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ONSOZ

Basta Tip Fakiiltesi olmak iizere tiim iiniversitemizde hicbir kisitlama getirmeden hemen
her tiirli aragtirmanin yapilmasini saglamak amaciyla kurulan arastirma ve egitim laboratuari
(AREL) alt yapisina destek olmak amaci ile bu proje hazirlanmistir. Ancak alisilmis bir
altyapi projesinden farkli olarak 6zgiin bir konu sec¢ilmis ve ililkemizde ilk kez uygulanan bir
yontemin gelistirilmesi amaglanmistir. Hiicre ayristirma yapabilen akim sitometri cihazinin
AREL yo6netim kurulunun 6zverili arastirmalar1 sonunda tahmin edilenden ¢ok daha uygun bir
fiyata mal edilmesi sonucu elde kalan kaynak ile de projeye ekleme yapilarak basta
microarray sistemi olmak tizere AREL’ in pek ¢ok donanimsal eksigi tamamlanmistir. Proje
ayn1 zamanda iilkemizde bu konuda belki de en deneyimli kullanicilarin gelistirilmesini

saglamstir.

Cihaz alim prosediiriinde siirenin ¢ok uzun olmasi, kullanici egitimlerinin uzun siirmesi,
beklenmeyen arizalar, kok hiicre nakil {initesindeki tadilat caligmalar1 nedeniyle hastalardan
iiriin teminindeki gecikmeler projenin éngoriilenden daha uzun siirede tamamlanmasina neden

olmustur.

Proje sonunda hematopoetik kok hiicre iiriinlerinde CD34 pozitif hiicre sayis1 yaninda kok
hiicreleri immunfenotipik 6zelliklerinin de notrofil ve trombosit yamanma siirelerinde etkili
olabilecegi ortaya konmustur. Ayrica literatiirde ilk kez olarak kok hiicre iiriinlerinde tiim
genom profili bakilmis ve gen ekspresyon diizeyleri ile “graft versus host” hastalig iliskisi

arastirilmastir.

Calismamiz1 destekleyen Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Alt Komisyonuna,
AREL yonetim kuruluna, her tiirli 6zveriyi gosteren ve katkida bulunan AREL teknik

elemanlarina, Hematoloji Bilim Dal1 Aferez tinitesi gorevlilerine goniilden tesekkiir ederim

Dr. Murat Tombuloglu

Proje yiiriitiiciisii.
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0z
Farkli mobilizasyon rejimleri ile elde edilen periferik kok hiicrelerin

yiizey immun fenotipik ozellikleri.

Hematopoetik kok hiicre (HKH)’ lerin kemik iligindeki yuvalarindan cevresel kana

mobilize olmalarinin mekanizmalari lizerinde ayrintili bilgiler yoktur.

Calismamizda, 50 hastadan degisik rejimler (grup I: tek basina bliylime faktorii, grup II:
Endoksan + biiylime faktorii, grup III: ESHAP + biiyiime faktorii) ile mobilize edilerek elde
edilen kok hiicre (KH) iiriinlerinden akim sitometri cihazinda ayristirma sonrasi elde edilen
HKH’ lerde yiizey immun fenotipik Ozellikler arastirilmis ve elde edilen sonuclar ile
hastalarin notrofil ve trombosit yamanma siireleri arasinda iliski aragtirilmistir. Ayrica tek
basina biiylime faktorii ile mobilize edilmis 9 vericiye ait kok hiicre iirlinleri gen sunumlari

arastirilarak alicilardaki graft versus host hastaligi (GVHH) ile iliskileri degerlendirilmistir.

Basaril1 sekilde mobilize olan 44 olgunun (ortanca yas: 46, K/E: 18/28) sonuclar
degerlendirmeye alindi. Nakil sonras1t donemde hastalarin ortanca nétrofil yamanma siiresi
12 (9 — 21) ve trombosit yamanma siiresi 12 (7 — 100) giin olarak bulundu. Grup I, II ve III
mobilize HKH’ lerin immun fenotipik Ozellikleri farkli bulunmadi. CD34 pozitif kok
hiicrelerin en yiiksek oranda CD31,CD44,CD90,CD117 ve CD135 antijenini sunduklari
goriildii. Tim grupta; HKH’ lerin CD31 sunum oranlar ile hastalarin nétrofil (r= -0.32, p=
0.03) ve trombosit (r= -0.36, p= 0.02) yamanma siireleri arasinda tersine iliski saptandi.
Grup I HKH’ de, CDlla (r= -0.47, p= 0.02) ve CD31/CDlla (r= -0.51, p= 0.01)
sunumlari ile notrofil yamanma siireleri arasinda tersine iliski saptandi. Grup II HKH’ de;
CDI18 (r= -0.80, p= 0.03) ve CD18/CD31 (r= -0.80, p= 0.03) sunumlan ile hastalarin
notrofil yamanma siireleri arasinda tersine iliski saptandi. Trombosit yamanma siireleri ile
CD117/CD44 sunumlar1 arasinda tersine (r= 0.78, p= 0.04) iliski bulundu. Grup III HKH’
de; birlikte CD184/CD38 sunumu ile hastalarin notrofil yamanma siireleri arasinda (r=

0.61, p= 0.02) iliski saptandi. Trombosit yamanma siireleri ile CD117 (r= -0.57, p= 0.03)



ve CD117/CD44 (r= -0.56, p= 0.04) sunumlar1 arasinda tersine iligki bulundu. HKH’ in

CD184 sunum oranlar1 ile yamanma siireleri arasinda fark saptanmadi.

Kok hiicre iiriinlerindeki immun sistem, hiicresel iletisim ve metabolik islemler ile ilgili
genlerin sunumlarindaki artisin akut GVHH (AGVHH), biiyiime ve metabolik islemler ile
ilgili genlerin sunumlarindaki artisin’ da kronik GVHH (KGVHH) ile iliskili olabilecegi
gosterildi. HKH iiriinlerindeki gen sunum degisikliklerinin GVHH {izerindeki etkileri

nedeniyle bu alanda klinik ¢alismalarin planlanmasi uygun olacaktir

Gruplara gore mobilize HKH’ in yiizey immun fenotipik 0©zelliklerinde fark
saptanmadi. HKH’ in CD31 sunumu ile tiim grupta hem noétrofil hem de trombosit
yamanma siireleri arasinda tersine iliski saptanmasi literatiirde ilk kez ortaya konmustur.
HKH’ in CD184 sunumu ile yamanma siireleri arasinda iliski saptanmamas1 ve CD184
sunumu negatif olan hastalarda bile yamanma siirelerinin farkli olmamasi, homing

siiriiciinde CD184’ e ek faktorlerinde (CD31 gibi) etkili olabilecegini diisiindiirmektedir..

Anahtar kelimeler: hematopoetik kok hiicre, homing, tiim gen ekspresyonu,

mobilizasyon, yiizey immunfenotip,



4. ABSTRACT
The immune phenotypic profile of peripheral blood stem cells

in different mobilization regimens.

There is no detailed information about the mechanism of mobilization of hematopoietic

stem cells (HSC) from the bone marrow into the peripheral blood.

In this study, surface immune phenotypic features of HSCs which had been mobilized
with three different regimens (group I: growth factor alone, group II: Endoksan + growth
factor, group III: ESHAP + growth factor) from a total of 50 patients have been
investigated. CD34-positive cell sorting was done (has been carried out) by flow
cytometry. The relationship between HSC immune phenotype and the duration of the
neutrophil and platelet engrafment has also been studied. In 9 stem cell products which had
been mobilized by using G-CSF alone, whole genom expression profiling was carried out.

Moreover the effects of these gen profiles on graft versus host disease was evaluated.

Mobilization was successful in 44 patients (median age: 46, F / M: 18/28). The median
duration of neutrophil engraftment after transplantation was 12 (9 - 21) days and platelet
engraftment was 12 (7 - 100) days respectively. The immune phenotypic features of group
I, I and III mobilized HSCs were not significantly different. The surface antigens most
commonly expressed by CD34 positive stem cells were CD31, CD44, CD90, CD117 and
CD135. In the whole group the CD 31 positivity ratio of the HSCs were inversely
correlated with the duration of the neutrophil (r=-0.32, p= 0.03) and platelet (r=-0.36, p =
0.02) engraftment. In group I the expression of CDlla (r= -0.47, p= 0.02) and
CD31/CDl11a (r= -0.51, p= 0.01) were also inversely correlated with the duration of

neutrophil engraftment. Neutrophil engraftment was also negatively affected by CD18



expression of HSCs in group II (r=-0.80, p= 0.03) and CD18/CD31 (r = -0.80, p= 0.03). It
has been found out there is an inverse correlation between the duration of platelet
engraftment and CD117/CD44 presentations (r= 0.78, p= 0.04). In group III there was a
positive correlation between the co-expression of CD184/CD38 (r= 0.61, p=0.02) of HSCs
and the duration of neutrophil engraftment. In the same group platelet engraftment was
negatively affected by the expression of CD117 (r=-0.57, p= 0.03) and co-expression of
CD117/CD44 (r= -0.56, p= 0.04) of HSCs. No relationship was found between

engraftment duration and the expression status of CD184.

There was a relationship between the acute graft versus host disease and the increased
expression of genes that are associated with immunity, cell communication and metabolic
processes. Another relationship was also found between the development of chronic graft
versus host disease and the expression levels of genes which are related to growth and
metabolic processes. More studies investigating the effects of stem cell whole genom

expression on graft versus host disease are needed.

As a result we found that the surface immune phenotypic profiles of CD34-positive
peripheral HSCs harvested by different mobilization regimens were not different. To our
knowledge it has been demonstrated for the first time that CD31 expression of HSC could
negatively affect both neutrophil and platelet engraftment. CD184 expression ratio and
even CD184 negativity of HSCs have no effect on neutrophil or platelet engraftment. In
the homing process additional surface antigens (such as CD31), along with CD184

positivity, might be more effective.

Keywords: Hematopoietic stem cells, homing, mobilization, surface immune phenotyping,

gene expression profile



5. METIN
5.1. Giris:

Insanlarda ilk basarili kemik iligi nakli 1959 yilinda Thomas ve arkadaslar tarafindan
uygulanmistir. Doku tipi antijenlerinin kesfi ve GVHH ile ilgili bilgilerin artis1 ile
hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN) yaklasik 40 yildan beri basta hematolojik kanserler
olmak iizere bir¢cok hastaligin tedavisinde standart bir klinik uygulama haline gelmistir.
Giiniimiizde allojeneik veya otolog kok hiicreler transplant yaninda regeneratif tip

uygulamalarinda da giderek artan bir siklikta kullanilmaktadir (1).

[Ik uygulamalarda hematopoetik kok hiicre kaynagi olarak iliak kemiklerden genel
anestezi altinda ¢ok sayida aspirasyonla alinan kemik iligi tiriinii kullanilmistir. Normal
sartlarda kemik iligi c¢ekirdekli hiicrelerinin % 0.01 kadarin1 multipotent kok hiicreler
olusturmaktadir. Bu kok hiicrelerin zaman zaman dolasima gectikleri ve tekrar kemik
iligine dondiikleri bilinmektedir. Hematopoetik kok hiicrelerin temel 6zellikleri yasam boyu
kendini yineleyebilmeleri ve gerektiginde kandaki olgun hiicreleri olusturan progenitor

hiicrelere farklilasabilmeleridir.

Periferik kandan yeterli sayida hematopoetik kok hiicre elde edilmesine olanak saglayan
yontemlerin gelismesinden sonra kemik iligi kok hiicre kaynagi olarak giderek daha az
kullanilmaktadir. Bunun baglica sebepleri periferik kandan kok hiicre elde edilmesi icin
genel anestezi gerekmemesi, elde edilen kok hiicre iiriinii ile daha hizli bir hematopoetik
yeniden yapilanma saglanmasidir. Ancak periferik kandan elde edilen kok hiicre tiriiniinde
daha fazla lenfosit bulunmasinin sonucu olarak bu hiicrelerle yapilan allojeneik kok hiicre
nakli sonrasinda kronik GVHH oranlarinda artiglar oldugu ortaya cikmistir. TUmor
kontaminasyon olasiliginin daha diisiik olmas1 nedeniyle otolog kok nakillerinin hemen
tamaminda periferik kandan elde edilen kok hiicreler tercih edilmektedir. Periferik kandan
yasam boyu hematopoetik yapilanmay siirdiirecek sayida kok hiicre elde edilmesi ise bu
hiicrelerin kemik iliginden periferik kana gecisini saglayacak “mobilizasyon” rejimlerinin

basarisina baghidir.
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Hematopoetik kok hiicre mobilizasyonu:

Bir 6miir boyunca kendilerini siirekli yenileyebilen diger taraftan da olgun hiicrelerine
farklilasabilen hematopoetik kok hiicreler, kemik iliginde kendilerine 6zel yuvalarda (nis)
bulunurlar. Non-vaskiiler olan bu komponet ile kemik iligi vaskiiler yapilar1 arasinda iligki
sinlizoidler araciligi ile saglanmaktadir. Siniizoid endoteli ise kan/kemik iligi bariyerini
olusturur. Bu nislerde bulunan hematopoetik kok hiicreler normal sartlarda belirgin bir

proliferatif aktivite gostermezler ve sessiz durumda bulunurlar.

Kemik trabekiilleri etrafinda yer alan bu yuvalar esas olarak osteoblastlar ve diger
stromal hiicrelerle (fibroblast, adipozit, makrofaj, endotel ve diger) cevrilmistir (2, 3).
Hiicreler yaninda immunglobulin, integrin, selektin, proteoglikan gibi matriks yapilar1 da
yuvay1 destekler. Yuva, kok hiicrelerin yerlesmesinde (homing) ve biyolojik aktivitelerinin

kontroliinde énemli rol oynar (2 - 4).

Kok hiicre ile mikrogevre arasindaki hiicre-hiicre ve hiicre-matriks iliskileri adezyon
molekiilleri ile siirdiiriilmektedir. Kok hiicrelerin yuvalara tutunmalar1 kemokinler
(CXCL12 [0Onceki adiyla — stromal cell derived factor SDF-1] / CXC chemokine receptor 4
[CXCR4]) ve integrinler (very late antigen 4 [VLA-4] / vascular cell adhesion molecule 1
[VCAM-1])) aracilig1 ile olmaktadir (Sekil 1).

Kok hiicrelerin kemik iliginde bulundugu yuvalarindan ayrilarak endoteli asip cevresel
dolasima gecmesine mobilizasyon adi verilmektedir. Mobilizasyonun molekiiler
mekanizmasinin son yillarda daha iyi anlasilmistir (4). Kok hiicre yiizey antijen profili
degisiklikleri, adezyon molekiil ekspresyonunda degismeler, kok hiicrenin sessiz durumdan
proliferatif duruma ge¢mesi, biiyiime faktorii ve kemokinlere yanit durumunda degisiklikler

mobilizasyon lizerine etkili olmaktadir.

Kemik iligi mikrocevresinde bu degisiklikleri yaparak HKH mobilizasyonunu saglamak
amaciyla giiniimiizde tek basina veya kemoterapi ile birlikte biiylime faktorleri (en sik G-

CSF ve GM-CSF) kullanilmaktadir.
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Kemokin baglantisi

CXCLI12 >> CXCR4

VLA-4 > VCAM-1

Integrin baglantist

Kb

Yuva (osteoblastlar)

Sekil 1. Kok hiicrelerin yuvalarina kemokinler ve integrinler araciligi ile tutunmasi (3).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, mobilizasyon rejimlerinin etki mekanizmalar1 da
biiyiik oranda agikliga kavusturulmustur. Giiniimiizde kullanilan yontemlerin ¢ogu kok
hiicre — yuva baglanmasindaki kemokin kopriisii lizerine etki gostermektedir. Bu baglanti

degisik sekillerde kirilabilmektedir.
Kemokin baglantisini etkileyen mekanizmalar ve kullanilan ilaglarin etkileri:

1. Metalloproteinazlarin salimimi: Ozellikle kemik iligindeki miyelositer seri
hiicrelerinin artmasi sonucunda yapilarinda bulunan metalloproteinazlarin mikrocevreye
salinmasi ile iliskilidir. Artan metalloproteinazlar (6zellikle jelatinaz) kemokin baglantisini
yikarak ve bazal membran biitiinliigiinii bozarak kok hiicrenin mobilizasyonuna neden olur
(4). Bu mekanizma ozellikle G-CSF uygulamalarinda gecerlidir. Ayrica yiiksek doz
siklofosfamid gibi degisik kemoterapi uygulamalar sonrasi aplaziden ¢ikan kemik iliginde

bu mekanizmanin etkiligi oldugu gosterilmistir (4, 5).

2. Osteoblastlardan CXCLI12 sunumunun baskilanmasi: Yapilan caligmalarda G-CSF
uygulamalarinin nisi olusturan osteobastlardan CXCL12 sunumunu baskilayarak

mobilizasyona neden oldugu ortaya konmustur (6).

12



3. Baglantiy1 dogrudan zayiflatan ajanlar: Plerixafor (eski adiyla AMD 3100) kemokin
baglantisim1 dogrudan etkileyerek zayiflatmakta ve daha kisa siire icinde mobilizasyona
neden olmaktadir. Ozellikle diger yontemler ile yeterli mobilizasyon saglanamayan vakalar

icin klinik kullanima girmistir (4).

Yuvada integrin baglantis1 {izerinden etkisini gosteren ajanlar iizerinde ise calismalar
daha yakin doneme aittir. Bu alanda gerek insan gerekse hayvan calismalar1 devam etmekte

olup ilk sonuclar etkin olduklar1 yoniindedir (7).

Bu giincel bilgilerden mobilizasyonu etkileyen esas faktorlerin kok hiicre — yuva
baglantilarinda rol oynayan kemokinler ve adezyon molekiilleri oldugu agiktir. Giiniimiizde
kullanilan degisik mobilizasyon ajanlart bu baglantilar ilizerinden etkilerini gosterse de
mekanizmalari farklidir. Farkli mobilizasyon rejimleri ile elde edilen ¢evresel HKH’ lerin
yiizey immun fenotiplerindeki farkliliklarin arastirildigr bir ¢alismada (8); tek basina G-
CSF ve kemoterapi sonrast G-CSF kullanimi sonrasi elde edilen kok hiicrelerin immun
fenotipik ozelliklerinin benzer oldugu buna karsin yiiksek doz kemoterapi sonrasi biiyiime
faktorii uygulamasi ile elde edilen kok hiicrelerin ise “homing” iizerinde negatif etki

gosterecek fenotipik 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir.

HKH naklinde engrafmani etkileyen en énemli faktor kok hiicre sayisidir. Say1 yaninda
elde edilen kok hiicrelerin yiizey immunfenotiplerinin engrafman ve hastalik relapsi
(malign kok hiicre kontaminasyon) iizerine etkilerinin bulundugu bilinmektedir. Allojeneik

kok hiicre naklinden sonra gelisen GVHH iizerine etkileri ise bilinmemektedir.

GVHH ile vericilerin gen sunumunu degerlendiren ve kisa siire Once yayinlanan
(calismamiz devam ederken) ¢ok az sayida calismada; KGVHH’ da hiicre siklus, hiicre
profilerasyonu ve immun iligkili siireclerin etkisi (8, 9) ile AGVHH’ da gen sunum profili
tammmlanmistir  (10). Bu calismalarin  hicbirinde  verilen kok  hiicre  {riinii

degerlendirilmemistir.

Calismamizda ii¢ farkli mobilizasyon rejimi ([a] tek basina biiylime faktorii, [b] ESHAP
(etoposid 40 mg/m2 1 — 4 giin, metilprednizolon 500 mg/m2 1 — 4 giin, sisplatin 25 mg/m2 1

13



— 4 giin, Ara-C 2000 mg/m” 5. giin) ve benzeri kemoterapi protokolleri ile birlikte biiyiime
faktorii ve [c] Endoksan (2 — 4 gr/mz) ile birlikte biiylime faktorii) ile elde edilmis cevresel
kan iiriintinden akim sitometri cihazi ile CD34+ hematopoetik kok hiicreler ayristirilmig
(sorting) ve bu hiicrelerin yontem boliimiinde belirtilen yiizey immunfenotipik 6zellikleri
belirlenerek engrafman ( yamanma — hematopoetik yeniden yapilanma) iizerindeki etkileri
arastirtlmistir. Ayrica biiylime faktorii ile mobilize allojeneik kok hiicre lriinlerinin gen

profili ile GVHH arasinda iligki arastirilmistir.

Ulkemizde akim sitometri ile kok hiicre ayristirmasi yapilarak gerceklestirilen ilk
calisma olmasi yaninda ulasabildigimiz kadariyla uluslar arasi literatiirde mobilizasyondaki
onemi giderek artan CXCR4 reseptorii (CD184) bu yontemle ilk kez calisilmig olmaktadir.
Bunun yaninda bir 6n ¢alisma olarak elde edilen allojeneik kok hiicre iirtinlerinden RNA
ayrimu1 yapilarak gen ekspresyon profilinin yiizey immun fenotipik ve klinik 6zelliklerle

iliskisi degerlendirilmistir.
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5.2. Literatiir ozeti

Literatiirde ¢alismamiza benzer bir ¢alisma bulunmaktadir (8). Calismamizda farkli
olarak akim sitometri ile ayristirma sonrasi elde edilen kok hiicreler kullanilmistir. Ayrica
kemokin baglantisinda 6nemli bir role sahip olan ve gerek mobilizasyonda gerekse homing
siireclerinde de onemli bir yere sahip olan CXCR4 reseptorii (CD 184) ¢alismamizda diger

onemli farklardan biridir.

(de Boer F, Driger AM, Van Haperen MJ, van der Wall E, Kessler F, Huijgens PC,
Pinedo HM, Schuurhuis GJ. The phenotypic profile of CD34-positive peripheral blood
stem cells in different mobilization regimens. Br J Haematol. 2000;111:1138-44.)

15



5.3. Hastalar ve yontem:
5.3.1. Hastalar:

Hematoloji Bilim Dalinda KH mobilizasyonu uygulanan 50 olgu caligmaya alindi.
Basarili mobilizasyon saglanan 44 kisiden elde edilen iiriinler (17 allojeneik donér, 13
Multipl Myelom ve 14 lenfoma [Hodgkin: 4, Non-Hodgkin: 10]) onay formlar1 alindiktan
sonra ileri doniik olarak calismaya alinmigtir. Olgularin 26’ s1 erkek 18 i kadin olup

ortanca yaslar1 46 bulunmustur (¢izelge 2).

Cizelge 1. Calisma grubunun ozellikleri

Say 44

Yas (ortanca, en alt - en iist) (yil) 46 (22 - 67)

Kadin/Erkek 18/26

Lenfoma (Non-Hodgkin / Hodgkin) 14 (10 /4)

Multipl myelom 13

Donor 17
Mobilizasyon:

Kok hiicre mobilizasyonu asagida tamimlanan gruplara gore farkli yontemlerle

yapilmugtir.

Grup I: Tek basina biiyiime faktorii (Granulosit koloni stimiile faktor): Allojeneik

nakilde saglikli vericilere (17 olgu) ve bes Multip] Miyelom hastasina bu protokol
uygulanmistir. 10 pg/kg/giin dozunda biiyiime faktoriine baslandiktan sonra besinci giinde
(hastalarda cevresel kan CD34+ hiicre diizeyi 10/ul iizerine ¢iktiginda) KH toplanmaya

baglanmustir.
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Grup II: Endoksan ile biiyiime faktorii; Multipl Myelom olgularinda bir y1l dncesine

kadar rutin uygulanan protokoldiir. Giiniimiizde bu hastalarda tek basina biiylime faktorii
kullammi daha ¢ok onerilmektedir. Endoksan (2 — 4 gr/m”) uygulamasini takiben Iokosit
degerleri diistiiglinde (tahmini dip noktasinda) biiyiime faktorii (10 pg/kg/giin dozunda)
eklenmistir. Lokosit degerleri yiikseldikten sonra ¢evresel kan CD34+ hiicre diizeyi 10/ul
lizerinde olan hastalarda kok hiicre toplama islemine baglanmistir. 8 Multipl Miyelom

hastasina bu protokol uygulanmustir.

Grup III: ESHAP ve benzeri kemoterapi protokoller ile birlikte biiyiime faktorii;

Lenfoma (Hodgkin ve Non-Hodgkin) olgularinda uygulanan protokoldiir. ESHAP veya
benzeri kemoterapi protokolii uygulamasini takiben 16kosit degerleri diistiigiinde (tahmini
dip noktasinda) biiytime faktorii (10 pg/kg/giin) eklenmistir. Lokosit degerleri ylikseldikten
sonra c¢evresel kan CD34+ hiicre diizeyi 10/ul tizerinde olan hastalarda kok hiicre toplama

islemine baglanmistir. Calismamizda bu grupta 14 hasta bulunmaktadir.
Lokaferez:

Klinigimize yatiglarinda yukarida tanimlandigi sekilde mobilize edilen hasta veya
vericilerden tam otomatik aferez cihazi ile (Fresenius Astec veya Comtec) cevresel kandan

kok hiicreleri toplanmagtir.
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5.3.2. Ornekler

Hasta veya vericilerin 16kaferez ile toplanan kok hiicre iirlinlerinden EDTA igeren licer

adet tiipe (vacuette, K;EDTA) ikiser ml 6rnek alindi.

Alman kok hiicre ornekleri bekletilmeksizin ‘Arastirma ve Egitim Laboratuarina

(AREL)’ gonderildi.

Akim sitometri cihaz1 ile (BD FACSAria cell sorter, BD Biosiences, 2007, USA)
asagida tanimlandigr sekilde CD34+/CD45- hiicreler ayristirilmis ve ayristirilan bu
hiicrelerin fenotipik (PE-CD11a, FITC-CD18, PE-CD31, APC-CD38, FITC-CD44, APC-
CD62e, FITC-CD62L, FITC-CD90, PE-CDI117, PE-CDI135, PE-CDI184) ozellikleri

belirlenmistir.

Ayrica Mikroarray gen analizi i¢in Affymetrix U133. 2.0 Plus ¢ipleri ve GeneChip 3 in
vitro transkripsiyon (IVT) Express Kiti kullanilarak oncelikle ii¢ otolog KHN uygulanan
hastanin {iriiniinden tiim genom gen ekspresyon analizi yontemi test etmek i¢in uygulandi.
Yontemin calistigi dogrulandiktan sonra 9 allojenik KHN uygulanan hasta bu amacla
caligmaya alindi. Mikroarray sonuglarinin degerlendirilmesi ve verilerin analizi Partek
Genomic Suite 6.5 (Partek Inc., MO, USA) ve Ingenuity Pathway Analysis 8.7 (Ingenuity
Systems Inc. CA, USA) biyoinformatik yazilimlar1 kullanilarak gerceklestirildi.
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5.3.3. Akum sitometri ile 6rneklerin ¢calisilmasi:
Calismanin akis semasi asagida sirasiyla ozetlenmistir.

A) Unstain Tiipii (antikorsuz): Yalnizca 100uL aferez 6rnegi kullanilir (sekil 2).
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Sekil 2: Tiip A, boyasiz analiz
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B) izotipik Kontrol Tiipii: 1 tiip icine izotip kontrol antikorlarindan (APC Mouse IgG1,
FITC Mouse IgGl, PE Mouse IgGl, PE-Cy5 Mouse IgGl, APC-H7 Mouse IgGl ve
PECy7 Mouse IgG1) 5’er pL ve aferez 6rneginden 100 pL ilave edilir (sekil 3).
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Sekil 3. Tiip B, izotipik kontrol analizi

C) CD34 PECy7 + CD45 APC-H7 Tiipii: Bir tiip i¢ine antikorlardan (CD34 PECy7 ve
CD45 APC-H7) 10’ ar pL ve aferez orneginden 200 pL ilave edilir. Ayirma asamasindaki

CD34+ hiicre yogunluguna gore bu tiipten birden fazla hazirlanmistir.

A, B ve C asamalar1 tamamlandiktan sonra tiipler ‘vortex’ lenir (Heidolph Reax top
vorteks). Oda sicakliginda ve karanlikta 15 — 30 dakika bekletildikten sonra A ve B
tiiplerine 2 mL, c tiipiine 4 mL 1 X ‘BD Facs Lysing Solution’ ilave edilir ve ‘vortex’ lenir.

Oda sicakliginda ve karanlikta 10 dakika bekletildikten sonra yikama agsamasina gegilir.
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Tiipler 300 g de 5 dakika santrifiij edilir (Eppendorf Centrifuge 5810 R). Tiiplerdeki

stipernatant uzaklastirilir. Tiiplerin igerisine 3—4 mL ‘BD CellWash’ ilave edilir. ‘Vortex’

lenir. 200g de 5 dakika santrifiij edilir ve siipernatant uzaklastirilir.

Hiicre yogunlugu dikkate alinarak 500 — 1000 pL. ‘BD CellWash’ ilave edilir ve BD

FacsAria cihazinda analiz asamasina gegilir (sekil 4).
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-_AII Ewvents 100,000 #1000
F1 33,910 339 339
[ co34+ cD45- %3 879 26 0.4
Q2 2 0.0 0.0
| k] 4,659 13.7 4.7
O cDh45+ %84 28,370 237 284

Sekil 4. Tiip C, CD34+/CD45- oranlari
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AYRISTIRMA ASAMASTI:

A, B ve C tiipleri sirasiyla analiz edilir. A ve B tiiplerinden kontrol kapilar1 belirlenir. C
tiipii ile CD34+ hiicre yiizdesi belirlenir ve ayirma islemine gecilir. CD34+/45- hiicrelerin
ayrilma islemi sonrasi toplanacag tiipiin icerisine hiicreleri canli tutabilmek i¢in 500 pL 1X

PBS ilave edilir.
AYRISTIRMA SONRASI:

En az 150000 CD34+ hiicre ayristirildiktan sonra, ayristirma yiizdesini belirlemek icin

ayrigtirma tiipii analiz edilir (sekil 5).
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848 B84.6 B84.6
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Sekil 5. Ayristirma sonrast CD34 orani
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Diger taraftan her biri i¢ine asagida tamimlanan antikorlarin her birinden beser puL

eklenerek dort ayr tiip 6rnegi hazirlanir (sekil 6).

Birinci tiip: FITC Mouse AntiHuman CD18, PE Mouse AntiHuman CD31 ve PE-Cy5
Mouse AntiHuman CD11A (sekil 7).

Ikinci tiip: APC Mouse AntiHuman CD38, FITC Mouse AntiHuman CD62L ve PE
Mouse AntiHuman CD184 (sekil 8).

Uciincii tiip: FITC Mouse AntiHuman CD44 ve PE Mouse AntiHuman CD117 (sekil
9).

Dordiincii Tiip: PE Mouse AntiHuman CD135, FITC Mouse AntiHuman CD90 ve APC
Mouse AntiHuman CD62E (sekil 10).

CD34-PE-Cy5
CD45-APC-H7
CD18 FITC CD38 APC CD44 FITC CD135 PE
CD31 PE CD62L FITC CD117 PE CD90 FITC
CD11A PE-Cy5 CD184 PE CD62E APC

Sekil 6. Ayristirma sonrasi tiip 6rnekleri

Her bir tiip lizerine ayristirilan CD34+ hiicreler esit miktarlarda paylastirilir. Oda
sicakliginda ve karanlikta 15 — 30 dakika bekletildikten sonra ‘BD Facsdiva version 6.1.3’

yazilimu ile analiz edilerek, kok hiicrelerin fenotipik ozellikleri belirlenir.
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Sekil 7. Ayristirma sonrasi tiip 1.
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Sekil 8. Ayristirma sonrast tiip 2
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Sekil 9. Ayristirma sonrast tiip 3.
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Sekil 10. Ayristirma sonrast tiip 4.
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5.3.4. Microarray tiim genom ekspresyon analizi
5.3.4.1. Orneklerden RNA eldesi

Leukolock kiti (Ambion) kullanilarak orneklerden RNA ekstrakte edildi. Elde edilen
orneklerdeki RNA miktar1 ve safligi Nanodrop ND-100 cihazi kullanilarak belirlendi.

5.3.4.2. Tek-iplikli cDNA Sentezi

1. Tek-iplik Son Karisiminin Hazirlanmasi.

A. Tek-iplik sentez reaktifleri ¢oziiliir ve buz lizerine yerlestirilir.
B. Buz iizerinde, niikleaz icermeyen bir tiip icerisinde Tek-iplik Son Karisimi Cizelge 2’

ye gore hazirlanir.

Cizelge 2. Tek-iplik Son Karisimu (tek bir tepkime i¢in)

Bilesen Hacim
Tek-Iplik Tampon Karisimi 4 uL
Tek-iplik Enzim Karigimi 1 L
Toplam Hacim SuL

C. Karisim nazikge vortekslenir. Karigimin tiiptin dibinde toplanabilmesi i¢in kisa bir (~5
saniye) santrifiij gerceklestirilir.
D. PCR Tiipleri ya da Plag1 buz iizerine yerlestirilir. 5 uL Tek-iplik Son Karistmindan her

bir tiip ya da kuyucuga ilave edilir.

2. Toplam RNA/poly-A Kontrol Karisiminin ilavesi

A. Toplam RNA/poly-A Kontrol Karisimindan, Tek-iplik Son Karisimini iceren her bir
kuyucuga Ser pL ilave edilir. Boylece son hacim 10 puL olmus olur.

B. Karisim nazikce vortekslenerek karistirilir.  Karisimin  tiiptin/plagin - dibinde
toplanabilmesi i¢in kisa bir santrifiij gerceklestirilir. Ardindan Ornekler buz iizerine

yerlestirilir.
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3. Inkiibasyon

A. “Tek-iplikli cDNA Sentezi” programina gore Thermal Cyclerda 42°C de 2 saat
inkiibasyon gerceklestirilir.

B. Inkiibasyondan sonra karigimin tiipiin/plagin dibinde toplanabilmesi igin kisa bir
santrifiij gerceklestirilir. Ardindan Ornekler buz lizerine yerlestirilir ve bekletilmeden Cift-

iplikli cDNA sentezi agamasina gegilir.
5.3.4.3. Cift iplikli cDNA sentezi
1. Cift-iplik Son Karigiminin Hazirlanmasi.
A. Buz iizerinde, niikleaz icermeyen bir tiip icerisinde Cizelge 3* e gore hazirlanir.

Cizelge 3. Cift-iplik Son Karisimu (tek bir tepkime i¢in)

Bilesen Hacim
Niikleaz-icermeyen Su 13 ulL
Cift-Iplik Tampon Karisimi 5 uL
Cift-iplik Enzim Karigimi1 2 uL
Toplam Hacim 20 uL

B. Karigim nazikge vortekslenir. Karigimin tiiptin dibinde toplanabilmesi i¢in kisa bir (~5
saniye) santrifiij gerceklestirilir. Santrifiijiin ardindan tiip buz iizerine yerlestirilir.

C. 20 uL Cift-iplik Son Karistmindan, 10 uL cDNA 6rnekleri {izerine ilave edilir. Her bir
tiip nazikge vortekslenerek karigtirilir. Karisimin tiiptin dibinde toplanabilmesi i¢in kisa bir
(~5 saniye) santrifiij gerceklestirilir. Santrifiijiin ardindan tiip buz iizerine yerlestirilir.

D. Thermal cycler blogu 16 °Cye getirilir. Tiipler bloga yerlestirilir.

2. Inkiibasyon
A. “Cift-iplikli cDNA Sentezi” programina gore Thermal Cyclerda once 16°C de bir saat
ardindan 65°C de 10 dakika inkiibasyon gerceklestirilir.
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B. Inkiibasyondan sonra karisimin tiipiin/plagin dibinde toplanabilmesi icin kisa bir
santrifiij gerceklestirilir. Ardindan Ornekler buz iizerine yerlestirilir ve bekletilmeden IVT

asamasina gegilir ya da drnekler —20°C de saklanir.

5.3.4.4. Isaretlenmis RNA’ min in vitro transkripsiyon ile sentezi

1. IVT Son Karisiminin Hazirlanmasi

A. Oda sicaklhiginda niikleaz icermeyen bir tiip icerisinde IVT Son Karisimi Cizelge 4° e

gore hazirlanir.

Cizelge 4. IVT Son Karigimi (tek bir tepkime icin)

Component Amount
IVT Biotin Label 4 uL
IVT Labeling Buffer 20 pL
IVT Enzyme Mix 6 uL
Total Volim 30 ulL

B. Karigim nazikge vortekslenir. Karigimin tiiptin dibinde toplanabilmesi i¢in kisa bir (~5
saniye) santrifiij gerceklestirilir. Santrifiijiin ardindan tiip buz tizerine yerlestirilir.

C. 30 uL IVT Son Karisimindan, (30 puL) cift-iplikli cDNA 6rnekleri iizerine ilave edilir.
Her bir tiip nazik¢e vortekslenerek karistirilir. Karisimin tiipiin dibinde toplanabilmesi i¢in
kisa bir (~5 saniye) santrifiij gerceklestirilir.

D. Tiipler hazirlandiktan sonra thermal cycler bloguna yerlestirilir.
2. Inkiibasyon.

Thermal Cyclerda 4-16 saat 40°C’ de inkiibasyon gerceklestirilir. En bastaki RNA

miktarina gore tavsiye edilen IVT inkiibasyon siireleri Cizelge 5 de verilmistir.

3. aRNA buza yerlestirilir ya da hemen dondurulur.
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Elde edilen aRNAlar aRNA saflastirma basamagina (asagida) gecis i¢in buza yerlestirilir ya
da gece boyu saklamak iizere —20 °C ye kaldirilir.

Cizelge 5. Tavsiye Edilen IVT Inkiibasyon Siireleri

RNA Miktar1 IVT inkiibasyon Siiresi
50-250 ng 16 saat
100-500 ng 4 saat

5.3.4.5.RNA saflastirilmasi

Sentezden sonra enzimlerin, tuzlarin ve yapiya katilmamis niikleotidlerin
uzaklagtirilabilmesi i¢in aRNA saflagtirilir. Eger Lab-Line Titer Plate Shaker disinda bir
calkalayici kullanilacaksa, her bir basamak icin tavsiye edilen ortalama calkalama hizlar

cizelge 6’ da verilmistir.

Cizelge 6. Plak Calkalama Hizlar

Tavsiye Edilen Hiz Ayar1

aRNA Saflastirma  Calkalama Yaklasik
Barnstead/Lab-Line = Boekel “Jitterbug”

Basamag Hiz1 RPM
Titer Plate Shaker Plate Shaker

aRNA Baglanmas1  Hafif 300-500 4 1
Boncuk Yikama Orta 700-900 7 4
Etanol

Sert 1000-1200 10 7
Uzaklastirmasi
aRNA Eliisyonu Sert 1000-1200 10 7

aRNA saflastirmasina baslamadan 6nce, aRNA Eliisyon Cozeltisi 50-60°C sicaklikta en az
10 dakika beklemelidir.

1. aRNA Baglama Karisiminin Hazirlanmasi.

Oda sicakliginda niikleaz icermeyen bir tiip icerisinde aRNA Baglama Karisimu cizelge

7’ ye gore hazirlanir.
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Cizelge 7. aRNA Baglama Karisimi (tek bir tepkime i¢in)

Bilesen Miktar
RNA Baglama Boncuklarr* 10 uL
Konsantre aRNA Baglama Tamponu 50 puL

*RNA Baglama Boncuklarini karisima ilave etmeden once vorteksleyerek karigtirilir.
2. RNA’nin aRNA Baglama Karigimina Ilavesi.

A. Her bir 6rnege 60’ ar uL. aRNA Baglama Karigimindan ilave edilir.
B. Her bir 6rnek U-tabanl plaga transfer edilir.

C. Birkag kez pipetlenerek karistirma saglanir.
3. aRNA Baglanmasi.

A. Her bir 6rnege 120er uL 100% etanol ilave edilir.

B. Birkag kez pipetlenerek karistirma saglanir.

C. Plak calkalayicida, hafif ¢alkalama hizinda, en az 2 dakika c¢alkalanir. Bu inkiibasyon
sirasinda Ornekteki aRNA, RNA baglama boncuklarina baglanacaktir.

4. RNA Baglama Boncuklarinin Elde Edilmesi.

A. Plak manyetik bir levha iizerine tasinir ve ~5 dakika boyunca boncuklar yakalanir.
Yakalama islemi tamamlandiginda karisim saydamlasir ve RNA boncuklart manyetik levha
tireinde pellet olusturur. Kesin yakalama siiresi kullanilan manyetik levhaya ve
orneginizdeki aRNA miktarina gore degismektedir.

B. Ust faz dikkatli bir sekilde aspire edilir ve siipernatan manyetik boncuklara zarar

vermeden atilir. Bu islemin ardindan plak manyetik levhanin iizerinden almabilir.
5. Boncuklarin Yikanmasi

A. Her bir 6rnege 100er pL aRNA Yikama Cozeltisinden ilave edilir. Plak calkalayicida
orta (Lab-Line Titer Plate Shaker i¢in 7. hiz ayar1) hizda bir dakika boyunca calkalanir.
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B. Plak yeniden manyetik levha iizerine taginir. RNA boncuklart 6nceki basamakta
yapildig: gibi yakalanir.

C. Ust faz dikkatli bir sekilde aspire edilir ve siipernatan manyetik boncuklara zarar
vermeden atilir. Bu islemin ardindan plak manyetik levhanin iizerinden alinabilir.

D. A basamagindan C basamagina kadarki kisim bir kez daha tekrarlanir.

E. Plak calkalayicida sert (Lab-Line Titer Plate Shaker i¢in 10. hiz ayar1) hizda bir dakika

boyunca kalan etanoliin ugurulmasi i¢in calkalanir.

6. aRNA Eliisyonu

A. Her bir 6rnege 50ser uL onceden 1sitilmis (50-60 °C) aRNA Eliisyon Cozeltisinden
ilave edilerek aRNA Baglama Boncuklarindan eliie edilir.

B. Plak calkalayicida sert (Lab-Line Titer Plate Shaker i¢in 10. hiz ayar1) hizda boncuklar
dagilincaya kadar calkalanir.

C. Plak manyetik levha iizerine tasinir. aRNA baglama boncuklar1 yakalanir.

D. Eliie edilmis aRNAy1 iceren siipernatan niikleaz icermeyen bir tiipe aktarilir.

7. aRNA -20°C saklanabilir ya da kantifikasyon ve fragmantasyon i¢in analiz
gerceklestirilebilir.

Saflagtirtlmis aRNA —-20°C ya da daha diisiik bir sicaklikta 1 yila kadar saklanabilir.

aRNA biitiinliigiiniin saglanabilmesi i¢in dondurma-¢6zme sayist minimumda tutulmalidir.

aRNA kantifikasyonu ve beklenen verim

1. aRNA Veriminin UV Absorbans ile Belirlenmesi:

aRNA c¢ozeltisinin konsantrasyonu 260 nmde absorbansinin olciilmesiyle belirlenebilir.
Bu islem NanoDrop Spektrofotometrelerde gerceklestirilebilir. Bu islemde seyreltme ya da

kiivet gerekmez, 2 uL aRNA 6rneginin dogrudan ol¢iimii yeterlidir.

2. aRNA Boyutunun Analizi:
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aRNA’ nin boyut dagilimi Agilent 2100 biyoanalizor cihazinda Agilent RNA 6000 Nano
Kit (P/N 5067-1511) kullanilarak degerlendirildi. aRNAnin biyoanalizorde 6l¢iimii icin 300
ng saf aRNA’ nin her bir kuyucuguna yiiklendigi RNA 6000 Nano Kit, iireticinin

talimatlarina gore kullanildu.

5.3.4.6. Fragmantasyon

1. aRNA fragmantasyon karistminin hazirlanmasi.
Cizelge 8’ e gore hazirlanir
2. Fragmantasyon reaksiyonu.

A. Hazirlanan ornekler 94°° Cde 35 dakika inkiibe edilir.

B. Inkiibasyon sonrasinda &rnekler derhal buz iizerine aktarilmalidir.

Fragmante edilmis aRNA derhal kullanilmali ya da dondurularak saklanmalidir.
Seyreltilmemis fragmante aRNA kisa donem ic¢in —20°C, uzun donem ic¢in —70°C’ de

saklanabilir.

Cizelge 8. Array Formatina Gore Ornek Fragmantasyon Ornekleri

Bilesen 49/64 Format 100 Format 169/400/HT format
aRNA I5pg (1-32 ul)  12pg (1-25.6 pl) 7.5ng (1-16 pL)
5x Array Fragmantasyon

8 uL 6.4 uL. 4 uL
Tamponu
Niikleaz Icermeyen Su Degisken Degisken Degisken
Toplam Hacim 40 pL 32 uL 20 uL

5.3.4.7. Hibridizasyon

Bu bolimde GeneChip® Hybridization, Wash, and Stain Kit kullanilarak

gerceklestirilecek kartus array hibridizasyonunun kurulumu i¢in gerekli bilgiler verilmistir.
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Cizelge 9 kullanilacak probe array formatina gore gerekli

listelemektedir.

aRNA miktarlarini

1. Cizelge 9 a gore, her bir ornek icin hibridizasyon kokteyli hazirlanir.

Boliistiirtilmeden 6nce aRNAnin tamamen siispanse edilebilmesi i¢in 20X Hibridizasyon

Kontrollerinin donmusg stoklarinin 65°C’ ye 1sitilmasi (5 dakika).

2. Kullanilmadan hemen 6nce probe array oda sicakligina getirilir.

3. Hibridizasyon kokteyli 1s1 blogunda 99°C’ ye getirilir (5 dakika).

4. Array uygun miktarda pre-hibridizasyon karisiminin (¢gizelge 10) septa kismindan

doldurulmasiyla 1slatilir.

Cizelge 9. Tek Bir Probe Array Icin Hibridizasyon Kokteylinin Hazirlanmasi

Bilesen

Fragmante edilmis ve
Isaretlenmis aRNA
Kontrol Oligoniikleotid B2
(3 nM)

20X Hibridizasyon
Kontrolleri

(bioB, bioC, bioD, cre)

2X Hibridizasyon Karigimi
DMSO

Niikleaz icermeyen su

Total Volim

Array Formati

169 (Mini)
49 (Standard)
/ 100 (Midi)
400
64 Format
(Mikro)
12.5 pg (33.3 10 ng Spg3.3
uL) (26.7 pL) uL)
4.2 uLL 3.3 ulL 1.7 uLL
12.5 uLL 10 uLL 5 uL
125 uL 100 puL 50 uL
25 uL. 20 puL. 10 L
50 puL. 40 pL. 20 pL
250 uL 200 pL 100 pL.

35

Son

Konsantrasyon

0.05 pg/ plL

50 pM

1.5, 5,25, and
100 pM sirasiyla

1X
10%



Cizelge 10. Pre-Hibridizasyon Karigimi ve Hibridizasyon Kokteyli i¢in Probe Array Kartus

Hacimleri

Array Volume
49 Format (Standard) 200 pL.
64 Format 200 pL
100 Format (Midi) 130 pL
169 Format (Mini) 80 uL
400 Format (Mikro) 80 uL.

NOT: Her bir array iizerinde ikiser adet septa bulunmaktadir. Array’in doldurulabilmesi
icin Oncelikle septalardan biri, temiz ve kullanilmamis bir pipet ucu sokmak suretiyle agilir.
Bunun ardindan pipet ucu mikropipetore takilarak septamin i¢ine sokulur ve dolum

gerceklestirilir.
5. Pre-hibridizasyon karisimi ile doldurulmus olan probe array, hibridizasyon
firininda, 45°C’ de 10 dakika boyunca dondiiriilerek inkiibe edilir.

6. 3. basamakta 99°C’ ye 1sitilmis olan hibridizasyon kokteyli 45°C’ deki 1s1
bloguna aktarilir (5 dakika).

7. Hibridizasyon kokteyli, hibridizasyon karistmindan c¢oziinmeyen bilesenlerin

ayrilabilmesi i¢in mikrosantrifiijiin maksimum hizinda 5 dakika dondiiriiliir.

8. Array hibridizasyon firinindan ¢ikarilir. Array temiz bir pipet ucuyla agilir ve pre-
hibridizasyon karigimi mikropipetdr yardimi ile c¢ekilerek atilir. Array uygun hacimde,
temizlenmis hibridizasyon kokteyli ile doldurulur. Bu asamada tiipiin dibindeki

¢Oziinmemis bilesenlerin alinmamasina dikkat edilmelidir.

9. Probe 45°C’ ye ayarlanmis hibridizasyon firinina yerlestirilir.
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10. Motorun geriliminin engellenmesi icin, probe array’ler eksen ¢evresinde dengeli

bir sekilde yerlestirilmelidir. Array’ ler 60 rpm de dondiiriiliir.
11. 16 saat boyunca hibridizasyon gerceklestirilir.

Microarray tim genom ekspresyon analizi i¢in tanimlanan basamaklar sekil 11° de

Ozetlenmistir.
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5.3.5. Istatistik yontem:

Elde edilen sonuclar Oncelikle Gaussian dagilim egrisine uyumlu dagilim gosterip
gostermedi8i yoniinden arastirildi. Bu amacgla kullanilan Kolmogrov-Siminirnov ve
D’Agostino-Pearson testlerinde sonuglarimizin bazilarmin Gaussian dagilim egrisine

uyumlu bazilarinin ise uyumsuz dagilim gosterdigi saptandi.

Gaussian dagilim egrisi ile; uyumsuz olan verilerin istatistik degerlendirmelerinde
nonparametrik  (ikili  grup  karsilastirmalarinda ~ Mann-Whitney, c¢oklu  grup
karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis ve iliski degerlendirmelerinde Spearman), uyumlu
olanlarin degerlendirmelerinde ise parametrik (ikili grup karsilastirmalarinda Unpaired T
test, ¢oklu grup karsilastirmalarinda One-way ANOVA ve iliski degerlendirmelerinde
Pearson) testler kullanildi. Anlamli bulunan ¢oklu grup karsilastirmalarinda, gruplarin

birbirleri arasinda anlamlilik olup olmadigini saptamak i¢in Dunn post test kullanildi.

Anlamlilik esik diizeyi p=0.05 olarak kabul edildi ve sonuglar ortanca (en iist ve en alt)
olarak sunuldu. Istatistik degerlendirmeler GraphPad Prism 4.03 yazilimi (GraphPad
Software, San Diego California USA, www.graphpad.com) ile yapildi.

Mikroarray Veri Analizi

Orneklerin kalite kontrolii Affymetrix GeneChip Operation yazilimi ile yapilmistir.
Tarama sonucu elde edilen analiz dosyalar1 Partek® Genomic Suite 6.4 (Partek In. St.
Louis, MO, USA) kullanilarak gerceklestirilmistir. Gruplar arasi gen ekspresyon
farkliliklart icin istatistiksel anlamlilik degeri olarak p < 0.05 ve en az 2 kat artis ve azalis

farkliliklar1 kabul edilmistir.
Network Etkilesimi ve Fonksiyonel Analiz

Gen ontolojisi ve gen etkilesim analizi Partek Genomic Suite 6.4 ve Ingenuity Pathway
Analysis 7.1 (Ingenuity Systems, Mountain View, CA, USA) yazilimlar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gen listesi, Partek analizi sonras1 gen ekspresyonlar: arasinda iki kat ve

tisti degisim gosteren genlerden olusturulmustur ve bu genler Ingenuity Pathways
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Knowledge Base (IPKB)’de incelenmistir. Bu genler daha sonra IPKB veritabaninda
molekiiler etkilesim listesi temel almarak yolak algoritmalarinin olusturulmasinda
kullanmilmistir. Ayrica, array’in referans very setindeki gen listesi kullanilarak belirlenen
genlerin anlamli zenginlestirme degerleri, genler ile iliskili biyokimyasal aglar ve anlimlh

molekiiler ve hiicreler fonksiyonlarin belirlenmesinde kullanilmistir.
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5.4. Bulgular:

On sekizi kadin olan ve ortanca yaslar1 46 bulunan 44 olgunun mobilizasyon sonuglari
degerlendirmeye alindi. Nakil sonras1t donemde hastalarin ortanca notrofil yamanma siiresi

12 (9 —21) ve ortanca trombosit yamanma siiresi 12 (7 — 100) giin olarak bulundu.

Mobilize HKH lerin akim sitometri ile saptanan CD sunum oranlar1 ¢izelge 11° de

sunulmustur.

Cizelge 11. Gruplara gore HKH’ lerin CD sunum oranlari (%). Tiim grup degerlerinin

yaninda en diisiik ve en yliksek degerlerde sunulmustur

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Tiim grup

(n: 22) (n: 8) (n: 14) (n: 44)
CDlla 57.5 62 54 56 (11-99)
CD18 55 5 15.5 7.5(0-67)
CD31 925 93.5 96.5 94.5 (79 - 99)
CD38 16 5 21.5 14.5(0-61)
CDh44 99 99.5 100 99.5 (95 - 100)
CD62e 0.5 0 0 0 (0-66)
CD62L 1 0 1.5 1 (0-65)
CD%0 99 100 100 100 (43 — 100)
CD117 92 94 96 93.5 (60 — 100)
CD135 85 91 94 89.5 (17 -100)
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Cizelge 11’ in devam

CD184 65.5 275 58 60.5 (1 —99)
CD18a/CD31 55 5 14.5 7.5 (0 - 64)
CD182/CDI11 5 7 12 7.5(0-67)
CD31/CDI1 57 61 54 55.5(11-91)
CD62L/CD184 1 0 1.5 1 (0 - 60)
CDG62L/CD38 1 0 0 0 (0 —39)
CD184/CD38 6.5 0.5 8 6.5 (0 —53)
CD117/CD44 92 94 95 93.5 (59 — 100)
CD135/CDY0 85 91 94 89.5 (16 — 100)
CDY0/CD62e 0 0 0 0 (0 — 66)
CD135/CD62e 0 0 0 0 (0-99)

Farkli mobilizasyon rejimleri ile mobilize edilmis HKH’ lerin sunduklar1 CD oranlar1

gruplar arasi1 karsilastirmada (grup I, II ve III) farkli bulunmadi. Kemoterapi ve biiyiime

faktorii ile mobilize olan (grup II ve III) HKH’ ler, sadece biiyiime faktorii ile mobilize olan

(grup I) HKH’ ler ile karsilastirildiginda; her iki grup HKH’ lerin CD sunum oranlar

arasinda fark saptanmadi. Kemoterapi + biiyiime faktorii alan grupta (grup II + III) HKH’

lerin CD90/CD62e sunum oranlari ile nétrofil yamanma siireleri arasinda (r= 0.48, p=

0.01, sekil 12) iliski bulundu
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Sekil 12. Grup II ve I HKH' de CD90/CD62e sunumu ile notrofil
yamanma siireleri arasinda (r= 0.46, p= 0.03) iliski bulundu

Tiim grupta; HKH’ lerin CD31 sunum oranlari ile hastalarin nétrofil yamanma siireleri
arasinda tersine (r= -0.32, p= 0.03, sekil 13) iliski saptandi. HKH’ lerin diger CD sunum

oranlari ile notrofil yamanma siireleri arasinda iligski bulunmadi.
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Sekil 13. Tiim grup HKH' de CD31 sunumu ile nétrofil yamanma
siireleri arasinda tersine iliski (r=-0.32, p= 0.03) saptandi.
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Tim grupta; HKH’ lerin CD31 sunum oranlar1 ile hastalarin trombosit yamanma
siireleri arasinda tersine (r= -0.36, p= 0.02, sekil 14) iliski saptandi. HKH’ in diger CD

sunum oranlart ile trombosit yamanma siireleri arasinda iligki bulunmadi.
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Trombosit yamanma siiresi (giin)

Sekil 14. Tim grup HKH' de CD31 sunumu ile trombosit yamanma
siireleri arasinda tersine iliski (r=-0.36, p= 0.02) saptand.

Tek basina biiyiime faktorii ile mobilize (grup I) HKH’ de, CD11a (r= -0.47, p= 0.02,
15) ve CD31/CDl11a (r= -0.51, p= 0.01, sekil 16) sunumlari ile notrofil yamanma siireleri

arasinda tersine iligki saptandi.
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Sekil 15. Grup | HKH' de CD1 1a sunumu ile nétrofil yamanma
siireleri arasinda tersine iliski (r=-0.47, p= 0.02) saptandi.
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Sekil 16. Grup lHKH' de CD31/CD11asunumu ile notrofil yamanma
siireleri arasinda tersine iliski (r=-0.51, p= 0.01) saptandi.
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Grup II (Endoksan + biiylime faktorii ile mobilize) hastalarda; CD18 (r= -0.80, p=
0.03, sekil 17) ve CD18/CD31 (r= -0.80, p= 0.03, sekil 18) sunumlar1 ile hastalarin notrofil
yamanma siireleri arasinda tersine iligki saptandi. Trombosit yamanma siireleri ile

CD117/CD44 sunumlari arasinda tersine (r= 0.78, p= 0.04, sekil 19) iligki bulundu.
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Sekil 17. Grup [ HKH' de CD18 sunumu ile trombosit yamanma
siireleri arasinda tersine iliski (r=-0.80, p= 0.03) saptand.
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Sekil 18. Grup Il HKH' de CD18/CD31 sunumu ile trombosit yamanma
siireleri arasinda tersine iliski (r=-0.80, p= 0.03) saptandi.
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Sekil 19. Grup  HKH' de CD117/CD44 sunumu ile trombosit
yamanma siireleri arasinda iliski (r= 0.78, p= 0.04) saptandi.
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Grup III (ESHAP veya benzeri kemoterapi + bilyiime faktorii ile mobilize) hastalarda;
birlikte CD184/CD38 sunumu ile hastalarin noétrofil yamanma siireleri arasinda (r= 0.61,
p= 0.02, sekil 20) iliski saptandi. Trombosit yamanma siireleri ile CD117 (r= -0.57, p=
0.03, sekil 21) ve CD117/CD44 (r= -0.56, p= 0.04, sekil 22) sunumlar arasinda tersine
iligski bulundu.
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Sekil 20. Grup IIl HKH' de CD184/CD38 sunumu ile notrofil
yamanma siireleri ile arasinda iligki (r= 0.61, p= 0.02) saptand.
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Sekil 21. Grup I HKH' de CD117 sunumu ile trombosit yamanma
siireleri ile arasinda tersine iliski (r=-0.57, p= 0.03) saptandi.
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Sekil 22. Grup Il HKH' de CD117/CD44 sunumu ile trombosit
yamanma siireleri arasinda tersine iligki (r=-0.56, p= 0.04) saptand.

CD184 sunumu % 20 ve altinda olan HKH’ ler, sunumu % 20 iizerinde olanlar ile

karsilastirildiginda; gerek notrofil (ortanca 12 giine krs 11 giin, p> 0.05, sekil 23) gerekse
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trombosit (ortanca 11.5 giine krs 12 giin, p> 0.05, sekil 24) yamanma siireleri farkli

bulunmada.

25-
£ 20 v
=0 v
O 154 vV
£ . 7
< ... 7 — -
g 10+ vy vevvvvvYy
-
SEIRN
0 Y T
< %20 >% 20

HKH CD184 sunum orani

Sekil 23. CD 184 sunum oranlarina gore notrofil (12 giin
krs 11 giin) yamanma siireleri arasinda fark saptanmadi.
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Sekil 24. CD 184 sunum oranlarina gore trombosit (11.5
giin krs 12 giin) yamanma siireleri arasinda fark saptanmadi.
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AGVH Gelisen ve Gelismeven Hastalarda Gen Ekspresyon Profilleri

Akut graft versus host hastalifi gelisen ve gelismeyen hastalara verilen kok hiicre

tirlinlerinin tiim genom gen ekspresyon profilleri karsilastirildiginda 15 gen ve prob setinde

gruplar arasinda iki kat ve tistii anlamli farklilik tespit edilmistir (Cizelge 12, p < 0.05).

Cizelge 12. AGVH gelisen ve gelismeyen hastalara verilen kan hiicrelerinde anlamli

farklilik gosteren genler (p < 0.05).

Probeset ID Gen Sembolii Gen Ismi p-degeri Fold-Degisikligi
autocrine motility factor
202203_s_at AMFR 0.00253072 3.36804
receptor
235549_at RNF144B ring finger 144B 0.0105159 -2.07716
interferon regulatory factor
239412_at IRF5 s 0.0115311 2.81808
239704_at RNF144B ring finger 144B 0.0125992 -3.68307
family with sequence
226811_at FAM46C 0.0144731 2.42829
similarity 46, member C
CCL3/// chemokine (C-C motif)
CCL3L1 /// ligand 3 /// chemokine (C-
205114 _s_at 0.0157976 -3.35924
CCL3L3 /// C motif) ligand 3-like 1 ///
LOC728830 che
synuclein, alpha (non A4
204467 _s_at SNCA component of amyloid 0.0177262 2.21481
precursor)
236081_at  --- --- 0.0216783 2.3166
233228_at  --- --- 0.0254806 -2.08788
231078_at  --- --- 0.0307715 2.19323
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Cizelge 12’ nin devami

Hypothetical protein
239247_at  LOC401577 0.0380668 2.51234
LOC401577
solute carrier family 4,
anion exchanger, member 1
205592_at  SLC4Al 0.0444037 2.09569
(erythrocyte membrane
protein
TSC22 domain family,
210954 _s_at TSC22D2 0.0461539 -2.08201
member 2
LQKT1 hypothetical protein
235126_at  LQKI 0.0476013 -2.14069
short isoform
tripartite motif-containing
215047_at TRIMSS 0.0480479 2.57952
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AGVHH’ da alt1 genin sunum diizeylerinde azalma saptanmasina karsin 9 gende artis
tespit edilmistir. En yiiksek anlamli artis gosteren baslica genler AMRF (3.37 kat artis,
p=0.0025), IRF5 (2.82 kat artis, p=0.011), FAM46C (2.42 kat artis, p=0.314) ve SNCA
(2.21 kat artis, p=0.017) olarak saptanmistir. Sunumda azalma gosteren baglica genler
RNF144B (2.08 kat azalig, p=0.01), RNF144B (3.68 kat azalis, p=0.012) ve CCL3 ///
CCL3L1 /// CCL3L3 /// LOC728830 (3.36 kat azalig, p=0.015) olarak ortaya konmustur
(sekil 25).

KGVHH gelisen ve gelismeyen hastalara verilen kok hiicre iiriinlerinin tiim genom gen
ekspresyon profilleri karsilastirildiginda, 108 gen ve prob setinde gruplar arasinda iki kat ve

tistli anlaml1 farklilik tespit edilmistir (Cizelge 13, p < 0.05)
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Sekil 25. AGVHH olan ve olmayan hastalarda istatistiksel olarak anlamli degisiklik
gosteren genlerin hiyerarsik kiime analizi. Her bir horizontal sira farkli bir hastay1
gostermektedir. Orneklerdeki mRNA diizeylerindeki ekspresyon farkliliklarini gosteren
mavi ve kirmizi kutucuklar sirasiyla gen ekspresyonundaki azalis ve artisi gostermektedir.

Renk skalas1 artis1 ve azalisin miktarina isaret etmektedir.
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Cizelge 13. KGVHH gelisen ve gelismeyen hastalara verilen kok hiicre iirtinlerinde anlamli

farklhilik gosteren gen sunumlari (p < 0.05).

. Fold-
Probeset ID  Gen Sembolii Gen Ismi p-degeri
Degisikligi
hypothetical protein
LOC100133233 P P
215275_at LOC100133233 /// TRAF3  0.000147191 -2.03407
/ll TRAF3IP3
interacting protein 3
integrin, beta 1 (fibronectin
1553678 _a_at ITGB1 receptor, beta polypeptide,  0.000212188 -2.13138
antigen CD29 includes
201976_s_at MYOI10 myosin X 0.000358171  2.08108
231118_at  ANKRD35 ankyrin repeat domain 35  0.000383881  2.48679
219990_at E2F8 E2F transcription factor §  0.000677633  2.92815
205425_at  HIP1 huntingtin interacting protein 1 0.000820923  2.14753

ST6 (alpha-N-acetyl-

neuraminyl-2,3-beta-
235334_at  ST6GALNAC3 0.000849893  2.19061
galactosyl-1,3)-N-

acetylgalactosaminide

Spectrin, beta, non-erythrocytic
226765_at  SPTBNI . 0.000870704 2.01893

killer cell lectin-like receptor
KLRC4 /11
1555691 _a_at subfamily C, member 4 ///  0.000932698 -3.23221
KLRK1
killer cell lectin-li

fibroblast growth factor
223836_at  FGFBP2 0.0013438  -3.35709
binding protein 2

spondin 2, extracellular matrix
218638_s_at SPON2 ) 0.00160086  -2.02397
protein
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204103_at

CCL4

1552321_a_at CCDC65

210321 _at

203628_at

220651 _s_at

217317 _s_at

212023_s_at

222680 s _at

220477 _s_at

213800_at

214995 s_at

201791 _s_at

204011 _at

GZMH

IGFIR

MCMI10

HERC2P2 /11
HERC2P3 ///
LOC440248

MKI67

DTL

C20o0rf30

CFH

APOBEC3F ///

APOBEC3G

DHCR7

SPRY2

chemokine (C-C motif) ligand
4

coiled-coil domain containing
65
granzyme H (cathepsin G-like
2, protein h-CCPX)
insulin-like growth factor 1
receptor
minichromosome maintenance
complex component 10
hect domain and RLD 2
pseudogene 2 /// hect domain
and RLD 2 pseudogene 3 /// he
antigen identified by
monoclonal antibody Ki-67
denticleless homolog
(Drosophila)
chromosome 20 open reading

frame 30
complement factor H

apolipoprotein B mRNA
editing enzyme, catalytic
polypeptide-like 3F ///
apolipop
7-dehydrocholesterol reductase
sprouty homolog 2
(Drosophila)

0.00170412

0.00195564

0.00219989

0.00273061

0.00285334

0.00429578

0.00430304

0.00433942

0.00436219

0.00449787

0.00457828

0.00472605

0.0049948

-2.18991

-2.45545

-4.38555

2.1051

2.12883

-2.19576

2.60638

2.25526

-2.60954

-2.14215

-2.35277

2.05523

2.47477
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dachshund homolog 1
205471_s_at DACHI 0.00515764  2.22073
(Drosophila)

killer cell lectin-like receptor
210690_at  KLRC4 0.00534471 -4.26147
subfamily C, member 4

integrin, beta 1 (fibronectin

1553530_a_at ITGB1 receptor, beta polypeptide, ~ 0.00547705  -2.72719
antigen CD29 includes
ribonucleotide reductase M2
201890_at  RRM2 0.00567084  2.34379
polypeptide
227004_at  --- --- 0.00578682  2.33716

granzyme A (granzyme 1,
205488_at  GZMA cytotoxic T-lymphocyte- 0.00594653  -2.43674

associated serine esterase 3)

Quaking homolog, KH domain

241938_at  QKI 0.00609098  -3.55639
RNA binding (mouse)
204444 at KIF11 kinesin family member 11 0.00636089  2.44861
alpha-methylacyl-CoA
AMACR //1
209426_s_at racemase /// Clq and tumor  0.00662283  2.01508
C1QTNF3
necrosis factor related protein
SPC25, NDC80 kinetochore
209891_at  SPC25 complex component, homolog 0.00687633  2.45038
(S. cerevisiae)
238825_at  ACRC acidic repeat containing 0.00812505  -2.10987
37145_at GNLY granulysin 0.00865017  -2.58608
chromosome 18 open reading
217640_x_at Cl18orf24 0.00882038  2.12581
frame 24
244413_at  CLECLI1 C-type lectin-like 1 0.00916341 -2.28649
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1565358 _at

RARA

1558048 _x_at ---

205495_s_at  GNLY

219493_at

SHCBP1

1555759_a_at CCLS5

225239 _at
202458 _at

211597 _s_at

232027 _at

204151_x_at

228915_at

207795_s_at

205821 _at

201292_at

201104_x_at

PRSS23
HOPX

SYNEI1

AKRI1C1

DACHI1

KLRD1

KLRK1

TOP2A

KIAA1245 ///

NBPF1 ///
NBPF10 //1
NBPF11 ///

retinoic acid receptor, alpha
granulysin

SHC SH2-domain binding
protein 1

chemokine (C-C motif) ligand
5

protease, serine, 23
HOP homeobox
spectrin repeat containing,
nuclear envelope 1
aldo-keto reductase family 1,
member C1 (dihydrodiol
dehydrogenase 1; 20-alpha (
dachshund homolog 1
(Drosophila)
killer cell lectin-like receptor
subfamily D, member 1
killer cell lectin-like receptor
subfamily K, member 1

topoisomerase (DNA) II alpha
170kDa

KIAA1245 /// neuroblastoma
breakpoint family, member 1

/Il neuroblastoma breakpo

0.0100538
0.0102203
0.0102215

0.0102245

0.0106647

0.0109603
0.011861
0.013984

0.0141822

0.0144263

0.0151395

0.0157532

0.0159676

0.0168765

0.0172282

3.62091
3.68131
-2.90038

2.07708

-2.27927

-3.38055
-2.00572
-2.43379

2.01609

2.49715

2.18949

-2.61296

-2.22112

2.47645

-2.25823
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210606_x_at

227062 _at

203231 _s_at

229843 _at

NBPF12 /11
NBPF14 /11
NBPF15 /11
NBPF16 ///
NBPF20 //1
NBPF8 ///
NBPF9 ///
XXyac-
YX155B6.1

KLRD1

TncRNA

ATXNI1

FAMS82B

1555659_a_at TREMLI1

213906_at

241420_at

210187 _at

220368 _s_at

226456_at

MYBLI

FKBP1A

SMEK1

Cl6orf75

killer cell lectin-like receptor

subfamily D, member 1
trophoblast-derived noncoding
RNA
ataxin 1
Family with sequence
similarity 82, member B
triggering receptor expressed
on myeloid cells-like 1
v-myb myeloblastosis viral

oncogene homolog (avian)-like

1

FK506 binding protein 1A,
12kDa

SMEK homolog 1, suppressor

of mek1 (Dictyostelium)

chromosome 16 open reading

frame 75

0.0176124

0.0180168

0.0186014

0.0189124

0.0202358

0.020325

0.0210525

0.0215257

0.0232721

0.0244141

-2.2854

-3.98184

-2.08264

-2.64022

-2.40017

-2.29214

2.2035

2.27544

-2.01025

2.02949
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225496 _s_at

243602 _at

231181_at
227297 _at

SYTL2

MGC40069

ITGA9

1555226_s_at Clorf43

205316_at
228387 _at

230753 _at

212062 _at
234970_at
244579 _at
239561 _at

PATL2

ATPOA
TC2N

1553635_s_at TCTEX1D1

214798 _at

239597 _at

210139_s_at

202869_at

221268 _s_at

AFFX-1r2-Bs-

phe-5_at

ATP2C2

PMP22

OAS1

SGPP1

synaptotagmin-like 2
T cell receptor alpha variable
8-3
integrin, alpha 9
chromosome 1 open reading

frame 43

protein associated with

topoisomerase Il homolog 2
(yeast)
ATPase, class II, type 9A

tandem C2 domains, nuclear

Tctex1 domain containing 1

ATPase, Ca++ transporting,

type 2C, member 2
peripheral myelin protein 22
2'.5'-oligoadenylate synthetase
1, 40/46kDa
sphingosine-1-phosphate
phosphatase 1

0.0255919

0.0274737

0.0275803
0.0281369

0.0281561

0.0281713

0.0285385

0.0286682

0.0301555
0.031237
0.0318601
0.032464
0.0329094

0.0335785

0.0339412
0.0341444

0.0342125

0.0346093

0.0350083

-2.02564

-2.30397

-2.15314
2.12043

-2.00709

-2.1635

-2.01635

-2.03119

2.2058
-2.02768
-2.35818
-2.16351
2.01834

2.05725

-2.41745
2.40572

-2.09378

-2.18931

-2.10995
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226279_at

209211 _at

239264 _at

220646 _s_at

201946_s_at

231093_at
239285_at

236646_at

PRSS23

KLF5

KLRFI

CCT2

FCRL3

C120rf59

1554343 _a_at STAP1

243824 _at

209773 _s_at

213478 _at

214567 _s_at

235126_at

1553604 _at

230337 _at

RRM2

RP1-21018.1

XCL1 /Il XCL2

LQKI

ABCA13

SOS1

protease, serine, 23

Kruppel-like factor 5

(intestinal)

killer cell lectin-like receptor
subfamily F, member 1

chaperonin containing TCP1,

subunit 2 (beta)

Fc receptor-like 3

chromosome 12 open reading
frame 59
signal transducing adaptor

family member 1

ribonucleotide reductase M2
polypeptide
kazrin
chemokine (C motif) ligand 1
/l chemokine (C motif) ligand
2

LQKI1 hypothetical protein

short isoform

ATP-binding cassette, sub-
family A (ABC1), member 13

son of sevenless homolog 1

(Drosophila)

0.0352103

0.0354535

0.0371071

0.0375801

0.0375887

0.0380475
0.0385164

0.0394208

0.039462

0.0395217

0.0411919

0.0418567

0.0418867

0.0429678

0.0430177

0.043874

-2.19732

2.16706

-2.07911

-2.30014

-2.02588

-2.20952
-2.32457

2.22335

-2.08517

-3.19073

2.16849

2.18549

-2.35692

-2.51928

2.15626

-3.01619
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235879 _at MBNLI1 Muscleblind-like (Drosophila) 0.0442698  -2.21193

1556173_a_at --- - 0.0444416  -2.84974
ATP-binding cassette, sub-

1553605_a_at ABCA13 0.0448872 2.23186

family A (ABC1), member 13

227140_at - - 0.045019 2.35355

222608 s at ANLN anillin, actin binding protein ~ 0.0455414 2.0655

239108_at  FAR2 Fatty acyl CoA reductase 2 0.0471919 2.03331

1557240_a_at --- - 0.0481452  -2.51763

243115_at - - 0.0483233  -2.31836
FK506 binding protein 1A,

214119_s_at FKBPIA 0.0484366  2.15464

12kDa
239811 _at - - 0.0497422  -2.25714

KGVHH’ da 64 gende sunum diizeyleri azalmasina karsin 44 genin sunumunda artis
tespit edilmistir. En yiiksek anlaml artislar MYO10 (2.08 kat artig, p= 0.0003), ANKRD35
(2.49 kat artis, p= 0.0003), E2F8 (2.93 kat artis, p= 0.0006), HIP1 (2.15 kat artis, p=
0.0008), ST6GALNAC3 (2.9 kat artig, p= 0.0008) ve SPTBN1 (2.19 kat artis, p= 0.0008)
genlerinde izlenmistir. TRAF31P3 (2.03 kat azalig, p= 0.00001), ITGB1 (2.13 kat azalis, p=
0002), KLRC4//KLRK1 (3.23 kat azali, p= 0.0009), FGFBP2 (3.25 kat azalig, p= 0.001),
SPON2 (2.02 kat azalig, p=0.001) ve CCL4 (2.19 kat azalis, p=0.001) genlerinde belirgin

azalma izlenmistir (sekil 26).
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Sekil 26. KGVHH’ da degisiklik gosteren genlerin hiyerarsik kiime analizi. Her bir
horizontal sira farkli bir hastayr gostermektedir. Orneklerdeki mRNA diizeylerindeki
ekspresyon farkliliklarimi  gosteren mavi ve kirmizi  kutucuklar sirasiyla  gen
ekspresyonundaki azalis ve artis1 gostermektedir. Renk skalasi artigi ve azalisin miktarina

isaret etmektedir.
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Gruplar Arasinda Farkli Eksprese Olan Genlerin Fonksiyonel Analizi

Tiim genom gen profilinin AGVHH’ de analizi bu genlerle ilgili olarak basta hiicre
siklusu ve morfolojisi olmak iizere farkli hiicresel molekiiler ve biyolojik fonksiyonlarin
one ¢iktigim ortaya koymaktadir (Cizelge 14). iki kat ve iistii anlamli farklilik gosteren
genleri GO Enrichment analizinde Forest grafigi immun sistem, hiicresel iletisim ve

metabolik islemler ile ilgili genlerin ekspresyonlarinin arttigini gostermektedir (Sekil 27).

Cizelge 14. AGVHH gelismesi ve KH diiriinlerinin gen sunum profili arasinda iliski

saptanan genlerin anlamlr iliskili olduklar1 molekiiler ve hiicresel fonksiyonlar.

Isim P degeri Molekiil Sayist
Hiicre siklusu 5,69E-04 - 5,69E-04 1
Hiicre morfolojisi 5,69E-04 - 3,97E-02 3
Hiicreden hiicreye sinyal ve etkilesim 5,69E-04 - 4,90E-02 3
Hiicresel organizasyon 5,69E-04 - 2,76E-02 3
Hiicresel uyusma 5,69E-04 - 2,92E-02 3

IPKB veri tabanindan elde edilen bilgiler ile bu prob setlerinin iligkili oldugu biyolojik
kanonikal (standart kabul edilmis) yolaklar ve ilgili en anlamli gen listesi sirasiyla cizelge

15 ve 16’ da verilmistir.

Cizelge 15. AGVHH gelismesi ve KH iiriinlerinin gen sunum profili arasinda iligki

saptanan genlerin iligkili oldugu kanonikal yolaklar.

Kanonikal Yolak P degeri Oran
TREM1 Sinyal Yolag: 2,92E-02 1/69 (0,014)
Makrofajlarda CCRS5 Sinyal Yolag: 3,59E-02 1/95 (0,011)
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Sekil 27. AGVHH’ na gore gen ekspresyon analizinde artis ve azalislar1 2 kat ve iistii
istatistiksel olarak anlamli olan genlerin rol oynadig: hiicresel faaliyetlerin ‘Forest’ grafigi

ile sunumu.



Cizelge 16. AGVHH’ na gore KH iiriinlerindeki gen sunum profili farkliliklarina gore en

cok anlamlilik gosteren genler

Gen Exp. Degeri
AMFR 2,53E-03
RNF144B* 1,05E-02
IRF5 1,15E-02
FAM46C (includes EG:54855) 1,45E-02
CCL3 1,58E-02
SNCA* 1,77E-02
SLC4A1 4,44E-02
TSC22D2 4,62E-02
TRIMSS8 4,80E-02

Buna karsin KGVHH’ da basta hiicresel biiylime ve proliferasyon, hiicresel hareket,
DNA replikasyonu, rekombinasyonu, onarimi ve hiicre Oliimii ile ilgili molekiiler ve
biyolojik fonksiyonlarin 6ne ciktigini gostermektedir (Cizelge 17). KGVHH’ da immun
sistem ile ilgili gen ekspresyonlariin azaldigi buna karsin biiyiime ve metabolik isler ile
ilgili anlamli degisiklik gosteren genlerin ekspresyonlarinin arttigi ortaya konmustur (Sekil

28).

Cizelge 17. KGVHH’ da anlamli degisiklik gosteren genlerin anlaml iligkili olduklar:

molekiiler ve hiicresel fonksiyonlar.

Isim P degeri Molekiil Sayist
Hiicresel Biiyiime ve Proliferasyon 1,28E-06 - 1,61E-02 28
Hiicresel Hareket 1,75E-05 - 1,90E-02 16
DNA Replikasyonu, Rekombinasyonu ve Onarim:  2,40E-05 - 1,61E-02 8
Hiicre Oliimii 8,00E-05 - 1,79E-02 28
Hiicresel Gelisim 1,02E-04 - 1,61E-02 19
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Sekil 28. KGVHH’ da gen ekspresyon sunum artis ve azalislart 2 kat ve {istil istatistiksel

olarak anlaml1 olan genlerin rol oynadig: hiicresel faaliyetlerin ‘Forest’ grafigi ile sunumu.



Bu genler ile iliskili kanonikal yolaklar AGVH gruplarindan elde edilen sonuclar ile

farklilik gostermekte ve natural killer hiicre, PTEN ve Myc aracili apoptoz sinyal

yolaklarinin KGVH gruplar1 arasinda ekspresyon degisikligi gosteren genlerle iliskili

bulunmustur (¢izelge 18). Bu yolaklar ile iligkili olarak en anlamli bulunan genlerin listesi

cizelge 19°da verilmigtir.

Cizelge 18. KGVHH gelismesi ve KH iiriinlerinin gen sunum profili arasinda iligki

saptanan genlerin iligkili oldugu kanonikal yolaklar.

Kanonikal Yolak P degeri Oran

Natural Killer Hiicre Sinyal Yolagi 1,63E-02 3/116 (0,026)
PTEN Sinyal Yolag 1,72E-02 3/123 (0,024)
Myc Aracili Apoptoz Sinyal Yolagi 4,04E-02 2/64 (0,031)

Cizelge 19. KGVHH’ na gore KH iiriinlerindeki gen sunum profili farkliliklarina gre en

cok anlamlilik gosteren genler

Gen Exp. Degeri
TRAF3IP3 1,47E-04
ITGB1* 2,12E-04
MYO10 3,58E-04
ANKRD35 3,84E-04
E2F8 6,78E-04
HIP1 8,21E-04
ST6GALNAC3 8,50E-04
SPTBN1 8,71E-04
KLRKI1* 9,33E-04
FGFBP2 1,34E-03
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5.5. Tartisma, sonug ve oneriler

Degisik mobilizasyon rejimleri (grup I, II ve III) ile elde edilmis kok hiicre iiriinlerinde
akim sitometre ile ayristirilan HKH’ lerde yiizey immunfenotipik farkliliklar1 arastirdigimiz
caligmamizda; en yiiksek oranlarda CD31, CD44, CD90, CD117 ve CD135 sunumlari
saptarken en diisiik oranlarda CD18, CD38, CD62e ve CD62L sunumlari oldugunu
saptadik. Gruplar arasinda antijen sunumlar1 farkli bulunmad: (tablo 1). Bilindigi gibi
CD90 (Thy-1), CD117 ( c-kit- stem cell faktor reseptorii) ve CD135 (FLT3- FLT3 ligand
reseptoril tirozin kinaz) HKH’ lerde yapisal olarak sunulmaktadir. Sonuglarimiz bir hiicre
adezyon reseptorii (hyaluronat reseptorii) olan CD44 ile, yine adezyon ve angiogenezde
onemli rol oynayan CD31 antijeninin de mobilize periferik kan CD34pozitif hiicrelerde
yiiksek oranda sunuldugunu gostermektedir. Bazi calismalarda G-CSF ile mobilizasyonun
kok hiicrelerde CD117 sunumunu azalttigi bildirilmis ise de ¢alismamizda tiim gruplarda
yiikksek oranda CD117 sunumu saptanmistir. HKH lerde CD38, CD11a ve CDI18, E ve L
selektin sunumlarimin diisitk bulunmas: yiiksek oranda ayristirma yapilmasinin sonucu
olarak ortaya cikabilecektir. Son yillarda kok hiicre — mikrogevre iliskilerinde 6nemli rolii
oldugu belirlenen Tabloda goriildiigii gibi CD184 (CXCR4) antijeni CD34pozitif kok
hiicrelerde nispeten yiiksek oranda sunulmaktadir. Bu durum biiyiime faktorlerinin CXCR4

sunumuna etkilerinin nispeten sinirlt olmasi ile uyumlu olabilir.

Kemoterapi ve biiytime faktorii (grup II ve III) ve tek basina biiyiime faktorii (grup I) ile
mobilize HKH’ lerin CD sunum oranlar1 farkli bulunmadi. Kemoterapi + biiyiime faktorii
(grup II + III) ile mobilize HKH’ lerin CD90/CD62e sunum oranlart ile nétrofil yamanma
siireleri arasinda (r= 0.48, p= 0.01, sekil 12) iliski bulundu. Bu gruplarda yapilan
nakillerde; CD90/CD62e sunumu yiiksek olan HKH’ ler ile yapilan nakillerde notrofil

yamanma siirelerinde gecikmeler olabilecegi nakil ekibi icin uyarici olabilecektir.

Tiim gruplara ait HKH CD31 sunumlar ile hem 16kosit (sekil 14) hem de trombosit
(sekil 15) yamanma siireleri arasinda tersine iliski saptandi. HKH’ lerin CD31 sunumu

diistiikce hastalarin yamanma siirelerinde uzama meydana geldigi icin nakil ekibi énceden
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gerekli Onlemleri planlayabilmelidir. Ayrica daha o©nce yapilan calismada CD31
polimorfizmi ile GVHH arasinda iliski bildirilmistir (12). Literatiir ile birlikte
degerlendirildiginde, integrinlerin aktivasyonunda ve l0kositlerin transendotelyal
migrasyonunda rol alan CD31 (diger adiyla Platelet endothelial cell adhesion molecule-1 )’
in, bu Ozelliklerinden dolay1 rutin olarak bakilmasinin uygun olabilecegi diisiiniilmiistiir.
CD31 sunumu yiiksek olan HKH’ ler gerek integrin aktivasyonu gerekse transendotelyal
migrasyonunu (13) daha yiiksek oranda gerceklestirerek homing oranlarini arttirabildikleri
diisiiniilecek olursa yamanma siirelerinde kisalma saptamamiz bizim i¢in sasirtic1 bir sonug

olmamaistir.

Tek basina bilytime faktorii ile mobilize (grup I) HKH’ de, CD1la (B, integrin aL
zinciri, leukocyte function antigen-1) ve CD31/CDI11a sunumlar1 ile nétrofil yamanma
stireleri arasinda tersine iliski saptandi (sekil 15, 16). B, integrin’ ler HKH’ lerin adezyon
ve transendotelyal migrasyonunda dnemli rol oynamaktadirlar (14). Gerek CD11a gerekse
yukarida tartisildig: sekilde CD31 ile birlikte CD11a sunumu fazla olan hiicrelerin homing
siirecinin ilk basmaginda kendilerine avantaj saglayarak yamanma siirelerini kisalttiklar
sonucuna varllmstir. Kemoterapi ile mobilize HKH’ de bu iligkinin saptanmamasi
kemoterapi uygulamalar1 ile HKH’ de CD1la ve CD31/11a sunumlarinda degisiklikler

meydana gelmesi ile agiklanabilir.

Grup II (Endoksan + biiylime faktorii ile mobilize) hastalarda; HKH’ lerin CD18 (sekil
17) ve CD18/CD31 (sekil 18) sunumlari ile hastalarin trombosit yamanma siireleri arasinda
tersine iligski saptandi. [, integrin beta zinciri olan CDI8 yukaridaki paragrafta
tanimladigimiz CD11a ile birlikte HKH’ nin adezyon ve transendotelyal migrasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Yiiksek oranda Gerek CD18 gerekse CD18/CD31sunan HKH’ ler
homing siirecinin ilk boliimiinde kendilerine avantaj saglayarak yamanma siirelerinde
anlamli kisalmalara neden olabilmektedir. HKH’ lerin CD117/CD44 sunumlan ile
trombosit yamanma siireleri ile arasinda tersine (sekil 19) iligki bulunmasi, HKH’ lerin
‘tethered’ doneminde rol oynayan CD 44 (11) ve ile CD117 (laboratuar kosullarinda IL8’ e
kemotaktik yanit veren CD117 (111 in 27)) nin birlikte sunumu ile iligkili olabilir. Bu

etkiler mobilizasyonda kullanilan kemoterapotikler icinde altin standart olarak bilinen
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Endoksan ile izlenirken diger uygulamalarda izlenmemistir. Endoksan ile mobilizasyonuda

bu kadar degerli kilan belki de HKH’ de CD18 ve CD18/CD31sunumlarini etkilemesidir.

Grup III (ESHAP veya benzeri kemoterapi + biiylime faktorii ile mobilize) hastalarda;
HKH’ de birlikte CD184/CD38 sunumu ile hastalarin nétrofil yamanma siireleri arasinda
(sekil 20) iliski saptandi. CD184 (CXCR4 reseptoril)’ in tek basina sunumlarinda pozitif
veya tersine iligki saptanmazken birlikte fazla oranda CD184/CD38 sunan HKH’ ler ile
yapilan nakillerde klinik olarak cok fark olmasa (minimum 9 giin, maksimum 12 giin) da
yamanma siirelerinde gecikme saptanmistir. Bu bulgu yamanmalarin 6nemli geciktigi
hastalarda test edilmelidir. Trombosit yamanma siireleri ile CD117 (sekil 21) ve
CD117/CDA44 (sekil 22) sunumlan arasinda grup 2 hastalara benzer sekilde tersine iligki
bulundu. Bunun Tethered doneminde gorev alan CD44 (112) ile laboratuar kosullarinda
IL8 e kemotaktik yanit veren CDI117 (111 in 27) sunumlar ile iligkili oldugu

diisiiniilmiigtiir.

Son yillarda yapilan calismalarda gerek mobilizasyon gerekse homing iizerine etkileri
ortaya konan CD184 (CXCR4 reseptorii, sekil 1) sunumlarinda farkli mobilizasyon
rejimleri ile elde edilmis HKH’ de anlamli fark saptamamiz (tablo 1), kullandigimiz
rejimlerinin CD184 sunumlarinda negatif bir etkiye neden olmadigini ortaya koymustur.
CD184 sunum (% 20 {iistii ve alt1)) oranlarina gore gerek notrofil (sekil 23) gerekse
trombosit (sekil 24) yamanma siirelerinin farkli bulunmamasi, homing siirecinin tek basina
CD184 — CXCL12 iliskisi ile agiklanamayacagini ve siirecte ek faktorlerin olabilecegini

diisiindiirmektedir.

Tek basina biiytime faktorii ile mobilize edilmis kok hiicre iiriinlerinin gen profilinin
gerek akut gerekse kronik GVHH ile iliskisi literatiirde ilk olarak projemizde arastirilmistir.
Gerek akut gerekse kronik GVHH’ da farkli gen degisiklikleri ortaya konmustur (¢izelge
12, cizelge 13, sekil 25, sekil 26). Genel olarak ozetlenecek olursa; (a) kok hiicre
tirlinlerindeki immun sistem, hiicresel iletisim ve metabolik siirecler ile ilgili genlerin
sunumlarindaki artistn AGVHH (sekil 27), (b) biiyiime ve metabolik siiregler ile ilgili
genlerin sunumlarindaki artisin’ da KGVHH (sekil 28) ile iligkili oldugu ortaya konmustur.
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Sonug olarak; gruplara gore mobilize HKH’ in yilizey immun fenotipik 6zelliklerinde
fark saptamadik. HKH’ lerin CD31 sunumlari ile hem nétrofil hem de trombosit yamanma
stireleri arasinda tersine iligki saptanmasi literatiirde ilk kez ortaya konmus olup, CD31’ in
homing siirecine katkisi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. HKH” lerin CD184 sunumu
ile yamanma siireleri arasinda iligki saptanmamasi ve CD184 sunumu negatif olan
hastalarda bile yamanma siirelerinin farkli bulunmamasi, homing siiriiciinde CD184’ e ek
faktorlerinde (CD31 gibi) etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Homing siirecindeki diger
CD sunumlarimin da arastirtlmasi ve ozellikle caligmamizda bizim Onemini saptadigimiz

CD31 sunumlarinin da ayrintili arastirtlmasinin uygun olabilecegi diisiiniilmiistiir.

71



5.6. Tesekkiir:

Projemizi destekleyerek gerceklesmesini saglayan Fakiilte yonetimine, AREL yOnetim
koruluna ve Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Alt Komisyonu Baskanligina

tesekkiir ederiz.

Orneklerin calisilmasi agsamasinda zaman sinirlamasi tanimadan, hafta sonu, mesai saati
demeden ve biiyiik bir 6zveri gostererek bazen saatlerce siiren “sorting” ve diger islemleri
titizlikle uygulayan Ozge Tokul, Tayyibe Yeni, Elvan Kurt, Latife Nurten Cetiner ve Serap

Giiven Top” a en icten tesekkiirlerimizi sunmay1 bir borg biliriz.

Hastalardan toplanan kok hiicre iirlinlerinin kayitlarinin tutulmasi, drneklerin diizenli
olarak AREL laboratuarina gonderilmesini saglayan aferez iinitesi sorumlu hemsiresi Yik.
Hem. Bahar ARIK ve hemsire Ayser Mesut’a calismaya Kkatkilarindan dolayi

tesekkiirlerimizi sunariz.

PAYLASILAN GOREVLER

Murat Tombuloglu: Calismanin planlanmasi ve yiiriitiilmesi, orneklerin temini ve metin

yazimi

Ayhan Donmez: Calismanin planlanmasi ve yiiriitiilmesi, orneklerin temini, istatistik

degerlendirmelerin yapilmasi ve metin yazimi
Hakan Aydin: Mikroarray planlamasi, degerlendirilmesi
Okan Giilbahar: Akim sitometri islemlerinin kontrolii ve sonuclarinin degerlendirilmesi

Seckin Cagirgan, Filiz Vural: Ornek temini
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