve germ hucreleri gibi kok hucrelerde sinirli dagilim goésterir. Sox2 insan ve fare
embriyolarinda preimplantasyon déneminde ifade edilmeye baslar ve fonksiyonu
Oct4 ile aynidir. Gelisimin daha sonraki donemlerinde Sox2, Oct4 ile birlikte goc
eden primordial hucrelerde gozlenir. Oct4, Sox2 ve osteopontin erken embriyonik
donemdeki ayni hicrede ayni anda ifade edilirler. Farklilasma sirasindaki

osteopontinin ifadesindeki artis ve azalma, Oct4 ve Sox2 ile ayni anda gerceklesir.

NANOG, LIF (Leukemia inhibitory factor, Ld&semi intibitér faktord)
yoklugunda fare embriyonik kok hucrelerinin pluripotansiyeli icin gereklidir. Morula
ve blastokist doneminde ifdadesi en fazla iken, implantasyondan hemen once
azalir. NANOG ifadesi fare ve insan EKH’lerinde, embriyonik germinal hicreleri ve
EKH’de gozlenmistir. Oct4 ve NANOG birlikte hlcrelerin farkhlasmamis dizeyde
kalmalarini saglarlar. Oct4'lin esas fonksiyonu i¢ hicre kitlesi ve EKH hucrelerinin

trofoektoderme  farklilagsmasini  onler iken, NANOG bagimsiz olarak
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ekstraembriyonik endoderme farklilagsmasini énler ve temel olarak pluripotansiyel

6zelliginin korunmasini saglar (Yamanaka 2003; Vatansever 2009).

Farklilasmamig fare EKH ve EK'da salgillanan Rex-1, trofoblast ve
spermatogenetik hiicrelerin gelisiminde de énemli rol oynar. i¢ hiicre kitlesi ve
polar trofoblast hiicrelerinde pozitif olan Rex-1, insanlarda faredeki ile ayni 6zellikte

dagihm gdsterir. Kisaca Rex-1, pluripotent hlcreler icin belirtecdir.

Tablo 2.1°de insan ve fare EKH belirteglerin karsilastiriimali olarak

dagihmlar gosterilmigtir.

Tablo 2.1: Insan ve fare embriyonik kék hiicrelerindeki belirteclerin karsilastiriimasi

Belirteg insan EKH Fare EKH
SSEA-1 - +
SSEA-3
SSEA-4
TRA-1-60
TRA-1-81
Alkalen Fosfataz
NANOG
OCT3/4
Sox?2
Rex1

4+ [+ [+ [+ ]+

|+ [+

2.3.2.Hematopoetik Kok Hiicre Belirtegleri

HKH’ler kemik iligi, kordon kani ve mobilize edilmis periferal kan gibi
hematopoetik dokularda bulunurlar. Olgunlagsma belirteglerinin (Lineage marker,
Lin-) yoklugu ile birlikte bazi HKH'ye 6zgu belirtecler ile tanimlanirlar. HKH’lerin en
onemli belirteclerinden birisi CD34'dir. Bu, insan kemik iligi hucrelerinin %0.5-
5'inde ifade olur. Erken projenitérlerde bulunurken daha olgun hicrelerde
bulunmaz. insan HKH'lerinde bulunan belirtecler; CD34*, CD59*, Thy1/CD90*,
CD38'°, C-kit/CD117", lin, CD133*, VEGFR-2* (vaskiler endotelial bliyiime faktor
reseptor 2), CD164*, CXCR-4* (CXC-kemokin reseptdr 4), p-glikoprotein, CD45*
seklindedir (Ratajczak 2008a; Ural 2012).
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2.3.3.indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicre Belirtegleri

ilk olarak 2006 yilinda Takahashi ve Yamanaka isimli arastirmacilarin
calismalari ile somatik bir hucreye gen aktariimasi sonucu pluripotent 6zellikte
hicreler elde edilmigtir ve bu hucrelere indiklenmis pluripotent kok hucre (iPKH)
adi verilmistir. iPKH'ler olusturulurken pluripotent 6zelligi saglamak amaciyla c-Myc,
Sox-2, Oct 3/4 ve KIf-4 genleri transfeksiyonla somatik hicrelere aktariimaktadir.
Gen aktarimi islemi sonucunda aktif genleri iceren hucre kolonilerinin secimi ile
IPKH'ler elde edilmektedir (Yamanaka ve Takahashi 2006).

insan iPKH'lerinde hiicre ylizey belirtecleri, EKH’ler ile ¢ok benzerdir.
SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, TRA-2-49/6E, ve NANOG pozitifligi
gostermektedirler. Fare iPKH’leri ise SSEA-1 ifade ederken SSEA-3 ve SSEA-4
pozitifligi gostermezler. Transkripsiyon faktorlerinden Oct-3/4, Sox2, NANOG,
GDF3, REX1, ve hTERT ifade ederler (Yamanaka ve ark. 2014).

2.4.Kok Hiicrelerin Klinikte Kullanimi

Klinik uygulamalarda cgesitli kok hlcreler uzun suredir ve yaygin olarak
birgcok hastalikta kullaniimaktadir. Bu amacgla, HKH kaynaklari olarak Ki, PKPH ve
KK kullaniimaktadir. Bu kaynaklardan elde edilen kdk hicrelerin hematopoetik
rejenerasyonu saglayabilmesi icin agirlikli olarak pluripotent potansiyeli olan kok
hiucreler olmasi gereklidir. Ayrica son yillarda ortopedi, plastik cerrahi ve dis
hekimliginde de mezenkimal kok hucrelerin (MKH) kullanimi ragbet gérmektedir
(Sahin ve ark. 2005).

2.4.1.Hematopoetik Kok Hiicrelerin Klinikte Kullanimi

Hematopoetik kok hticrelerin transplantasyonu (HKHT) son yillarda dinyada
ve Ulkemizde siklikla uygulanan bir ydontem olmaktadir. Avrupa Ulkelerinde gcocuk
ve adolesanlari iceren yaklasik 80 milyon pediatrik populasyonda yilda yaklagik
1500-1600 HKHT uygulamasina gereksinim oldugu belirlenmistir. Bu Ulkelerde
HKHT uygulamalari ¢ogunlukla malin hastaliklarda yapilmaktadir, Avrupa Kemik

iligi Transplantasyon (EBMT) Grubu'nun 2008 verilerine gére HKHT uygulanan
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hastaliklarin  yaklagsik %75’ini l6semi ve lenfoma gibi malin hastaliklar
olusturmaktadir. Ulkemizde ise yilda yaklasik 200 HKHT uygulanmaktadir. En sik
HKHT uygulanan hastaliklar arasinda talasemi major ve akut I6semiler
bulunmaktadir (Yesilipek 2014)

HKHT, kemik iliginin iyi huylu veya malin hastaliklarinda, hastanin
kendisinden (otolog) ya da saglikli ve doku grubu uyumlu kisilerden (allojenik)
alinan HKH’lerin hastaya verilmesidir. Allojenik transplantasyon icin hastayla
uyumlu bir donér bulunmahdir. 6. kromozomda bulunan insan Histokompatibilite
Kompleksi (HLA-Human Histocompatibility Locus) allellerinin karsilastiriimasiyla
uyumlu donorler segilir. Hasta ile donor arasinda ki uyum dusuk, orta yada yuksek
olabilir. Uyumun vyuksek olmasi basarih bir transplantasyon igin 6nemlidir.
Gunumuzde HKHT, lenfomalar, losemiler, solid tumorler, hemoglobinopatiler,
aplastik anemi, immun yetmezlik sendromlari gibi birgok hastaligin tedavisinde

uygulanmaktadir. HKHT uygulandigi hastaliklar Tablo 2.2 de gdsterilmektedir.
Tablo 2.2: HKHT Endikasyonlari
Otolog Nakil Yapilan Hastaliklar | Allojenik Nakil Yapilan Hastaliklar

Multiple myeloma Akut myeloid I6semi | Aplastik anemi

Paroksismal
nokturnal
hemoglobinuri

Akut lenfoblastik

Hodgkin hastalig: IBsemi

Hodgkin disi Lenfoma

Kronik myeloid

Fankoni anemisi

Amiloidoz

Juvenil kronik
myeloid 16semi

I6semi
I . Myelodisplastik Blackfan
Akut myeloid losemi sendrom Daimond anemisi
Noroblastoma Myeloproliferatif Talasemi major
hastaliklar
. Hodgkin/Non- Orak hacreli
Over kanseri 4 .
Hodgkin lenfoma anemi
.. e Kronik lenfositik Ciddi kombine
Germ hiicreli timorler i . L .
|6semi immun yetmezlik
Otoimmun hastaliklar Multiple myeloma Wiskott Aldrich
sendromu
Dogumsal

metabolizma
hastaliklari




13

Bir hastaya HKHT uygulamanin birden fazla amaci olabilir. Yiksek doz
kemoterapi yada radyasyon uygulanan kanser hastasina tedavinin yuksek toksik
etkilerinden korumak igin HKHT uygulanabilir. Bu yontem i¢in hem otolog hem
allojenik transplantasyon yapilabilir. Cogu kemoterapi ve radyoterapi rejiminin
hedefi kanser hicreleri olsada saglikli HKH de doza bagh olarak harabiyete
ugramaktadir. Bazi kanserlerde tedavi dozunun Uzerinde yuksek dozlar
kullanilmasi sonucu daha direngli malin htcreler dldurtlerek uzun sdreli yanitlar
elde edilmektedir. Ancak bu yogun tedavi sonrasinda derin miyelosupresyon hatta
olimcul miyeloablasyon olusabilir. Tedavi éncesi toplanmis olan otolog HKH’nin
yeniden inflzyonu ile hematopoez duzeltilebilir. Konjenital yada akut kan
hastaliklarinda hematopoetik sistemin duzeltimesinde diger bir secenek de

allojenik transplantasyonun kullaniimasidir.

HKH kaynagi olarak periferal kan hem otolog hem de allojenik olarak elde
edilebilir. Granulosit koloni stimule edici faktor (G-CSF) ile kdk hicreler periferal
kana mobilize edilerek I6koferez denen ydntemle toplanir ve transplantasyonu
yaplilir. Aferez, uzaklastirma-ayirma anlaminda olup, kanin bir komponentinin alinip,
geri kalaninin kisiye verilmesi islemidir. Lokositlerin toplandigi afereze ise
|I6koferez denir (Dilek ve ark. 1998; Barriga ve ark. 2012).

Baska bir kok hiicre kaynagi ise HKH bakimindan ¢ok zengin olan kemik
iligidir. Kemik iligi genel anestezi altinda genellikle arka iliak kanattan toplanir.
Toplanan kemik iliginin yeterliligi ¢cekirdekli hicre sayisina gore belirlenir. Basarili
bir nakil icin alici vicut agirhigi basina 2-4x108 cekirdekli hiicre gereklidir
(Ratajczak ve ark. 2008b)

Son olarak kok hucre kaynagi igin diger bir segenek kordon kani sayilabilir.
Kordon kani anne ile bebek arasindaki beslenmeyi saglayan kordondan dogum
sirasinda toplanmaktadir. Graft versus host hastaligi (GVHH) riski daha azdir.
Klinik kullaniminin kisittanmasinin nedeni ise miktarinin az olusudur. Kordon kani
izolasyonu sonucu elde edilen katmandaki (bufy coat-mononukleer hiicre tabakast)
hicre miktari az oldugu igin yetiskin bir insanin hematopoetik rekonstriksiyonu igin

yetersizdir. Bu nedenle kordon kani bankalarinda toplanan materyal sadece 30-40
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kg agirligindaki ¢ocuklarda kullanilmakta, erigkinde veya yakin akrabalarinda
kullanilamamaktadir (EuroCord kayitlarina gére engrafment igin optimum gerekli
hiicre miktarlari; KK 0.47 x 108/kg, KIT 3.5 x 108/kg MNC). Bu hiicre sayisinin
azhgi graft yetersizligine neden olmaktadir. Diger transplantasyon materyalleri ile
mukayese edildiginde, sadece kordon kaninda hastaya hazirlik rejimi uygulamaya
gerek yoktur (Rocha ve ark. 2006).

Hastalarda nakille iligkili ¢esitli komplikasyonlar gelisebilmektedir.
Komplikasyon gelismesi bireysel yatkinlik, immunosupresyon tedavisi, nakil dncesi
tedavilerin toksisiteleri ve nakil sirasinda olugsan diger etmenlerle iligkili
olabilmektedir. Allojenik HKHT’nin en 6nemli komplikasyonu graft versus host
hastahgidir (GVHH). GVHH, verici T-lenfositlerine karsi immun reaksiyon
olusmasidir. GVHH gelismesinde en 6nemli risk faktoru HLA uyumsuzlugudur.
Uyumsuzluk ne kadar artarsa GVHH riski de o kadar artmaktadir. En ¢ok periferal
kan nakillerinde GVHH riskinin arttigi, en dusuk riskin ise kordon kani kullaniminda

goraldugu bilinmektedir (Papadopoulus ve Jakubouski 2006).

2.4.2 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinikte Kullanimi

MKH tedavileri birgok degisik hastaligin tedavisinde gelecek vaat eden bir
biyolojik tedavi yontemidir. MKH’nin kolay elde edilebilir olmasi, kudltlrlerde
cogaltilabilmesi, multipotansiyel o6zellikleri ve farkli dokulara ydnlendiriimeleri

tedavide kullanimlarini cazip bir hale getirmektedir.

Hematopoetik kok hicre ve organ transplantasyonunda oOzellikle
immunosupresif olmalari ve stroma destegdi saglamalari nedeniyle 6nemli katkilari
olacagi dusunulmektedir. HKHT, yeni gelisen hematopoezin desteklenmesi, kemik
iligi reddinin 6nlenmesi ve allojenik transplantasyonlarda GVHH’nin onlenmesi
veya tedavisinde Kkatkilari goOsterilmigtir. Literatirde, immunosupresif etkinin
yaninda otolog ve allojenik HKHT'da yeni gelisen hematopoezi destekleyerek
engraftmanin glglendiriimesini sagladigi gosterilmistir (Barry ve Murphy 2004).

Bircok avantaji oldugu gosterilen bu hucrelerin klinik kullanim agisindan en

onemli dezavantaji sayilarinin ¢ok az olmasi nedeniyle in-vitro ortaminda
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haftalarca suren kultlrlerde ¢ogaltilmasi durumudur. Bu hicrelerin gogaltiimasi ¢ok
ciddi bir teknoloji ve alt yapi gerektirir. Maliyetinin yuksek olmasi nedeniyle de MKH

ile calisma yapilan merkez sayisi oldukg¢a azdir.

Mezenkimal kok hdcreler ile in-vitro ve in-vivo deneysel aragtirmalar ¢ok
sayida olsa da rapor edilen klinik uygulama sayisi ¢ok azdir. Ayrica etkinligi
konusunda da galismalarin sayisi yeterli degildir. Bu nedenle, yaygin kullanima
ge¢meden oOnce ¢ok daha fazla sayida hastada klinik deneyim kazanilmasi

gerekmektedir (Tap ve ark. 2012).

2.5.VSEL Kavrami

Son yillarda insan embriyonik kok hucrelerinde bulunan pluripotansiyel
Ozellige sahip yeni bir kok hacre tart tanimlanmistir. Cok kiguk embriyonik benzeri
kok hucreler (Very small embryonic-like stem cells, VSELs) olarak adlandirilan bu
hicrelerin, yetiskin bireyde periferal kan, kemik iligi ve butin vicut dokularinda
bulundugu iddia edilmektedir ayrica yenidogan kordon kaninda bulundugu da

gosterilmigtir (Kucia ve ark. 2006, Kim ve ark. 2014).

VSEL kok hucrelerinin diger kdk hucrelerden farkh olarak boyutlarinin (5-6
pm) eritrositlere (7-8 um) yakin olmasidir. Ayrica bu hlcrelerin nukleus/sitoplazma
orani normal bir hicreninkinden buyuktur. Kromatin yapisi daha kompakt ve
metabolik olarak aktivitesi dusuktur. Henuz son 8-10 yildir tanimlanan ve daha ¢ok
farelerde arastirlan bu kok hicre grubunun transplantasyon amaci ile
kulllanilabilmesi i¢in daha ayrintih galismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Zuba-Surma
ve ark. 2008; Bhartiya ve ark. 2013).

Kemik iliginde VSEL  Kordon Kaninda VSEL

Sekil 2.3: VSEL hicrelerinin morfolojik yapisi - Kucia (2006)’dan
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2.6.VSEL’ler Hakkinda Bilinenler ve Bilinmeyenler

Embriyonik kok hucreler vyetigkin bireyin tim hucre ve dokularini
olusturabilme kapasitesinden dolayi, rejeneratif tipta genis bir kullanim alanina
sahiptir. Ancak insan embriyonik kok hdcrelerinin kullanimi ddnyanin birgok
ulkesinde cesitli etik tartismalar, allojenik kullanimindaki sorunlar ve teratoma riski

nedeniyle kisitlidir.

Son yillarda ortaya ¢ikan VSEL kok hucre kavrami bu sorunlarin Ustesinden
gelerek, kok hiicreye yeni bir bakis acisi kazandirmaktadir. ilk olarak 2006’da
Kucia, Zuba-Surma Ratajczak ve ark. tarafindan fare kemik iliginde embriyonik
karakter tasiyan (very small embryonic-like, VSEL) ¢cok kiguk (2-4 um) hicrelerden
olusan homojen bir populasyon tanimlanmistir. Arastiricilar; bunlarin epiblast
kokenli, Uu¢ germ tabakasina farklilasarak buUtin organlari yenileyebilme
potansiyeli olan ve erken gelisme esnasinda fetal karaciger ve Ki'de koloniler
halinde bulunarak, doku ve organ hasari oldugunda Ki niglerinden serbestleyerek
gOg ettigi  hipotezini ortaya attilar (Kucia ve ark. 2006; Ratajczak ve ark. 2014a).
Daha sonra ayni grup, kok hticre plastisite teorisinden yola ¢ikarak, kemik iliginde
kimligi belirlenmemis, hematopoetik olmayan ama ylksek rejenerasyon
kapasitesine sahip bir grup hidcrenin olabilecedini ve bu hucrelerin kok hucre
plastisitesinden sorumlu olabilecegini dusunduler (Kucia ve ark. 2008). Zuba-
Surma ve arkadaglar VSEL kok hucrelerinin embriyonik gelisim sirasinda kemik
iliginde depo edildigini ve dolagimin pluripotent kok huicre havuzunu olusturdugunu
one surmuslerdir. Bu hicrelerin hem hematopoetik hemde hematopoetik olmayan
dokularda dogum sonrasi doku yenilenmesinde (turnover) énemli rol oynadiklarini
dusunduler (Ratajczak ve ark. 2008c). Ayrica fare miyoblast C2C12 hucreleri
Uzerinde in vitro proliferasyonunu inceledikleri deneylerde ise, VSEL kok
hicrelerinin  primitif kok hlcre igceren alanlar olusturdugunu gosterdiler. Bu
alanlardaki hucreler izole edildiklerinde ve doku spesifik sitokin iceren ortamlara
nakledildiklerinde 3 germ tabakasina farklilasabilmektedirler. Fakat farelerde VSEL
kOk hucre sayisinin ve bu alanlari olugturma yeteneginin yasla beraber azaldigi

Onemle vurgulanmaktadir (Zuba-Surma ve ark. 2009). Calismalari sonucunda
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embriyonik benzeri, pluripotent Ozellikte epiblasttan kokenlenmis kuguk kok
hicrelerin varhgini gosterdiler. Bu hucreleri fare ve insan kemik iliginden izole
etmeyi basardilar. Bu hucreleri izole ederken cesitli hucre ylzey belirteglerini
kullandilar. insanlarda CXCR4*, CD45", CD133*, CD34* , farelerde ise CXCR4*,
CD45, SCA-1 belirtecleri kullanildi. Hematopoetik hlcre belirteci olan CD45
negatif, pluripotent hicre belirteci olan CD133, CD34 ise pozitif olan hicreler tespit
edildi (Zuba-Surma ve ark. 2009). Bu hucrelere ¢ok kuguk embriyonik benzeri kok

hdcreler (very small embryonic-like stem cells VSEL stem cells) adini verildi.

Bir baska grup, kordon kanindan VSEL kok hicre izolasyonu igin daha
komplike olan iki asamali bir yéntem gelistirmislerdir. Once eritrositlerin hipotonik
olarak lizisi yapildiktan sonra, ¢ok parametreli FACS ile saflastirdilar. Lin*CD45*
hacreleri attiktan sonra CXCR4* CD34* CD133* belirteclerini tasiyan hucreleri
ayirdilar. Bu iki agamali yontemle kondon kanindan, kemik iligindekine benzeyen
kiguk boyutlu, Oct-4, NANOG mRNAsiInI sentezleyen VSEL kok hucrelerini izole
edebilmeyi basarmiglardir (Halasa ve ark. 2008)

Daha sonra, Sovalat ve arkadaslari insan kemik iliginde granulosit koloni-
stimlle edici faktor (G-CSF) kullanildiktan sonra periferal kana mobilize olan
CD34* hucreler elde ettiler. Bu hlicre grubunda kalp ve endotel dokulara
yonlenebilen, alt populasyonlarin bulundugunu goézlemlediler. Yaptiklari ¢calismada
bu hucrelerin kemik iliginde bulunan VSEL kdk hucrelerinden kokenlenmis
olabilecegini ve periferal kana G-CSF ile mobilize olduktan sonra gectigini ileri
surduler. Calismalarinin sonucunda insan kemik iliginden ve I6koferez
materyalinden CD34*/CD133*/CXCR4*/Lin-  CD45  belirteglerina  sahip
olgunlasmamigs hicre gruplari izole ettiler. Bu kiguk hucrelerin (2-5 m) Oct4,
NANOG ve SSEA-4 sentezledigini protein ve mRNA dizeyinde gostermiglerdir
(Sovalat ve ark. 2011).

Parte ve arkadaslari, kdk hucre farklilasma potansiyellerini arastirmak igin
erigkin tavsan, koyun, maymun ve menopozal insan ovaryum yuzey epiteli (ovarian
surface epithelium - OSE) ile ¢alismislardir. Elde edilen OSE’lerde 2 farkh kok

hiicre varsayilan populasyon gozlemislerdir. Bu iki farkh populasyondan kiguk olan
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populasyonun (1-3um) VSEL kok htcreleri olabilecegini; bu hucrelerin pluripotent
Ozellikte oldugunu, nuklear Oct-4, hlcre ylzeyinde ise SSEA-1 tasidigi
gozlemlemislerdir. Daha buylk olan populasyonun (4-7um) ise sitoplazmik Oct-4
ve minimal duzeyde SSEA-1 ekspre ettigi ve buyuk olasilikla dokuya 06zgu
projenitér hicreler oldugunu gézlemlemislerdir. RT-PCR (reverse transcriptase—
polymerase chain reaction) ile koyun ve insan OSE’da pluripotent gen transkriptleri
olan Oct-4, Oct-4A, NANOG, Sox-2, TERT ve Stat-3 belirteglerine bakarak,
varligini gostermiglerdir. Kultur yapilan OSE’da 3 hafta sonunda, kok hicre oldugu
varsayilan populasyon spontan farklilasmaya girerek oosit-benzeri yapilari (oocyte-

like structure) olusturmustur (Parte ve ark. 2011).

Bir baska grup arastirici ise kok hucrelerin normalde fikol ile ayrilan kanin
mononukleer hucre katmaninda bulunmasina ragmen, VSEL kok hucrelerinin en
alt katman olan eritrosit katmaninda bulundugunu gésterdi (Bhartiya ve ark. 2012).
VSEL kok hucrelerinin diger kdk hicrelerden farkli olarak eritrosit katmaninda
bulunmalarinin nedeni boyutlarinin (5-6 pm) eritrositlere (7-8 ym) yakin olmasidir.
Ayrica bu hucrelerin nikleus/sitoplazma orani normal bir hicreninkinden bayuktar.
Kromatin yapisi daha kompakt ve metabolik olarak aktivitesi disuktur. Bhartiya ve
arkadaslari calismalarinda topladiklari kordon kanlarindan VSEL izolasyonu
yapmiglardir. Bu ¢alisma, VSEL kok hicrelerinin eritrosit katmaninda bulundugunu
kordon kani saklanmasi sirasinda atildiklarinin ve bu yuksek rejenerasyonu sahip

hdcrelerden yararlanilamadigini gésteren ilk calismadir (Bhartiya ve ark. 2012).

Ratajczak ve arkadaslari 2013’de yaptiklarn calismalarda ise VSEL kok
hicrelerinin ayrintih mikroarray genetik analizini gerceklestirmislerdir. Bu analizler
sonucunda VSEL kok hucrelerin de doku spesifik gen gruplarinin olusmasinda
aris gobzlemlemislerdir. Ayni zamanda UV radyasyon cevabinda, mRNA
islenmesinde ve mitojenik blylme faktorlerinin sinyallesmesinde gorevli gen
gruplarinda baskilanma oldugunu gézlemlemislerdir. RT-PCR yaparak, VSEL kok
hicrelerinde GRB2, SHC, MAP2K1 gibi bazi genlerin (bu genler mitojenik buylime
faktorleri sinyal yolaklarinda goérevli genler) baskilanmis oldugunu goéstermiglerdir.

Bu baskinin tersine dénustirilmesi sonucunda VSEL’lerin daha fazla hiicre tipine
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farkhliastigini bildirmislerdir. Bu sonuglar dogrultusunda bakildiginda VSEL kok
hicrelerinde kontrol edilemeyen proliferasyon ve teratoma olusumunu engellemek
icin mitojenik bliyume faktorlerinin sinyal yolaklarinda baskilanmanin bir ¢6zim

olabilecegini savunmaktadirlar (Mierzejewska ve ark. 2013).

Chang ve arkadaslar yaptiklari ¢calismalarda kordon kani saklama iglemleri
esnasinda VSEL kok hdcrelerinin atilip atilmadigini arastirmiglardir. Literatlre gore
fikol-gradient yontemi kullanilarak ayrilan kanda, VSEL kok hucreleri eritrosit
katmaninda kaldigindan ve kriyoprezervasyon sirasinda sadece buffy coat
kullanldigindan bu az sayida bulunan degerli hicreler gozardi edilmektedir. Bazi
kordon kani bankalari fikol-gradient yontemi yerine HESPAN sedimentasyon
yontemini kullanmaktadir. Bu calismada da Chang ve arkadaglari HESPAN
kullanildiginda VSEL kok hacrelerinin ne oldugunu arastirmiglardir. CD45-/Lin-
ISSEA-4+ VSEL hicre grubunun HESPAN sedimentasyon yontemi ile ayrildiginda,

hicre kaybinin fikole oranla en az oldugunu gdstermislerdir (Chang ve ark. 2014).

Szade ve arkadaslari farelerde VSEL kdk hucrelerini  Lin/Sca-1*/CD45
fenotip ile ve kiguk boyutlariyla tanimlamaktadir. Yaptiklari calismanin amaci Lin
/Sca-1*/CD45" fenotipine sahip populasyonun heterojenitesini arastirarak
hematopoetik kdk hicre ve endotelyal projenitdér hicreler ile kesisen ortak
Ozelliklerini belirlemektir. Calismanin sonucuna goére Lin/Sca-1*/CD45 fenotip
sahip populasyon 3 farkli alt populasyona ayrilabilir. 1) c-Kit*/KDR- (neredeyse
tumu kaguk hucre, VSEL kriterini sagliyor) 2) c-Kit/KDR* (daha bluyuk hucreler) 3)
c-Kit/KDR- (Annexin V+ apoptotik hicreler, ileri arastirma gerekli). Ayni zamanda
yapilan gRT-PCR sonuglari Oct-4A ve Oct-4B mRNA ekspresyonunun ne kemik
iliginde ne de Lin/Sca-1*/CD45* fraksiyonunda rastlanmadigini gdéstermiglerdir.
Sonug¢ olarak, Lin/Sca-1*/CD45 hicreler pluripotent belirteci olan OCT-4A
ekspresyonuna sahip olmayan heterojen hicre toplulugundan olusur (Szada ve ark.
2013).

Danova-Alt ve arkadaslari insan kordon kaninda VSEL kok hicrelerinin
bulunup bulunmadigini, hangi belirteglere sahip oldugunu arastirmiglardir. Fikol

gradient yontemi ve eritrosit lizis yontemi ile izole ettikleri hiicrelere FACS analizi
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yapmis ve Lin-CD45-CXCR4+ olan htcre serilerinde gesitli pluripotent belirteglere
bakmislardir. Elde ettikleri sonuglara goére, bu hucrelerin hi¢ birisi pluripotent
spesifik belirte¢ gostermezken, pluripotent olduklarini kanitlayacak ayrima da sahip
degillerdir. Bu c¢alisma incelendiginde, pluripotent 06zellikte olmadiklarini
soyledikleri VSEL kok hicrelerini tanimlarken baska literatlrlerden farkliliklar
gorilmektedir. Ornegin, VSEL kok hiicreleri olarak tanimlanan hiicrelerin CD133+
olmasi gerekirken bu galismada incelenmemistir. Bagka dnemli bir fark ise VSEL
kok hucre izolasyonu ve tanimlanmasinin 6nemli basamaklarinda biri olan boyuta

gére izolasyon da burada gértilmemektedir (Danova-alt ve ark. 2012).

VSEL kok hacrelerinin varhigini gosteren yaklasik 150 (bugline kadar)
yayina karsilik, varligini tartisan birkag¢ literatir de bulunmaktadir. Weissman ve
arkadaslar fare kemik iligi ile yaptiklari calismalarda VSEL’leri gosteremediklerini
ileri sUrmektedirler. Farelerin kemik iliginden vyaptiklari calismalarda yuzey
antijenleri olan CD45, Lin ve SCA-1 ekspresyonunu flov sitometri ile
arastirmiglardir. Ayni zamanda RT-PCR ile Oct4 ekspresyonuna bakmislardir.
Sonugta, elde edilen verilerin VSEL kok hucrelerinin pluripotent 6zellikte oldugunu

dogrulamadidini séylemektedirler (Weissman ve ark. 2013).

Son iki literatlrdeki farkh sonuglar, Oct4 ekspresyonunun farelerdeki varligi
veya bu proteini tespit eden antikorun 6zgunltugu ile ilgili olabilir ¢iinkl literatlrin
¢ogunlugunda embriyonik belirteclerin varligi gosterilmistir. Kendini yenileme ve in
vitro ekspansiyon konusunda henuz ¢ok az bilgi bulunmasina ragmen farelerde in
vivo proliferasyonu gosterilmistir. Bu calismalardan elde edilen sonuglar bu nadir
primitive kok hicre grubunun saflastirma ve tanimlama konusunda daha ¢ok
ayrintil arastirmaya gerek oldugunu gdstermektedir. Ozellikle insan materyalinde
¢ok az sayida yapillan c¢alisma vardir. Gelistirilen metodlar sonucunda,

saflagtirilacak bu hucreler transplantasyon ve rejenerasyon alaninda ¢igir agacaktir.

2.7.VSEL Belirtegleri

VSEL kdk hucrelerini ayirt edebilmek igin birden ¢ok belirte¢ kullaniimaktadir.

Simdiye kadar yapilan galismalara gore insan VSEL kok hucreleri igin belirlenen
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hicre vylzey belirtegleri sdyledir; Lin-/CD45-/CD133+/CXCR4+. Traskripsiyon
faktorleri ise insanda; NANOG, Oct3/4, SSEA-4, Sox2, LIF-R, farede ise; SSEA-1,
Rex1, Dppa3, Rifl ve Sca-1 gosterilmistir (Zuba-Surma ve ark. 2009).

Tablo 2.3 Kok hiicre gesitlerine gore tasinan belirtegler — Zuba-Surma (2009)'dan

Kok Hucre Fenotip
Mezenkimal Kok CD105+, CD73+, CD90+, CD45-, CD34-, CD14-, CD11b-,
Hicreler CD79a-, CD19-, HLA-DR-
Multipotent Yetiskin SSEA-1+, CD13+, Flk-1to%, CD34-, CD44-, CD45-, CD117(c-kit)-
Projenitor Hiicreler , MHC |-, MHC II-
MUItipotent Yetiskin CD13+, CD49b+, CD90+, CD73+, CD44+, CD29+, MHC I+,
Kok Hiicreler HLA-DR-, CD14-, CD34-, CD45-, CD38-, CD133-, c-kit-
CXCR4+, AC133+, CD34+, SSEA-1+(Fare), SSEA-4+(insan),
VSEL AP+, c-Met+, LIF-R+, CD45+, Lin-, HLA-DR-, MHC |-, CD90-,
CD29-, CD105-

VSEL hucrelerinin pluripotent oOzellikleri farelerde gosteriimis olmasina
ragmen hala insan icin kapsamli bir gcalisma bulunmamaktadir (Heider ve ark 2012).
Bu son derece nadir ve yuksek pluripotent 6zellikteki hicrelerin insanda miktarini,
fonksiyonunu, nasil lokalize olduklarini ve transplantasyon igin kullanim imkanini
arastirmak son derece dnemlidir. VSEL kok hicrelerinin pluripotent olduklari ve 3
germ tabakasini verebildikleri biliniyor. Bu nedenle trasplantasyonda kullaniimalari
engraftman surelerini azaltacagi icin son derece dnemlidir. Ayrica otolog reservi
(kordon kani ve aferez materyali) kullanma sdzkonusu oldugu icgin etik sorun
bulunmamaktadir. Kendini yenileme kapasiteleri hakkinda kapsamli bir veri yada
calisma henlz olmasa da pluripotent hatta unipotent olmalari bile kordon kani
transplantasyonunda daha c¢ok hicre kullanma sansi sagladigi icin  daha kisa

surede engraftman saglayacaktir.

3.GEREG ve YONTEM

Bu cgalisma istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim

Dalinda gerceklestiriimistir. Calismaya dahil edilen érnekler istanbul Universitesi,
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istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 20.06.2013 tarih’li 724 no’lu

izni ile kullaniimigtir.

Tum hucre izolasyon ve tanimlama yontemleri ayrintili olarak Sekil 3.1’ de

gosterilmigtir.

3.1.Gonuiilli Bireyler

Calismamiza katilan bireylere gonulli onam formlari imzalatiimistir. 8 tane
periferal kan istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Merkezinden, 7 tane aferez
Urtnu Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar Anabilim Dali Hematoloji
Bilim Dali Aferez Unitesinden, 9 kordon kani ise Zeynep Kamil Kadin Dogum ve

Cocuk Hastaliklari Hastanesinden alinmigtir.
Calismaya dahil edilme kriteri;

e Saglikl 18 yas ve Ustl donorler

Calismaya dahil edilmeme kriteri;
Periferal kan ve G-CSF ile uyariimig mobilize kan igin,

e Kronik bir hastaligi olan
e Son 1 ay igerisinde enfeksiyon gegirmis
e Sigara kullanan donorler

Kordon kani igin,

¢ Kronik bir hastaligi olan, sigara kullanan annelerin gocuklari
e Prematlre bebekler
e Konijenital hastaliklara sahip bebekler olarak saptanmistir.
izolasyon ve karakterizasyon yodntemleri canli hiicrelerde calismayi

gerektirdigi icin alinan kanlar bekletiimeden ayni gun iginde galisiimistir.



PERIFERAL KAN (20

ml)

AFEREZ MATERYALI
[200ml)

KORDON KANI (10 ml)

1:1 PBS +
HEMATOPOETIK
MATERYAL

ERITROSIT LiZis

1:5 ORANINDA LIZIs
SOLUSYONU EKLENIR

FIKOL GRADIENT

2:1 DRANINDA FIKOL,
Z000 RPM 30 DK
SANTRIFU)

I__I

2000 RPM 10 DK
SANTRIFUJ

800 g 15 DK
SANTRIFU]

ERITROSIT KATMANI

MNH KATMANI
TOPLANIR

PBS ILE YIKAMA

SUPERNATANT

SANTRIFU]

ALINIR, 1000 g 10 DK

PBS ILE 2000 RFMDE
10 DK YIKAMA

PELLET

PELLET

PELLET

TANIMLAMA

FLOW SITOMETRI
ICIN HUCRELERIN
FLORESAN
MARKERLAR ILE
BOYANMASI

YAYMA PREPERAT

FLOW SITOMETRI ILE
BOYUT AYIRMA/
CESITLI MARKER ILE
AYIRMA

BOYAMALAR

IMMUNOFLORESAN

SDS-PAGE, BLOTTING

AYRILAN HUCRE
GRUBU MIKTAR
TAYINI

FLORESAN

INCELEME

MIKROSKOBUNDA

CESITLL ANTIKORLAR
ILE IMMUN SAPTAMA

SONUCLARIN
ISTATISTIKSEL
OLARAK
INCELENMESI

Sekil 3.1 Hicre izolasyon ve tanimlama yéntemleri
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3.2.Kan Materyallerinin Alinmasi

3 farkh materyalden hicre izolasyonu yapildi. Periferal kan, aferez Grina ve

kordon kani.

3.2.1.Periferal Kanlarin Toplanmasi

Periferal kanlar, istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Merkezinden alindi.
Dondrlerden taze olarak alinan periferal kanlardan “buffy coat” olarak tanimlanan
kisimlar toplandi. Buffy coat kismi mononukleer hicrelerin yogun olarak bulundugu
katmana verilen isimdir. Bir dondrden tam kan alindiktan sonra trombosit ve
eritrositler ayrilir, arada kalan katmanda mononUkleer hicrelerin yogunlukla
bulundugu buffy coat katmanidir. Buffy coat tranflzyon islemi icin uygun
olmadigindan atilan katman olmaktadir. Tam kandan ayrigsan trombositler ve

eritrositler ise transflizyon islemi i¢in kullaniimaktadir.

Calismamizda kan merkezinden 8 tane saglikl bireyin buffy coatlari toplandi.

Hepatit B, Hepatit C ve HIV negatif olan kanlar segildi.

Sekil 3.2: Calismada kullanilan periferal kanlar
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3.2.2.Aferez Uriiniin Toplanmasi

Aferez, hastaya/donére granulosit-koloni stimile edici faktor (G-CSF)
verilerek hematopoetik dokulardaki hucrelerin periferal kana mobilizasyonu ile
istenen hiucre grubunu ayirarak toplamayi saglayan yontemdir (Gordon ve ark.
2006).

Bu calismada allojenik ld6koferez islemi uygulanan 7 hastadan materyal
toplandi. Calismada kullanilan materyal, aferez setinin bir pargasi olan ve
transplant materyali hastaya verildikten sonra bir miktar hdcrenin kaldigi ¢anak
kismindan saglanmistir. Bu c¢anak kismi normalde aferez setiyle Dbirlikte
atilmaktadir. Hastada kullanilan aferez triiniine dokunulmadan, bu atilan kisimdaki
kan toplanmistir. Aradigimiz hicre grubunun eritrosit katmaninda oldugu
dusundldugunden eritrositlerin bulundugu ¢anakdan elde edilen materyal g¢alisma
icin uygun olmaktadir. Boylelikle hastalar icinde materyal kaybi s6z konusu

olmamaktadir.

Sekil 3.3: Aferez Unitesi
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3.2.3.Kordon Kanlarinin Toplanmasi

Kordon kani, bebek dogar dogmaz gobek bagi kesildikten sonra gobek
baginin plasenta tarafinda kalan boliminden alindi. Bu kan, toplanmadigi tim
durumlarda plasenta ile birlikte atildigindan, toplanmasi normal dogum
prosedurunu ve bebedi herhangi bir sekilde etkilemez. Toplama islemi dogum
esnasinda dogumu vyaptiran hekim tarafindan vyapildi. Bilindigi gibi bebek
dogduktan hemen sonra gobek kordonu iki tarafli klemplenerek kan akimi
durdurulur ve kordon kesilerek bebek ve plasenta anneden ayrilir. Bu ayrilmadan
hemen sonra plasentaya bagll olan kordonun icindeki kan, oOzel bir sistem
yardimiyla pihtilasmayi énleyici heparin iceren tiiplerin icine toplanir. islem hem
normal hem de sezeryan dogumlarda uygulanabilir. Toplanan kan 24 saat iginde
calismanin yapilacagi istanbul Universitesi Fizyoloji Laboratuvari’'na ulastiriidi. 9
saglikli gonullid dondrden dogum sonrasi kullaniimayan kordon kanlari hucre

izolasyonu yapilmak Uzere toplandi.

3.3.Hiicre izolasyonlari

Alinan tim materyallere ayni izolasyon islemleri uygulandi. ki farkli

izolasyon yontemi ile htcreler ayrigtirildi.

3.3.1.Fikol ile Hiicre izolasyonu

Fikol-gradient santriflij yontemi siklikla kullanilan ve kan hucrelerini cesitli
katmanlara ayirmaya yarayan bir yontemdir (Loos ve ark. 1976). Kan fikol Gzerine
yayildiktan sonra santirfiij edilir ve 4 katman halinde hicreler ayrilmis olur. ilk
bastaki katmanda (1. katman) trombositler, sonraki katmanda (2. katman) ince bir
¢izgi halinde mononkleer huicreler (MNH), ardindan 3.katmandaki fikolda bulunan
notrofiller ve en son olarak yogunluklarindan dolayi en altta bulunan eritrositler (4.

Katman) olarak siralanir.
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Sekil 3.4: Fikol ile ayriimis hiice katmanlari

Bu izolasyon ydnteminde, mononikleer hucreler fikol ile ayrilarak, hem
MNH katmaninda hemde eritrosit katmaninda VSEL saflastirildi. Alinan materyal
1:1 oraninda PBS (phosphate-buffered saline) ile dilie edildi. Sonrasinda sollsyon
1:2 oraninda Ficoll-Hypaque (BioWest Lymphosep 1.077 g/mL) solisyonu Uzerine
eklenerek 2000 rpm’de 30 dk santrifij edildi. Santrifij sonunda olusan 4 katmanin
2.si (MNH) ve 4.su (eritrosit) galismada kullanildigi igin bunlar dikkatli bir bicimde
ayn tuplere aktarildi. 2. Katman 1:3 oraninda RPMI (Roswell Park Memorial
Institute medium) eklenerek dilie edildikten sonra 2000 rpm’de 10 dk santrifij

edildi. Supernatant dokulerek kalan pellet RPMI ile yeniden stspanse edildi.

Daha sonra eritrositlerin bol miktarda bulundugu 4.katman ayni sekilde dilue
edilerek daha yuksek bir hizda (2690 rpm 15 dk) santrifij edildi. Bunun nedeni,
VSEL kok hicrelerinin boyut olarak eritrositlere yakin olmasidir. Ortalama eritrosit
boyutu ~7-8 uym iken VSEL kok hucrelerinin boyutu yaklasik 5-6 um’dir. Boylece
eritrositlerin dibe ¢gokmesi saglanarak supernatant yeni bir tupe aktarildi. Yeni tupe
alinan supernatant 3000 rpm 10 dk santrifij edildi. Tekrar sipernatant atildiktan
sonra dipteki pellet RPMI ile stispanse edildi. Bu stspansiyon VSEL hucrelerinin

bulundugu bilinen katmandir (5. katman) (Bhartiya ve ark. 2012). Elde edilen her
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katmandan yayma preperat hazirlandi. Kullaniimayan pelletler protein izolasyonu

icin -20’de sakland.

Sekil 3.5: Eritrosit katmanina uygulanan islemler - Bhartiya ve ark. (2012)’'den
3.3.2.Eritrosit Lizisi ile izolasyon

VSEL izolasyonu igin kullanilan diger bir yontem ise eritrosit lizisidir. Fikol
yontemi ile ¢ok fazla hlicre kaybi olusurken bu yontemde hicre kaybinin daha az
oldugu dusunulmektedir (Chang ve ark. 2014). Bu nedenle g¢alismada 2 ydntem
birlikte kullanildi. Tum materyal eritrositleri pargalayan (amonyum klorur) tamponlu
¢ozelti ile 1:5 oraninda karistirilarak 15 dakika oda isisinda bekletildikten sonra
2000 rpm’de 10’dk santrifiij edilerek Ust katman toplandi. Eritrositler tamamen
uzaklasincaya kadar bu iglem tekrarlandi. Genellikle 2 kere tekrarlamak yeterli oldu.
Lizisi daha fazla tekrarlamak hicre kaybina ve hicre agregasyonuna neden
olmaktadir. Daha sonra PBS ile 2000 rpomde 10 dk yikama yapilarak, stupernatant
atildi ve dibteki pellet RPMI ile siispanse edildi. Yayma preperat yapildiktan sonra

kullaniimayan pellet -20’de saklandi.

3.4.Flov Sitometri Olgiimleri

Flov sitometri Olgimleri hicre canhhidl gerektirdiginden dolayr alinan
ornekler izole edildikten sonra ayni gun igerisinde flov sitometri olgimleri

yapilmistir.
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Floresan 1simalarin birbirine karismamasi igin 4 ayr tlpte, 4 farkli antikora

bakildi. Kullanilan antikorlar Tablo 3.1'de gdsterilmektedir.

e 1.Tupte > SSEA-4-TR, CD45-PE, CD34-FITC
e 2.Tupte > NANOG-FITC, CD45-PE
e 3.Tupte > CXCR-4-FITC, CD45-PE
e 4.Tupte > OCT3/4-FITC, CD45-PE

Tablo 3.1: Antikor listesi

Antikor Adi Marka Katalog Numarasi
SSEA-4 Santa Cruz Biotechnology sc-21704
PE anti-human CD45 BioLegend 304008
FITC anti-human CD34 BioLegend 343504
NANOG Santa Cruz Biotechnology sc-30332
CXCR-4 Santa Cruz Biotechnology sc-6190
OCT 3/4 Santa Cruz Biotechnology sc-8628
Goat anti-mouse IgG-TR* Santa Cruz Biotechnology sc-2781
Donkey anti-goat IgG-FITC* Santa Cruz Biotechnology sc-2024

*Sekonder antikor

Flov sitometrik Olgimler sadece eritrosit lizisi yapilmis hicre grubuna
uygulandi (Antikor kisithligi ve o6teki katmanlardaki hiicre azlidi nedeniyle). Lizis
yapilmis hicreler 1x108/ml hiicre olacak sekilde PBS ile sulandirildi. Her bir flov
tipine 100 pl hicre suspansiyonu konuldu. Tupte 1 pg olacak sekilde primer
antikorlar eklenerek, 30 dakika karanlikta birakildi. inkiilbasyon sonunda tiiplere
500 ul PBS eklenip, 2000 rpm’de 10 dakika santriflj edildi. Santrifijden sonra
ustteki supernatant atilarak 100’er pl PBS eklenip, pipetaj yapildi. Primer antikorlar
ile uyumlu olan sekonder antikorlar her tipte 0,5 — 1 ug arasinda olacak sekilde

eklendi ve karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra bir
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kere daha PBS ile yikama yapildi. Supernatant atildi. Her tlibe yaklasik 500 ul flov

solusyonu konarak olgum yapildi.

VSEL hucrelerinde literatire gore CD45 belirteginin negatif oldugunu,
CD34’Un ise pozitif oldugu gosterilmigtir (Sovalat ve ark. 2011). Bu bilgi
dogrultusunda; 1. tlipte CD45-/CD34+/SSEA-4+ hucreleri, 2. tlupte CD45-
INANOG+, 3. tipte CD45-/CXCR-4+ ve 4. tipte CD45-/ OCT-3/4+ olan hucreler
kapilanarak incelendi. Gene literatire gore; VSEL hucrelerinin  mononukleer
hicrelere gore daha kuglik oldugu igin debris kisminda da bulunabilecegdi

belirtildiginden dolayi, debrisden de kapi alinarak ayni dlgimler gercgeklestirildi.

3.5.immiinfloresan Boyama

Tum izolasyon iglemlerinden sonra hazirlanan yayma preperatlar %96’lik
etanolde 10 dakika bekletildikten sonra kurumaya birakilarak fikse edildi. Ardindan
PBS ile 3 kere yikama yapildi. Hicre permeabilizasyonu igin, %0,1’lik triton X-100
2 ml PBS icinde hazirlanarak 15 dakika buzda inklbe edildi. Permeabilizasyon
islemi, aranan antikorun sitoplazmada yada nukleusta olmasi durumunda antikorun
hiicre icine rahat gegcmesini ve baglanma afinitesinin artmasini saglar. inkiibasyon
bitiminde 3 kere PBS ile yikanarak her yikamada 3’er dakika beklendi. Ardindan
nonspesifik baglanmalari 6nlemek icin bloking tamponunda buzda 1 saat
inkibasyona birakildi. 10 ml’ lik bloking tamponu; 10 ml PBS, %2’k BSA (bovine
serum albumin) ve %0,3’luk triton X-100 ile hazirlandi. 1 saatlik inkibasyonun
ardindan 3’er kez, 3 dakikallk PBS ile yilkama yapildi. Primer antikor 1:1000
oraninda bloking solisyonunda dilue edilerek hazirlandi. +4 °C ‘de tum gece
inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonunda ertesi giin PBS ile 5 kere, 5’er dakikalik
yikamalar yapilir. 1:1000 oraninda dilue edilen sekonder antikor ile 1 saat
karanlikta bekletilir. Daha sonra, tekrar PBS ile 5 kere 5‘er dakikalik yikamalar
yapildi. Son olarak ¢ekirdek sitoplazma ayriminin yapilabilmesi ve hicrelerin rahat
secilebilmesi icin DNA bazlarina baglanan 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ile
boyama yapildi (Santa Cruz Biotechnology sc-3598). 1ul stok DAPI 5 ml PBS de
dilue edildi ve her érnedin Uzerini kapatacak sekilde (yaklasik 300 ul) konarak 15
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dakika karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyon sona erdiginde 3 kere PBS ile yikama

yapildi. Uzerine lamel kapatilarak floresan mikroskobunda bakildi.

Floresan mikroskobu igin kullanilan antikorlar, flov sitometride kullanilanlar
ile ayni antikorlardir. Liste Tablo 3.1 de gosterilmektedir. Floresan mikroskobunda
hangi Orneklerin hangi boyalar ve antikorlar ile boyandiklari Tablo 3.2 de

gOsterilmektedir.

Tablo 3.2: immiinfloresan preperatlar ve antikorlar

Antikorlar
Kaynak Adi Hiicre Grubu 1.Preperat | 2.Preperat | 3.Preperat
SSEA-4-TR NANOG- OCT4-
CXCR4- FITC FITC
MNH Katman Preperati FITC CD45-PE CD45-PE
CD45-PE DAPI DAPI
DAPI
Periferal Kan, SSEA-4-TR NANOG- OCT4-
Kordon Kani, CXCR4- FITC FITC
Aferez Materyali 5. Katman Preperati FITC CD45-PE CD45-PE
CD45-PE DAPI DAPI
DAPI
SSEA-4-TR NANOG- OCT4-
CXCR4- FITC FITC
Lizis Preperati FITC CD45-PE CDA45-PE
CD45-PE DAPI DAPI
DAPI

3.6.Western Blot Yontemi ile Protein Tayini

Calismamizda -20'de saklanan izole edilmis pellet halindeki tim
materyallere western blot yontemi ile protein tayini yapilmistir. Western blot
yontemi ile calisilan proteinler ise NANOG ve OCT4’dur. Kontrol olarak (-actin
kullanildi.

Western blot temel olarak 4 asamadan olusur. Birinci agama proteinlerin
¢oziinur halde hiicre disina c¢ikartiimasidir. ikincisi proteinlerin bir jel tzerinde
molekuler agirliklarina gore ayrigtirimasi, tguncusu ise ayristirilan proteinlerin bir
membran Uzerine transferidir. Son adimda ise 6zel antikorlar ile muamele edilerek

membran Uzerinde goruntilenmesidir.
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3.6.1.0rneklerin Hazirlanmasi

PBS ile sulanmis pellet halindeki 6rnekler -20’de saklanmaktadir. Ornekler -
20’den cikarilip buz Ustinde ¢ézunmesi saglandi. 2000 rpm’de 10 dakika santrifyj
yapilarak supernatant atildi. Pelletteki hicrelerin parcalanarak proteinlerin agiga
cikmasi istenildiginden htcre lizisi yapildi. Hicre Lizis Tamponu (Cell Lysis Buffer)

hazirlandi.

Hticre Lizis Tamponu (1L stok); 1mM EDTA, 10mM Tris-HCI, %0,5 Triton X-100

hazirlanir ve 1L distile suya tamamlanir.
PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluoride) proteaz inhibitorl stok; 1ul etanolde 17,4mg

10ml stok hucre lizis tamponunu igine, PMSF stokdan 10 pl eklendi, vortekslendi.
Hucre pelletlerinin Gzerine 100 pl lizis tamponu eklenerek vortekslendi. 30-60 dk
buzda inkube edildi. Arada tekrar vorteks islemi uygulandi. 14.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. istenilen protein supernatantta kaldig icin supernatantlar

yeni ependorflara toplandi.

3.6.2.Protein Tayini (Bradford Testi)

Elektroforez yaparken jele esit miktarda protein yUklenmesi gereklidir.
Yuklenen orneklerin ayni hizda ve ayni hizada olmasi i¢in 6nemlidir. Bu nedenle
elimizdeki protein miktarini bilmek ve esit bir sekilde yUkleme yapabilmek igin
protein miktar tayini yapilmaktadir. Calismada protein tayini icin Bradford assay
kullanildi. Bu yontemin se¢gmesinin nedeni ise kullanigh, daha ucuz ve daha kolay
yapilmasidir. Standart olarak BSA kullanildi. BSA stok; 1,46mg/ml distile suda
hazirlandi. Stok BSA, 5 tane standart elde edecek sekilde seri dilusyon yapildi.
Standartlar Tablo 3.3 de gosterilmektedir.
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Sekil 3.6: Bradford test standartlari ve érnekler

Tablo 3.3: BSA Standartlar

Standart BSA mg/ml Alinan BSA miktari Alinan distile su
Miktar
1 7,3 mg/ml 50 ul BSA stok 50 ul
2 3,6 mg/ml 50 ul Standart BSA 1 50 ul
3 1,8 mg/ml 50 ul Standart BSA 2 50 ul
4 0,9 mg/ml 50 ul Standart BSA 3 50 ul
5 0,4 mg/ml 50 ul Standart BSA 4 50 ul

Hucre lizis tamponu ile lizis yapilmig oOrnekler kullanildi. Hucre lizis
tamponunun igirisinde deterjan bulunmasi nedeniyle Bradford testinin
hassasiyetinin bozulmasini 6nlemek i¢in ornekler 1:5 oraninda distile su ile
sulandinldi. Bradford belirteci hazirlandi. Stok +4 °C’de saklanir. Kullanilacagi

zaman whatman no:1 filtre kagidindan gegirilerek kullanilir.

Bradford belirteci (stok);

e 25mg Coomassie Brillant Blue G-250
o 12,5 ml %95’k Etanol ile ¢gozulur
e 25 ml %85’lik H3PO4 (fosforik asit) eklenir

e 250 ml'ye distile su ile tamamlanir
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96’lik mikroplatelere 10 pl érnek 200 pl Bradford belirteci 3 tekrarli sekilde
eklendi. Bir siraya kor 6rnek (distile su kullanilir), 5 tane standart ve kullanilacak

kadar ornek platelere yuklendi. 5 dakika inkibasyona birakildi. Isiktan korundu.

Spektrofotometrede 560-590 nm arasinda okundu. Standartlarin Olgulen
absorbanslari kullanilarak standart grafigi olusturuldu. Elimizdeki &rneklerin

absorbanslari bu grafikte yerine konularak protein miktarlari saptanildi.

Calismada genellikle 50-60 pg protein jele ylUklemek tercih edildi.

Hesaplamalar buna gore yapilarak érnekler distile su ile sulandiriidi.

3.6.3.SDS-PAGE Jel Dokumii

Ornekler hazirlandiktan sonra elektroforez kismina gegildi. Proteinlerin
safliginin kontroli ve molekuller agirliklarinin saptanmasi amaciyla SDS-PAGE
(Sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi) kullanildi. Elektrik akimi etkisi
ile proteinlerin bayuklUklerine gére ayrilmasini saglayan ortam, akrilamid ve N-N’-
metilen bis-akrilamid monomerlerinin polimerlesmesiyle olusan jel matriksidir. SDS-
PAGE jellerde, Sodyum dodesil sulfat (SDS), proteinlerin hidrofobik bdlgelerini
baglayarak denatire eder. Ayni zamanda SDS denatlre proteinleri yuUksek
miktarda negatif ylkle ylkler. Bu yik normalde proteinler Gzerinde bulunan yukleri
maskeler ve proteinler jel Uzerinde yuklerine gore degil molekul agirliklarina gore
ayrilirlar. Proteinlerin alt Uniteleri disulfat baglari ile bir arada tutuluyorsa, bu baglar

elektroforezden 6nce SDS, beta-merkaptoetanol ve is1 araciligi ile kiriimahdir.

SDS-PAGE jel elektroforezi igin Oncelikle jel dokuldu. Poliakrilamid jel
matriksi farkl bayUklUkte kanallar (porlar) icerdiginden denatire protein karisimi ile
yuklenip elektroforez uygulandiginda proteinlerin bu kanallardan gecis hizlari
tamamen buyuklUklerine baglidir. Kiglk proteinler daha hizli blyuk proteinler daha
yavas ilerler. Bu nedenle jeldeki akrilamid konsatrasyonunu ayirmak istedigimiz
polipeptidin molekdl agirhgina uygun olarak segilmelidir. Tablo 3.4 ‘de akrilamid %

konsantrasyonlari ve uygun molekul agirhiklari verilmigtir.



35

Tablo 3.4: Akrilamid ylzdesine uygun polipeptid agirliklari

Akrilamid Konsantrasyonu (%) Polipeptid Molekiil Agirhig: (kD)
15 12-43
10 16-68
7.5 36-94
5 57-212

Calismada bakilan proteinlerin molekul agirliklari 40-45 kD arasinda
oldugundan dolay1 %12’hk akrilamid iceren ayirma jeli kullanilmigtir. SDS-PAGE’de

gradien jel kullanildigindan Ust kisma %5’lik yukleme jeli dékulmustar.

Jelin dékulecedi camlar dncelikle %70 lik metanol ile sonra da distile su ile
temizlendi. Camlar Ustuste yerlestirilir aralarina 1mm bosluk birakmasi saglanan
spacer adi verilen cubuklar konuldu. Camlar jel dokme kasetine vyerlestirildi.

Oncelikle %12'lik ayirici jel hazirlandi.

%12’k Ayirma Jeli;

e 3,22 ml Akrilamid/Bisakrilamid %30’luk

e 2ml1,5M Tris pH 8,8

e 2,72 ml distile su

e 0,072 ml %10’luk SDS

e 60 ul %10’luk APS (amonyum persulfat)

e 30 ul TEMED (tetrametiletilendiamin)

Tum malzemeler hazirlandi. Polimerizasyonun baglamasini sagladiklari i¢in

APS ve TEMED en son eklenir. Camlar arasina tek bir noktadan mikropipet
yardimi ile dokuldi. En Ust kisimda yaklasik 2 cm’lik bosluk kalacak sekilde
dokuldu. Polimerizasyon baglamadan jelin hava ile temasini engellemek igin, jelin
ustune 1 ml izopropanol eklendi. Polimerize olmasi i¢in yaklagik 20 dakika beklendi.
Jel polimerize olduktan sonra ustteki isopropanol dokulup distile su ile temizlendi

ve %5’lik yuratucu jel hazirlandi.
%5’k Yirdticd Jel;

e 0,42 ml Akrilamid/Bisakrilamid %30’luk
e 0,625 ml 1M Tris pH 6,8
e 1,46 ml distile su



36

e 0,025ml %10’luk SDS
e 20 pl %10’luk APS
e 10yl TEMED

Hazirlanan jel ayirici jelin Gzerine tek taraftan mikropipet yardimi ile dokaldu.
Taraklar takildi. 30 dakika polimerizasyon igin beklendi. Ayni gin kullaniimayacak
ise tarak kismi parafilm ile kapatilarak +4°C’de saklandi. Hemen kullanilacak ise

taraklar ¢ikarilip eletroforez sistemine takildi.

3.6.4.Elektroforez

Protein miktar1 istenilen oranda ayarlanmis ornekler jele yuklemek igin
hazirlandi. 2x Laemmli Ornek Tamponu (Laemli Sample Buffer) ile érnekler 1:1
oraninda karigtinldi (15ul 6rnek + 15ul 6rnek tamponu). Laemmli 6érnek tamponu
icine B-merkaptoetanol %5 oraninda eklendi. Ayni zamanda 6rnek tamponu
icerisinde bromofenol blue bulundurmaktadir. Bu érneklerin mavi renkle boyanarak
jelde takip edebilmesini saglamaktadir. Protein denaturasyonu igin 80°C’de 15

dakika inkube edildi. Ardindan hemen buza alindi.

Ornekler yiklemeye hazir hale geldikten sonra elektroforez tanki hazirlandi.
Jel tanktaki kasete takildi. Tarak g¢ikartildi. Jel kaseti ve tank yurutme tamponu ile

isaretli yere kadar dolduruldu.
Yiriitme Tamponu;

e 100 ml 10x Tris/SDS/Glisin Tamponu
e 900 ml distile su

ik kuyucuga belirtec sonrakilere érnekler olmak tizere 20 pl yiikleme yapildi.
Tank giic kaynagina baglandi. 130 \V’da 45 dakika yuritildi. Ornekler jelin sonuna
geldiginde yuriutme durduruldu. Jel kaseti tanktan cikartildi. Spatul yardimi ile jel
kasetten ayrildi. Ayirma jeli kesilip atildi. Jelin altina jelin tarafini belirlemek igin

klguk bir kesik yapildi. Jel transfer tamponuna c¢ikartildi. YUrGatme sirasinda
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esneyen ve porlari genigleyen jelin dizelmesi i¢in 10 dakika transfer tamponunda
birakildi.

Transfer Tamponu (Towbin Buffer);

e 100ml 10xTris/SDS/Glisin Buffer
e 200 ml Metanol
e 700 ml distile su

Sekil 3.7: Ornekler yiiklenmis yiirliyen jel gériintiisii

3.6.5.Blotlama

Blotlama, vydurutulen jeldeki proteinlerin, protein absorbe edebilen bir
membran Uzerine, yine elektrik akimi uygulanan bir ortamda aktarimidir.
Proteinlerin jelden, membrana transfer edilmesindeki amag, calisilan proteinlerin
tanimlanmasinda kullanilacak problarin proteinlerle daha kolay etkilesmesini ve
baglanmasini saglamaktir. Proteinler jelde gdbmull iken bu etkilesim s6z konusu
degildir. Transfer iglemi igin genellikle nitrosellloz yada PVDF (Poliviniliden Florid)
membranlar kullanilir. Calismada PVDF membran kullanildi, PVDF membran daha

dayanikli olmasi ve protein afinitesinin daha yuksek olmasi nedeniyle tercih edildi.

Yurutulen jel transfer tamponuna ¢ikarildi. Ayni zamanda PVDF membran

jel boyutunda kesilerek %100 saf metanolde 10 saniye tutarak aktive edildi.
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Blotlama kasetine konulacak 2 gri pad ve 2 filtre kagidi transfer tamponunda
islatildi. Kasetin altina bir ped, bir filter kagidi konur bunlarin Gzerine jel jelin Ustine
membran konuldu. Tekrar bir filter kagidi konuldu ve roller ile hava kabarcigi
kalmamasi igin Uzerinden gegildi. Son olarak bir ped daha Uste koynarak membran
jel sandovici tamamlanmis olur kapatilarak kaset tanka yerlestirildi. Tank isaretli
yere kadar transfer tamponu ile doldurulur. Gig¢ kaynagi ayarlanir. Blotlama
yaparken Volt'u sabit tutmak daha verimli bir blotlama saglarken, isinin g¢ok
yukselmesine sebep olur. Amperi sabit tutmak ise I1slyl1 daha az arttirirken daha
yavas bir blotlama saglar. Calismada i1sinin fazla artmasinin blotlama verimini ¢ok
dusurdiugu icin amperi sabitlemek tercih edildi. 350 mA’de 60 dakika blotlama
yapildi. Stire tamamlandiktan sonra gu¢ kapatildi, kaset ¢ikarildi ve membran yeni
bir kaba alindi.

3.6.6.Membranda ilgili Proteinin isaretlenmesi

Proteinler membrana transfer edildikten sonra istenen proteinin aciga
cikarilmasi ve miktarinin belirlenmesi gerekir. Bunun ic¢in aradigimiz proteinin
antikoruna 06zel ikincil antikorbaglanmasi saglanir ve bu baglanmayl agiga
cikaracak bir goruntuleme yontemi kullanilir. Kromogenik yada kemiliminesans

goruntuleme en ¢ok kullanilanlardandir.

Transfer yapilmis membrana ilk énce bloking yapildi. Sut tozu yada BSA ile
bloking yapilarak, primer antikor ile inkiibasyondan dnce protein immobilize edilmis
membranlarin, proteinsiz kisimlarinin spesifik olmayan bir proteinle bloke edilerek,
kendiside bir protein olan primer antikorun membran non-spesifik olarak tutunmasi

engellenmis olur. TBST'de %5’lik sut tozu bloking solisyonu olarak kullanildi.
TBST (Tris-Buffered Saline, Tween 20 ile);

e 100 ml 10X TBS
e 900 ml distile su

e 1ml Tween-20
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%5’lik st tozuyla bloking soliisyonu;

e 100 mI TBST
e 5g yagsiz sut tozu
Bloking solusyonunda, membran 1 saat ¢alkalayicida inkibasyona birakildi.
Bloking bitince yikama soltusyonu olan TBST'de 3 kere S’er dakikalik calkalayicida
yikama yapildi.

Primer antikor bloking solusyonunda istenen oranda sulandirilarak
hazirlandi. Primer antikor gece boyu +4°C’de calkalayicida birakildi. +4°C’de
birakilmasinin nedeni oda sicakliginda primer antikorun kontamine olarak non-
spesifik bantlar olusturmasini 6nlemektir. Primer antikorla inkiibasyon suresini
arttirmak daha verimli bir baglanma saglamaktadir. Kullanilan antikorlarin
dilusyonlari Tablo 3.5’de gosterilmektedir. inkiibasyon bitince 3’er kez 5er
dakikalik TBST ile yikama yapildi.

Sekonder antikor alkalin fosfataz (AP) konjuge olarak secildi. Gorintileme
yontemi olarak kromogenik goérintlleme yapilacagindan sekonder antikor bu
goérintileme yodntemine uygun olarak secildi. Sekonder antikorda istenilen
oranda %5’lik sut tozu solisyonunda dilue edildi. 1 saat calkalayicida, oda

sicakhginda inktbe edildi.

Tablo 3.5: Antikor dilusyonlari

Antikor ismi Dilusyon orani Diluent
o5 r -
NANOG (sc-30332) 1:1000 %511k silt tozu igeren
bloking sollisyonu
Y r n
OCT-4 (sc-6190) 1:1000 /"g(';l':irf;tst;f]‘;;%f‘f”
o = .
B-actin (sc-1616) 1:1000 A’S(‘)‘L‘is“t t"ﬁ“ igeren
g solisyonu
o = .
Donkey anti-goat 1IgG-AP 1:10000 %5 “k. sut to%u igeren
bloking sollisyonu
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3.6.7.Goriuntiileme

Sekonder antikor AP ile konjuge olarak segcildiginden AP substrati olan
Novex AP Chromogenic Substrat ile goruntileme yapildi. Sekonder antikordan
sonra 3’er kez S’er dakikalik TBST ile yikama yapildi. Sonra distile su ile 2 dakika
daha membran calkalayicida galkalandiktan sonra distile su dokllerek membranin
Ustlini kaplayacak kadar Novex Substrat konuldu. Bantlar istenen sekilde
goruntuleninceye kadar karanlikta calkalayicida inkubasyona birakildi. Yarim
saatten fazla inkube edilmesi AP’nin membrani ¢ok fazla boyamasina, bantlarin
netliginin bozulmasina ve non-spesifik bantlanmaya neden olur. istenen gériintii
elde edilince distile su ile reaksiyon durduruldu. Musluk suyu, asit gibi baska
maddelerle yikamak bantlarin sararmasina yada silinmesine neden olur. Membran
kurutularak, bilgisayarda tarandi. Membran karanlikta saklandigi sirece bantlar

varliklarini korurlar fakat 1sida ne kadar maruz kalirsa okadar ¢abuk solar.

Sekil 3.8: Alkalin fostataz substratiyla goriintiilenen western blot membrani

3.7.Istatistiksel Analiz

Flov sonuglarinda kapilardaki antikorlarin kendi i¢lerinde anlamhligi ‘one-
way ANOVA” testi ile, kapilar arasindaki antikorlarin anlamliliklari ise “two-way
ANOVA” testi ile yapilmistir. Western sonuglarinda antikorlarin her birinin
katmanlardaki degerleri “one-way ANOVA” testi ile bakilmistir. iki antikorun
katmanlar arasindaki anlamhliklar ise “two-way ANOVA” testi ile incelenmigtir.

Anlamlilik degeri p<0,05 olan sonuglar anlamli kabul edilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 .Periferal Kan

Normal saglikli kigilerden alinan 8 adet periferal kan orneginden ug¢ farkh
yontemle izole edilen hucrelerde VSEL belirtecleri flov sitometri, western blot ve

immunfloresan boyama ile incelendi.

4.1.1.Periferal Kanda Flov Sitometri ile Kapilama ve Hiicre Sayimi

Flov sitometri sadece periferal kandan lizis yontemi ile elde edilen hicrelere
yapildi. Flov sitometri incelemeleri igin en az 10%ml hiicre gerektiginden,
materyallerden elde edilen hicre sayilari diger metodlari uygulamaya yetmedi,
ayrica tez projesi kapsaminda alinan antikor miktarinin kisitli olmasi boyle bir

sec¢imi zorunlu hale getirdi.

Flov sitometride iki farkli kapilama yapilarak, hicreler Uzerindeki VSEL
belirteclerinin varligina ve sayisina bakildi. ilk kapilama CD45 negatif hiicreler
(CD45 soluk hucreler de negatif olarak kapilamaya dahil edildi) Gzerinden yapildi.
Bu grubun icindeki NANOG, CXCR4, OCT3/4 ve SSEA-4 pozitif hlcre sayisi
belirlendi. ikinci kapilamada ise VSEL hiicreleri mononikleer hiicrelerden kiigiik
oldugu ve debris populasyonunda bulundugu literatur bilgisine goére, debris kismi
da alindi. Bu kisimda da ayni belirtegler incelendi. Sekil 4.1’de kapilama stratejisi
gosterilmektedir. Sekil 4.2'de alinan bir periferal kan 6érneginin flov sonuglari

verilmektedir.
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[A] CD45 PE / SS INT

[Ungated] FS INT / SS INT
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E 600 2
— wn
& 7,
400
200+
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FS INT CD45 PE
0 c
[X] Nanog FITC / SS INT [W] NanogffFITC / SS INT
1000
oo AA : 4.051% A/
| g - - o
|
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]
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Sekil 4.1: Flov Kapilama A) Flovdan gegirilen tim hiicre grubunu gostermektedir. B) Huicreler icinde X kapisi
debris kismini, W kapisi ise CD45 negatif olanlarin bulundugu alani géstermektedir. C) CD45 negatif olanlar
icinden NANOG pozitif kismin secildigi kapilama D) Debris grubunun igcinden NANOG pozitif hicrelerin
secildigi kapilama.
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A [W] S5EA4 TR/ 55 INT [X] SSEA4 TR # 55 INT A’
oo ] 1000 AL 1.714%
00 ol o 500
500 500
£ g
w wvi
v v
400 00
200 : . f 200
o T T T T T
o n 107 o 10 10" 1@ o
S5EA4 TR SSEA4 TR
Gate Number %Total %Gated Gate Number ¥Total %Gated
Al 3,316 1.105 100.000 Al 11,666  3.889 100.000
z 162 0.054 4.885 A4 200 0.067 1.714
[W] Manog FITC £ 55 INT [X] Manog FITC 7 S5 INT ,
B e i manw o (A - 0.956%] B
E E &0~
A A
400
200
[ T T o T T T
e i e L i o e 10
Hamog FITC Hamog FITC
Gate Humber %Total XGated Gate Humber %Total %Gated
Al 2,288 0.763 100.000 Al 3,305 3.102 100.000
z 624 0.208 27.273 m 8 0.050 0.55
[W] CXCR4 FITC / 55 INT [X] CXCR4 FITC / S5 INT
C e S lriasags 10004 AA: 1.488% C’
500
500
E E
w v T
v v
5004
200
E
: _— [
g 10’ 0F 1w 1w 10 1 1w
CXCR4 FITC CXCR4 FITC
Gate Number XTotal %Gated Gate Number %Total %Gated
Al 2,948 0.983 100.000 Al 9,140 2.047 100.000
z 760 0.253 25.780 AA 126 0.045 1.488
[W] OKT-4 FITC / 55 INT [X] OKT-4 FITC / S5 INT y
D 1000 Fare e 1000-] = D
Z : 27.435% |AA 1 0.950%
800 800
6004 = 600
E =z
a a
4001 400
1
200 200
T T T T T
10° 10 10* 10° 10° 10" 10% 10°
OKT-4 FITC OKT-4 FITC
Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated
AL 3,255  1.085 100.000 AL 9,055 3.018 100.000
7 893 0.298 27.435 AA 86 0.029 0.950

Sekil 4.2: Periferal kanda VSEL belirteclerinin flov sitometri ile gésterilmesi. A) Debris populasyonunda, SSEA-
4 pozitif hticreler A’) CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif hiicreler B) Debris populasyonunda, NANOG
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pozitif hiicreler B’) CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif hiicreler C) Debris populasyonunda, CXCR4
pozitif hiicreler C’) CD45- populasyonunda, CXCR4 pozitif hiicreler D) Debris populasyonunda, OCT3/4
pozitif hiicreler D’) CD45- populasyonunda, OCT3/4 pozitif hiicreler gortlmektedir.

Elde edilen sayimlarin yuzde olarak ortalamalari Tablo 4.1 de
gosterilmektedir. Her iki kapilamadaki antikorlarin kendi aralarindaki korelansi
anlamli bulunmustur (p<0.05). Debris ve CD45- populasyonunda CXCR4 ve
OCT3/4 antikorlarinin farkliiginin anlamli oldugu gosterilmistir (p<0.05). iki grubun

ortalamalarinin karsilastiriimasi Sekil 4.3 de gosteriimektedir.

0.5=
| * | Bl NANOG
— 0.4+ o Bl CXCR4
wn
% = OCT3/4
v 0.37 1 SSEA4
(]
S 0.2+
T
S 0.1
0.0-
ol &
§ &

0@

Sekil 4.3: Periferal kandan eritrosit lizisi ile elde edilen hiicrelerde flov sitometride CD45- populasyonunda ve
debrisde VSEL belirteglerinin (NANOG, CXCR4, OCT3/4, SSEA-4) oranlari.
*p<0.05, **p<0.01

Tablo 4.1: Flov Sitometri ile sayilan hiicrelerin yuzde cinsinden ortalamalari gosterilmektedir.

%NANOG %CXCR4  %OCT3/4 %SSEA-4 P Degeri
CD45- 0.180 0.215 0.235 0.05 0.0172
DEBRIS 0.044 0.049 0.038 0.101 0.0076
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4.1.2.Western Blot Yontemi ile Periferal Kandan VSEL Proteinlerinin Tayini

Alinan 8 periferal kanin incelenen katmanlarinda (lizis, MNC ve 5. katman)

western blot yontemi ile OCT3/4 ve NANOG proteinlerinin varhgi arastirildi.

Sekil 4.4'de lizis katmaninda, NANOG 40 kDa agiriginda sadece 1 ornekte
pozitif iken digerlerinde tespit edilemedi. OCT3/4 proteini ise 33 kDa dizeyinde 5

ornekte pozitif bulundu.

A
NANOG

~75
~63

~35

~25
~20

B OCT3/4

~75
~-63

~48
~35

~25
~20

Sekil 4.4: Periferal kan lizis katmaninda, VSEL belirteglerinin protein diizeylerinin western blot ile gosterilmesi
A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varligi

Sekil 4.5'de MNC katmaninda NANOG 40 kDa duzeyinde sadece 3 drnekde
pozitif iken digerlerinde tespit edilemedi. Ayni drneklerde 25 kDa dizeyinde ekstra
ladder seklinde bantlar gorulda. OCT3/4 proteini ise 33 kDa duzeyinde 5 drnekte

pozitif bulundu.
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Sekil 4.5: Periferal kan MNC katmaninda, VSEL belirteglerinin protein diizeylerinin western blot ile gosterilmesi
A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varhgi

Sekil 4.6'de 5. katman hucrelerinde bulunan bantlar gdsteriimektedir.
NANOG 25 kDa dizeyinde tum orneklerde ladder seklinde bantlar tespit edildi.
OCT3/4 proteini 33 kDa duzeyinde 1 drnekte pozitif bulundu.
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Sekil 4.6: Periferal kan 5. Katman hicrelerinde, VSEL belirteglerinin protein dizeylerinin western blot ile
gosterilmesi A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varligi
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4.1.3.Periferal Kanda VSEL Belirteglerinin immiinfloresan Boyamalar ile

Gosterilmesi

Periferal kan grubundan hazirlanan preparatlar immunfloresan boyalar ile
boyandiktan sonra floresan mikroskobu ile incelendi. Sekil 4.7'de, 3 hucre

katmaninda da yapilan immunfloresan boyamalar gdsterilmektedir.

5. KATMAN Lizis

- . . .
- - . .

Sekil 4.7: Periferal kandan izole edilen ¢ farkh hiicre katmaninda VSEL belirteglerinin (NANOG, OCT3/4,
SSEA-4, CXCR4) immunfloresan ile gdsteriimesi. Satirlarda kullanilan antikorlar, situnlarda ise htcre
katmanlari géstermektedir. DAPI nukleusu boyayarak mavi floresan vermektedir. VSEL belirteclerinin pozitifligi
ise, NANOG, OCT3/4 ve CXCR4 icin yesil floresan ile, SSEA-4 igin ise kirmizi floresan ile gosterildi.

SSEA4
CXCR4
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4.2.Aferez Materyali

Toplam 7 tane allojenik aferez materyali alinmistir. 7 aferez materyalinin
sadece 3 tanesi flov sitometride incelenmistir. Flov sitometri incelemesi ayni gun
yapilmasi gerektiginden,materyalin alinma kosullari nedeniyle geri kalan 4 tanesi
flov sitometri ile incelenememistir. Western blot tayininde ise 7 materyal

kullaniimistir. Imminfloresan boyamalar bir 6rnekte yapilmistir.

4.2.1.Aferez Materyalinde Flov Sitometri ile Kapilama ve Hiicre Sayimi

Alinan aferez materyallerinden lizis yontemi ile elde edilen hiicre katmanina
flov sitometri yapildi. Kapilama yontemi olarak periferal kanla ayni strateji
uygulandi. CD45 negatif hicre grubuyla debris grubu karsilastirildi.  Sekil 4.8’de

alinan bir aferez 6rneginin flov sonuglari gésteriimektedir.
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Sekil 4.8: Aferez materyalinde VSEL belirteglerinin flov sitometri ile gdsterilmesi. A) Debris populasyonunda,
SSEA-4 pozitif hiicreler A’) CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif hiicreler B) Debris populasyonunda,
NANOG pozitif hiicreler B’) CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif hiicreler C) Debris populasyonunda,
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CXCR4 pozitif hiicreler C’) CD45- populasyonunda, CXCR4 pozitif hiicreler D) Debris populasyonunda,
OCT3/4 pozitif hiicreler D’) CD45- populasyonunda, OCT3/4 pozitif hiicreler gérulmektedir.

Elde ettigimiz sayimlarin ylzde olarak ortalamalari Tablo 4.2 de
gOsterilmektedir. Her kapilamadaki antikorlarin kendi aralarindaki korelansi
anlamsiz bulunmustur (p>0.05). Debris ve CD45- gruplari arasindaki farklihigin
(standart sapmalarin yuiksek olmasi nedeniyle) anlamsiz oldudu gdsterilmistir

(p>0.05). iki grubun ortalamalarinin karsilastiriimasi Sekil 4.9'da gésteriimektedir.

°T Bl NANOG
B CXCR4
] 1 OCT3/4
] SSEA4
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Sekil 4.9: Aferez materyalinden eritrosit lizisi ile elde edilen hiicrelerde flov sitometride  CDA45-
populasyonunda ve debrisde VSEL belirteglerinin (NANOG, CXCR4, OCT3/4, SSEA-4) oranlari.

Tablo 4.2: Flov Sitometri ile sayilan hucrelerin yiizde cinsinden ortalamalari gosterilmektedir.

%NANOG %CXCR4  %OCT3/4 %SSEA-4 P Degeri
CD45- 0.412 0,304 0,536 0,023 p> 0,05
DEBRIS 1,046 0,588 1,253 2,476 p>0,05
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4.2.2.Western Blot Yontemi ile Aferez Materyalinden VSEL Proteinlerinin

Tayini

Alinan 7 aferez materyalinin tim katmanlarina (lizis, MNC ve 5. katman)
western blot yontemi uygulanmigtir. Western blot ile hem OCT3/4 hem de NANOG

proteinlerinin varligi tespit edilmistir.

Sekil 4.10°’de lizis katmaninda, NANOG 40 kDa agirliginda tim o6rneklerde
pozitiflik tespit edildi. Ayni zamanda tim orneklerde yaklasik 55 kDa agirliginda
ikinci bir bant daha goérulda. 35 kDa agirliginda da 4 érnekte bir Ggincu bant tespit
edildi. OCT3/4 proteini ise 33 kDa diizeyinde 6 Ornekte pozitif bulundu.

A

NANOG
~75
~63
~48
~35
~25
~20
B 0CT3/4
~75
~63
~48 @
~35
~25
~20
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 4.10: Aferez materyali lizis katmaninda, VSEL belirteclerinin protein dizeylerinin western blot ile
gosterilmesi A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varligi
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Sekil 4.11de MNC katmaninda NANOG 40 kDa duzeyinde sadece 3
ornekde pozitif iken digerlerinde tespit edilemedi. 55 kDa agirhgindaki bant 3
ornekte goruldi. OCT3/4 proteini ise 33 kDa duzeyinde 2 drnekte pozitif bulundu.

Sekil 4.12'de 5. katman hucrelerinde bulunan bantlar gosteriimektedir.
NANOG 40 kDa dizeyinde 2 6rnekte tespit edildi. 55 kDa agirhgindaki bant bir
ornekte goérulda. Bir érnekte 25 kDa dlzeylerinde ladder bant gértinirken oteki

orneklerde gorulmedi. OCT3/4 proteini 33 kDa duzeyinde 1 drnekte pozitif bulundu.
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Sekil 4.11: Aferez materyali MNC katmaninda, VSEL belirteglerinin protein diizeylerinin western blot ile
gosteriimesi A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varligi
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Sekil 4.12: Aferez materyali 5. katman grubunda, VSEL belirteclerinin protein duizeylerinin western blot ile
gosterilmesi A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varlidi
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4.2.3.Aferez Materyalinde VSEL Belirteglerinin immiinfloresan Boyamalar ile

Gosterilmesi

Aferez materyalinden grubundan hazirlanan preparatlar immunfloresan
boyalar ile boyandiktan sonra floresan mikroskobu ile incelendi. Sekil 4.13’de her

U¢ hicre katmaninda da yapilan immunfloresan boyamalar gosterilmektedir.

5. KATMAN Lizis

h - - .
- - - -

Sekil 4.13: Aferez materyalinden izole edilen ug¢ farkli hiicre katmaninda VSEL belirteglerinin (NANOG,
OCT3/4, SSEA-4, CXCR4) immunfloresan ile gdsterilmesi. Satirlarda kullanilan antikorlar, sttunlarda ise hucre
katmanlari gostermektedir. DAPI nukleusu boyayarak mavi floresan vermektedir. VSEL belirteglerinin pozitifligi
ise, NANOG, OCT3/4 ve CXCR4 icin yesil floresan ile, SSEA-4 icin ise kirmizi floresan ile gosterildi.

SSEA4
CXCR4
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4.3.Kordon Kani

Alinan 9 adet periferal kan flov sitometri, western blot ve immiunfloresan

boyama olmak uzere Ug yontem ile de ¢alisildi.

4.3.1.Kordon Kaninda Flov Sitometri ile Kapilama ve Hiicre Sayimi

Alinan kordon kanlarindan lizis yontemi ile elde edilen hlicre katmanina flov
sitometri yapildi. Kapilama yontemi olarak periferal kanla ayni strateji uygulandi.
CD45 negatif hacre grubuyla Debris grubu karsilastirildi. Sekil 4.14’de alinan bir

kordon kani drneginin flov sonuglari gosterilmektedir.

Elde ettigimiz sayimlarin ylzde olarak ortalamalari Tablo 4.3 de
gosterilmektedir. Debris ve CD45- gruplari arasindaki NANOG ve CXCR4
pozitfliginin anlamh olarak farkli oldugu g6sterilmistir (p<0,05). Iki grubun

ortalamalarinin karsilastiriimasi Sekil 4.15 de gosteriimektedir.
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Sekil 4.14: Kordon kaninda VSEL belirteclerinin flov sitometri ile gésterilmesi. A) Debris populasyonunda,
SSEA-4 pozitif hucreler A’) CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif hicreler B) Debris populasyonunda,
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NANOG pozitif hiicreler B’) CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif hiicreler C) Debris populasyonunda,
CXCR4 pozitif hiicreler C’) CD45- populasyonunda, CXCR4 pozitif hiicreler D) Debris populasyonunda,
OCT3/4 pozitif hiicreler D’) CD45- populasyonunda, OCT3/4 pozitif hiicreler goérilmektedir.
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Sekil 4.15: Kordon kaninda eritrosit lizisi ile elde edilen hlcrelerde flov sitometride CD45- populasyonunda ve
debrisde VSEL belirteglerinin (NANOG, CXCR4, OCT3/4, SSEA-4) oranlari. (***) p<0,001

Tablo 4.3: Flov Sitometri ile sayilan hiicrelerin yiizde cinsinden ortalamalari gosterilmektedir.

%NANOG %CXCR4  %OCT3/4 %SSEA-4 P Degeri
CD45- 0.111 0.070 0.098 0.027 p> 0.05
DEBRIS 3.993 3.588 2.543 0.757 0.00371

4.3.2. Western Blot Yontemi ile Kordon Kanindan VSEL Proteinlerinin Tayini

Alinan 9 kordon kaninin tum katmanlarina (lizis, MNC ve 5. katman) western
blot yontemi uygulanmigtir. Western blot ile hem OCT3/4 hem de NANOG

proteinlerinin varligi tespit edilmistir.

Sekil 4.16’da lizis katmaninda, 5 6rnekte NANOG pozitifligi tespit edildi. Bu

orneklerde bantlar ladder seklinde goruntulenmigtir. Tum orneklerde bantlarin
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sekilleri ve bulunduklari konumlari ayni olarak gérulmustur. OCT3/4 proteini ise 33
kDa duzeyinde 5 drnekte pozitif bulundu.

NANOG
OCT3/4
1 2 3 4 5 6

Sekil 4.16: Kordon kani lizis katmaninda, VSEL belirteclerinin protein diizeylerinin western blot ile gosterilmesi
A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varligi

A

Sekil 4.17°"de MNC katmaninda timoérneklerde, NANOG yaklasik 55 kDa ve
29 kDa duzeyinde gorulmustir. OCT3/4 proteini hi¢ bir 6rnekte gosterilememistir.



Sekil 4.18’de 5. katman hucrelerinde bulunan bantlar gésterilmektedir.

NANOG 55 kDa dizeyinde 4 drnekte tespit edildi. Yaklasik 30 kDa dizeyinde, 3
ornekte bant goruldi. OCT3/4 proteini hig bir drnekte gorunmedi.
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Sekil 4.17: Kordon kani MNC katmaninda, VSEL belirteclerinin protein dlzeylerinin western blot ile

gosterilmesi A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varhgi
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Sekil 4.18: Kordon kani 5. katman grubunda, VSEL belirteglerinin protein dizeylerinin western blot ile
gosterilmesi A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varligi
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4.3.3.Kordon Kaninda VSEL Belirteglerinin immiinfloresan Boyamalar ile

Gosterilmesi

Kordon kani grubundan hazirlanan preparatlar immunfloresan boyalar ile
boyandiktan sonra floresan mikroskobu ile incelendi. $ekil 4.19°de 3 hicre

katmaninda yapilan immunfloresan boyamalar gosteriimektedir.

5. KATMAN Lizis

h - - -
- - - -

Sekil 4.19: Kordon kanindan izole edilen ¢ farkli hiicre katmaninda VSEL belirteglerinin (NANOG, OCT3/4,
SSEA-4, CXCR4) immunfloresan ile gdsteriimesi. Satirlarda kullanilan antikorlar, situnlarda ise htcre
katmanlari géstermektedir. DAPI nukleusu boyayarak mavi floresan vermektedir. VSEL belirteclerinin pozitifligi
ise, NANOG, OCT3/4 ve CXCR4 icin yesil floresan ile, SSEA-4 igin ise kirmizi floresan ile gosterildi.

SSEA4
CXCR4




63

5.TARTISMA

Embriyonik kok hucreler pluripotent 6zelliklerinden dolayi genis bir kullanim
alanina sahipken, etik sebeplerden dolayi kullanimlari son derece kisitlanmistir.
Klinik alanda kullanimi en yaygin olan kok hucre grubu hematopoetik kok
hicrelerdir. HKH’lerin  transplantasyonda kullanim oranin  ylksek olmasi
rejenerasyonu saglamada daha basarili olmalarindan kaynaklanmaktadir. HKH
plastisitesi, HKH’lerin transdediferansiasyon gegirerek baska bir dokuyu
olusturmasina denir. HKH’lerin rejeneratif kapasitesinden plastitenin sorumlu
oldugu dusunulmekteydi (Ratajczak 2008b). Zuba-Surma ve arkadaslari 2005
yilinda ortaya attiklari hipotez ile bu rejeneratif kapasitenin nedeninin kemik iliginde
bulunan, henlz tanimlanmamig, hematopoetik olmayan, primitif bir hicre grubu
olabilecegini ileri suirmuglerdir (Kucia ve ark 2005a; 2005b). VSEL kavrami da bu
hipotez dogrultusunda ortaya ¢ikmistir. Yiksek nikleus/sitoplazma oranina sahip,
boyutlari 4-6 pm olan, EKH belirtecglerini sentezleyen dormansi halde bir grup kok
hdcrenin kemik iliginde varligini gostermiglerdir. Bu hucrelerin boyutlarinin kiguk
olmasi nedeniyle ‘Cok Kuguk Embriyonik Benzeri Kok Hucreler (VSELsc) adini
almiglardir (Kucia ve ark. 2006). O zamandan glinimuze kadar hala bu hicrelerin
varhgi, pluripotent kapasiteleri ve kendilerini yenileyebilir oluslari, in vitro/vivo
cogalmasi bir tartisma konusu halindedir (Ratajczak ve ark. 2014b; Parker 2014;
Szade ve ark 2013).

Simdiye kadar yapilan c¢alismalar, bu hicreleri tanimlamak ve
fonksiyonlarini anlayabilmek amacl yapilmis olmakla beraber genellikle fare
calismalaridir. insan materyalinde VSEL calisiimasi son bir iki yilda daha
yogunlasmistir ve farelerdeki VSEL kok hucreleriyle benzerlikleri ve farkliliklari

arastiriimaktadir (Kassmer ve Krause 2013; Heider ve ark. 2012).

2006 yihnda Kucia ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alisma VSEL kavrami igin
éncl niteligi tagsimaktadir. Bu ¢alismada fare Ki'nden FACS ydntemi ile Sca-1*/Lin"
/CD45" hicre toplulugunu ayristirmislardir. Bu hidcre toplulugunun HKH belirteci
olmayan PKH belirteci niteligindeki hucre yluzey belirteci olan SSEA-1'i ve
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transkripsiyon faktorleri olan Oct4, NANOG, Rex-1’i sentezledigini gostermislerdir.
Bu hucrelerin kemik iligi mononukleer hicre grubunun yaklasik %0,02’sini
olusturdugunu bildirmislerdir. Ki'de bulunmalari tizerine 2008 yilinda yayinladiklari
calismalarinda bu hucrelerin fare periferal kanindaki bulunup bulunmadigina
bakmiglardir. PK ile G-CSF ile mobilize edilmis PK'nin VSEL agisindan farkini
kiyaslamiglardir. Flov sitometri ile bulduklari sonuglara gore; fare PK’sinda Sca-
1*/Lin/CD45 olan hucre miktari 160 hucre/ml (yani total beyaz kan
hucrelerinin %0,0016) iken mobilize olmug PK’da 800 hucre/ml'dir (yani total beyaz
kan hdcrelerinin %0,0035’i). Ayni zamanda Oct4, NANOG gibi transkripsiyon
faktorlerinin mobilize kanda ekspresyonunun arttigini  mRNA dizeylerine gore
hesaplamiglardir. imminofloresan boyama ile, nukleusta Oct4 ve NANOG
ekspresyonunu gostermiglerdir. Bu hucrelerin sadece PKH belirteclerini ifade
etmediklerini ayni zamanda 3 germ tabakasina da farklilastigini gostermek icin
hiicreleri kiiltiir yaptiklarinda farkhlastiklarini gdzlemlemislerdir. izole edilen VSEL
hicreleri kardiyomiyosit, noral hdcreler ve pankreatik hicrelere benzer kimeler
olusturmusglardir (Kucia ve ark. 2006; 2008). Bu bulgular fare hucrelerinde

goOsterildigi icin daha sonra insan hucrelerinde de arastirilmaya baslanmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda insan kordon kaninda VSEL arayisina
cikmislardir. insan kordon kanindan 3 grup olmak lizere lin/CD45/CXCR4* | lin°
/CD45/CD34* , lin/CD45/CD133* hucreleri izole etmislerdir. Bu hicre gruplarinin
total kordon kani hucrelerinde sirasiyla %0,037, %0,118 ve %0,018 oraninda
oldugunu gostermiglerdir. Ayni zamanda bu gruplari FACS ile izole ederek, ylksek
miktarda Oct4 ve NANOG mRNA duzeyleri elde etmisler ve immunfloresan ile de
hicre yuzeyinde SSEA-4, nukleusda Oct4 ve NANOG varligini belirlemislerdir
(Kucia ve ark. 2007).

Baska bir grup VSEL hiicrelerinin Ki’deki durumunu merak etmislerdir. Ki ile
G-CSF ile mobilize olmus PK (Ldkoferez) arasindaki farki arastirmislardir. Ki de
Lin/CD45" olan MNH’lerin %0,107’si CD34, %0,105’i CD133 ve %0,068’i CXCR4
pozitif ¢ikmistir. Lokoferez de ise Lin/CD45 olan MNH’lerin  %0,039'u
CD34, %0,05'i CD133 ve %0,042’si CXCR4 pozitif olarak bulunmustur. Bu hiicre
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gruplarinda imminfloresan ve reverse transkriptaz PCR ile OCT4, NANOG ve
SSEA-4 ekspresyonu gosterilmistir. Fakat Oct4’un immunfloresan goérintilerinde
hem nukleusda hem de sitoplazmada bulundugunu tesbit ettiklerinde, Oct4 un

farkh formlarinin olabilecegini dusunmuglerdir (Sovalat ve ark 2011).

Bu makalelerin 1s1ginda bu tez galismasinda insan PK, Aferez materyali (G-
CSF ile mobilize olmus PK) ve kordon kanindan flov sitometri ile VSEL varligi
bakildi. VSEL izolasyonunda 6nemli olan parametrelerden biride hucrelerin boyutu
oldugundan c¢alismada debris katmanida ele alindi. PK hucrelerinde CD45"
gruptan sirasiyla %0,18 NANOG, %0,215 CXCR4, %0,235 Oct4 ve %0,05 SSEA-4
pozitif bulunmustur. CD457/Debris grubundan %0,044 NANOG, %0,049
CXCR4, %0,038 Oct4 ve %0,101 SSEA-4 pozitifligi gosterilmistir (n=8).

Aferez materyalinde CD45  gruptan sirasiyla %0,412 NANOG, %0,304
CXCR4, %0,536 Oct4 ve %0,023 SSEA-4 pozitif bulunmustur. CD45/Debris
grubundan %1,046 NANOG, %0,588 CXCR4, %1,253 Oct4 ve %2,476 SSEA-4
pozitifligi gosterilmistir (n=3).

Kordon kaninda CD45 gruptan sirasiyla %0,111 NANOG, %0,07
CXCR4, %0,098 Oct4 ve %0,037 SSEA-4 pozitif bulunmustur. CD45/Debris
grubundan %3,993 NANOG, %3,588 CXCR4, %2,543 Oct4 ve %0,757 SSEA-4
pozitifligi gdsterilmistir (n=9).

2012 yihinda Bhartiya ve arkadaslari VSEL hucrelerinin boyutlarini g6z
dniine alarak VSEL izolasyonu igin farkl bir ydntem belirtmislerdir. insan kordon
kanini Fikol-gradient yontemi ile ayristirarak 4 farkli katman elde etmiglerdir.
Normalde kok hucrelerin bulundugu katman MNH katmani olmaktadir. Fakat
VSEL hdcrelerinin  boyutlarinin eritrositlere yakin olmasindan dolayi eritrosit
katmanina farkl santrifij yontemleri uygulayarak 5. bir katman elde etmislerdir ve
bu katmanda VSEL varhdini RT-PCR ve immunfloresan ydntemlerle
goOstermiglerdir. 5. Katmandaki hticrelerin Oct4 ve NANOG ifade ettigini hatta MNH
katmanindaki hicrelere oranla bu transkripsiyon faktorlerinin daha fazla oldugunu

g6stermiglerdir. immunofloresan boyamalarda ise Oct4’'un HKH'lerde sitoplazmada
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VSEL'lerde ise g¢ekirdekte oldugunu, SSEA4 unda hicre ylzeyinde VSEL'lerde
pozitif oldugunu gdstermislerdir. Bhartiya ve arkadaslari bu sonuglarin isiginda
VSEL hucrelerinin MNH katmani disindaki eritrosit katmaninda daha fazla
bulundugunu ve bundan dolayi kordon kani saklanirken sadece MNH hucrelerinin
donduruldugu ve bu alt katman olan kismin dahil edilmedigi i¢cin VSEL hucrelerinin

atilmis oldugunu ileri surmuslerdir (Bhartiya ve ark. 2012).

Bu makaleyi yol gosterici alarak, bu tez calismasinda alinan PK, aferez
materyali ve KK Urunlerinin bir kismina da fikol-gradient yontemi uygulanarak 5.
Katmanlari ve MNH katmanlan izole edilmistir. Bu katmanlardaki VSEL
kiyaslamasi icin western blot yontemi kullaniimistir. Western blot yontemi VSEL
calismalarinda bu gune kadar hi¢ kullaniimamis bir yontemdir. Genellikle
calismalar mRNA miktarini gosteren RT-PCR Uzerinden yapiimistir. Fakat RT-PCR
genellikle western ile de dogrulama gerektiren bir yontemdir. Clinki RT-PCR ile
bakilan mRNA dizeyi, her ne kadar bir proteinin bilgisini transkripsiyonal dlizeyde
verse de proteine donusen miktar (translasyonal) hakkinda bir gsey
soylememektedir. mRNA’dan protein sentezi sirasinda yanlis, eksik yada
sentezlenmeyen proteinler olabilmektedir. Bu ylizden genellikle RT-PCR western
blot ile desteklenmelidir. Bu bilgiler ile bu tez ¢alismasinda tUm kan materyallerinde
MNC ve 5. Katman ve fikolle ayriimamis total hicre grubuna western blot
yapilmistir. Western blot ile Oct4 ve NANOG proteinlerinin varligi incelenmistir.
Daha sonra immuinfloresan ile Oct4, NANOG, CXCR4 ve SSEA-4 varligina
bakilmistir.

Western blot sonuglarina gore tim materyallerin lizis ve MNC katmaninda
Oct4 varhgi gosterilmistir. 5. Katmanda varhidi gosterilememistir. 5. Katman ¢ok az
miktarda hdcreden olugsmaktadir ve bu da western blot igin gerekli olan total protein
miktarini genel olarak saglayamamasindan goruntu elde etmek zor olmaktadir. Bu
sonuglar oldukga ilging olmakla birlikte baska sorulari da beraberinde getirmektedir.
Ozellikle periferal kanda PKH belirteci olan bir transkipsiyon faktorinin varliginin

gosterilmesi bizi Oct4 hakkinda daha kapsamli bir arastirma yapmaya itmistir.
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Bu galismada bulunan sonuglara benzer sonuglari 2006 yilinda Zangrossi
ve arkadaslari PK MNH’lerinde Oct4 varligini PCR, Western blot ve immunfloresan
yontemlerle gostermiglerdir ve Oct4’un saf bir pluripotent kok hicre belirteg olup
olmadigini tartismali bir konu olabilecegine deginmislerdir (Zangrossi ve ark. 2007).
Fakat ayni yil Lee ve arkadaslari Oct4 izoformlarini inceleyerek Oct4 ‘un yapisini

anlayama yonelik 6nemli bilgiler edinmislerdir (Lee ve ark. 2006).

Oct4 bilindigi Uzere bir transkripsiyon faktorudur ve varligi hudcrenin
farkhlasmasini engellemektedir. Oct4 baskilaninca hucre farkhilagsmaya baglar. Bu
Oct4’un bilinen pluripotent 6zelligidir. Oct4 POU domain ailesinin bir Uyesidir ve
insanda Oct4A ve Oct4B izoformlari olmak Uzere 2 formu bulunmaktadir
(Cauffman ve ark. 2006).

Lee ve arkadaslarini bulduklarina goére; Oct4 mRNA’si 3 bdlimden
olusmaktadir. N-terminal kismi, POU DNA baglanma bdlgesi ve C-terminal kismi.
Oct4A ve Oct4dB mRNA’larinin POU ve C-terminal kismi ayni olmasina ragmen N-
terminal kisimlari farklidir. Oct4B N-terminal kisminda yaklagik 95 amino asitlik bir
eksik bulunmaktadir. Bu eksiklik Oct4B izoformunun DNA ya baglanma yetenegini
inhibe etmektedir. Bunu aksine Oct4A DNA’'ya baglanabilmekte ve pluripotensiyi
koruyabilmektedir. Ayni zamanda embriyonik hicre hatlarinda iki isoformda
bulunmasina ragmen Oct4A miktari, Oct4B miktarina oranla oldukga ylksek olarak
gOsterilmigtir.  Ayni zamanda Oct4A nukleusda lokalize olurken Oct4B

sitoplazmada gorulmektedir.

Liedtke ve arkadaslar 2007 yilinda Oct4 varligini PK ve KK MNH’lerinde
RT-PCR ile gdsterirken primer sec¢iminin ¢cok 6nemli oldugunun yanlis primer
secimi ile Oct4A ile Oct4B izoformlarinin birbirine karistirilabilecegini ve
Zangrossi’'nin yaptigl ¢alismada da bulduklarinin aslinda Oct4B izoformu oldugunu

goOstermiglerdir (Liedtke ve ark. 2007; Kotoula ve ark 2008).

Daha sonraki ¢alismalarda bir kisim kanserli hucre hattinda ve HKH’lerde
Oct4B izoformunun varligi gosterilmigtir (Tai ve ark. 2005; Atlasi ve ark. 2008;
Redshaw ve Strain 2010).
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Bunlar dogrultusunda western blot sonuglarinda bulunan Oct4 varliginin
Oct4B izoformu oldugunu diisiinmekteyiz. immunofloresan gériintiler de bu kaniyi
desteklemektedir. Yaptigimiz immunfloresan boyamalarda Oct3/4’'un sitoplazmik
lokasyona sahip oldugunu gormekteyiz. Western blot sonuglariyla beraber ele
alininca PK, mobilize PK ve KK ‘da Oct4B izoformunun ylksek miktarda ifade
edildigini sdylemenin yanlis olmayacagini dusUnUyoruz. Fakat her materyalde
ekspresyon olmasina ragmen yapilan izolasyon iglemleriyle miktarinin azaldigini
gorduk. Fikol ile ayrilan katmanlarda Oct4 ifadesinin azaldigini yada yok oldugu
tim 3 kan materyalinde de goértlmektedir. Bu da fikolun hiicre kaybina neden
oldugunu dogrulamaktadir. Yada MNC katmani disinda kalan bir hiicre gurubunun
daha Oct4B ifade ettigini gostermektedir. Bunun anlagiimasi igin daha ileri testler

yapilmaldir.

Oct4B izoformunun tam olarak goérevi, hangi hlcrelerde bulundugu, Oct4A
ile olan etkilesimlerinin ne oldugu bilinmemektedir. Bu henluz aydinlatilmamig bir

konu olarak durmaktadir ve daha kapsamli arastirmalar gerektirmektedir.

Western blot ile baktigimiz bir 6teki antikor ise NANOG proteinidir. NANOG
pluripotensiyi saglamada o6nemli bir transkripsiyon faktéridir. Oct4 ve Sox2
genleriyle is birligi halinde htcrenin pluripotent kalmasini saglar. NANOG
pluripotent 6zelligin  surdurilmesini  saglar, NANOG miktari azaldiginda

pluripotansiyel 6zellik azalir.

Yapilan western blot deneylerinde mobilize PK ve KK da ylksek miktarda
NANOG ifadesi goriurken PK ‘da ¢ok daha az bir NANOG ekspresyonu gozlemledik.
Fakat NANOG antikorunun western blot sonuglarinda birden fazla bant verdigini ve
tahmin edilen kDa'dan farkli noktalarda da bantlar olusturdugunu goérdik. Bu
NANOG’un c¢abuk degrade oldugunu, post translasyonal modifikasyonlara
ugrayarak bu sekilde bir bant dizisi verdigini dusundurmektedir (Ambady ve ark.
2010).
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PK'daki varhgi tartismall olsa da, KK ve mobilize PK'da ylksek oranda
ifade olmasi NANOG igin gene ayni soruyu akla getirmektedir. NANOG saf bir kdk

hiicre belirteci midir?

2004 yilinda Holland ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada NANOG proteinin
11 tane psddogeni oldugunu gostermiglerdir. Bu 11 genin hepsinin fonksiyonel bir
NANOG proteini olusturup olusturamadigini arastirmiglardir. NANOGP1 ve
NANOGP8 diginda geri kalan NANOGP2, NANOGP3, NANOGP4, NANOGPS5,
NANOGP6, NANOGP7, NANOGP9, NANOGP10 ve NANOGP11 psddogenler
eksik intronlari, okuma c¢ergevesi iginde stop kodonu bulundurmasi veya okuma
cercevelerinin kaymasi gibi nedenlerle protein Gretememektedirler. NANOGP1 ise
duplike psoddogendir. NANOG ile ¢ok benzer ekson-intron organizasyonuna
sahipdir ve fiziksel olarak da birbirilerine baglidirlar. Sekans dizimi %97 NANOG
ile aynidir. Fakat NANOGP1 dizisindeki bir nukleotidin degisimi ile dizinin
baslarinda stop kodonu olusmaktadir. Dolayisiyla mRNA’si dizgin bir protein
kodlayamamaktadir. NANOGP8 okuma cergevesine sahip olan ve fonksiyonel

olabilecegi dusunulen psdédogendir (Booth and Holland 2004).

Hatano ve arkadaslarinin yaptiklari calismada ise farede NANOG proteinin
western blot ile incelenmesinde antikorun kolaylikta fragmente olup bir merdiven
(ladder) seklinde bant goruntisu verdigini ve bununda proteinin surekli turnover
gecgirmesinden olabilecedini savunmusglardir. Yaptiklari incelemelerde NANOG
hicresel lokalizasyonunun fare embriyonik kok hicrelerinde gekirdekde oldugunu

goOstermiglerdir (Hatano ve ark. 2005).

Ambady ve arkadaslari 2010 da yaptiklari g¢alismalarda NANOG ve
NANOGPS8'in farklilasmis ve farklilasmamis hiicrelerdeki varligina bakmislar. insan
embriyonik kok hucreleri, neonatal fibroblastlar, HeLa hucreleri (servikal kanser
hicreleri), SH-SY5Y (néroblastoma hicreleri), ve insan mezengimal kok hicreleri
embriyonik NANOG ifade ederken, eriskin fibroblastlari, HUVEC hicreleri (endotel
hicreleri), total kalp dokusu ve insan diz kas hucrelerinin sadece NANOGPS ifade
ettigini gérmuslerdir. Ayni zamanda farkli hicre tiplerinde NANOG proteinin farkli

hicresel lokalizasyonuna sahip oldugunu gérmuslerdir. NANOG yada NANOGP8
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ifade etmelerinin lokalizasyon agisindan anlamli bir farki olmadigini iki formunda
farkh hicrelerde sitoplazmik yada nukleik olabilecegini ve lokalizasyonun hicre
tipine gobre degistigini gozlemlemislerdir. Western blot ile incelediklerinde ise
NANOG proteinin  birden fazla bant vermesinin post translasyonel

modifikasyonlardan kaynaklanabilecegini savunmuslardir (Ambady ve ark 2010).

2010 yilinda yapilan bir calismada ise Levasseur ve arkadaslari farede
NANOG protenini 3 adet varyanti oldugunu saptamislardir. Alternatif bolinme ile 3
farkli  NANOG proteni olugtugunun ve 3 varyantinda kendini yenilemeyi
koruyabildigini gdstermislerdir. Ayni zamanda bu farkli varyantlarin farkli kDa'a
sahip oldugundan western blot'da goérinen ladder formuna b varyantlarin sebep
olabilecegini soylemislerdir. 4 farkh fare embriyonik kok hicre hatti kullanarak
yaptiklari galismalarinda NANOG isoformlarinin sitoplazmada da bulundugunu

gOstermiglerdir (Levasseur ve ark 2011).

NANOG proteinin kanserli hiicre hatlarinda varliginin gdsterilmesinin
artmasiyla birlikte bu alanda ¢alismalarda artmistir. 2012 yilinda Gu ve arkadaslari
insan servikal kanser hucrelerinde (SCC) NANOG varhigini gostermiglerdir. Cesitli
safhalardaki SCC’lerde  NANOG varligini arastirmiglardir.  NANOG varligini
SCC’lerde sitoplazmik olarak gostermislerdir. NANOG hicresel lokalizasyonun
hicre tipine ve kanserin safhasina goére degistigini bilidirmiglerdir. SCC’den
turetilmis mezensimal kok hdcrelerinde sitoplazmik NANOG'un pozitif oldugunu

goOstermiglerdir (Gu ve ark 2012).

Tam bu calismalarin 1siginda, bu calismanin sonuglari karsilastirildiginda,
NANOG proteinin periferal kanda bulundugu séylenebilir. Ozellikle mobilize PK’da
ekspresyonunun yliksek oldugu western sonuglarinda gorulmektedir. Bu ¢alismada,
NANOG proteinin western blotta bir ladder olusturdugunu goézlemleyerek, western
blot icin optimize etmesi zor bir antikor oldugunu dusunuyoruz. Western blot
sonuglarina gore, belirli katmanlarda farkh agirlikta bantlar gérmekteyiz; bu da
NANOG proteinin  farkli  hicre gruplarinda farkli  post translasyonel
modifikasyonlara ugrayabilecegini gostermektedir. Ayni zamanda farkh NANOG

varyantlarininda farkli hicre gruplarinda bulunabilecegini géstermektedir. Bunlar
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hakkinda kesin kaniya varabilmek igin ayrica gen dizeyinde PCR gibi ilave

testlerle de gosterilmesi gerekmektedir.

KK'da U¢ katmanda da varligi gosterildigi halde en ylksek olarak lizisde
gorulmektedir. Mobilize PK’da ise lizis katmaninda ekspresyonu maksimumdayken
oteki katmanlarda cok azalmis durumdadir. Normal PK’da ise lizis katmaninda bir
ekspresyon gorulmezken, MNC katmaninda NANOG ifade edilmektedir. 5.
Katmanda ise tum orneklerde 27 kDa yakinlarinda bir bant grubu gézlemlenmisgtir.
Normal NANOG bantindan ¢ok asagilarda bdyle bir bantin olmasi ve tim PK
grubunda bu bantin gérinmesi belki NANOG proteinin fragmente olarak bdyle
bantlar vermis olabilecedini dustindirmektedir. Genel olarak 5. Katmanda protein
miktarinin ¢gok az olmasi hicre grubu hakkinda yorum yapmay kisith bir alana

itmektedir.

Yaptigimiz imminfloresan calismalarimizda ise hem sitoplazmik hemde
nikleik NANOG varhgini gérmekteyiz. PK, KK ve mobilize PK’da tim katmanlarin
da sitoplazmik varliginin gosteriimesinin yanisira KK'da hem nukleik hem de
sitoplazmik NANOG goérunmektedir. Bu verilerde bize NANOG proteinin hucresel
lokalizasyonunun, belkide hicrenin primitif olmasiyla degisiyor olabilecegini
disundirmektedir. Huacre primitiflikten farklilasmaya dogru ilerledikce NANOG
proteinin varliginin nukleustan sitoplazmaya dogru degistigi dustuncesini akillara

getirmektedir.

Simdiye kadar NANOG varligi embriyonik kok hucrelerde, primordial germ
hicrelerinde, insan germ hiicre timorlerinde, mezensimal kdk hicrelerde, testis
kanserinde, meme karsinomalarinda, fetal testisde, malin servikal epital
hicrelerinde ve erigkin insan fibroblastlarinda gosterilmistir (Ezeh ve ark. 2005;
Page ve ark. 2009; Alvarez ve ark. 2010; Eberle ve ark. 2010; Gu ve ark. 2012).
NANOG proteninin baska hangi hicrelerde oldugu yada psddogeni olan
NANOGPS8'in nasil bir etki yarattigini bilmiyoruz. Sitoplazmik yada nukleik
olmasinin nasil bir degisiklige veya fonksiyona neden oldugunu, hangi
mekanizmalarla sitoplazmik NANOG olustugunu bilmiyoruz. Bu konuda daha

ayrintih galigmalara ihtiyag vardir.
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Genel olarak degerlendirmek gerekirse 3 materyalde de 5. Katmanda
Bhartiya ve ekibinin gosterdigi derecede yuksek pluripotent 6zellikte, rejenerasyon
kapasitesi yuksek vyeterli miktarda hlcre grubuna rastlamadik. 5. Katmanda
pluripotent Ozellik gbsteren hucreler var olsa da yeterli miktarda ve sayida
bulunmadiklarini  ve transplantasyon basarisini  arttirabilecek  duzeyde

olamayacaklarini disunuyoruz.

3 materyal iginde Lizis ve MNC katmanlari ele alinirsa, fikol kullaniminin
hdcre miktarini azaltigini, hicre kaybina neden oldugunu biz de gosterdik. VSEL
hicrelerini ve hematopoetik kok hicreleri korumak ve materyaldeki bGtininu

degerlendirmek istiyorsak fikol kullanimini sinirlamak zorundayiz.

VSEL hucrelerinin varhdr ve miktari hakkinda western blot ile kesin olarak
bir yargiya varmak pek mimkidn goérinmemektedir. Bunun nedeni kullanilan
pluripotent belirteclerin gesitli izoformlarinin olmasi ve bu izoformlarin western blot
ile bir birinden ayirt edilmesinin mumkun olmamasi bdyle bir yargiya varmayi

zorlagtirmaktadir.

Flov sonuglarina goére bakildiginda pluripotent belirtegleri tasiyan hucre
miktari Zuba-Surma ve arkadaslarinin gosterdigi gibi debris kisminda daha fazla
gorunmektedir. Bu hucrelerin kuguk olmalari debrisle karigmalarina ve bu ylzden

gb6zden kagmalarina neden olmaktadir.

VSEL hucrelerinin karakterlerinin tam olarak anlagilabilmesi i¢in daha fazla
arastirma yapilmalidir. Bu hucrelerin kendini yenileyebilme kapasitesi, bulunduklari
dokular ve iglevlerinin anlagiimasi sonunda klinik kullanim potansiyellerinin de yolu

acilacaktir.
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EK 2 : GONULLU ONAY FORMLARI
GONULLU OLURU FORMU
Sayin Bay/Bayan,

Size istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda
yuratulmekte olan “Cesitli hematopoetik kaynaklardan kuguk embriyonik kok
hicrelerin (Very small embryonic-like stem cells - VSELs) saflastirimasi ve
tanimlanmasi” adli aragstirmamiz hakkinda bilgi vermek Uzere ulasmis durumdayiz.

Bildiginiz gibi kan uretilemeyen bir dokudur ve halen tek kaynagi saglkl
bagiscilardir. Kan bagisi hem toplumsal hem kisisel agidan ¢ok dnemlidir. Yalniz
acil intiyaglarda degil, ayni zamanda devam eden bir¢ok hematolojik ¢alismalarda
da temel materyal olan kan, siz gonulli bagiscilar sayesinde temin edilebilmektedir.
Arastirmamizda kullaniimak Uzere bagisladiginiz kandan bir tip temin edilecektir.
Alacagimiz numune kok hicre arastirmamizda kullanilacaktir. Size yapilacak olan
kan alma islemi disinda ekstra bir iglem yapilmayacaktir.

Arastirma nedeniyle size herhangi bir zarar verilmeyecek ve herhangi ilag ya
da madde kullanilmayacaktir. Bu arastirmadaki bilgiler kesinlikle gizli tutulacaktir.
Sizden arastirma esnasinda ya da neticesinde herhangi bir Ucret talep
edilmeyecektir. Bu arastirmada yer almaniz durumunda size ek bir Ucret de
verilmeyecektir. Bu arastirmaya katilmayi kabul etmeyebilir ya da daha sonradan
katilmaktan vazgecebilirsiniz.

Bu metni tam olarak okuyup anladiginiza ve galismada gonullu olarak yer
almayi kabul ettiginize dair asagidaki bos yerleri litfen doldurunuz.

Bu arastirmada yer almanizdan o6turu tesekkur eder, size saglikl bir yagsam
dileriz.

Temas Adresi: istanbu_! Tip Fakultesi
Fizyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Serap Kuruca
Capa 34390 Istanbul

Adi Soyad:: Tarih:

imza:
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GONULLU OLURU FORMU
Sayin Bay/Bayan,

Size istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal’'nda
yuratulmekte olan “Cesitli hematopoetik kaynaklardan kuguk embriyonik kok
hicrelerin (Very small embryonic-like stem cells - VSELs) saflastirimasi ve
tanimlanmasi” adli arastirmamiz hakkinda bilgi vermek Uzere ulasmis durumdayiz.

Bildiginiz gibi aferez islemi, cihaza bagli bagisci ile cihaz arasinda, hasta
icin gereken kan bolimu elde edilene kadar devam eden bir kan alip-verme
islemidir. Cihaz bagis¢inin kanini kiigik miktarlarda alarak gerekli kismi ayirir ve
kalan kani bagisciya geri verir. Bu sistemde bagisc¢idan yalnizca hasta igin gerekli
olan kan bolimu alindigindan énemli bir sorun olusmaz. Aferez isleminde kan
higbir sekilde makinenin herhangi bir parcasina degmez ve her hasta icin tek
kullanimlik steril setler kullanilir. Arastirmamizda aferez isleminiz sonucu normal
sartlarda atillan tek kullanimlik bu set kullanilacaktir. Alacagimiz numune
yapacagimiz kOk hucre arastirmasinda kullanilacaktir. Kok hucreler gunumuzde
tedavisi olmayan hastaliklara kargi yeni tedavi yaklagimlari gelistiriimesinde, var
olan tedavilerin verimini arttirmada, canlilarin molekuler dizeyde yapilarinin daha
iyi anlagilmasinda buyuk éneme sahiptir. Yetigkinlerde kdk hicrelerin varligi birgok
dokuda kanitlanmistir. Bizim ¢alismamiz, kan dokusunda var oldugu dusunulen ve
embriyonik benzeri olan kdk hucreleri izole etmeyi amaglamaktadir.

Size yapilacak olan aferez islemi disinda ekstra bir islem yapilmayacaktir.
Calismamiz aferez islemi diginda ek bir sure gerektirmemektedir. Arastirma
nedeniyle size herhangi bir zarar veriimeyecek ve herhangi ilag ya da madde
kullanilmayacaktir. Bu arastirmadaki bilgiler kesinlikle gizli tutulacaktir. Sizden
arastirma esnasinda ya da neticesinde herhangi bir Ucret talep edilmeyecektir. Bu
arastirmada yer almaniz durumunda size ek bir Ucret de verilmeyecektir. Bu
arastirmaya katilmayi kabul etmeyebilir ya da daha sonradan katilmaktan
vazgecebilirsiniz.

Bu metni tam olarak okuyup anladiginiza ve galismada gonullu olarak yer
almay! kabul ettiginize dair agsagidaki bos yerleri lutfen doldurunuz.

Bu arastirmada yer almanizdan oturu tesekkur eder, size saglikli bir yagam
dileriz.

Temas Adresi: istanbu_! Tip Fakltesi
Fizyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Serap Kuruca
Capa 34390 Istanbul

Adi Soyad:: Tarih:

imza:
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GONULLU OLURU FORMU
Sayin Bay/Bayan,

Size Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal’'nda
yurutilmekte olan “Cesitli hematopoetik kaynaklardan klguk embriyonik kok
hacrelerin (Very small embryonic-like stem cells - VSELs) saflastiriimasi ve
tanimlanmasi” adl arastirmamiz hakkinda bilgi vermek Uzere ulasmis durumdayiz.

Anne karninda bebek ile anne arasindaki besin ve oksijen aligverisi plasenta
tarafindan saglanir. Bebek, gobek kordonu ile plasenteya baghdir. Dogum
surecinin tamamlanmasindan kisa sure sonra plasenta gorevini tamamlayarak
rahim disina atilir. “Kordon kani” olarak isimlendirilen kan, bebegin dogumundan
sonra gobek kordonu i¢inde kalan kandir. Kordon kani bebek dogar dogmaz ilk 10
dakika icinde, gobek badi kesildikten sonra gébek baginin plasenta tarafinda kalan
bélimdnden alinir. Bu kan, toplanmadidi tum durumlarda plasenta ile birlikte
atildigindan, toplanmasi normal dogum prosedurunu ve bebegdi herhangi bir sekilde
etkilemez. Sadece birka¢ dakika alan kordon kaninin toplanmasi islemi; basit,
tehlikesiz ve aci vermeyen bir uygulamadir.

Arastirmamizda kordon kani kullanmamizin nedeni, dolagsimdaki kana
oranla icerisinde daha fazla kok hicreler bulundurmasidir.

Arastirma nedeniyle size herhangi bir zarar verilmeyecek ve herhangi ilag ya
da madde kullanilmayacaktir. Bu arastirmadaki bilgiler kesinlikle gizli tutulacaktir.
Sizden arastirma esnasinda ya da neticesinde herhangi bir Ucret talep
edilmeyecektir. Bu arastirmada yer almaniz durumunda size ek bir Ucret de
verilmeyecektir. Bu arastirmaya katilmayi kabul etmeyebilir ya da daha sonradan
katilmaktan vazgecebilirsiniz.

Bu metni tam olarak okuyup anladiginiza ve galismada gonullu olarak yer
almayi kabul ettiginize dair asagidaki bos yerleri litfen doldurunuz.

Bu arastirmada yer almanizdan o6turt tesekkar eder, size saghkl bir yagsam
dileriz.

Temas Adresi: istanbu_! Tip Fakultesi
Fizyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Serap Kuruca
Capa 34390 Istanbul

Adi Soyadi: Tarih:

imza:
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1. Arastirma Gorevlisi Istaqbul .Yenlyuzyll Universitesi Tip 2014-Halen

Fakultesi
Yabanci |Okudugunu . KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konugma™ | Yazma* Puani Puani
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Sayisal Esit Agirhk Sozel
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Bilgisayar Bilgisi

Program?7 Kullanma becerisi
Microsoft Office Programlari Iyi
GraphPad Prism yi
Mac OS X Iyi

Yayinlari/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Ozel ilgi Alanlar (Hobileri): Kitap okumak, latin danslari, sinema.
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