Biiyiime faktorlerinin kordon kam kok hiicre icerigi iizerine etkisinin
hiicrelerde Rodamin123 birikimi ile belirlenmesi
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Ozet:

Amac: Mitokondri zarinda toplanan rodaminl23 (Rd123), hiicrede mitokondri sayist veya aktivitesi hakkinda
bilgi vermekte ve kok hiicreyi fonksiyonel a¢idan tanimlamada bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Kok hiicreler
metabolik olarak inaktif veya uyku fazinda olduklarindan, bu hiicrelerde Rd123 birikimi olduk¢a diisiik
diizeydedir. Calismamizda, biiytime faktorlerinin kordon kani (KK) kok hiicre igerigi iizerine etkisini aragtirmak
i¢in, in vitro kiiltiir periyodunda hiicrelerin Rd123 aliminm belirlemeyi amagladik.

Gere¢ Ve Yontem: Saglikli ve zamaninda dogum yapan 15 goniilliden KK ornekleri alindi. Mononiikleer
hiicreler ayrildiktan sonra interlokin-3 (IL-3), IL-6, IL-11, stem cell faktér (SCF), flt3/flk2 ligand (FL) ve
trombopoetin (TPO) ile 14 giin inkiibe edildi. Kiiltiir 6ncesi, kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde hiicreler alinarak
Rd123 alim diizeyleri flow sitometride analiz edildi.

Sonuclar: Kok hiicre tizerine etkili biiyime faktorleri ile yapilan kisa siireli kiiltlirin 7. giiniinde, hiicrelerin
Rd123 aliminda istatistiksel olarak anlamli diisiis gozlendi (p<0.05). Kiiltiir siirecinin 14. giiniinde alinan
orneklerde ise hiicrelerin Rd123 aliminda kiiltiir 6ncesi degerleri asan artis gozlendi.

Tartisma: Kiiltiiriin 7. giiniinde hiicrelerin Rd123 alimindaki diisiis, biiyiime faktorlerinin etkisi ile KK’ ninin
kok hiicre icerigindeki zenginlesmeye isaret olabimektedir. Bu nedenle, IL-3, IL-6, IL-11, SCF, FL ve TPO gibi
biiyiime faktorleriyle kisa siireli kiiltiirlerinin hemopoetik kok hiicre caligmalari Oncesi yarali olacagini
diisiinmekteyiz. Ayrica, AC133 ve Hoechst 33342 gibi kok hiicre belirtecleri yoniinden detayli flow sitometrik
analizlerin de yapilmasinin yarali olacagina inanmaktayiz.

Anabhtar kelimeler; Kordon kani, kok hiicre, Rodamin123, biiytime faktorleri

Summary:

Determining Effects Of The Growth Factors On Stem Cell Content Of Cord Blood By Rhodaminel23
Upthake Of The Cells

Objective: Rhodamine 123 (Rh123) that accumulate in mitocondrial membran is given information about
mitochondrium counts and their activities and it is used for identify for stem cells the methabolic aspects. Due to
the stem cells are inactive or dormant, Rh123 accumulation is very low in these cells. In this study, we aimed to
investigate the effects of growth factors on stem cell content of cord blood (CB) by determinig Rh123 uptake by
these cells during in vitro culture period.

Materials Ve Methods: CB samples obtained from 15 healthy volunteers delivering in term. After separation,
mononuclear cells incubated for 14 day presence of interleukin-3 (IL-3), IL-6, IL-11 stem cell faktoér (SCF),
flt3/f1k2 ligand (FL) ve trombopoetin (TPO). Cells from before, day 7 and day 14 of cultures were analysed for
Rh123 uptake by flow cytometry.

Results: At day 7 of short term cultures initiated with growth factors known to be

effective on stem cells, statistically significant (p<0.05) decrease were observed in Rh123 uptake by the cells. At
day 14 of cultures, Rh123 uptake by these cells was higher levels than starting cells.

Conclusions: A decrease in Rh123 uptake by the cells at day 7 of culture may be evidence for an increase of
stem cell content of CB samples under influence of the growth factors. For that reason, we can conclude that
short-term cultures initiated by IL-3, IL-6, IL-11, SCF, FL ve TPO may be benefical before hematopoietic stem
cell researches. Nevertheless, we believe some additional flow cytometric analyses for stem cell markers such as
AC133 and Hoechst 33342 will be benefical.
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Giris 2]. 1988’ de Glukman ve ark.” min [3] Fankoni
Kordon kam (KK) kemik iligi naklinden, anemili bir pediatrik hastaya yapms oldugu
yapay organ iiretimine kadar degisen bircok ilik nakliyle dikkat cekmeye baslayan KK’ na,
alanda  kok  hiicre kaynag1 olarak giliniimiizde yeni dogan bebeklerin ya da aile
kullanilmaktadir.  Ozellikle kemik iligine fertlerinin gelecek sigortasi olarak bakilmakta
alternatif olarak ilik nakillerinde basarili bir ve KK bankalar1 kurulmaktadur.

sekilde kullanildigs bildirilmektedir [1- KK’ kok hiicreleri ile ilgili arastirmalar diinya

capinda siirdiiriilmektedir. Giiniimiizde kok
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hiicre arastirmalarindaki temel amag, kok
hiicreyi kesin olarak tanimlamada
kullanilabilecek hiicre belirteglerini
bulabilmektir. Civin ve ark. (4) CD34
molekiiliinii ilk defa kok hiicre belirteci olarak
ozellikle hemopoetik kok hiicreler icin
tanimlamislardir. Fakat yapilan arastirmalarda,
daha ilkel yapili kok hiicrelerin oldugu ve
bunlarin 6zellikle CD34 tasimayan hiicrelerden
olustugu bildirilmistir (5-7). Zanjani ve ark. (8)
CD34 ve yonlenmis hiicre belirteci (CD38,
HLA-DR vb.) tasimayan hiicrelerin daha ilkel
yapilt oldugunu ve bu hiicrelerin hem kendini
yenileyebildigi hem de diger hiicrelere
doniisebildigini gostermislerdir.

Kok hiicreyi tamimlayabilmek icin flow
sitometride  hiicre  yiizey  antijenlerinin
belirlenmesinin yani sira, hiicresel
fonksiyonlarin analizleri de 6nem tagimaktadir.
Arastirmalarda, degisik kaynaklardan alinan ve
ayn1 ylizey antijenini tasiyan hiicrelerin farkli
ozellikler gosterebilecegi ortaya
konulmaktadir. Hao ve ark. (9) kemik iligi ve
KK’ ndan almis olduklart CD34+ CD38-
hiicrelerin  6nemli fonksiyonel farkliliklar
gosterdigini belirlemislerdir.

Spangrude ve ark. (10) calismalarinda Rd123
birikiminin hiicrelerdeki mitokondri sayisini
ve/veya aktivitesini yansittigini
gostermislerdir. Daha ilkel kok hiicrelerin
muhtemelen metabolik olarak inaktif veya
uyku halinde oldugunu ve bu hiicrelerin Go/G1
fazinda sessizce beklediklerini  diisiinen
Leemhuis ve ark. (11) DNA spesifik bir boya
olan Hoechst 33342 ile hiicre siklusu
asamalarini, mitokondri zarinda biriken Rd123
ile de hiicrelerin metabolik aktiviterini
inceleyerek, kemik iligi Oncii hiicrelerini
belirlemeye calismiglardir.

Calismamizda, bir kok hiicre belirteci olarak
hiicrelerin Rd123  birikim diizeylerindeki
degisimlerden yararlanarak, biiytime
faktorlerinin KK kok hiicre igerigi {iizerine
etkilerini aragtirmay1 amacladik.

Gerec¢ Ve Yontem

Kordon kani érnekleri

KK ornekleri saglikli ve zamaninda normal
dogum yapan 15 goniilliiden alindi. KK alinma
islemi oncesinde goniilliiye, “Hasta
Bilgilendirme Formu” okunarak yapilacak
islemler hakkinda bilgilendirildi. Bu islemler
Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi,
Etik Kurul’ u onay1 ile gerceklestirildi. KK
ornekleri heparin igeren 10 ml steril tiiplere

alind1. Ornekler alindiktan sonra en gec 4 saat
icerisinde calisilmaya baslandi.

Mononiikleer hiicrelerin ayrimm
Mononiikleer hiicreler dansite gradiyentine
gore Histopaque-1077 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA; d = 1077 g/ml)
kullanilarak ayrildi. Iki defa yikamadan sonra
hiicrelerin canlilik kontrolii Tripan Mavisi
(Sigma) ile yapildi. Tiim 6rneklerde hiicrelerin
canlilik oran1 % 96’ dan yiiksek bulundu.
Siispansiyon Kkiiltiirler

Mononiikleer hiicreler % 10 Fotal dana serumu
iceren IMDM icerisinde 1x106/ml hiicre
olacak sekilde seyreltildi. Hiicre siispansiyonu
5 ml hacimde 25 cm2’ lik kiiltiir flasklarina
aktarilarak {izerine her bir biiyiime faktoriinden
20 ng/mL olmak iizere interlokin-3 (IL-3), IL-
6, IL-11, stem cell faktor (SCF), flt3/flk2
ligand (FL) ve trombopoetin (Tpo) (biiyiime
faktorleri; Pepro Tech EC, Ltd. NJ. USA)
eklendi. Kiiltiir flasklar1 37 oC’ de 5% CO2’ li
nemli ortamda 14 giin inkiibe edildi. Kiiltiiriin
7. gliniinde falsklarin yaris1 bosaltilarak, taze
medyum ve biiyiime faktorleri yukarida
belirtilen dozda yeniden eklendi.

Flow sitometride Rd123 analizi

Kiiltiir 6ncesi, kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde
alman o©rneklerde hiicrelerin Rd123  alimu
incelendi. Flow sitometrik inceleme icin hiicre
orneklerinden 0.5x106 mL/hiicre olacak
sekilde 2 tiip hazirlandil. tiip kontrol, 2. tiip
test olarak isaretlendi. Test tiipiine 0.1
ng/mL Rd123 eklendikten sonra kontrol ve test
tipleri 37 oC’ de 60 dak. inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere 2,5 ml
PBS eklenerek 1800 devirde 10 dak. santrifiij
edildi. Ust siv1 atilarak iizerine 0.5 ml PBS
eklendi. Tiipler calkalandiktan sonra flow
sitometri cihazinda (FACS Calibur, Becton-
Dickinson Immunocytometry System, USA)
analize alindi. Oncelikle cihazdan test tiipii
gecirilerek, canli hiicrelerle 6lii hiicreler ve
debrisin ayrilmasi i¢in cihazin kalibrasyonu
yapildi. Bu islem esnasinda analiz igin tercih
edilen hiicre grubu kap1 igerisine alind1 (Sekil
1A). Daha sonra hiicrelerin gosterecegi
otofloresanin tespiti amaciyla cihazda FL1 ve
FL2 histogramlarindaki floresan degerleri %1
ile 2 arasinda bir degere ulasincaya kadar
ayarlama yapildi (Sekil 1B). Rd123 yesil
floresan verdigi icin, test tiipleri cihazdan
gegirilirken, FL1 histogramindaki % floresan
degerleri okunarak kaydedildi (Sekil 1 C,D,E).
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Sekil 1. Kordon kanmi mononiikleer hiicrelerinin
biiyiime faktorleriyle kisa siireli kiiltiir siirecinde
Rd123 birikim diizeylerinin flow sitometri ile
analizi.

(A) Flow sitometrik analizde dikkate alinacak
hiicrelerin R1 bolgesinde kapilanmasi. (B) Rh123
muamele edilmemis hiicrelerin gosterdigi floresan
degerleri negatif kontrol olarak kullanilmaktadir.
Burada gozlenen floresan degerleri hiicrelerin
normalde gosterebilecegi otofloresan degerlerinin
sinirlarinin belirlenmektedir. Rd123 yesil floreasn
verdiginden, FL1 bolgesindeki floresan miktari
dikkate alinmaktadir. Biiyiime faktorleri ile kiiltiir
oncesi (C), kiiltiiriin 7. (D) ve 14. (E) giinlerinde
aliman kordon ka1 oOrneklerinde hiicrelerdeki
Rd123 birikim diizeyleri.

Istatistiksel analizler:

Elde edilen veriler ortalama ve standart hata
ortalamasi  olarak  belirtildi. Istatistiksel
degerlendirmeler ANOVA testi ile yapildi.
p<0.05 oldugunda farkliliklar istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Sonuclar

KK mononiikleer hiicrelerinin Rd123 boyasina
karst duyarliligi iizerine biiyiime faktorlerinin
etkinliginin belirlenmesi icin yapilan kisa
stireli ~ siispansiyon  kiiltiirleri  sonucunda,
hiicrelerin Rd123 boyasina kars1 duyarliliginda
onemli olgiide farkliliklarin meydana geldigi
tespit edilmistir. KK 6rneklerinin kiiltiir 6ncesi
Rd123 ile flow sitometrik analizlerinde,
hiicrelerde = Rd123  diizeyleri  ortalama
%44,9518,00 olarak  bulundu. Biiyiime
faktorleriyle siirdiiriilen kiiltiirlerin 7. giiniinde
alman orneklerde, Rd123 diizeyleri ortalama
%22,43+4,61 olarak bulundu ve hiicrelerde
Rd123  birikimindeki digiisin =~ ANOVA
testinde istatistiksel olarak anlamli oldugu

gozlendi (p<0.05). Kiiltiirtin 7. giiniinde yar1
medyum degisimi ve biiyiime faktorlerinin
yeniden eklenmesinin ardindan siirdiiriilen
kiiltiirlerin 14. giiniinde alinan Orneklerde
hiicrelerde Rd123 birikimi ortalama
%49,7116,60 diizeyinde bulundu. Kiiltiiriin 7.
giinlinde oranla 14. giinlinde alinan 6rneklerde
Rd123 diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml
(p<0.01) bir yiikselmenin oldugu godzlenmistir
(Sekil 2).

Sekil 2.
Hiicrelerde Rd123 birikimi
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Sekil 2. Kordon kan1 mononiikleer hiicrelerinin
biiyiime  faktorleriyle  kiiltiir  siirecinde
Rodamin123 birikim diizeylerindeki degigim.
Kiiltiir Oncesi ve bilyiime faktorleri ile
stirdiiriilen kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde alinan
kordon kan1 6rneklerinin 0.1 pg/mL Rd123 ile
37 oC’ de 60 dak. inkiibasyonu sonunda
hiicrelerde =~ Rd123  birikim  diizeyleri.
Ortalamalar (===) ile gostermektedir. *p<0.05
**p<0.01

Tartisma

KK, basta kemik iligi nakli olmak {izere bir¢ok
alanda kullanilmaya elverisli bir kok hiicre
kaynagidir (12-14). Bu kaynaktan optimum
diizeyde yaralanabilmek icin, kok hiicre
icerigini iyi tanimlamaya ve bu hiicreleri ayirt
edebilmeye ihtiyag vardir. Giiniimiizde kok
hiicreyi kesin olarak belirleyebilecek herhangi
bir belirtec bulunabilmis degildir. Baz
yaklasimlar kok hiicreyi tanimlamaya katkida
bulunmakta ve onlarn1 saf olarak elde
edebilmenin kapilarini aralamaktadir.
Giliniimiizde genel kani olarak kok hiicre,
fonksiyonlart minimuma inmis, kii¢iik boyutta
ve  metabolik  olarak  inaktif  olarak
diistiniilmektedir (15-17). Dunvald ve ark. (18)
en kiiclik ve en az graniiler yapiya sahip olan,
AC133 pozitif ve Hoechst 33342 boyasi ile
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boyanan fare epidermal hiicrelerini saf olarak
izole ettikten sonra, Liang ve ark. (19) bu
hiicreleri fare embriyosuna transfer etmisler ve
bu hiicrelerin biitiin hiicre tiplerine doniiserek
biitiin  dokularin  yapilarina  katildiklarim
gostermislerdir. Leemhuis ve ark. (11) KK
tizerinde yaptiklar1 calismada, Hoechst 33342
ile boyanan hiicrelerin, mitokondri zarinda
biriken ve metabolik aktiviteyi gosteren
Rd123’ e karst negatif oldugu ve bu boyanin
hiicrenin disina pompalandigini
gozlemlemislerdir.

Cicuttini ve ark. (20) CD34+ hiicreleri Rd123
ile boyanma diizeyine gore KK hiicrelerini
CD34+ Rd123(gii¢lii) ve CD34+ Rd123(zayif)
olarak ayirdiktan sonra koloni kiiltiirleri
yaptiklarinda, Rd123 ile giicli boyanan
gruptaki  hiicrelerin ~ koloni  olusturma
potansiyellerinin daha giiclii oldugunu fakat
stispansiyon Kkiiltiirlerinde ise, Rd123 zayif
boyanan gruptaki hiicrelerin 37.5 kat daha
fazla ¢ogalabildiklerini  gostermistir. Bu
calisma ile, kendini yenileme kapasitesi yiiksek
olan primitif kok hiicrelerin RD123 zayif
boyanan hiicreler arasinda oldugu ortaya
konulmaktadir. Burada, CD34+ Rd123(giiclii)
hiicrelerin ¢ogu yeni hiicreleri olusturmak icin
farklilasirken, CD34+ Rd123(zayif) hiicreler
hem kendilerini yenilemis hem de olgun
hiicrelere doniisme yetenegi sergilemistir.
Calismamizda, Kkiiltiiriin 7. gilinlinde alinan
orneklerin flow sitometrik analizinde, hem
Rd123 ile floresan veren hiicrelerin sayisinda
hem de hiicrelerin verdigi floresan miktarinda
anlamli bir azalma gozlenmektedir (Sekil 1).
Kiiltiirde biiylime faktorlerinin uyarimlari ile
primitif kok hiicre fraksiyonunda hizli bir
kendini yenilemenin ve bunun sonucu bu
hiicrelerin sayisinda artis oldugundan soz
edilebilir.

Kiiltiirtin 2. haftasinda hiicrelerde Rd123
birikimindeki artis, progenitoér hiicrelere hizli
bir yonlenmenin oldugunun gostergesidir.
Kiiltiir ortamina katilan biiyiime faktorlerinin
kisa stirede KK kok hiicrelerinde kendini
yenileme kapasitesini arttiriken, bir taraftanda
hiicrelerde projenitor hiicrelere yonlenmeyi
tesvik ettigi  diistiniilmektedir.  Projenitor
hiicrelere doniisiim ile birlikte hiicrelerin
aktiviteleri artmakta ve sonugta mitokondri
sayisinda ve dolayistyla RD123 birikiminde
artis meydana gelmektedir. Bu nedenle Kok
hiicre  igeriginin  arttirllmasina  yonelik
calismalarda kiiltiir siiresinin kisa tutulmasi
gerektigini inanmaktayiz.

KK, bireyler arasinda oldukg¢a farkliliklar
gosterebilmektedir. 1., 2. ve 15. orneklerde
(Sekil 2) Rd123 karst duyarlilik, diger
orneklerden farkli olarak, kiiltiir Oncesinde
daha diisiik bulunmustur. Bu ornekler, diger
orneklerde kiiltiir siirecinin 7 giiniinden sonra
gozlenen davranisi, kiiltiiriin ilk haftasinda
gostermislerdir. Fritsch ve ark. (21) benzer
olarak CD34+ hiicre sayisinin, KK ornekleri
arasinda biiyiik farkliliklar gosterdigini ortaya
koymuslardir. Buda, KK’ nin diger kok hiicre
kaynaklarina oranla daha genis capta bireysel
farkliliklara sahip oldugunu gostermektedir.
Sonu¢  olarak, kisa siireli kiiltiirlerde
kullandigimiz biiyiime faktorlerinin, hiicrelerde
Rd123 birikiminde diisiise ve dolayisiyla KK
kok hiicre iceriginde zenginlesmeye neden
oldugunu sOyleyebiliriz. Ozellikle
hematopoetik kok hiicre c¢aligmalarinda,
icerigin kok hiicre yoniinden zenginlestirilmesi
amaciyla IL-3, IL-6, IL-11, SCF, FL ve TPO
gibi sitokinler kisa siireli kiiltiirler denenebilir.
Ayrica, kok hiicre calismalarinda, AC133 ve
Hoechst 33342 gibi kok hiicre belirtegleri ile
birlikte hiicrelerde Rd123 birikiminin de
edilmesinin, kok hiicre iceriginin
belirlenmesine  yardimci  bir  parametre
olabilecegini diistinmekteyiz.
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