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OZET

Amag: Kk hicre (KH) nakli malin kan hastaliklar, kemik iligi yet-
mezlikleri ve dogumsal kan hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
yontemdir. Bu amacla, periferik kan projenitor hicreleri (PKPH)
oldukea fazla kullaniimaktadir. Son yillarda insan embriyonik kék
hicrelerinin sahip oldugu pluripotent 6zelligi bulunan yeni KH
turd tanimlanmistir. Cok kiiclik embriyonik benzeri (VSEL) kok
hicreler olarak adlandinlan bu hicrelerin, yetiskin bireyde peri-
ferik kanda (PK) bulundugu distntlmektedir. Bu ¢alismada VSEL
kdk hicrelerinin periferik kan kaynagi kullanarak elde edilmesi ve
tanimlanmasi amaglanmigtir.

Gereg ve Yéntem: Dondrlerden alinan materyallerden lizis ve
fikol gradient yontemleri kullanilarak elde edilen mononUkleer
ve eritrosit katmaninlarindan, VSEL hiicreleri izole edilmistir. Flov
sitometri ve immunfloresan boyama ile NANOG, OCT4, SSEA-4
ve CXCR-4 embriyonal kék hiicre belirteglerinin varligi incelen-
mistir. Western blot yontemiyle ise, NANOG ve OCT4 proteinle-
rinin varlig arastinlmistir.

Bulgular: Flov sitometri sonuglarina gére debris katmaninda,
VSEL belirteci tastyan hiicre sayisi CD45- popllasyonuna gore
daha yuksek bulunmustur. Elde edilen western ve immunfloresan
sonuglarina goére ylUksek miktarda OCT4 ve NANOG ekspresyo-
nu goérilmustir. Ayni zamanda bu proteinlerin hiicre icinde hem
sitoplazmada hem de ¢ekirdekte bulundugu gésterilmistir.

Sonug: Pluripotent kok hiicre belirteci olarak bilinen bu protein-
lerin yetiskin periferik kaninda yiiksek miktarda ekspresyonunun,
farklilagmis dokularda nasil gérev yaptigi sorusunu akillara ge-
tirmektedir. Bu bulgular; periferik kanda pluripotent belirtecler
tastyan yeni bir kék hiicre populasyonu bulundugdu tezini giiclen-
dirmekte ve bu konuda yapilacak ileriye dénik klinik calismalar
icinde temel olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Cok ki¢lk embriyonik benzeri (VSEL) kok
hlcreler, Periferik kan, Pluripotent kék hiicre markirlari

ABSTRACT

Objective: Stem cell transplantation is considered to be one of
the available treatments for malign or hereditary blood diseas-
es and bone marrow failure. Peripheral blood progenitor cells
(PBPC) are widely used for this technique. Recently a new type of
stem cell with a pluripotent potential has been identified. These
cells, called very small embryonic-like (VSEL) stem cells, are
thought to be found in peripheral blood (PB) in adult individuals.
The aim of this study was to obtain and identify VSEL stem cells
using a peripheral blood source.

Material and Method: VSEL cells were isolated from mononu-
clear and erythrocyte layers obtained by using lysis and ficoll gra-
dient methods from the materials taken from donors. The pres-
ence of NANOG, OCT4, SSEA-4 and CXCR-4 embryonal stem
cell markers by flow cytometry and immunofluorescence staining
was investigated. The presence of NANOG and OCT4 proteins
was investigated using the Western blot method.

Results: According to the flow cytometry results, the number
of cells carrying the VSEL marker was higher in the debris layer
than in the CD45-population. Western and immunofluorescence
results showed high levels of OCT4 and NANOG expression. It
was also determined that these proteins are present in both the
cytoplasm and the nucleus.

Conclusions: High expression of these proteins, known as plurip-
otent stem cell markers, in adult peripheral blood brings to mind
the question of how they work in differentiated tissues. These
findings strengthen the thesis of a new stem cell population that
have pluripotent markers in peripheral blood and provide the
basis for future clinical studies about this point.

Keywords: Very Small Embryonic-like (VSEL) stem cells, Periph-
eral blood, Pluripotent stem cell markers
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GiRiS

GuUnUmuzde kék hicre nakli (KHN) rejeneratif tipta Gnem-
li bir tedavi yontemidir. KHN; I6semi, lenfoma gibi bazi
malin kan hastaliklar ve kemik iligi yetmezlikleri ile do-
gumsal kan hastaliklarinin tedavisinde siklikla bagvurulan
hayat kurtarici yontemlerden biridir. Kok hicreler cesitli
kaynaklardan elde edilir. Embriyonik kék hiicreler yetigkin
bireyin tim hicre ve dokularini olusturabilme kapasite-
sinden dolayi, genis bir kullanim alanina sahipken, insan
embriyonik kék hicrelerinin kullanimi diinyanin bircok
Ulkesinde cesitli etik tartismalar, allojenik kullanimindaki
sorunlar ve teratoma riski nedeniyle sinirlandiriimistir. Kok
hicre nakillerinde bu ylizden kemik iligi, periferik kan pro-
jenitor hiicreleri (PKPH) ve kordon kani gibi hematopoetik
kok hiicre (HKH) kaynaklari tercih edilmektedir (1). Bu kay-
naklardan elde edilen kok hicrelerin hematopoetik reje-
nerasyonu saglayabilmesi icin agirlikli olarak pluripotent
potansiyeli olan kdk hiicreler olmasi gerekmektedir (2).

Son yillarda insan embriyonik kék hicrelerinin pluripo-
tansiyel karakterine sahip ve organizmada tim yasam bo-
yunca var olan yeni bir kdk hicre tiri tanimlanmistir (3).
Cok kictk embriyonik benzeri kék hicreler (Very small
embryonic-like stem cells - VSEL) olarak adlandirlan bu
hicrelerin, yetiskin bireyde simdilik kemik iligi, kordon
kani ve periferik kanda bulundugu gosterilmistir (4). Bu
hicrelerin izolasyon islemi esnasinda monontkleer taba-
kanin disinda eritrosit katmaninda bulundugu icin kaybe-
dildigi iddia edilmektedir. PKPH gibi kok hicre kaynak-
larinin pluripotent kdk hicre sayisini artirarak niteligini
iyilestirmek ve yetiskinlerde de kullanilabilme potansiyeli-
ni artirmak konusundaki ¢aligmalarin, bu materyalin kulla-
nim sinirlarini genisletecedi disintlmektedir.

VSEL kok hucreler, ilk olarak 2006 yilinda Zuba-Surma
ve arkadaslan tarafindan tanimlanan yeni bir kok hiicre
tartdir. Oldukca yeni kesfedilmis olmalar nedeniyle,
haklarinda bilinenler son derece kisithidir. Simdiye kadar
yapilan ¢alismalarin cogunun fareler tGzerinde yapilmis ol-
masi da, insandaki durumlar hakkinda bize yeterince bil-
gi verememektedir (5). Bu ylzden, bu calismada periferik
kan kullanilarak VSEL kék hicrelerinin insandaki varliginin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amacla periferik kan fikol
ile sanriftj edildikten sonra hem mononukleer hem de
eritrosit katmanindaki hicrelerin VSEL karakterizasyonu
yapilmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismamiza katilan bireylere gonillid onam formlart im-
zalatilmistir. Calismaya dahil edilen dmekler istanbul Tip
Fakultesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 20.06.2013 tarih’li
724 no'lu izni ile kullanilmistir. Calismaya Saglkl 18 yas
ve Ustl dondrler dahil edilmistir. Bunun aksine, kronik bir
hastaligi olan, son 1 ay icerisinde enfeksiyon gecirmis ve
sigara kullanan dondrler calismaya dahil etmemistir. izo-

lasyon ve karakterizasyon yéntemleri canli hiicrelerde ca-
lismay gerektirdigi icin alinan kanlar bekletiimeden ayni
glin icinde caligilmistir.

Hiicre Izolasyonlari

Fikol ile Hiicre izolasyonu

Fikol-gradient santrifij yontemi siklikla kullanilan ve kan
hicrelerini gesitli katmanlara ayirmaya yarayan bir yon-
temdir (6). Kan fikol Uzerine yayildiktan sonra santrifij
edilir ve 4 katman halinde hiicreler aynlmis olur. ilk bas-
taki katmanda (1. katman) trombositler, sonraki katmanda
(2. katman) ince bir ¢izgi halinde mononukleer hiicreler
(MNH), ardindan 3. katmandaki fikolda bulunan nétrofil-
ler ve en son olarak yogunluklarindan dolay: en altta bu-
lunan eritrositler (4. Katman) olarak siralanir. Bu izolasyon
yonteminde, mononikleer hicreler fikol ile ayrilarak, hem
MNH katmaninda hemde eritrosit katmaninda VSEL saf-
lastinlmistir. Alinan materyal 1:1 oraninda PBS (phospha-
te-buffered saline) ile dilie edilmistir. Sonrasinda solus-
yon 1:2 oraninda Ficoll-Hypaque (BioWest Lymphosep
1.077 g/mL) solisyonu tzerine eklenerek 2000 rpm’de 30
dk santrifij edilmigtir. Santriflij sonunda olusan 4 katma-
nin 2.si (MNH) ve 4.sU (eritrosit) ayn tiplere aktariimistir.
2. Katmana 1:3 oraninda RPMI (Roswell Park Memorial
Institute medium) eklenerek diliie edildikten sonra 2000
rom’de 10 dk santrifij edilmistir. Sipernatant dokilerek
kalan pellet RPMI ile yeniden slspanse edilmistir. Daha
sonra eritrositlerin bol miktarda bulundugu 4.katman ayni
sekilde dilue edilerek daha ylksek bir hizda (2690 rpm 15
dk) santriftj edilmistir. Bunun nedeni, VSEL kok hicrele-
rinin boyut olarak eritrositlere yakin olmasidir. Ortalama
eritrosit boyutu ~7-8 um iken VSEL kék hiicrelerinin boyu-
tu yaklagik 5-6 um’dir. Boylece eritrositlerin dibe ¢dkmesi
saglanarak stpernatant yeni bir tipe aktarilmis ve 3000
rom 10 dk santrifdj edilmistir. Tekrar sipernatant atildik-
tan sonra dipteki pellet RPMI ile sspanse edilmistir. Bu
sUspansiyon VSEL hicrelerinin bulundugu bilinen kat-
mandir (5. katman) (7). Elde edilen her katmandan yayma
preperat hazirlanmistir. Kullanilmayan pelletler protein
izolasyonu icin -20'de saklanmistir.

Eritrosit Lizisi ile izolasyon

VSEL izolasyonu icin kullanilan diger yontem, eritrosit lizi-
sidir. Fikol yontemi ile ¢ok fazla hiicre kaybi olusurken, bu
yontemde hicre kaybinin daha az oldugu disindlmek-
tedir (8). Bu nedenle ¢alismada 2 yontem birlikte kulla-
nilmistir. TGm materyal eritrositleri parcalayan (amonyum
klorGir) tamponlu ¢ozelti ile 1:5 oraninda kanstirilarak 15
dk oda isisinda bekletildikten sonra 2000 rom‘de 10'dk
santriflj edilerek Ust katman toplanmistir. Eritrositler ta-
mamen uzaklasincaya kadar bu islem tekrarlanmistir.
Daha sonra PBS ile 2000 rpmde 10 dk yikama yapilarak,
sUpernatant atilmig ve dipteki pellet RPMI ile sispanse
edilmistir. Yayma preperat yapildiktan sonra kullaniima-
yan pellet -20'de saklanmistir.
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Flow Sitometri Olglimleri

Floresan isimalarin birbirine karismamasi icin 4 ayn tipte,
4 farkli antikora bakilmistir. Kullanilan antikorlar SSEA-4
(evre-spesifik embriyonik antijen 4) (Santa Cruz), PE an-
ti-human CD45 (BioLegend), FITC anti-human CD34
(BioLegend), NANOG (Nanog homeobox) (Santa Cruz),
CXCR-4 (C-X-C motif kemokin reseptor 4) (Santa Cruz),
OCT % (major octamer-baglayici protein) (Santa Cruz);
sekonder antikorlar ise, Goat anti-mouse IgG-TR* (Santa
Cruz), Donkey anti-goat IgG-FITC* (Santa Cruz) dir.

Flov sitometrik ol¢imler sadece eritrosit lizisi yapilmig
hiicre grubuna uygulanmustir. Lizis yapilmig hicreler
1x10°/ml hiicre olacak sekilde PBS ile sulandinlmistir. Her
bir flov tiplne 100 pl hicre stspansiyonu konulmustur.
Tupte 1 ug olacak sekilde primer antikorlar eklenerek, 30
dakika karanlikta birakilmistir. inkiibasyon sonunda tiip-
lere 500 pl PBS eklenip, 2000 rom’de 10 dakika santrif(j
edilmis ve slpernatant atilarak 100’er ul PBS eklenmistir.
Primer antikorlar ile uyumlu olan sekonder antikorlar her
tipte 0,5 — 1 pg arasinda olacak sekilde eklenmis ve ka-
ranlikta 30 dk inkibasyona birakilmistir. PBS ile yikanarak,
slpernatant atilmistir. Her tipe yaklasik 500 pl flov solls-
yonu konarak Slctim yapilmistir.

VSEL hcrelerinde literatlre gore CD45 belirteginin ne-
gatif oldugunu, CD34'un ise pozitif oldugu gosterilmistir
(9). Bu bilgi dogrultusunda; 1. tiipte CD45-/CD34+/SSEA-
4+ hicreleri, 2. tipte CD45-/NANOG+, 3. tipte CD45-/
CXCR-4+ ve 4. tupte CD45-/ OCT-3/4+ olan hucreler
kapilanarak incelenmistir. Ayni zamanda, VSEL hicreleri-
nin monontkleer hicrelere gére daha kigik oldugu icin
debris kisminda da bulunabilecegdi belirtildiginden dola-
y1, debrisden de kapi alinarak ayni élcimler gerceklesti-
rilmistir.

Tablo 1: Immiinfloresan preperatlar ve antikorlar

immiinfloresan Boyama

Hazirlanan yayma preperatlar %96'lik etanolde fikse edil-
mistir. PBS ile 3 kere yikama yapilmistir. Hiicre permea-
bilizasyonu igin, %0,1'lik triton X-100 2 ml PBS icinde
hazirlanarak 15 dk buzda inkibe edilmis ve 3 kere PBS
ile yikanarak, her ylkamada 3'er dakika bekletilmistir. Blo-
king tamponunda (%2'lik BSA (bovine serum albumin) ve
%0,3'luk triton X-100) 1 saat inkibasyona birakilmistir. 3x3
dk PBS ile yikama yapilmistir. Primer antikor 1:1000 ora-
ninda bloking solisyonunda dilue edilerek hazirlanmstir.
+4°C'de tim gece inkibasyona birakilmis ve ertesi gin
PBS ile 5x5 dk yikama yapilmistir. 1:1000 oraninda dilue
edilen sekonder antikor ile 1 saat karanlkta bekletilmis
ve tekrar PBS ile 5x5dk yikama yapilmistir. 4',6-diamidi-
no-2-phenylindole (DAPI) (Santa Cruz Biotechnology
sc-3598) ile boyama yapilmis ve floresan mikroskobunda
incelenmistir. Floresan mikroskobu igin kullanilan antikor-
lar, flov sitometride kullanilanlar ile ayni antikorlardir. Liste
Tablo 1'de gosterilmektedir.

Western Blot Yéntemi ile Spesifik Proteinlerin Karak-
terizasyonu

Calisilan proteinler NANOG ve OCT4'dur. Kontrol olarak
B-aktin kullanilmistir. Ornekler 2000 rpom’de 10 dk santrifij
yapilarak, sipernatantlar atilmistir. Hicre Lizis Tamponu
(1:10 EDTA/Tris-HCI, %0,5 Triton X-100) hazirlanmis ve 10
ml stok hicre lizis tamponunu i¢ine, PMSF (Phenylmethy-
Isulfonyl Fluoride proteaz inhibitérd) stoktan 10 pl eklen-
mistir. Hucre pelletlerinin Gzerine 100 pl lizis tamponu ek-
lenerek, 30-60 dk buzda inkibe edilmis ve 14.000 rpm’de
10 dakika santrifij edilmistir.

Protein Tayini (Bradford Testi)
BSA'dan (1,46mg/ml dsu) seri dilisyonlar yapilarak 5 tane
standart elde edilmistir. Hicre lizis drnekleri kullaniimistir.

Kaynak Adi

Periferik Kan

Hiicre Grubu

MNH Katman Preperati

5. Katman Preperati

Lizis Preperati

Antikorlar
1.Preperat 2.Preperat 3.Preperat
SSEA-4-TR NANOG-FITC OCT4-FITC
CXCR4- FITC CD45-PE CD45-PE
CD45-PE DAPI DAPI
DAPI
SSEA-4-TR NANOG-FITC OCT4-FITC
CXCR4- FITC CD45-PE CD45-PE
CD45-PE DAPI DAPI
DAPI
SSEA-4-TR NANOG-FITC OCT4-FITC
CXCR4- FITC CD45-PE CD45-PE
CD45-PE DAPI DAPI
DAPI
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96'lik mikroplatelere 10 ul 6rnek 200 pl Bradford belirte-
ci 3 tekrarl sekilde eklenmistir. 5 dk inkibasyona birakil-
mistir. Spektrofotometrede 560-590 nm arasinda okun-
mustur. Standartlarin dlgllen absorbanslar kullanilarak
standart grafigi olusturulmus, éreklerin absorbanslar bu
grafikte yerine konularak protein miktarlar saptanmistir.

Calismada %12'lik akrilamid iceren ayirma jeli ve %5'lik
yikleme jeli kullanilmistir. 2x Laemmli Ornek Tamponu
(Laemli Sample Buffer) ile drnekler 1:1 oraninda karigtinl-
mis ve icine %5 oraninda 3-merkaptoetanol eklenmistir.
Protein denatirasyonu icin 80°C’'de 15 dk inkibe edile-
rek, hemen buza alinmis, érnekler 20 pl olacak sekilde jele
yuklenmis ve 130 V'da 45 dk yiratilmastir. PVDF memb-
ran kullanilarak, membran filtre kagidi ve jel sistemi hazir-
lanmis ve 350 mA'de 60 dk blotlama yapilmistir.

Membranda Spesifik Proteinin isaretlenmesi

TBST (50 mM Tris-Cl, pH 8,0, 150 mM NaCl, %0,1 Twe-
en-20) icinde %5'lik stt tozu bloking sollisyonu olarak
kullanilmis ve membran bu sollsyonda 1 saat boyunca,
calkalayicida inkibasyona birakilmistir. Bloking bitince
yikama solusyonu olan TBST'de 3 kere 5'er dakikalik cal-
kalayicida yikama yapilmistir. Primer antikor bloking so-
l[Gsyonunda istenen oranda sulandirlarak hazirlanarak,
gece boyu +4°C'de calkalayicida birakilmistir. inkiibasyon
bitince 3'er kez 5'er dakikalik TBST ile yikama yapilmis-
tir. Sekonder antikor, alkalin fosfataz (AP) konjuge olarak
secilmistir. Sekonder antikorda istenilen oranda %5'lik
sUt tozu sollUsyonunda dilue edilerek, 1 saat calkalayici-
da, oda sicakh@inda inkiibe edilmistir. Kullanilan antikor
ve dillsyonlan sirasiyla NANOG (1:1000), OCT-4(1:1000),
B-actin (1:1000), Donkey anti-goat IgG-AP (1:10000) sek-
lindedir.

Gériintiileme

Sekonder antikor AP ile konjuge olarak secildiginden AP
substrati olan Novex AP Chromogenic Substrat ile go-
rintileme yapilmistir. Sekonder antikordan sonra 3'er kez
5'er dakikalik TBST ile yikama yapilmis ve distile su ile 2
dk daha membran calkalayicida calkalandiktan sonra No-
vex Substrat konulmustur. istenen gériinti elde edilince
distile su ile reaksiyon durdurulmustur. Membran kurutu-
larak, bilgisayarda taranmistir.

istatistiksel Analiz

Calismada Graphpad Prism5 (La Jolla, Amerika) progra-
mi kullaniimistir. Flov sonuglarinda kapilardaki antikorla-
rin kendi i¢clerinde anlamliligi ‘one-way ANOVA" testi ile,
kapilar arasindaki antikorlarin anlamliliklari ise “two-way
ANOVA" testi ile yapilmistir. Western sonuglarinda an-
tikorlarin her birinin katmanlardaki degerleri “one-way
ANOVA" testi ile bakilmistir. iki antikorun katmanlar ara-
sindaki anlamliliklar ise “two-way ANOVA” testi ile ince-
lenmistir. Anlamlilik degeri p<0,05 olan sonuclar anlamli
kabul edilmistir.

A [W] SSEA4 TR J 55 INT [X] SSEA4 TR / 55 INT N
000 1000
[z : 4885y [AA: 1.714%]
00 800
E &00 E &00.
n 1 s
v N w
400 400
2004 200
o T T T T T
10° 10" 107 10 1w 10 10° 107
SSEA4 TR SSEA4 TR
Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated
Al 3,216 1.105 100.000 AlL 11,666 3.889 100.000
z 162 0.054 4.885 AA 200 0.067 1.714
B [W] Maneg FITC / 55 INT [X] Manog FITC / 55 INT B’
o 2 2797 1ooer] M : 0.956%
- i 300
E &0
a
400
00—
T r o T T T
00 1w 10 10 0 1w 0P w0
Hamog FITC Hanog FITC
Gate Humber %Total %Gated Gate Humber %Tomal %Gated
Al 21,288 0743 100.000 Al 9305 3102 100,000
Z 624 0.208 I7.273 AR & 0030 0.956

[X] CXCR4 FITC / 55 INT

[W] CXCR4 FITC / 55 INT

I
TRasaem] “""’1 (A : 1.4B8% c
200-] m-t
o0 "“"‘li
£ gl
v v i
LU ool
1
_— e
1w 10 0 1w w 1w 16 1w
CXCR4 FITC CXCR4 FITC
Gate Mumber %Total %Gated Gate Mumber %Total ¥Gated
Al 2,948 0.983 100.000 AlL 9,140  2.047 100.000
4 760 0.253 25.780 AL 136 0.045 1.488
D [W] OKT-4 FITC / 55 INT [X] OKT-4 FITC / 55 INT D’
1000 oz 27.435% 1000 :
27 l [AA - 0.950%]
800
E E 600-|
F4 4 }
|
] ] j
Am*‘
|
200
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
AU 3,255 1.085 100.000 AL 9,055  3.018 100.000
z 893 0.298 27.435 AA 8 0.029 0.950

Sekil 1: Periferik kanda VSEL belirteclerinin flov sitometri
ile gosterilmesi. A) Debris populasyonunda, SSEA-4 po-
zitif hicreler A') CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif
hicreler B) Debris populasyonunda, NANOG porzitif hiic-
reler B') CD45- populasyonunda, SSEA-4 pozitif hicreler
C) Debris populasyonunda, CXCR4 porzitif hicreler C')
CD45- populasyonunda, CXCR4 pozitif hiicreler D) Deb-
ris populasyonunda, OCT3/4 pozitif hicreler D') CD45-
populasyonunda, OCT3/4 pozitif hiicreler gorilmektedir.
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BULGULAR

Flow Sitometri ile Kapilama ve Hiicre Sayimi

Flow sitometride iki farkli kapilama yapilarak, hicreler
Uzerindeki VSEL belirteclerinin varligina ve sayisina ba-
kilmistir. ik kapilama CD45- hicreler (CD45 soluk hiic-
reler de dahil) Gzerinden yapilmistir. Bu grubun icindeki
NANOG, CXCR4, OCT3/4 ve SSEA-4 pozitif hiicre sayi-
si belirlenmistir. ikinci kapilama debris kismi Gzerinden
yapilmistir. Bu kisimda da ayni belirtecler incelenmistir.

Sekil 1'de alinan bir periferik kan érneginin flov sonuclari
verilmektedir.

Elde edilen sayimlarin yizde olarak ortalamalarn Tablo
2'de gosterilmektedir. Her iki kapilamadaki antikorlarin
kendi aralarindaki korelansi anlamli bulunmustur (p<0,05).
Debris ve CD45- populasyonunda CXCR4 ve OCT3/4
antikorlarinin farkhih@inin anlamli oldugu gosterilmistir
(0<0,05). Iki grubun ortalamalarinin karsilastinimasi Sekil
2'de gosterilmektedir.

Tablo 2. Flow sitometri ile sayilan hicrelerin (%) ortalamalari.

%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

%7 * Bl NANOG Western Blot Yontemi ile VSEL Proteinlerinin Tayini
_ 0.4 o Il CXCR4 Alinan 8 periferik kanin incelenen katmanlarinda (lizis,
2 I — 5 i
> = OCT3/4 MNC ve 5. katman) western blot yontemi ile OCT3/4 ve
@ 0-31 O SSEA4 NANOG proteinlerinin varligi arastinlmistir. Sekil 3'de i-
,§ 0.2- zis katmaninda, NANOG 40 kDa agirliginda sadece 1 6r-
i T nekte pozitif iken digerlerinde tespit edilemedi. OCT3/4

019 proteini ise 33 kDa dlzeyinde 5 drnekte pozitif bulundu.

0.0- & ° Sekil 4’'de MNC katmaninda NANOG 40 kDa dizeyinde

e O&Q' sadece 3 drnekte pozitif iken digerlerinde tespit edileme-

Sekil 2: Periferik kandan eritrosit lizisi ile elde edilen hic-
relerde flov sitometride CD45- populasyonunda ve debris-
de VSEL belirtecleri (NANOG, CXCR4, OCT3/4, SSEA-4).
*p<0,05, **p<0,01
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-63
~48
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1 2 3

1

mistir. Ayni drneklerde 25 kDa dizeyinde ekstra ladder
seklinde bantlar gérilmustir. OCT3/4 proteini ise 33 kDa
dlzeyinde 5 drnekte pozitif bulunmustur.

NANOG

OCT3/4

5 6 7 8

Sekil 3: Periferik kan lizis katmaninda, VSEL belirteclerinin protein diizeylerinin wes-
tern blot ile gosterilmesi A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varligi
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Sekil 5'de 5. katman hiicrelerinde bulunan bantlar géste-  VSEL Belirteclerinin immiinfloresan Boyamalar ile Gés-
rilmektedir. NANOG 25 kDa duzeyinde tim &rneklerde  terilmesi

ladder seklinde bantlar tespit edilmistir. OCT3/4 proteini Sekil 6'da, 3 hiicre katmaninda da yapilan immdinfloresan
33 kDa duzeyinde 1 érnekte pozitif bulunmustur. boyamalar gosterilmektedir.

A
NANOG
~75 H-—" i "
~48 _—
=35
25
=20
B OCT34
75 ' |
-35
-25 .
=20 - e
e
1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4: Periferik kan MNC katmaninda, VSEL belirteclerinin protein dizeylerinin
western blot ile gosteriimesi A) NANOG proteinin varligi B) OCT3/4 proteinin varligi

A
NANOG
~75 S
~83
~48 S—
-35 .
~25
~20 e
B OCT3/4
=75 S 1 '. .
~63 e s
~45 S —
~35 P
~25
~20 —

1 2 3 Rl 5 6

Sekil 5: Periferik kan 5. Katman hiicrelerinde, VSEL belirteclerinin protein du-
zeylerinin western blot ile gosteriimesi A) NANOG proteinin varhidi B) OCT3/4
proteinin varligi
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5. KATMAN

h - .
- . . .

SSEA4
CXCR4

Lizis

MNC

Sekil 6: Periferik kandan izole edilen Ug farkli hicre katmaninda VSEL belirteclerinin
(NANOG, OCT3/4, SSEA-4, CXCR4) immunfloresan ile gosterilmesi. Satirlarda kullanilan
antikorlar, stitunlarda ise hicre katmanlan gostermektedir. DAPI nukleusu boyayarak mavi
floresan vermektedir. VSEL belirteclerinin pozitifligi ise, NANOG, OCT3/4 ve CXCR4 igin
yesil floresan ile, SSEA-4 icin ise kirmizi floresan ile gosterilmistir.

TARTISMA

HKH'lerin transplantasyonda kullanim oranin yiksek ol-
masl, rejenerasyonu saglamada daha basarili olmalarin-
dan kaynaklanmaktadir. Bu &zellikten plastitenin sorumlu
oldugu dustnilmekteydi (10). Bunun nedeninin kemik ili-
ginde bulunan, heniiz tanimlanmamis, hematopoetik ol-
mayan, primitif bir hiicre grubu olabilecedi ileri strtilmus-
tdr (11, 12). VSEL kavrami da bu hipotez dogrultusunda
ortaya ¢cikmistir. Yiiksek niikleus/sitoplazma oranina sahip,
boyutlar 4-6 pm olan, EKH belirteclerini sentezleyen ve
dormansi halde bir grup kék hiicrenin kemik iliginde var-
lig1 gosterilmistir. Bu hiicrelerin boyutlarinin kigtik olmasi
nedeniyle 'Cok Kictk Embriyonik Benzeri Kok Hucreler
(VSELsc)' olarak tanimlanmistir (3). GUnidmizde halen bu
hicrelerin varligi, pluripotent kapasiteleri ve kendilerini
yenileyebilir oluslari, in vitro/vivo ¢ogalmasi bir tartisma
konusu halindedir (13-15).

Simdiye kadar yapilan calismalar, bu hiicreleri tanimlamak ve
fonksiyonlarini anlayabilmek amagli yapilmig olmakla beraber

genellikle fare calismalandir. Son yillarda insan materyalinde
VSEL caligmalar arttinlarak, farelerdeki VSEL kok hicreleriyle
benzerlikleri ve farkliliklan aragtinlmaktadir (16, 17).

Kucia ve arkadaglarinin (2006) yaptiklar calisma VSEL
kavrami icin oncl niteligi tagimaktadir. Flov sitometri
ile bulduklar sonuclara gore; fare PK'sinda Sca-17/Lin”/
CD45 olan hicre miktar 160 hiicre/ml (yani total beyaz
kan hicrelerinin %0,0016) iken mobilize olmus PK'da 800
hiicre/ml'dir (yani total beyaz kan hicrelerinin %0,0035").
Ayni zamanda Oct4, NANOG gibi transkripsiyon faktor-
lerinin mobilize kanda ekspresyonunun arttigini, mRNA
duizeylerine gére hesaplamislardir. immiinofloresan bo-
yama ile, nukleusta Oct4 ve NANOG ekspresyonunu
gostermislerdir. Bu hucrelerin sadece PKH belirteclerini
ifade etmediklerini ayni zamanda 3 germ tabakasina da
farkhlastigini gdstermek icin hiicreleri kiltir yaptiklarinda
farklilastiklarini gézlemlemislerdir. izole edilen VSEL hiic-
releri kardiyomiyosit, néral hicreler ve pankreatik hicre-
lere benzer kimeler olusturmuslardir (3, 5). Bagka bir ca-
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lismada ise, insan kordon kanindan 3 grup olmak Uzere
lin"/CD45/CXCR4*, lin/CD45/CD34*, lin/CD45/CD133*
hiicreleri izole etmislerdir. Bu hiicre gruplarinin total kor-
don kani hiicrelerinde sirasiyla %0,037, %0,118 ve %0,018
oraninda oldudunu gdstermiglerdir. Ayni zamanda bu
gruplar FACS ile izole ederek, yiksek miktarda Oct4 ve
NANOG mRNA dizeyleri elde etmisler ve imminflore-
san ile de hicre ylzeyinde SSEA-4, nukleusda Oct4 ve
NANOG varligini belirlemiglerdir (18). Bu makalelerin
1s1ginda, bu ¢alismada insan periferik kaninda flov sito-
metri ile VSEL varligi arastinimisgtir. PK hiicrelerinde CD45-
gruptan sirasiyla %0,18 NANOG, %0,215 CXCR4, %0,235
Oct4 ve %0,05 SSEA-4 pozitif bulunmustur. CD45-/Deb-
ris grubundan %0,044 NANOG, %0,049 CXCR4, %0,038
Oct4 ve %0,101 SSEA-4 pozitifligi gosterilmistir (n=8).

Bhartiya ve arkadaslari (2012), VSEL hucrelerinin boyutlari-
ni gz dniine alarak VSEL izolasyonu icin bu ¢alismada kul-
lanilan yontemi belirtmislerdir. 5. Katmandaki htcrelerin
Oct4 ve NANOG ifade ettigini hatta MNH katmanindaki
hicrelere oranla bu transkripsiyon faktérlerinin daha fazla
oldugunu bildirmislerdir. Oct4'un HKH'lerde sitoplazma-
da, VSELlerde ise ¢ekirdekte oldugunu, SSEA4 unda hiic-
re ylzeyinde VSEL'lerde pozitif oldugunu géstermislerdir.
Bu sonuglann 1siginda VSEL hicrelerinin MNH katmani
digindaki eritrosit katmaninda daha fazla bulundugunu
ve bundan dolayi kordon kani saklanirken, sadece MNH
hicrelerinin donduruldugu ve bu alt katman olan kismin
dahil edilmedigi i¢in VSEL hicrelerinin atilmig oldugunu
ileri sirmuslerdir (7). Bu arastirmaya benzer sekilde, bu ca-
lismada 5. ve MNH katmanlari izole edilerek, bu katman-
lardaki VSEL kiyaslamasi icin western blot yontemi kulla-
nilmisti. Western blot yéntemi VSEL calismalarinda bu
gline kadar hig¢ kullanilmamis bir ydntemdir. Genellikle ca-
lismalar mRNA miktarini gésteren RT-PCR Gzerinden yapil-
mistir. Fakat RT-PCR genellikle western ile de dogrulama
gerektiren bir ydntemdir. Clinkd RT-PCR ile bakilan mRNA
duzeyi, her ne kadar bir proteinin bilgisini transkripsiyonal
dlzeyde verse de, proteine donlsen miktar hakkinda bir
sey sdylememektedir. MRNA'dan protein sentezi sirasinda
yanlis, eksik veya sentezlenmeyen proteinler olabilmekte-
dir. Bu ylzden sonuglara gore, lizis ve MNC katmaninda
Oct4 varhgi gosterilirken; 5. Katmanda varligi gosterile-
memistir. 5. Katman ¢ok az miktarda hicreden olugmak-
tadir ve bu da western blot icin gerekli olan total protein
miktarini genel olarak saglayamamasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ozellikle PKH belirteci olan bir transkip-
siyon faktorl Octd'nin varligi gosterilmistir. Bu calismada
bulunan sonuclara benzer sekilde, PK MNH'lerinde Oct4
varligini PCR, Western blot ve immuinfloresan yontemlerle
gosterilmis ve Oct4'un saf bir pluripotent kok hiicre be-
lirteci olup olmadiginin tartismali bir konu olabilecegine
deginilmistir (19). Fakat bagka bir calismada, Oct4 izo-
formlar incelenerek Oct4'un yapisini anlayama yonelik
onemli bilgiler elde edilmistir (20). Oct4 varligi hiicrenin
farklilagmasini engellemektedir. Oct4 baskilaninca hicre

farklilagmaya baglar. Ayrica, Oct4 POU domain ailesinin
bir Gyesidir ve insanda Oct4A ve Oct4B izoformlari olmak
Uzere 2 formu bulunmaktadir (21). Oct4 mRNA'si 3 bolim-
den olugsmaktadir. N-terminal kismi, POU DNA baglanma
bélgesive C-terminal kismi. Oct4A ve Oct4B mRNAlarinin
POU ve C-terminal kismi ayni olmasina ragmen N-termi-
nal kisimlar farklidir. Oct4B N-terminal kisminda yaklagik
95 amino asitlik bir eksik bulunmaktadir. Bu eksiklik Oct4B
izoformunun DNA ya baglanma yetenegini inhibe etmek-
tedir. Bunun aksine Oct4A DNA'ya baglanabilmekte ve
pluripotensiyi koruyabilmektedir. Ayni zamanda embriyo-
nik hicre hatlarinda iki izoformda bulunmasina ragmen
Oct4A miktar, Oct4B miktarina oranla oldukca yiksek
olarak gosterilmistir. Ayrica, Oct4A ¢ekirdekte, Oct4B ise
sitoplazmada lokalize olmaktadir (20). Liedtke ve arkadas-
lar (2007), Oct4 varligini PK ve kordon kani MNH'lerinde
RT-PCR ile gosterirken primer se¢iminin ¢cok énemli oldu-
Junu, yanhs primer secimi ile Oct4A ile Oct4B izoform-
larinin birbirine kanistirlabilecegini (22); Zangrossi ve ark.
(2007) ise bulduklarinin aslinda Oct4B izoformu oldugunu
bildirmiglerdir (19). Daha sonraki calismalarda bazi kanserli
hiicre hatlarinda ve HKH'lerde Oct4B izoformunun varligi
gOsterilmistir (23-26). Bu ¢alismada, Oct4 varliginin Oct4B
izoformu oldugu diisiinilmektedir. immunofloresan gé-
rintllerde bu kaniyi desteklemektedir. Ayrica yapilan
immunfloresan boyamalarda Oct3/4'un sitoplazmik lokas-
yona sahip oldugu gérilmektedir. Western blot sonugla-
nyla beraber ele alininca PK'da Oct4B izoformunun yiiksek
miktarda ifade edildigini séylemenin yanlis olmayacagi
distnilmektedir. Fakat yapilan izolasyon islemleriyle mik-
tarinin azaldigi gozlenmistir. Fikol ile aynlan katmanlarda
Oct4 ifadesinin azaldigi veya yok oldugu gorilmistir. Bu
da fikolun hiicre kaybina neden oldugunu dogrulamakta-
dir. Veya MNC katmani diginda kalan bir hiicre gurubunun
daha Oct4B ifade ettigini gdstermektedir. Oct4B izofor-
munun tam olarak gérevi, hangi hiicrelerde bulundugu,
Oct4A ile olan etkilesimlerinin ne oldugu bilinmemekte-
dir. Bu hentiz aydinlatilmamis bir konu olarak durmakta ve
daha kapsamli arastirmalar gerektirmektedir.

NANOG; Oct4 ve Sox2 genleriyle is birligi halinde hiicrenin
pluripotent dzelligin strdirilmesini saglar, miktarn azaldi-
ginda pluripotansiyel 6zellik azalir. Bu calismada, NANOG
ekspresyonu gosterilmistir. Fakat NANOG antikorunun
birden fazla bant verdigi ve tahmin edilen kDa'dan fark-
li noktalarda da bantlar olusturdugu da gérilmuistir. Bu
NANOG'un cabuk degrade oldugunu, post translasyonal
modifikasyonlara ugrayarak bu sekilde bir bant dizisi ver-
digini dusindurmektedir (27). PK'da varhi@inin tartismali
olmasi, NANOG'un saf bir kdk hiicre belirteci olup olma-
digini dustindirmektedir. NANOG proteinin 11 tane pso-
dogeni oldugunu gdsterilmisti. NANOGP1 ve NANOGPS8
disinda geri kalan NANOGP2, NANOGP3, NANOGP4,
NANOGP5, NANOGP6, NANOGP7, NANOGP?, NA-
NOGP10 ve NANOGP11 psddogenler eksik intronlari,
okuma cergevesi icinde stop kodonu bulundurmasi veya
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okuma gercevelerinin kaymasi gibi nedenlerle protein Ure-
tememektedirler. NANOGP1 ise duplike psédogendir.
NANOG ile ¢cok benzer ekson-intron organizasyonuna sa-
hiptir ve fiziksel olarak da birbirilerine baglidirlar. Sekans
dizimi %97 NANOG ile aynidir. Fakat NANOGP1 dizisin-
deki bir nikleotidin degisimi ile dizinin baglarinda stop ko-
donu olusmaktadir. Dolayisiyla mRNA'si diizgln bir protein
kodlayamamaktadir. NANOGP8 okuma ¢ercevesine sahip
olan ve fonksiyonel olabilecedi duslnilen psédogendir
(28). Farelerde yaplan bir calismada, NANOG proteini wes-
tern blotile incelendiginde, antikorun kolaylikta fragmente
olup bir merdiven (ladder) seklinde bant gérintisi verdi-
Ji; bununda proteinin strekli turnover gecirmesi nedeniyle
olabilecedi savunulmustur. Ayrica NANOG'un ¢ekirdekte
lokalize oldugu gésterilmistir (29). insan embriyonik kok
hicreleri, neonatal fibroblastlar, HelLa hicreleri (servikal
kanser hucreleri), SH-SY5Y (néroblastoma hicreleri), ve in-
san mezensimal kok hicreleri embriyonik NANOG ifade
ederken; eriskin fibroblastlar, HUVEC hucreleri (endotel
hicreleri), total kalp dokusu ve insan duiz kas hicrelerinin
sadece NANOGPS ifade ettigi gosterilmistir. Ayni zaman-
da farkli hiicre tiplerinde NANOG proteinin farkli hiicresel
lokalizasyonuna sahip oldugu belirlenmisti. NANOG yada
NANOGPS ifade etmelerinin lokalizasyon agisindan anlam-
Ii bir farki olmadigy, iki formunda farkli hiicrelerde sitoplaz-
mik yada nukleik olabilecegi ve lokalizasyonun hiicre tipine
gore degistigi gozlemlenmistir NANOG proteinin birden
fazla bant vermesinin post translasyonel modifikasyonlar-
dan kaynaklanabilecedi de savunulmustur (27). Farelerde
NANOG proteininin 3 adet varyanti oldugu saptanmistir.
Alternatif bolinme ile 3 farkli NANOG proteininin olustu-
Ju ve 3 varyantinda kendini yenilemeyi koruyabildigi gos-
terilmistir. Ayni zamanda bu farkli varyantlarin farkli kDa'a
sahip oldugundan, ladder formuna b varyantlarin sebep
olabilecedi belirtilmistir. Ayrica, NANOG isoformlarinin
sitoplazmada bulundugu gésterilmistir (30). insan servikal
kanser hicrelerinde (SCC) de, NANOG varligi sitoplazmik
olarak gosterilmis; NANOG hcresel lokalizasyonun hiic-
re tipine ve kanserin safhasina gore degistigi bildirilmistir
(31). Tim bu calismalanin 1s1ginda, bu calismanin sonuclar
karsilastinldiginda, NANOG proteinin periferik kanda bu-
lundugu sdylenebilir. NANOG proteininin bir ladder olus-
turdugu goézlemlendiginde, western blot icin optimize et-
mesi zor bir antikor oldugunu distinilimistdr. Ayrica, belirli
katmanlarda farkli agirlikta bantlar gérilmekte; bu da NA-
NOG proteinin farkli hiicre gruplarinda farkli post translas-
yonel modifikasyonlara ugrayabilecedini gostermektedir.
Ayni zamanda farkli NANOG varyantlarininda, farkli hiicre
gruplarinda bulunabilecegdini ortaya cikartmaktadir. Bunlar
hakkinda kesin kaniya varabilmek icin ayrica gen diizeyinde
PCR gibi ilave testlerle de gosterilmesi gerekmektedir. Bu
calismada, lizis katmaninda bir ekspresyon gérilmezken,
MNC katmaninda NANOG ifade edilmektedir. 5. Katman-
da ise 27 kDa yakinlarinda bir bant grubu gézlemlenmistir.
Normal NANOG bantindan ¢ok asagilarda béyle bir ban-

tin olmasi, belki NANOG proteinin fragmente olarak boy-
le bantlar vermis olabilecegini distindirmektedir. Genel
olarak 5. Katmanda protein miktarinin cok az olmasi hiicre
grubu hakkinda yorum yapmayi kisitli bir alana itmektedir.

Yapilan imminfloresan boyama ile 6zellikle sitoplazma-
da tim katmanlarda NANOG saptanmistir. Simdiye ka-
dar NANOG varligi embriyonik kék hicrelerde, primor-
dial germ hicrelerinde, insan germ hiicre timérlerinde,
mezensimal kok hicrelerde, testis kanserinde, meme
karsinomalarinda, fetal testisde, malin servikal epital hiic-
relerinde ve erigkin insan fibroblastlarinda gosterilmistir
(31-35). NANOG proteninin baska hangi hlcrelerde oldu-
Ju veya psodogeni olan NANOGP8'in nasil bir etki yarat-
tugmni bilinmemektedir. Sitoplazmik yada nukleik olmasi-
nin nasil bir degisiklige veya fonksiyona neden oldugunu,
hangi mekanizmalarla sitoplazmik NANOG olustuguna
dair bir bilgi de bulunmamaktadir. Bu konuda daha ayrin-
tili calismalara ihtiyag vardr.

Sonug olarak, 5. Katmanda Bhartiya ve ekibinin goster-
digi derecede yuksek pluripotent 6zellikte, rejenerasyon
kapasitesi ylksek yeterli miktarda hlcre grubuna rastlan-
mamistir. 5. Katmanda pluripotent 6zellik gosteren hiic-
reler var olsa da, yeterli miktarda ve sayida bulunmadik-
lar ve transplantasyon basarnsini arttirabilecek dizeyde
olamayacaklar dustnilmektedir. Lizis ve MNC katman-
lan ele alinirsa, fikol kullaniminin hicre miktarini azalttigi
ve hicre kaybina neden oldugu da gdsterilmistir. VSEL
hicrelerini ve hematopoetik kék hicrelerinin korunmasi
ve materyaldeki bitin degderlendirilmek isteniyorsa fikol
kullanimi sinirlandinimalidir.

VSEL hcrelerinin varligi ve miktari hakkinda western blot
ile kesin olarak bir yargiya varmak pek mimkdn gérinme-
mektedir. Bunun nedeni, kullanilan pluripotent belirtecle-
rin cesitli izoformlarinin olmasi ve bu izoformlarin western
blot ile birbirinden ayirt edilememesidir. Flov sonuclarina
gore bakildiginda pluripotent belirtegleri tasiyan hicre
miktari Zuba-Surma ve arkadaslarinin gésterdigi gibi deb-
ris kisminda daha fazla gériinmektedir. Bu hicrelerin k-
cuk olmalari debrisle karismalarina ve bu ylzden gdzden
kagmalarina neden olmaktadir. VSEL hiicrelerinin karakter-
lerinin tam olarak anlagilabilmesi icin daha fazla aragtirma
yapilmalidir. Bu hicrelerin kendini yenileyebilme kapasite-
si, bulunduklari dokular ve iglevlerinin anlagilmasi sonunda
klinik kullanim potansiyellerinin de yolu acilacaktr.
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olan Istanbul Universitesi Kan merkezi yénetimine ve calisanla-
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