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OZET

ORAK HUCRE ANEMISINDE DOLASIMDAKI ENDOTELYAL HUCRELER: Endotelyal

hiicre izolasyonu, kiiltiir ve immun tiplendirme ¢calismalari

Kemik iliginde bulunan endotelyal 6ncii hiicrelerinin, zararlanmig dokularin tamir edilmesi ve
yeni damar olusumu isleminde 6nemli rol oynayabildikleri bilinmektedir. Bu hiicreler, kemik iliginden
periferik dolagimina gegerek daha olgun hiicreler haline doniigebilirler. Dolagimdaki endotelyal hiicre
sayisinin bilinmesi; damar zararlanmasi ile iligkili hastaliklarinin tanisi, prognozu, ve takibi yoniinden
yarar saglayabilir. Endotelyal hiicrelerin tam olarak bilinmeyen olgunlagma stireclerinin anlasilmasi ise
yeniden damar olusumunu saglayan etkin tedavi yontemlerinin gelistirilmesini saglayabilir. Uygun
sekilde izole edilip ¢ogaltilmalari, hiicre tedavileri uygulamalarina firsat verebilir. Ancak endotelyal
hiicrelerin olgunlagma siiregleri tam olarak bilinmemektedir. Ayrica endotelyal hiicrelerin izole edilmesi
ve periferik kanda sayilma yontemleri konusunda tam bir goriis birligi saglanamamistir. Endotelyal
hiicre boyutu ve graniilaritesinin olgunlagma ile iliskisi agik degildir.

Bu ¢alismada, ilk defa endotele 6zel yeni bir antikor kombinasyonu (anti-CD144, anti-CD146)
secilerek, hazirlama ve analiz agamalarinda ise yeni bir teknik kullanilarak endotelyal hiicre izolasyonu,
immun fenotiplendirme ve akim sitometrede dolasimda bulunan endotel hiicrelerinin sayim iglemleri
yapilmistir. Ayrica, 6zel boyalar kullanilarak immun floresan mikroskopta morfolojik 6zellikler
arastirilmistir. Endotelyal hiicre kaynagi olarak, orak hiicre hastalig1 olan hastalarin periferik kan
ornekleri, kemik iligi, insan gobek kordonu endotelyal hiicre dizisi ve safen ven drnekleri kullanilmistir.
Damar hasarinin yogun oldugu orak hiicre hastaliginda bazi klinik parametrelerin (yas, cins, agrili kriz
sayis1, bacak yaralari, hepatik nekroz, akut ndrolojik olay, avaskiiler kemik nekrozu, hidroksiiire
kullanimi) ve laboratuvar parametrelerin (stabil durumdaki hemoglobin, mutlak nétrofil sayist,
hemoglobin S konsantrasyonu) endotelyal hiicre sayisi ile iligkisi arastirilmistir.

Sonug olarak, orak hiicre hastaliginda literatiirde belirtilen degerlerden daha yiiksek endotelyal
hiicresi degerleri elde edildi (Kontrollerde ortalama 2396.55 + 658.37 TEH/mL’ ye karsilik orak hiicre
stabil grupta 6766.0 = 1077 TEH/mL, veya vasooklusif kriz grubunda 18393.6 = 4642.7 TEH/mL, P <
0.05 iki grup icin). Bu degerlerin orak hiicre hastaliginin klinik faktorleri ile iliskili olmadig1 tespit
edildi. Hemoglobin degerleri ile dolagimdaki endotelyal hiicre sayilarinin artigi arasinda korelasyon
oldugu saptandi. Endotelyal hiicreler arasinda kiigiik ve lenfosite benzeyen hiicreler yaninda, boyut ve
graniilaritesi farkl1 monosit ve graniilositlere benzeyen hiicrelerin bulunabilecegi gozlendi. Ilave olarak
kemik iligi endotelyal 6ncii hiicreleri arasinda olgun hiicre yiizey belirleyicilerinin de bulunabilecegi
tespit edildi. Bu sonugclar, endotelyal dongiiniin hizl1 oldugu orak hiicre hastaliginda yapilacak
endotelyal hiicre ¢aligmalarinin, hastaliklarin mekanizmasi ve seyri yaninda endotelyal hiicrelerin
gelecegini yonlendirebilecek calismalara yol gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Orak hiicre hastaligi, dolasimdaki endotelyal hiicreler, akim sitometri.
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ABSTRACT

CIRCULATING ENDOTHELIAL CELLS IN SICKLE CELL DISEASE: Endothelial cell

isolation, cultur, and immunophenotyping studies.

Bone marrow cells contain a group of cells (a special sub-type of progenitor cells) which are able
to differentiate into mature endothelial cells can play a role in tissue repair and neovascularization of
ischemic organs. These cells can migrate from bone marrow to systemic circulation. Identification and
quantification of circulating endothelial cells may provide useful material for diagnosis, prognosis and
the course of vascular diseases. To clarify of maturation process of the endothelial cells may lead to
estabilish an effective strategy for therapeutic neo-vascularization. When placed in vivo, these cells can
obtain with the proper milliu that allows them to reconstitute organ systems. However, a full consensus
has not been established yet for identification and quantification of endothelial cells in peripheral blood.
It is not clear whether size and granularity of these cells are associated with maturation. In this study, for
the first time, we identify and quantify endothelial cells by using a monoclonal antibody combination
specific for endothelial cells (anti-CD144, anti-CD146) and a new technique for preparing and analysis
of the samples. In addition, we examined morphology of endothelial cells by using immunofluorescent
microscopy. In these study, we isolated endothelial cells from peripheral blood samples of the sickle cell
patients, bone marrow, saphenous vein, and human umblical vein. In addition, we defined the effects of
clinical factors (age, sex, number of painful crisis, acute neurological event, hepatic necrosis, bone
necrosis, leg ulcer, hydroxyurea use) and other laboratory variables (the steady state hemoglobin,
neutrophill count, and levels of hemoglobin S) on circulating endothelial cell count in sickle cell
disease. This protocol produced much higher values for the number of circulating endothelial cells (a
mean of 2396.55 + 658.37/mL in controls vs 6766.0 £ 1077/mL in the steady-state group, or 18393.6 +
4642.7/mL in the vaso-occlusive crises group, P < 0.05 for both), and also showed variable endothelial
cells size and granularity, which may reflect activated, or early release endothelial cells. Circulating
endothelial cell counts was not associated wth clinical factors. The hemoglobin level was correlated
with an increase in circulating endothelial cell counts. We noted low numbers of CD34- cells that co-
expressed the endothelial markers, CD146 and CD144. In conclusion, this study may help
methodological optimization of endothelial cell identification, quantification, and administration to
improve the efficacy of endothelial cell transplantation in future.

Keyword: Sickle cell disease, circulating endothelial cells, flow cytometry.
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1. GIRIS VE AMAC

Endotelyal 6ncii hiicreler periferik kan dolasiminda bulunan bir hiicre populasyonudur.
Bu endotelial 6ncii hiicreler hem hematopoietik stem/ 6ncii hiicre yiizey belirleyicileri (CD34
veya CDI133) ve hem de endotelyal ylizey belirleyicilerini (VE-cadherin veya VEGFR-2)
birlikte ifade eder. Hayvan modellerinde endotelyal Oncii hiicrelerin yeni damar olusan
bolgelere yerleserek yeni damar olusumu isleminde rol oynayabildikleri anlasilmistir.
Endotelyal Oncii hiicreler anjiogenetik etkilerinin yami sira, islevi bozulmus endotel
hiicrelerinin yerini alarak, “tamir hiicreleri” olarak gorev yaparlar. Bu ylizden endotelyal
zararlanmalar ile iliskili hastaliklarda ve iskemik hastaliklarin revaskiilarizasyon
tedavilerinde, otolog endotelyal oOncli hiicrelerin kullanilmast giindeme gelmistir.
Calismalarda endotelyal Oncii hiicrelerin doku tamiri amaci ile klinikte kullanilmasi ile

iskemik kalp hastaliklarinda basarili sonuglar alindigi bildirilmektedir.

Endotelyal oncii hiicrelerin degisik kaynaklardan kiiltiir veya manyetik tanecikler
(mikrobeats) kullanilarak izolasyon islemleri tanimlanmistir. Ancak endotelyal Oncii
hiicrelerin in vivo yasam siireleri ve olgunlasma stiregleri ile ilgili yeterli veriler yoktur. Aymi
zamanda gilinlimiizde in vivo olarak kemik iligi kaynakli endotelyal Oncii hiicrelerin
farklilagmalarin1 uyaran veya baskilayan mekanizmalar ve bu hiicrelerin yapismasi, seyahat
etmesi ve zararlanmis dokuya yerlesmesini (homing) saglayan sinyaller halen biiyiik dlgiide
bilinmemektedir. Saglikli eriskin kisilerin dolasimdaki endotelyal 6ncii hiicrelerin sayilar ile
ilgili yayinlanmis olan bulgular sinirh ve yetersizdir. Dolagan endotelyal hiicrelerin taninmasi
ve sayilmasi konusunda tam bir goriis birligi saglanamamistir. Dolagimda bulunan olgun
endotelyal hiicrelerin kaynagi acik degildir. Dolasimda bulunan endotelyal hiicrelerin
boyutlar1 da tam olarak belli degildir. Endotelyal hiicre boyutu ve graniilaritesinin aktivasyon

ile mi yoksa olgunlasma siireci ile mi ilgili oldugu tam olarak bilinmemektedir.

Endotelyal oncii hiicreler dolasimda c¢ok az sayidadir (dolasimdaki mononiikleer
hiicrelerin yaklasik 0.01%-0.0001%’1). Ancak damar zararlanmasi veya sitokinlerin sistemik
etkileri ile kemik iliginden periferik dolagima gegebilirler (1,3-5). Yetiskin bir insanda
endotelyal hiicre sayisinin 1-6x10", yaklagik 1 kg agirhiginda oldugu, ve 1-7 m* ylizey

kapladiklart hesaplanmistir. Bu hesaplamalar dogru ise Ozellikle endotelyal hasarin ve



endotelyal dongiiniin yiiksek oldugu hastaliklarda, kemik iliginden dolasima gegen ve damar
agindan dolagima dokiilen endotelyal hiicrelerin sayisinin literatiirde belirtilenden daha

ylksek olmasi beklenir. Dolasgimda bulunmasi beklenen endotelyal hiicrelerin sayisinin
tahmin edilenin altinda olmasimnin nedeni’nin yontem farklilifindan kaynaklandig:
diisiiniilmistiir. Ciinkli farkli laboratuarlarin endotelyal hiicrelerin tespiti i¢in kullandiklari
monoklonal antikor panelleri farklidir. Bir ¢ok laboratuarlarin kullandigi periferik kan
mononiikleer hiicrelerinin ayrilmasi isleminden kaynaklanan hiicre kayiplar1 ortaya
cikmaktadir. Ilave olarak, akim sitometresinde kullanilan kapilama tekniklerinden (dar
kapilama) kaynaklanan ol¢iim farkliliklar1 olabilmektedir. Bu nedenler ile dolasimdaki
endotelyal hiicrelerin analizleri konusunda tam bir goriis birligi ve standardizasyon
saglanamamistir. Son zamanlarda bu problemlerin asilmasina yonelik caligmalar
stirdiiriilmektedir. Yontem ile ilgili iyilestirmenin saglanmasi ile sadece endotelyal hiicrelerin
tespit edilmesi ve sayilmasi degil ayni zamanda olgunlagma siirecleri hakkinda bilgi

edinilmesi kolaylasabilir.

Orak hiicre hastaligi, yaygin doku iskemisinin ve kronik organ hasarinin oldugu bir
damar hastalig1 olarak kabul edilebilir. Anormal sekilli (orak seklinde) alyuvarlarin kiigiik
damarlar igerisinden gegerken alyuvarlarin zarlarinda ifade edilen baglayici molekiiller
yardimi ile damar duvarindaki endotel hiicrelerine koprii kurulur. Bu anormal yapigsma
neticesinde ¢ekirdekli alyuvarlar ve nétrofiller gibi diger iltahap hiicrelerinin endotel hiicreleri
ile olan temasi neticesinde, endotelyal biitiinlilk ve endotelyal islev bozulur. Endotelyal
zararlanma ortaya c¢ikar ve endotel hiicreleri apoptozis’e zorlanir. Diger yandan,
mikrotrombiislarin olusmasi ile doku perfiizyonu bozulur, ve dokularda kiigiik mikroinfarktiis
alanlar1 meydana gelir. Kemik iligi ise c¢abuk pargalanan alyuvarlarin yenilerini
yetistirebilmesi icin hiperaktiftir. Biitlin bu 6zellikleri ile orak hiicre hastaliginda, dolasan
endotelyal hiicreler konusunda yapilacak arastirilmalar i¢in uygun materyaller saglanabilecegi

diisiiniilebilir.

Bu caligmada; endotelyal aktivasyon’un ve endotelyal dongli’niin en belirgin oldugu
hastaliklardan birisi olan orak hiicre hastaliginda, dolasimda bulunan endotelyal hiicrelerin

yeni bir protokol kullanilarak taninmasi ve periferik kanda sayilmasi,



Dolagimda bulunan olgun endotelyal hiicrelerin immun fenotipik o6zellikleri ve
morfolojik ozelliklerinin i1yi anlagilmasi amaci ile kontrol olarak insan safen veni endotel

hiicrelerinde izolasyon c¢aligmalar1 ve morfolojik inceleme yapilmasi,

Olgunlagma siirecinin daha iyi anlasilmasi ve dolasimda bulunan olgun endotelyal
hiicre kaynaginin sadece damar yatagindan dokiilen endotel hiicrelerin olup olmadiginin
anlasilmasi i¢in, kemik iliginde endotelyal Oncii hiicrelerde izolasyon c¢alismalari, immun

fenotipik 6zellikler ve morfolojik incelemelerin yapilmasi,

Dolagimda bulunan endotelyal hiicre boyutunun anlagilmasi ve hiicre boyutunun

endotelyal hiicre aktivasyonu ile mi, yoksa olgunlasma ile mi ilgili oldugunun tespit edilmesi,

Periferik kan Orneklerinde bulunan endotelyal hiicrelerin yiizey belirleyicilerinde

belirli bir zaman diliminde hizli bir degisim olup olmadiginin belirlenmesi,

Orak hiicre hastaliginda dolagimda bulunan endotelyal hiicrelerin sayisinin bazi klinik
parametreler (yas, cins, agrili kriz sayisi, bacak yaralari, hepatik nekroz, akut noérolojik olay,
avaskiiler kemik nekrozu, hidroksiiire kullanimi) ve laboratuvar parametreler (stabil
durumdaki hemoglobin, mutlak nétrofil sayisi, hemoglobin S konsantrasyonu) ile iligkisinin

arastirilmasi planlanmistir.
2. GENEL BILGILER

2.1.1. Dolasan endotel hiicrelerin izolasyon, fenotipik ozellikleri, ve olgunlasma
siireci

Bilindigi kadar; kemik iliginden izole edilen endotelyal oncii hiicreler olgunlasmamais
hiicrelerdir ve erken hemopoetik hiicre ylizey belirleyicisi olan CD133 (veya AC133) ve
CD117  (c-kit)  ifade  ederler (1-4). Bu  hiicrelerin  fenotipi  genellikle
CD133+/CD117+/CD34+/VGFR-2+/VE-cadherin- seklindedir (2,4,5). Buna karsilik,
periferik kandan izole edilen endotelyal oncii hiicreler belirgin sekilde CD133’ii kaybeder ve

giderek olgun endotel hiicresine dogru farklilasmaya baslar .(1,6,7).

Ilging olarak izole edilen endotelyal dncii hiicreler 4-7 giinliik kiiltiirde yiiksek oranda

monosit/makrofaj kokenli ylizey belirleyicilerini (CD14, CD11b, CD11c) ifade eder. Fakat



VE-cadherin ve endothelyal nitrik oksid sentaz (eNOS) negatiftir (6,8,9,10). Sadece bu
hiicrelerin az bir alt grubu (yaklasik %5) CD34, VE-cadherin ve E-selectin, gibi 6ncii hiicre
ve endotel ylizey belirleyicilerini ifade ederler. Muhtemelen bu alt grup hiicreler,

proliferasyon yetenegi olan gercek endotelyal oncii hiicrelerdir (3,10).

Periferik kandan izole edilen erken endotelyal 6ncii hiicreler ise (izolasyondan 4-7 giin
sonra) CDI133+/-/CD34+/VEGFR-2+/CD14-/VE-cadherin-/eNOS- yiizey belirleyicilerini
ifade ederler ve mononiikleer hiicrelerin kiiciik bir alt grubudur (4,6,8,11). Kiiltlir periyodu
sirasinda, birka¢ hafta icinde bu hiicreler olgun endotel hiicrelerinin fenotip yiizey
belirleyicilerini (CD133-/CD34+/-/VEGFR-2+/CD14-/VE-Cadherint+/eNOS+/vWF+/E-
Selectin+t) ifade etmeye baslarlar (1,3,6).

Bu olgunlagsma siireci muhtemelen in vivo olarak kemik iligi kaynakli ilkel oncii
hiicrelerin sistemik dolagima seyahati ile olur. Kan orneklerinden dolasimdaki bu hiicrelerin
hesaplanmast akim sitometri ile CDI133+/VEGFR-2+, CD117+/VEGFR-2+ veya
CD34+/VEGFR-2+ oranlarinin hesaplanmasi ile miimkiin olabilir (1,12-14). Bundan baska,
CD34- hiicrelerden endotelyal fenotipte hiicreler gelisebilecegi ve kemik iligi kaynakli CD34-
/CD14+ mononiikleer hiicrelerin infiizyonunun zararlanmis damar re-endotelizasyonunda
etkin olabilecegi bildirilmistir (Sekil 2.1.) (1,12,14). ilave olarak, monositlerin ayni1 zamanda
endotelyal yiizey belirleyicilerini ifade ettikleri ve anjiogenik kosullarda in vivo olarak tiip
benzeri yapilar olusturdugu gosterilmistir (9,10,13). Bu yakin iliski monosit ve endotelyal dizi
hiicrelerinin kokenlerinin muhtemelen kemik iliginde bulunan ve hemanjioblast olarak

adlandirilan erken bir 6ncii hiicre oldugunu diisiindiirmektedir (5,13-15).
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Hristov M, ve ark. J. Cell. Mol. Med. 8 (4): 498-508, 2004 den alinmigtir.
Sekil 2.1. Endotelyal hiicrelerin farklilasma semas1

Goriildigi gibi dolagan endotelyal oncii hiicrelerin tam fenotipik 6zellikleri hala tam
acik degildir ve endotelyal Oncii hiicrelerin bir alt grubu olan monositik hiicreleri de igeren
hetorejenite gosterdiginden tanimlamada ¢ok dikkatli olunmalidir (1,9,14). Ciinkii endotelyal
ylizeyindeki belirleyiciler, endotelyal hiicrelerin olgunlasmasi ile ya da aktive olmasi ile
degisebilmektedir (6,16). Endotel hiicrelerine 6zgii en sik kullanilan yiizey belirleyicilerinden
birisi olan ve melanoma hiicrelerinde tanimlanan CD146 (melanoma hiicre-adhezyon
molekiilii) endotel hiicrelerinden baska diiz kas hiicreleri, trofoblastlar, veya aktive T-
hiicrelerinde bulunabilir (16,17,18). Diger endotel ylizey belirleyicisi olan CD144 (vaskiiler
endotelyal kadherin) ise fetal karaciger hematopoietik doku hiicrelerinde de tespit
edilebilmiglerdir (19). Bu iki endotel yiizey belirleyicisinin endotelyal hiicrelerin taninmast
amaci ile analiz yontemlerinde birlikte kullanildigi ¢aligmaya rastlanilmamistir. Endotel
hiicrelerin olgunlagma siireci ve aktivasyonu i¢in yapilacak yeni caligmalarda bu iki yiizey

belirleyicisinin birlikte kullanilmasi1 avantaj saglayabilir (Tablo 2.1.).



Tablo 2.1. Dolasimdaki endotelyal hiicrelerin tespit edilmesi ve sayilmasi i¢in kullanilan

yontemlerin 6zellikleri.

Dolasimindaki | Mononiikleer Kapilama | Yiizey Yontemle
endotelyal izolasyon/yikama | teknigi belirleyicileri | ilgili yeterli
hiicreler performans
calismalarn*
Rafii ve Lyden | + Lenfosit CD133, c-kit, | -
ve ark (62). bolgesi CD34,
VEGFR2
Dimmeler ve | + Lenfosit CD105,VE- -
ark (31). bolgesi Cadbherin,
CD31, vWF
Geoge ve ark | + Lenfosit S-endo-1 -
(38). bolgesi (CD1406)
Mancuso ve ark | + Lenfosit CD106 -
3). bolgesi
Del Papa ve ark | + Lenfosit CD45, 34, | -
95). bolgesi CD146
Dulic-Silis  ve | - Genis CD2, CD13, ] -
ark (75). kapilama CD22,
VEGFR2,
CD133
Ozdogu ve ark | - Genis CD34, +
(86). kapilama CD117,,
CD144,
CD146

*Performans ¢alismalarindan metod i¢i ve metodlar arasi, tekrarlanabilirlik, yeniden iiretilebilirlik ve linearite

analizleri kastedilmektedir.

2.1.2. Dolasan endotel hiicrelerin mobilizasyon, ve salinma siireci

Birgok kok hiicreler gibi endotelyal dncii hiicrelerin de orijini’nin kemik iligi hiicreleri
oldugu disiiniilmektedir (20-22). Kemik iligi transplant caligmalarinda kemik iligi kaynakli
endotelyal oncii hiicrelerin fizyolojik ve patolojik durumlarda yeniden damar olusumuna
katildiklarim1  gostermistir  (21,22). Benzer katilmin Ostrojen uyarist ile ovulasyon
induksiyonu sonrasinda uterus endometriumunda fizyolojik yeniden damar olusumu sirasinda
oldugu gozlenmistir (23). Calismalar, egzersiz, yaralar ve travmalar sirasinda hematopoietik
pliiripotent hiicrelerin mobilize oldugunu gdstermistir (24,25). Biitlin bu gozlemler kemik iligi
kaynakl1 endotelyal 6ncii hiicrelerin doku iskemisi oldugunda yeniden damar olusumuna
katilmak ve doku tamiri amaci ile kemik iliginden kan dolagimina gegebildiklerini (mobilize

oldugunu) gostermektedir.



Graniilosit-makrofaj uyarici faktoriin ana oncii hiicreleri (stem hiicre) ve myeloid 6ncii
hiicreleri kemik iliginden mobilize ettii iyi bilinmektedir (9,26). Son zamanlarda ayni
zamanda endotel Oncii hiicre kinetigi i¢in de giiclii bir uyarici oldugu anlasilmistir (9,26).
Diger biiylime faktorleri arasinda vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin yeniden damar
olusumunu arttirdig1 bilinmesinin yanisira ayni1 zamanda endotelyal hiicreleri kemik iliginden
mobilize ettigi de Ogrenilmistir (27). Benzer gozlemler granulosit koloni uyarici faktor,
stroma kaynakli faktor-1, eritropoietin, Ostrojen ve endojen hormonlar i¢in yazilmistir.
Endotelyal 6ncii hiicrelerin kemik iliginden mobilizasyonu ¢esitli enzimler, biiylime faktorleri
(eNOS, VEGF, G-CSF ve yiizey reseptorleri (VEGFR-2) tarafindan diizenlenen karmasik bir
islemdir (3,28). Ilk basamak olarak membrana baglh Kit ligant’m soluble Kit liganta
dontlistimiinii sagliyan matriks metalloproteinase-9’un aktivasyonudur (29). Bu aktivasyon
erken c-Kit pozitif (CD117) progenitor hiicrelerin kemik iligi stromal alanindan kemik iligi

vaskiiler alanina mobilizasyonunu saglar.

Mobilize olan endotelyal Oncii hiicreleri kemik iliginin vaskiiler zonundan dolasima
salinir. Bu giine kadar dolasan endotelyal oncii hiicrelerin in vivo olarak olgun ve tam olarak

differansiye olmus endotel hiicreye ne zaman doniistiigii ile ilgili yeterli bilgi yoktur.

Hiperkolesterolemi  tedavisinde kullanilan statinlerin  endotelyal hiicrelerin
biyoaktivitelerini arttirdigi bilinmektedir. Ancak son zamanlarda statinlerin en Onemli
fonksiyonlarindan birisinin kemik iligi kaynakli endotel Oncii hiicreleri mobilize etmesi
oldugu anlasilmistir (30,31). Anjiostatin ise kemik iligi kaynakli endotelyal progenitor
hiicrelerin kinetigini inhibe etmektedir. Bu yiizden timor gelismesini gerilettigi iddia

edilmistir (3,32).

2.1.3. Endotel hiicre kiiltiirleri

Endotelyal hiicreler, fikol dansite gradient yontemi ile periferik kandan ayrilan
mononiikleer hiicrelerden iiretilebilirler (1,2,33). Bunun i¢in, endotel hiicre kiiltiir ortami
icerisine, damar endoteli biiylime faktort, fibroblast bliyiime faktori, instiline benzer biiylime
faktorii, epidermal biiylime faktorii, ve %5 fetal bovin serum ilave edildikten sonra 10°
mononiiklear hiicre/cm® olacak sekilde fibronektin kapli doku kiiltiir flasklarma ekilmesi

gerekir. Kiiltiirden 4 giin sonra flasklara yapismayan hiicreler PBS ile yikanarak uzaklastirilir.



Yapisan hiicrelerin endotel boyasi ile boyanarak immun floresan mikroskop altinda
morfolojilerinin incelenmesi, daha sonra da yapisan hiicrelerin kiiltlir ylizeyinden ayrilarak
akim sitometresinde incelenmesi sonrasinda gelisen hiicrelerin endotel hiicreleri oldugu
degerlendirilmelidir. Benzer sekilde izole edilmis endotelyal oncii hiicrelerin ¢ogunlugu 4-
giinliik kiiltiirden sonra giiclii olarak monosit/makrofaj orjinli markerler: ifade eder. Sadece bu
hiicrelerin az bir alt grubu (yaklasik %5) CD34, VE-cadherin ve E-selectin, gibi 6ncii hiicre
ve endotel yiizey belirleyicilerini ifade ederler. Bu yakin iliski monosit ve endotelyal dizi
hiicrelerinin muhtemelen kemik iliginde lokalize hemanjioblast olarak adlandirilan erken

oncil hiicreden ortak orjinli oldugunu diisiindiirmektedir (13-15).

Kiiltiir peryodu sirasinda birka¢ hafta i¢inde bu hiicreler olgun endotel hiicrelerinin
fenotip ylizey belirleyicilerini  ifade etmeye baslarlar (4,34). Bu olgunlagsma siireci
muhtemelen in vivo olarak kemik iligi kaynakli 6ncii hiicrelerin sistemik dolasima seyahati ile

olur (35-38).

2.1.4. Damar hastaliklarinda endotelyal hiicrelerin rolii

Damar hastaliklarin olusmasinda endotel hiicrelerinin 6nemli rol oynadiklar1 hayvan
modellerinde ortaya konmustur (39-41). Ancak, girisimsel metodlar ile insan patolojisinin
arastirtlmasiin oldukc¢a gii¢ oldugu bilinmektedir. Damar yapisinin saglikli bir sekilde
kalabilmesi, endotel yapisinin ve islevlerinin normal olmasi ile miimkiindiir. Temel olarak
kan ve dokular arasinda bulunan endotelyal yap1 mikrogevre kosullarindan etkilenen oldukga
dinamik bir hiicre toplulugudur. Sitokinler, biiylime faktorleri, infeksiyon ajanlari, oksidatif
stresler, lipoproteinler, apoptotik uyarilara maruz kalan, ve kanin sekilli elemanlar: ile temas
eden endotel hiicreleri bu uyarilara cevap verme durumunda kalmaktadir (3,27). Uzun siire ve
asir1 uyarilmis endotel hiicreleri yapisal ve islevsel diizen geri doniistimsiiz olarak bozulmakta
apoptoz ve nekroz gelismektedir (42). Cok sayida hayvan calismalari olmaka birlikte
insanlarin damar hastaliklarinda in-vivo olarak endotelyal hiicrelerin etkilendiginin

gosterilmesi zor olmustur.

2.1.5. Damar hasarlanmalarinda dolasimdaki endotelyal hiicreler

Baz1 hayvan ve insan calismalari myokard infaktiisiinden sonra endotelyal oncii

hiicrelerin kalbin islevlerinin diizeltilmesinde tedavi edici etkisini gostermistir. (43-53). Ilave
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olarak, kemik 1iligi kaynakli anjioblastlarin transplantasyonunun infarktiisten sonra
kardiyomyositleri apoptosisten korunmasinda ve negatif yonde olan kalp adelesi yeniden
sekillenmesinin azaltilmasinda rol oynadigi rapor edilmistir (54). Endotelyal oncii hiicrelerin
alt gruplarmi igeren kemik iligi kaynakli mononiikleer hiicreleri, insanda tedavi amaglh
yeniden damar olusturulmasinin gergeklestirilebilmesi i¢in yeni bir tedavi yaklagimi olusturur.
Bu tedavi yaklasimi, ilk defa kronik iskemik bacak problemi olan hastalarda mononiikleer
hiicrelerin  transplantasyonundan sonra 6 aylik takip siiresinde iskemik bacagin
fonksiyonlarinda belirgin diizelme ile gosterilmistir (55). Daha sonraki klinik ¢aligmalarda,
otolog kemik iligi kaynakli hiicrelerin veya izole edilmis ve ex vivo ¢ogaltilmis otolog
endotelyal oncii hiicrelerin insanda infarkt olusmus kalp adelesinin parsiyel tamir kapasitesi
ile desteklenmistir (56,57). Bir diger uygulama ise, endotelyal Oncii hiicrelerin
iskemik/zararlanmig bolge yakinina lokal uygulamadir (intra-koroner veya intra myokardial
v.b.). Inflize edilen &éncii hiicrelerin kalp fonksiyonunu diizeltmelerindeki mekanizmalar
heniiz tam olarak anlagilamamistir. Muhtemelen, gozlenen pozitif etki, infiize edilen oncii
hiicrelerin in vivo olarak kalp kasi hiicrelerine farklilasmalarindan ¢ok iskemik myokaridium
bolgesinde yeniden damarsal yapilarin olusmasi ile ilgilidir (57,58). Diger bir uygulama
alanlarindan birisi damar greftlarin endotelyal hiicreler ile ortiilmesi, digeri ise balon kateter
uygulamalarindan sonra olusan zedelenmenin yeniden endotelizasyonun saglanmasidir
(40,51). ilave olarak, hiicre tabanli gen tedavi stratejileri uygulanabilir. Ornegin, ¢ok yakin
zamanda tavsanlarda genetik miidahele ile asir1 miktarda eNOS ifade ettirilen otolog
endotelyal oncii hiicrelerin zararlanmis damar icine transplante edilmesi ile endotel tamirinin
belirgin sekilde saglandigi ve fonksiyonlarmin diizeldigi, bdylece tromboz ve neointimal

hyperplazinin inhibisyonu saglandig1 gosterilmistir (3,52).

Iskemik dokunun yeniden damar olusumuna endotelyal &ncii hiicrelerin belirgin
sekilde katilirlar, fakat bu dokularin yenilenmesi olayinda hiicresel ve/veya parakrin
mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Endotelyal oncii hiicrelerin, zedelenmis endoteli
yenileme isleminde muhtemelen 6len endotel hiicrelerinin apoptotik kalintilart sinyal olarak
rol oynar (27,42,53). Endotelyal Oncii hiicrelerin fonksiyonlarinin anlagilmasinda, bu
hiicrelerin farklilagsmasi, yasam siiresi, yerlesme ve dokuya dagilimmin anlagilmasi i¢in daha
fazla deneysel ¢aligsmalara gereklilik vardir. Dokularin yenilenmesi i¢in damar olusturan
hiicrelerin hiicresel tedavide kullanilmasinin muhtemel ve istenmeyen yan etkilerinin dikkate

alinmas1 gereklidir.



2.1.6. Dolasimdaki endotel hiicrelerinin sekli ve sayisini etkileyen faktorler

Endotel hiicreleri arasindaki reseptorler, matriks bagli proteinler, endotel hiicre
komponentleri, yeni damar olusumunu uyaran ya da baskilayan biiyiime faktorleri, mekanik
zararlanmalar, ve apoptotik proteinler endotel hiicrelerin birbirinden ayrilmasi ve dolagima
dokiilmesi siirecinde 6nemli rol oynarlar (3,59,60). Vitronektin ve fibronektin gibi matriks
proteinlerinin yapigmalarina izin veren integrin, ve ayni zamanda kadherin ailesinden VE-
cadherin endotelyal 6rgiinlin tek tabaka halinde kalmasini kontrol eder (3,27). Baz1 virus
infeksiyonlarinin, (sitomegalovirus ve herpes virus tip 2 gibi) endotel hiicrelerinde
hasarlanma sonucunda olusan tamiri giiclestirdigi, ayni zamanda ndétrofillerin endotel
hiicrelerine yapisarak proteazlarin salinimina yol agtig1 ve bunun da endotellerde ayrilmaya
ve dokiilmeye yol actig1 bildirilmektedir (61). Yani virus ile infekte endotellerin inflamatuar
hiicreleri davet ettigi anlagilmaktadir. Apoptosis’in ise her zaman endotel hiicrelerin
dokiilmesinden sorumlu olmadig1, koroner arter hastaliginda ve orak hiicre anemisinde diisiik
derecede apoptosis olabilecegi, VEGFR’nin apoptosis inhibisyonunda rol oynayabilecegi
bilinmektedir (23). Endotelyal Oncii hiicrelerin sayr ve fonksiyonel karekterleri (koloni
olusturmasi, adhesyon potansiyelleri v.b.) iskemik kalp hastaliklar1 i¢in tani araci ve/veya
prognostik parametre olarak kullanilabilir (3,53,62,63). Ornegin dolasimdaki endotelyal dncii
hiicrelerin azalmis say1 ve adhezyon bozuklugu stent restenozu ile iliskili bulunmustur (51).
Endotelyal oncii hiicrelerin klinik uygulamasi iki yonde olabilir; iskemik dokularin yeni
damar olusumlar1 veya zararlanmis endotelin (balon anjioplasti v.b.) ve damar greftlarinin
endotelizasyonu. Bununla birlikte otolog-postnatal endotelyal oncii hiicrelerin tedavi amagl
kullanilmasinda en 6nemli sinirlayict faktér dolasimda yeterli olmayan sayisidir. Bu diisiik
sayiin iskemik koroner kalp hastaliginda daha da diisiik olmasi bir risk faktortidiir (3,64-66).
Bu problemin asilmasi {i¢ yaklasim ile miimkiin olabilir: (i) degisik genlerle ex vivo
transfeksiyon (3,67), (i) endotelyal Oncii hiicrelerin in vivo mobilizasyonu (66), (iii) 6n
seleksiyon yapilmadan otolog kemik iligi hiicre siispansiyonunun lokal infiizyonu (46,67).
Giliniimtizdeki ¢alismalar VEGF geni kodlayan adenoviriis ile ex vivo transfeksiyonundan
sonra izole edilen insan endotelyal 6ncii hiicrelerin sayisinda belirgin artis gostermistir (3,68).
Hedef iskemik dokuya yeni damar olusumunu arttiran kemokinler ile birlikte gen transferi
yapilmasi tedavi amagli damar olusturma islemi i¢in diger bir yaklagim olabilir. Ayrica,

intramuskiiler veya intramyokardial VEGF gen transferi, ekstremite iskemisi veya girisimsel
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isleme uygun olmayan koroner hastalig1 olan hastalarda endotelyal oncii hiicreleri mobilize
ettigi gosterilmistir (3,68). Bu islem, sadece dolasimdaki endotelyal 6ncii hiicrelerin sayisini
artirmaz, fakat ayn1 zamanda hiicrelerin zararlanmis alana yerlesmesini (homing) diizenleyen

endotelyal 6ncii hiicrelerin yiizeyindeki adezyon molekiillerinin ifadesini de arttirir. (3,68).

Sonugta vaskiiler yapilardan dolagima dokiilen bu hiicreler dolasan endotel hiicreleri
olarak tespit edilebilir. Normal insanlarda da dolasimda endotel hiicrelerinin bulundugu
diistiniiliir ise, endotel dokiilmesinin sadece patolojik durumlar1 yansitmadig: alagilmaktadir.
Bu hiicrelerin bir kisminin 6ncii hiicreler oldugu ve proliferasyon ve plastisite 6zelliklerinin
var oldugu diisiintiliir ise, bu hiicrelerin sadece damarsal yapilardan dokiilen hiicreler olmadigi

bir kisminin kemik iligi kaynakl hiicrelerden dolagima mobilize oldugu anlasilmaktadir.

2.1.7. Dolasimdaki endotelyal hiicreler ile ilgili one siiriilen hipotezler

Akut koroner sendromlari, orak hiicre anemisi, trombotik trombositopenik purpura
gibi hastaliklarda yiliksek miktarda dolasan endotel hiicreleri oldugunun tespit edilmesi, bu

hiicrelerin yiiksek trombojenik potansiyeli olabilecegine isaret edebilir (69-73).

Stabil durumda veya agrili krizde olan orak hiicre anemili olgularda normal kisilere
gore daha yiiksek dolasan endotel hiicrelerinin bulunmasi, bu hiicrelerin akut krizleri dnceden

belirleyen bir parametre olabilecegi fikrini ortaya koyabilir (70).

Riketsiyal infeksiyonlarda komplikasyon gelismemis ise dolagsan endotel hiicrelerin
sayisinin diisiik oldugu, yiliksek oldugu durumlarda ise hastalifin daha kot gidisli oldugu
tespit edilmistir. Bu hastalikta yiliksek endotel hiicre diizeylerinin hastaligin 6ldiirticti

formunun s6z konusu olduguna 6nceden isaret edebilecegi one siiriilmiistiir (74).

Sitomegalovirus infeksiyonlarinda dolasan endotelyal hiicrelerin sayisinin >10 mL
oldugu durumlarda ytiksek viremi ve belirgin klinik sendrom anlamina geldigi ve dolasan
endotelyal hiicrelerin analizinin sitomegaloviriis organ tutulumuna isaret edebilecegini

gostermektedir (61).

Behget hastaliginda da beyin tutulumu olan olgularda dolasan endotel hiicre sayisinin

tedavi ile birlikte azaldig1 tespit edilmistir (75).
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Dolasan endotelyal hiicreler ile kronik bobrek hastaligi ve dolagim problemleri
arasinda korelasyon oldugu ve ileri evre kronik bobrek yetmezliginde bu hiicrelerin sayisinda

azalma oldugu rapor edilmistir (76).

Kalp ve damar sistemi hastaliklarinda koloni uyarici faktor kullanilmasi, statin
kullanilmasi, ya da eksersiz’in dolagan endotel hiicreleri sayisini arttirdig1 ve bu hiicrelerin
sayminin tespit edilmesinin tedavi etkinliginin takibi yonilinden yararli olabilecegi

bildirilmistir (71,73).

Inflamatuvar barsak hastaliginda dolasan endotel hiicrelerin analizi‘nin intestinal
hasarin kemik iligi kaynakli hiicreler tarafindan onarilmasini yansitabilecegi fikri olusmustur
(75).

Farelerde deneysel olarak akciger zararlanmasi olusturuldugunda endotelyal Oncii
hiicrelerin kemik iliginden mobilize oldugu gosterilmistir. Akut akciger zararlanmasi olan
hastalarda yiiksek miktarda endotel hiicrelerinin dolasimda bulunmasi, bu hiicrelerin

zararlanmig akcigerin tamirinde gorev aldiklarini diistindiirmiistiir (77-79).

Yaglanma ile iligkili yeniden damar olusumunun zayiflamasi dolasan endotel hiicre

sayist ile iligkili bulunmustur (65).

Endotel progenitor hiicrelerin gen tedavileri ile genetik yapilarina miidahale edilerek
daha ¢ok anjiogenetik faktorler ifade etmesini saglamak bioaktivitesini kontrol etmek ve daha

uzun yasamalarini saglamak miimkiin olabilecektir (3,68).

2.1.8. Hastaliklarin tam ve tedavisinde dolasimdaki endotelyal hiicrelerin klinik

kullanimi

Iskemik dokularda ex vivo ortamlarda olusturulmus endotelyal 6ncii hiicrelerin
iskemik dokuda yeniden damar olusturdugu saptanmistir. Bu hiicrelerin sadece yeniden damar
olusumunu arttirmadigr ayn1 zamanda 6nemli biolojik fonksiyonlar1 da yeniden kazandirdigi
not edilmistir (49,53,62,67). Kontrol olgulara gore bacak nekrozunu ve oto amputasyonu %
50 azaltmistir (55). Son zamanlarda li¢ amag¢ i¢in endotelyal Oncii hiicre transplantasyonu

yapilmaktadir. Birincisi, arteriosklerosis obliterans veya Burger hastaligindaki bacak
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iskemisinin diizeltilmesi igindir (44,55). ikincisi, myokard infarktiisii sonrasinda iskeminin
diizeltilmesi amaci ile kullanilmaktadir (45-47,53,54,56,67). Ugiinciisii ise damar greftlerinin
biyolojik uyumunun kolaylastirilmast amaci ile yapilmaktadir (3,51,54). Kocher ve
arkadaslar1 intravendz uygulanan CD 34 mononiiklear hiicre infiizyonu ile sol ventrikiil
fonksiyonlarinda 1iyilestirme saglanabildigi ve kardiyomyosit apoptosisinde inhibisyon
yapilabildigini gostermistir (54). Cesitli deneysel ¢alismalar otolog kemik iligi hiicrelerinin
bacak iskemi ve myokard iskemi modelinde iskemik dokuda yeniden damar olusumunu
arttirdiklar1 ve bunun esas olarak anjiogenik biiyiime faktorler araciligi ile olustugu not
edilmistir (53-56). Ozdogu ve arkadaslar1 orak hiicre hastalig1 olan ve otomatik alyuvar
degisimine direngli bacak {iilserleri gelisen iki olguda, doku iskemisi’nin diizeltilmesi amaci
ile bolgeye enjekte ettikleri kemik iligi kaynakli mononiiklear hiicreler ile klinik diizelme
sagladiklarin1 rapor etmistir (Tablo 2.2.) (80,81). Biitiin bu calismalar endotelyal Oncii
hiicrelerin periferik ve koroner arter hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecegini
desteklemektedir.

Tablo 2.2. Klinikte yayinlanmis, vaskiiler tedavi amagl otolog kok hiicre uygulamalari

Calisma/Arastirict Calisma dizayni Patoloji Hastalar Hiicreler Injeksiyon tipi Sonuglar
TACT n=45 KiMH Intramuskiiler, Kol-dirsek basinc1?yiiriime
gastroknemius mesafesit
Tateishi-Yuyama ve ark randomize Bacak iskemisi n=20 KiMH Intramuskiiler, Tk O, pressure?
kontrollii .
gastroknemius
Lancet, 2002 n=25 SF KiMH > PBMH
Strauer ve ark akut Mi n=10 PBMH intrakoroner EFfduvar hareketlerit
Circulation, 2002 perfusion?
TOPCARE-AMI akut MI n=11 PBMH intrakoroner EF{duvar hareketlerit
Assmus ve ark n=9 EOH perfusion?, CFR?
Circulation, 2002 KIMH =EOH
Stamm ve ark Ml sonrast n=6 KIMH, AC133°  Myokart ici perfiizyon?

Lancet, 2003

<3 ay KABC esnasinda (KABC sahasi olmayan)

MAGIC randomize akut MI n=10 G-CSF intrakoroner EF1,perfiizyon?
Kang ve ark. kontrollii n=10 ile mobilize over-the-wire stent restenozu
Lancet, 2004 PBMH

n=7 kontrol
BOOST randomize akut MI n=30 PBMH intrakoroner MR:EF?
Wollert ve ark. kontrolli n=30 Duvar hareketi
Lancet, 2004 ¢ift kor
Ozdogu ve ark. Orak hiicre n=2 KiMH Intramaskiiler, Yara iyilesmesi
Cytotherapy, 2005, Kok Olgu sunumu hastaligi,  bacak gastroknemius
hiicre Kongresi, Trabzon, yarasi

Turkiye, 2006

PBMH: Periferik kan mononiikleer hiicreler, KIMH: Kemik iligi mononiikleer hiicreleri, EOH: Endotelyal 6ncii hiicreler, G-CSF: Graniilosit
koloni uyaric1 faktor, KABC: Koroner arter by-pass cerrahisi, EF: Ejeksiyon fraksiyonu, MI: Myokard infarktiisii, Tk: Transkiitanoz, SF:

Serum fizyolojik.

2.1.9. Orak hiicre hastaliginda dolasimdaki endotelyal hiicreler
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Orak hiicre hastaligi, kalitsal gegisli bir hemoglobin hastaligidir. Orak hiicre
sendromu, anormal bir hemoglobin olan hemoglobin S’in mevcut oldugu bir grup hastalig
tanimlamaktadir. Orak hiicre hastalig1 ise hemoglobin S i¢in bir homozigotluk durumu oldugu
ve esnekligini yitirmis eritrositlerin (orak seklinde) olustugu, kansizligin eslik ettigi ciddi bir
klinik tabloyu isaret etmektedir. Hemoglobinin beta zincirinde altinct amino asit
pozisyonunda, glutamik asit yerine valin’in ge¢mesi ile hemoglobin S olusmaktadir. Orak
hiicre hastaligi, kronik hemolizler, sik infeksiyonlar, ve siklikla agrili krizlere ve organ
hasarlarina yol agan kii¢iik damarlarda tekrarlayan tikanikliklarin olusmasi (vasookluzyon) ile
karekterize bir hastaliktir (69,82). Agrili krizler arasindaki zaman araliina stabil donem
(steady state) denir. Calismalar, orak hiicre hastalifinda alyuvarlarin damar duvarindaki
endotel hiicrelere yapisarak vasooklusif krizlerin baglatildigini gostermektedir (69,82).
Hemoglobin S igeren alyuvarlarin kiiciik damarlar igerisinden gecerken yavaslamalari
sonucunda retikiilosit ve geng¢ eritroid hiicrelerin damar duvarina anormal bir sekilde
yapismalari, alyuvarlarin damar igerisinde gecislerini daha da yavaslatir.Bu anormal
yapismalarin olugsmasini saglayan mekanizmalarda kirmiz1 kan hiicrelerin membranlarindaki
integrin alfadbetal, glikoprotein IV (CD36) gibi molekiiller, endotel membranindaki damar
hiicresi adhesive molekiil-1, CD36, fibronektin ve bazi plazma faktdrleri (6rnegin sitokinler)
rol oynarlar (27,69,82). Orak hiicre hastaliginda hem kirmizi kiireler hemde endotelyal
hiicreler ylizeylerinde CD36 ifade ederler. Bu molekiil sitokinleri kontrol eden
trombospondinlerin reseptoriidiir. Ayn1 zamanda kirmizi kiireler ile endotel arasinda bir koprii
gorevini istlenirler (27). Von Willebrant faktdr de anormal yapigsma olayinda gorev alir.
Kronik endotelyal aktivasyon ve zararlanma ve artmis inflamatuvar sitokinler (IL-1, IL-6, IL-
8, TNF) sonucunda mikro infarktiisler ortaya c¢ikar (27). Bu sitokinler endotelyal hiicreleri
daha da aktive eder ve orak hiicrelere, nédtrofillerin, ve plateletleri yapigmasin arttirir (Sekil
2.2) (27,69,83). Kriz ve stabil durum arasindaki denge kirillgandir ve endotel hiicrelerin
aktivasyonunu ya da kirmizi kiirelerin endotele yapismalarini etkileyen her olay krizi davet
eder. Damar endotel hiicresi tarafindan stabil durumdaki orak hiicre anemisinde salgilanan
endotelin-1, kriz ve endotel zararlanmasi1 oldugunda artarak inflamatuvar bir sitokin olan IL-
6‘nin sentezini arttirir ve endotel apoptosisini inhibe eder (27). Ortamda bulunan IL-1, ve
TNF ise endotel apoptosis’ini arttirir (27). Slovey ve arkadaslari, mikrovaskiiler orijinli aktive
olmus endotelyal hiicrelerin orak hiicre anemili olgularin dolagimlarinda arttigini, bu
hiicrelerin % 34’{iniin ise 6lii hiicreler oldugunu rapor etmistir (84). Vaskiiler endotelyal
growth faktor ve endotelin’in endotel apoptosis’ini engelleyerek endotel yapisini korumaya

calistig1 anlagilmaktadir (27).
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Orak hiicre hastaliginda endotelyal aktivasyon’un bu hastaliga bagh klinik tablolarin
ortaya c¢ikmasinda Onemli rol oynadigi anlasilmaktadir (27,69). Orak hiicre hastaligi
endotelyal zararlanmanin ve endotelyal dongii (turn-over)’niin en belirgin oldugu vaskiiler
hastalik olarak tanimlanabilir. Bu yiizden orak hiicre hastaliginda endotelyal hiicrelerin yasam

stireleri, orijini, yilizey belirleyicileri ve dinamigi merak konusu olmustur.
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Makis AC ve ark. Ann Hematol, 79, 407-413, 2000. den alinmigtir.
Sekil 2.2. Orak hiicre hastaliginda endotelyal aktivasyon semasi

3. GEREC VE YONTEM
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3.1. Calisma grubu ve érnek toplama

Orak hiicre hastalig1 olan 44 hasta (18 kadin ve 26 erkek; yas araligi, 16-45 yas) ve 20
saghkli goniilli (11 kadin ve 9 erkek; yas araligi, 20-27 yas) c¢alismaya katilmay1 kabul
ettiler. Hasta grubu se¢ilmis bir gruptu. Caligmaya katilan hastalar en az 6 aydan beri takipte
olan, fiziksel durumlari veya agr1 siklig1 gibi hastaligin seyri ile ilgili bilgilerin kayitli oldugu
hastalar1 icermekteydi. Bu hastalar ile ilgili klinik tanimlamalar asagidaki gibiydi: Homozigot
orak hiicre hastalig1 yiiksek performansli likid kromatografisi yontemi ile yapilan hemoglobin
elektroforezine gore tanimlandi (Bio-Rad Laboratories, Inc, Irvine, California, USA). Kiigiik
damar tikanmalar1 ve doku iskemisi sonucunda tipik olarak kostalara, vertebralara, kol ve
bacaklara yayilan agrilar olmasi ve analjezik ila¢ uygulamalari ile agrinin kaybolmast agrili

kriz olarak tanimlandi. Kan 6rnekleri alinmadan 6nceki 30 giin igcerisinde agrili kriz ve baska
bir akut klinik olay olmamasi stabil durum (steady state) olarak tanimlandi. Krizin diizelmesi

ise agrili durumun kaybolmasi, hastanin kliniginin stabillesmesi olarak tanimland. Iki

hastada inme, 1 hastada akut gérme kaybi, 1 hastada grand mal konviilzyon Amerikan
Noroloji Birligi kriterlerine gore akut ndrolojik olay olarak tanimlandi (85). Hepatik nekroz,

ilgili biyokimyasal bulgulara gore tanimlandi. Hidroksiiire kullanan hastalar, hemoglobin F
degerlerinde tedavi Oncesine gore en az %10’luk artis saptandidi icin, en az 6 aydan beri
tedavisine devam edilen hastalardi. Saglikli goniillii (kontrol) grubu; evlilik islemleri ile
iliskili ya da tarama amacl olarak yapilan tam kan sayimlari ve hemoglobin elektroforezleri
normal olarak degerlendirilen ve klinik olarak herhangi bir hastalik bulgusu olmayan

olgulardan olusturuldu.
3.2. Calisma protokolii

Hasta grubu 2 alt gruba ayrildilar: agrili krizi olan orak hiicre anemili hastalar (8 kadin
ve 10 erkek) ve stabil durumda olan orak hiicre anemili hastalar (10 kadin ve 16 erkek).
Hastalarin klinik ve laboratuvar 6zellikleri Tablo 3.1-3.4. de 6zetlendi. Calismaya giren her
hasta ve saglikli goniilliiden periferik kanda dolasan endotelyal hiicrelerin degerlendirilmesi
amaci ile 21-gauge igne ile SmL periferik kan 6rnegi alindi ve EDTA igeren tiiplere konuldu.
Orak hiicre hastalarinda elde edilen dolasimdaki endotelyal hiicre sayilarinin, bazi klinik (yas,
cins, agrili kriz sayisi, bacak yaralari, hepatik nekroz, akut norolojik olay, avaskiiler kemik

nekrozu, hidroksiiire kullanimi1) ve laboratuvar 6zellikleri (stabil durumdaki hemoglobin,
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mutlak nétrofil sayisi, hemoglobin S konsantrasyonu) ile iligkisi arastirildi. Kriz déneminde
bulunan yaslar1 19-45 olan 1’1 kadin toplam 3 hastanin dolasimdaki endotelyal hiicreleri kriz
sirasinda, 24 saat sonra ve kriz sonunda takip edildi. Kriz doneminde bulunan ve yaslar1 19-28
arasinda olan 1’1 kadin 5 hastada ise, baslangigta ve otomatik alyuvar degisimi ile krizleri
sonlandiktan sonraki 5. giinde dolasimdaki endotelyal hiicreleri analiz edildi. Otomatik
alyuvar degisimi Cobe spectra 7.0, Lakewood, Colo, USA cihaz ile yapildi (82). Ayrica, 42
yasindaki kemik iligi toplanan bir erkek kardiyomiyoplasti hastasinin kemik iligi 6rneginde,
oncli endotelyal hiicreler yaninda olgun endotelyal hiicrelerin bulunup bulunmadiginin
anlasilmast ve kemik iligindeki endotelyal hiicrelerin immunofenotipik ve morfolojik
ozelliklerinin degerlendirilmesi amaci ile endotel hiicre analizi yapildi. Endotelyal hiicrelerin
morfolojik karekteristikleri, immun fenotipik 6zellikleri, ve olgunlagma siiregleri hakkinda
bilgi toplayabilmek amaci ile insan safen ven 6rneginde ve insan gobek kordonu

endotelyal hiicrelerinde de benzer caligmalar yapilarak bulgular bir biitiin olarak
degerlendirildi. Orak hiicre hastalig1 olan hastalarda tiip testi ile olgunlagsma stireci ile ilgili

degisiklikler izlendi.
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Tablo 3.1. Calisma sirasinda agrili kriz gurubunda olan orak hiicreli hastanin klinik

ozellikleri.

KOS: Yillik ortalama kriz sayisi, ANO: Akut ndrolojik olay, HN: Hepatik nekroz, KN: Kemik nekrozu, BY:
Bacak yaralari, HK: Hidroksiiire kullanimi, K: Kadin, E: Erke

Hast | Yas Cins KOS ANO HN KN BY HK

3 (Y1) | (K/E) | (Atak/ | (Evet/Hayir) | (Evet/Hayir) | (Evet/Hayir) | (Evet/Hayir) | (Evet/Hayir)
No Yil)

1 26 K 4 Hayir Hayir Evet Hayir Evet
2 25 K 3 Hayir Hayir Evet Hayir Evet
3 25 K 3 Hayir Hayir Evet Hayir Evet
4 24 E 4 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
5 26 E 4 Hayir Evet Hayir Evet Evet
6 23 E 5 Hayir Hayir Evet Hayir Hayir
7 22 K 2 Hayir Hayir Evet Hayir Evet
8 38 K 4 Hay1r Hay1r Evet Hayir Hayir
9 22 E 5 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
10 24 E 4 Hayir Hayir Hayir Hayir Hayir
11 22 K 2 Evet Hayir Hayir Hayir Evet
12 19 E 3 Hayir Hayir Hayir Hayir Evet
13 26 K 2 Hay1r Hayir Evet Hay1r Hayir
14 22 E 2 Hayir Hayir Evet Hayir Hay1r
15 21 E 4 Hayir Hayir Evet Hayir Hayir
16 26 K Hay1r Hayir Evet Hay1r Hayir
17 22 E 3 Hayir Hayir Evet Hayir Hayir
18 23 E 3 Hayir Hayir Evet Hayir Hayir

Tablo 3.2. Caligma sirasinda stabil grupta olan orak hiicreli hastanin klinik 6zellikleri
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Hasta | Yas | Cins | KOS ANO HN KN BY HK
No (Y1) | (K/E) | (Atak/Y1l) | (Evet/Hayir | (Evet/Hayir | (Evet/Hayir | (Evet/Hayir | (Evet/Hayir)
Hasta || Yas | | Cins Hb ) HbS || MNS Kr) ALT| )
No (Yi)| | (K/E (g/dL) (%) (X 10°/L) | (mg/dL) | (IU/L)
] 24 1 € 3 Hayir Hayir Hayir Evet Evet
1 D6 K 7.03 "1 10 96 033 ° " 1220
2 25 [ Kx |3]975 [ Hayfr77,60 | Zdaser opevet | 21,0 Hayrr Evet
3 3 | KK [3]1020 | Hayir86,30 || kpaQék 0.78vet | 48.00 Hayir Evet
24——F —16,87 —1 85,86 246 6,79 48,00 ———
5 L3 E | 1773 [ 7™ 14,00 [ 163 037%™ 130,04 °7 Hayr
6 23 EE 419,42 Hay1r65,40 || Hia§tx 0,5Bvet | 14,00 Hayir Evet
b 2% [ B 2 718 Hayd: 07V I 100l UBayr [ 2304 vy Evet
g 38 K 8 68 "19170 1390 0527 [ 220d
g 2 |Fe [2[876 [Hayjr7s70 [ 2dayey op4svet | 74,09 Hayr Evet
&0 24 | BEE 14]519 Hayir 46a¥r 1,88vet | 366,00Hayir Hayir
H 22—1K H0,80—1—16%60— 1570 O 3H66— a
12 0 [TE [7]708 | ™67.10 [3580 0l66 ™ [ 28,00 T vt
19 2 | EK |[3]977 Hay|r65,60 | Fagtr 0,5vet | 28,00 Hayir Evet
4 AL e 3| 11,20 Haugr 24,00 TR UL, ot 330U oy Evet
3 21 E 6,23 "1 2640 [1230 0,96 1200 ~
ie % | KK 10,30 [ Haylr73,10 || 38ye 0,g8vet | 21,04 Hayrr Hayir
13 X | EE |4[912 Hayir87,00 || Ha§o 0L3Bvet | 18,00 Hayir Hayir
18, 23— F —T 874 — 76,2601 26.39 075 1500 —
= J 1 TIayir TIaytt TIay1t TIay1r Haylr
15 21 E 4 Hay1r Hay1r Evet Hayir Evet
16 20 K 3 Evet Hayir Hayir Hayir Evet
17 24 E 2 Hayir Hayir Evet Hayir Hayir
18 23 E 3 Hay1r Hayir Evet Hay1r Hayir
19 26 E 3 Hay1r Hay1r Hayir Hayir Hayir
20 25 K 4 Hayir Hayir Evet Hayir Hayir
21 22 E 3 Evet Hayir Hayir Hayir Hayir
22 20 K 3 Hayir Hayir Hay1r Hayir Hayir
23 26 E 2 Hay1r Hay1r Evet Hayir Evet
24 24 E 3 Hayir Hayir Evet Hayir Evet
25 28 E 3 Evet Evet Hayir Hayir Hayir
26 21 E 3 Hayir Hayir Evet Hay1r Evet

KOS: Yillik ortalama kriz sayisi, ANO: Akut nérolojik olay, HN: Hepatik nekroz, KN: Kemik nekrozu,
BY: Bacak yaralari, HK: Hidroksiiire kullanimi, K: Kadin, E: Erkek

Tablo 3.3. Caligma sirasinda agrili kriz gurubunda olan orak hiicreli hastanin laboratuvar

Ozellikleri.
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Hb:Hemoglobin, Hb S: Hemoglabin S konsantrasyonu, MNS: Mutlak nétrofil sayisi, Kr:
Kreatinin, ALT; Alanin aminotransferaz,
* Oncii endotelyal hiicre sayis1 erken endotelyal hiicreler ve ge¢ endotelyal hiicre sayisinin
toplami ile elde edilmistir.
* Tabloda bos olarak gdsterilen alanlar, 6l¢iim yapilamayan degerleri yansitmaktadir.

Tablo 3.4. Calisma sirasinda stabil hasta grubunda olan orak hiicreli hastanin laboratuvar

ozellikleri.
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Hasta | Yas | Cins | Hb Hb S MNS Kr ALT
No (Y1) | (K/E) | (g/dL) | (%) (X10°/L) | (mg/dL) | (IU/L)
1 24 K 8,60 63,20 | 18,10 0,61 22,00
2 25 K 8,70 72,90 | 9,19 0,43 14,00
3 30 K 8,53 88,20 | 9,19 0,50 16,00
4 27 E 9,68 78,30 | 14,80 1,02 16,00
5 26 E 6,37 85,80 | 12,40 0,79 48,00
6 23 K 8,51 43,20 | 11,70 0,51 25,00
7 22 K 8,91 84,50 | 12,40 0,54 10,00
8 21 E 9,10 34,00 | 13,70 30,00
9 22 E 8,68 91,70 | 13,90 0,52 22,00
10 22 E 10,60 8,56 0,93 22,00
11 46 K 9,21 10,50 0,53 26,00
12 22 K 9,04 82,20 | 5,42 0,74 14,00
13 26 E 9,05 9,19 0,33 26,00
14 25 E 9,12 87,70 | 12,40 0,66 38,00
15 21 E 12,00 | 85,10 | 14,40 0,79 33,00
16 20 K 7,97 88,30 | 7,07 0,67 11,00
17 24 E 9,80 93,20 | 10,60

18 23 E 6,12 16,00 1,32

19 26 E 9,18 81,40 | 10,40 28,00
20 25 K 7,81 16,40 0,47 37,00
21 22 E 7,40 78,00 | 17,40 0,58

22 20 K 8,13 9,27

23 26 E 8,34 12,10 0,61

24 24 E 7,17 89,80 | 16,20 32,00
25 28 E 84,50 0,34 11,00
26 21 E 8,41 89,40 | 12,80 63,00

Hb: Hemoglobin, Hb S:
Hemoglabin S

konsantrasyonu, MNS: Mutlak nétrofil sayisi, Kr: Kreatinin, ALT; Alanin aminotransferaz,

* Oncii endotelyal hiicre sayis1 erken endotelyal hiicreler ve ge¢ endotelyal hiicre sayisinin
toplami ile elde edilmistir.
* Tabloda bos olarak gdsterilen alanlar, 6l¢lim yapilamayan degerleri yansitmaktadir.

Calismadan dislama kriterleri: Hastalarin agrili krizleri sirasinda non-steroidal anti-

inflamatuvar ilaglara, narkotik olmayan analjeziklere veya narkotik analjeziklere ihtiyaci oldu.
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Aktif infeksiyonlar; ¢ocuk yas grubunda olan hastalar (16 yas ve alti), akut koroner
sendromlar; diabetes mellitus; sigara icme; ¢alisma sirasinda mens durumu olmasi; statin
kullanimi, estrogen kullanimi; ve belirgin kalp yetersizligi olmasiydi. Damar i¢i girigim
yapilmis hastalar (stent, ya da santral ven kateteri konulmus) da ¢alismadan dislandilar.
Hastalarin agrili krizleri sirasinda non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglara, narkotik olmayan

analjeziklere veya narkotik analjeziklere ihtiyaci oldu.

Bagkent Universitesi Yaym Kurulu arastirmayi onayladi. Calismaya katilan kisilerde

goniillii onay formu alindu.
3.3. Yontem
3.3.1. Endotelyal hiicrelerin immun tiplendirmesi
3.3.1.1. Antikorlar

Endotelyal hiicrelerin tespit edebilmesi i¢in bir monoklonal antikor paneli (anti-
CD146, -CD144, -CD34, and -CDI117) kullanildi. Antikorlar fluorescein isothiocyanate
(FITC-CD146, US Biological, Mass, USA), phycoerythrin (PE-CD144, Beckman Coulter,
Marseille, France), Texas red (ECD-CD34, Beckman Coulter), ve cyanin-5 (PC-5-CD117,
Beckman Coulter) ile konjuge edilmisti. Endotelyal hiicrelerin monositlerden ayirt
edilebilmesi i¢in monosit yiizey belirleyicisi Texas red (ECD-CD14, Beckman Coulter)
kullanildi. Kemik iligi incelemesinde ilave olarak, phycoerythrin (PE-CD133, Biotec GmbH,
Gladbach, Germany), cyanin-5 (PC-5-CD31, Beckman Coulter), fluorescein isothiocyanate
(FITC-VEGFR-2, Pharmingen BD Biosciences, USA) monoklonal antikorlari kullanildz..
Akim sitometresinde endotel hiicrelerin canliliginin test edilmesi amact ile 7-

aminoactinomycine D boyasi (7-AAD, Beckman Coulter) kullanildi.
3.3.1.2. Akim sitometresi,

Periferden alinan tam kan ornekleri yikamadan lizis etme (lyse-no-wash) islemi ile
hazirland1 ve akim sitometresinde degerlendirildi (Coulter Epics XL-MCL, Beckman Coulter,
FL, USA). Endotelyal hiicrelerin tanimlanmasi tespit edilmesi ve sayilabilmesi i¢in ¢ok
basamakli manuel teknik kullanildi. Periferik kan Orneginde minimum 60,000 hiicre
sayllmasinin degerlendirme i¢in yeterli olabilecegi diisiiniildii. Endotel hiicreler oldugu tespit

edilen hiicreler arasinda CD146+CD144+CD34+CD117+ hiicreler “’erken oncii endotelyal
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hiicreler’” olarak tanimlandilar. Eger hiicreler CD146+CD144+CD34+CD117- ise “’ge¢ Oncii
endotelyal hiicreler’” olarak tanimladilar. Son olarak, hiicreler CD34-CDI117-
CD146+CD144+ ise “’olgun endotelyal hiicreler’” olarak tanimlandilar. Akim sitometride

veriler, EXPO 32 ADC software (Beckman Coulter, Miami, USA) ile analiz edildiler.

3.3.1.3. Kapilama ve endotelyal hiicrelerin sayilmasi

Endotel hiicrelerin sayimu icin dort renkli akim sitometresi kullanildi. Oncelikle tiim
hiicreler genis bir kapilama ile FS/SS kapisinda secildiler, ve sonra CD146+144+ hiicreler
ikinci bir 2D grafik lizerinde gozlendiler. Parlak boyanma o6zelligi olan CD146+CD144+
hiicrelerin bdlgesi endotelyal hiicreler olarak tanimlandi. Bir baska 2D grafik iizerinde iki
oncll yiizey belirleyicisini tanimlamak icin ilave kapilar alindi. Endotelyal hiicreler once
CD34/SS (ge¢ veya erken Oncii endotelyal hiicreler) tamitildilar, sonra CDI117/SS’ ye
tanmitildilar  (erken progenitor hiicreler) (86). Endotelyal hiicrelerin biiyiiklik ve
graniilaritelerinin tanimlanmasi i¢in bu hiicreler ayn1 zamanda FS/SS grafiginde incelendiler.
Endotelyal hiicrelerin yiizdesi hiicre artiklar1 (debris) ve ol hiicreler dislandiktan sonra
grafikte isaret edilen tiim hiicrelere gdre hesaplandi (86) (Sekil 3.1. A-G). Ornekte tespit
edilen endotelyal hiicrelerin mutlak sayisi; c¢ekirdekli alyuvarlari dislamak i¢in yapilan
diizeltmeden sonra, endotelyal hiicre ylizdesinin bir kan sayimi cihazi (Cell Dyne 3700, Abott
Laboratories, Chicago, IL, USA) ile tespit edilen mutlak beyaz kiire sayisiyla carpimi

sonucunda elde edildi.
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Sekil 3.1. A-G. Akim sitometresinde endotelyal hiicrelerin taninmasi igin kapilama stratejisi. (A) Tiim hiicreler
genis bir kapilama ile FS/SS kapisinda secildiler, ve sonra (B) izotopik kontroller kullanilarak CD146+144+
hiicreler ikinci bir 2D grafik {izerinde gozlendiler (Endotelyal hiicreler). Bir baska 2D grafik iizerinde iki dncii
yiizey belirleyicisini tanimlamak icin ilave kapilar alindi. (C) Endotelyal hiicreler tekrar izotop kontroller
kullanilarak CD34/SS (ge¢ veya erken 6ncii endotelyal hiicreler) ve CD117/SS’ ye tanitildilar (erken progenitor

hiicreler).

Kemik iligini akin sitometride analiz ederken, tespit edilen endotelyal hiicrelerin ilkel
yiizey belirleyicileri olan CD133, CD34, VEGFR-2, CD 117 (c-kit) molekiillerini ifade edip
etmedikleri test edildi.

Periferik tam kandan yaptigimiz analizlerde CD14+ hiicrelerin CD144 ve CD146’y1
tasiy1p tasimadiklar test edildi. Ayrica CD34+ ve CD14- hiicrelerde CD144 ve CD146 analiz
edildi. Boylece endotelyal hiicre yiizey belirleyicisi tastyan monosit ve makrofajlar ayirt
edilmeye calisildi..Canli olmayan hiicreler, trombositler, debrisler, ve antikorlara yalanci
baglanmalar1 dislamak i¢in isotopik kontrol kullanildi ve ardisik kapilamalar yapildi. Canhi
olmayan hiicrelerin es zamanli anda tespit edilebilmeleri i¢in her tiip icerisine 7-AAD

konularak akim sitometresinde canlilik testi yapildi.

3.3.2. Dolasimdaki endotelyal hiicrelerin morfolojik karekteristikleri

Stabil durumda bulunan 20 orak hiicre anemili olgudan elde edilen periferik kan
orneklerinde CD34+ ve CD34- hiicreler ayristirildi. Ayirma islemi bir MidiMACS (Miltenyi
Biotec, GmbH, Bergisch gladbach, Germany) hiicre ayirici sistemi cihaz kullanma talimatina
uygun olarak gerceklestirildi. Hiicreler santrifiij edildikten sonra insan plasmasindan elde
edilen diisiikk yogunluklu lipoprotein kolesterol, asetile-Dil komplex (DilAc-LDL, Molecular
Probes, Eugene, Ore, USA) ve Ulex europaeus den elde edilmis lektin (EUA 1, FITC labeled
ulex-lectin, Sigma, St. Louis, Mo, USA) ile boyand: (1). Daha sonra hiicreler bir
immunofloresan mikroskop (Nikon Eclipse E 600, Tokyo, Japan) altinda incelendi ve bir
kamera (Nikon Coolpix 4500, Tokyo, Japan) araciligi ile mikrofotograflar1 ¢ekildi. Pozitif
boyanan hiicreler endotelyal hiicreler olarak belirlendiler. Akim sitometresinde endotelyal
hiicrelerin boyutlar1 ve graniilariteleri CD146/CD144 FS ve SS kapilarinda analiz edilerek
tespit edildi.

3.3.3. Endotelyal hiicre kiiltiirii
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Stabil durumda orak hiicre hastalarin periferik kanlarindan izole edilen CD34+ ve
CD34- hiicreler fibronektin (Horbor Bio-products, Norwood, USA) kapli doku Kkiiltiiri
plaklarina (Horbor Bio-products, Norwood, USA) 37°C de 5% CO, ortaminda EGM-2 kiiltiir
medyumu igerisine ekildi. Hiicreler 3-4 giinde bir fibroblast kaynakli doku faktorii, damar
endoteli kaynakli biiylime faktorli, insiilin benzeri biliylime faktorii, endotelyal kokenli
bliylime faktorii, ve fetal bovin serumu igceren medyumlar ile beslendi. Ekildikten 14 giin
sonra sitosantrifiij yapilarak hiicreler endotel boyasi ile boyandilar. Hiicrelerin akim
sitometresinde SS deki dagilimi gozlendi. Ayni1 zamanda immun floresan mikroskopta

incelendiler.

[lave olarak insan gobek kordon kani endotelyal hiicreleri (HUVEC) hiicre dizisinden
(ECV304, American Type Culture Collection, Rockville, MD) elde edilen hiicreler kiiltiire
edildiler (16). Daha sonra akim sitometresinde ve immun floresan mikroskopta benzer

sekilde incelendi.
3.3.4. Safen ven endotelyal hiicre analizi

Orak hiicre hastalig1 olan hastalarin periferik kan orneklerinde tespit edilen olgun
endotelyal hiicrelerin immun fenotipik 6zellikleri ile morfolojik 6zelliklerini safen venden
elde edilen olgun endotel hiicreler ile karsilastirilmasi amaci ile safen ven endotel hiicreleri
incelendi. Bu amag i¢in, safen ven igerisine % 0,25 tripsin, 200 U/mL. kollagenaz, ve 100
U/mL. heparin karisimi injekte edildi (87). Insan safen ven endotelyal hiicrelerinden
dilusyonlar yapilarak hazirlanan 6rneklerde endotelyal hiicreler akim sitometresi ile analiz
edildi. Analiz i¢in dolasan endotelyal hiicreler i¢in segilen antikor paneli ve boyalar kullanildi.
Venoz endotelyal hiicrelerin morfolojisi floresan mikroskop altinda DilAc-LDL and ulex-

lectin boyas1 kullanilarak degerlendirildi.

3.3.5. Kemik iligi endotelyal hiicre analizi

Kemik iligindeki endotelyal hiicrelerin immunofenotipik ve morfolojik 6zelliklerinin
degerlendirilmesi, ve kemik iliginde Oncii endotelyal hiicreler yaninda olgun endotelyal
hiicrelerin bulunup bulunmadiginin degerlendirilmesi amaci ile her iki krista iliaca’dan

toplanan kemik iligi 6rneginde akim sitometresi ile yukarida tanimlanan metod ile endotelyal
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hiicreler analiz edildi. Kemik iligi endotelyal hiicrelerin morfolojisi floresan mikroskop

altinda DilAc-LDL and ulex-lectin boyasi kullanilarak degerlendirildi.

3.3.6. Tiip testi

Stabil durumda olan orak hiicre anemili olgularin periferik kan 6rneklerinde akim
sitometresi ile endotelyal hiicre analizleri yapildi. Sonra her kan 6rnegi 5-mL Falkon tiip
igerisinde 37°C de ve 5% CO, ortaminda 12 saat siire ile inkiibe edildi, ve endotelyal hiicreler

12 saatlik inkiibasyondan sonra yeniden analiz edildiler.

3.3.7. Dolasimdaki endotelyal hiicre boyutu

Akim sitometrede tespit edilen endotelyal hiicrelerin boyutu, ¢capt 10 mikrometre olan
bir standart solusyon kullanilarak analiz edildi. Melanoma hiicre adhezyon molekiilii (anti
CD-144) baglanma indeksi hesapland1 (CD144+ endotelyal hiicrelerin yiizdesi ile CD144+
endotelyal hiicrelerin ortalama floresan siddeti’nin carpimi ile elde edilmistir). Calisma

gruplarmin SS ve FS de X-median degerleri karsilastirmasi yapildi.

3.3.8. istatistiksel analiz

Elde edilen degerlerin ortalama standart sapmalari ve genislikleri hesaplandi. Klinik
parametreler ile dolasimdaki endotelyal hiicreler arasindaki iligki multiple regresyon analizi
ile, laboratuvar degerleri ile endotelyal hiicreler arasindaki iliski ise Pearson korelasyon testi
ile arastirildi (1 degerinde bir korelasyon olmasi miikemmel korelasyonu gosterirken, 0 degeri

zayif bir iligkiyi, negatif degerler ise kotii bir iliskiyi gostermektedir).

Calisma gruplar arasinda dolasimdaki endotelyal hiicre sayilart arasindaki farkliligi
analiz etmek i¢cin Mann-Whitney U testi kullanildi. Hesaplamalar SPSS software (Statistical
Package for the Social Sciences, version 11.5, SSPS Inc, Chicago, IL) ile yapildi.

P degerinin < 0.05 olmasi istatistiksel yonden dnemli olarak kabul edildi.

4. BULGULAR

4.1. Akim sitometri ve immun floresan mikroskopi inceleme sonuclari

Orak hiicre hastalig1 olan hastalarin her iki grubunda (agrili kriz ve stabil donem) akim
sitometri ile tespit edilen dolasimdaki toplam endotelyal hiicreler ve 6ncii endotelyal hiicreler
(erken Oncii endotelyal hiicreler, ve ge¢ Oncii endotelyal hiicreler) kontrol olgularina gore
belirgin artmis olarak bulundu (P < 0.05, biitiin karsilastirmalar i¢in). Agrili krizde olan

hastalarin dolagimdaki toplam endotelyal hiicreleri ve Oncii endotelyal hiicreler (erken oncii
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endotelyal hiicreler, ve ge¢ Oncili endotelyal hiicreler) stabil donemde olanlara gore belirgin
artmis olarak bulundu (P < 0.05, biitiin karsilagtirmalar i¢in) (Tablo 4.1. ve Sekil 4.1). Ayrica
Periferik kandan izole edilen CD14+ hiicrelerin CD144°1i hig ifade etmedigini gordiik.

Tablo 4.1. Dolagimdaki endotelyal hiicrelerin sayilmasi

Agrili kriz Stabil durum Kontrol

Hiicre tipleri Ortalama + SS Ortalama + SS Ortalama + SS
(hiicre/mL) (hiicre/mL) (hiicre/mL)
(n=18) (n=26) (n=20)

TEH 18393.6 +4642.7° 6766.0 £ 1077 2396.5 + 658.3¢

OEH 10470.3 +2638.4* 6320.2 +1703.8° 1663.2 +1096.3¢

TEH: Toplam endotelial hiicreler; OEH: Oncii endotelyal hiicreler, SS, standart sapma.
a; P <0.05 agrili kriz grubundakiler ile stabil durumda olan hastalar arasinda,
b; P < 0.05 stabil durumdaki hastalar ile kontroller arasinda,

c; P <0.05 agrili kriz grubundakiler ile kontroller arasinda karsilastirmay: ifade etmektedir.
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E 20000

g

]

:-g

7]

§ 15000 O Kriz

g m Stabil

? 10000 O Kontrol

2

8

3

g 5000

0 |
TEH OEH
TEH: Toplam endotelyal hiicreler, OEH: Oncii endotelyal hiicreler
TEH OEH

Kriz Grubu 18393 (+4642) 10470 (+2638)
Stabil Grubu 6766 (£1077) 6320 (+1703)
Kontrol 2396 (£658) 1663 (£1096)

Sekil 4.1. Kriz doneminde ve stabil donemde bulunan orak hiicre hastaliinda dolagimdaki toplam endotelyal
hiicreler ve dncii endotelyal hiicreler
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Kriz doneminde bulunan orak hiicre hastalarinda baslangi¢, 24 saat sonra ve krizleri

sonlandiktan sonraki endotelyal hiicre analizleri sonucunda hastalarin klinigi stabillestikce

dolasimdaki endotelyal hiicre sayilarinda diisme oldugu saptandi (Sekil 4.2.).

30000

E 25000 Q\

< 20000 \

% 15000 =N - TEH

3 \ \ —=— OEH

I

s 10000

s 5000 \\.k\\‘\\:\\\Q

5 =

0 .
Kriz 24. Saat Kriz Sonrasi
TEH: Toplam endotelyal hiicreler, OEH: Oncii endotelyal hiicreler
TEH OEH

Kriz Grubu 25609 (£7517) 16223 (£5143)
Kriz 24. Saat 16946 (+11836) 8230 (+5255)

Kriz Sonrasi

5690 (+2479)

3310 (+£2555)

Sekil 4.2. Kriz doneminde bulunan hastalarda dolasimdaki endotelyal hiicre sayisinin seyri. Hastalarin kliniginin

stabillesmesi ile dolagimdaki endotelyal hiicre sayisinda azalma egilimi oldugu goriilmektedir.

Krizleri otomatik alyuvar degisimi ile sonlandirilan hastalarda, kriz donemindeki degerlere

gbre hastalar stabillestikten sonra dolasimdaki endotelyal hiicre sayisinda azalma eyilimi

oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3.).
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TEH: Toplam endotelyal hiicreler, OEH: Oncii endotelyal hiicreler

TEH OEH
Kriz Grubu 18393 (+4642) 10470 (+2638)
Stabil Grubu 6766 (£1077) 6320 (£1703)
Kontrol 2396 (£658) 1663 (£1096)

Sekil 4.3. Kriz donemi otomatik alyuvar degisimi ile sonlandirilan hastalarin kriz oncesi ve kriz sonrasi

dolasimdaki endotelyal hiicre sayilari. Kriz donemine gore endotelyal hiicre sayilarinda azalma egilimi oldugu

goriilmektedir.

Akim sitometresinde bazi endotelyal hiicrelerin digerlerinden daha giiclii baglandig,

daha graniillii ve biiyiik hiicreler oldugu gozlendi (Sekil 4.4. A -B). Stabil durumda olan orak

hiicre hastalarindan alinan periferik kan orneklerinden manyetik tanecikler kullanilarak

CD34+ hiicreler izole edildi. Endotele 6zel Dil-acLDL ve ulex-Lectin ile ardisik olarak

boyandi. Endotele 06zel boyalar ile tipik olarak boyanmis hiicrelerin immunfloresan

mikroskopik incelemesinde endotelyal hiicrelerin morfolojik yapilarinin heterojen goriiniimde

oldugu goriildii. Bir kisim hiicrelerin dar stoplazmali lenfosite benzer hiicreler olmasinin yani
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sira, genis stoplazmali, biiyiik ¢ekirdekli ve graniillii endotel hiicrelerin varlig: tespit edildi

(Sekil 4.4. C).
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Sekil 4.4. A-C. Stabil durumda olan orak hiicre hastaliginda dolagimdaki endotelyal hiicrelerin morfolojik
ozellikleri: CD34+ hiicreler manyetik tanecikler ve CD34 monoklonal antikorlar1 kullanilarak hastalarin
periferik kanindaki diger hiicrelerden ayrilmistir. (A ve B) Segilen hiicreler akim sitometresinde CD146/CD144
FS ve SS kapilarinda boyut ve graniilarite bakimindan belirgin heterojen dagilim gostermektedir. Immun
floresan mikroskopi (C, orijinal biiylitme x400; E, orijinal biiyiitme x200) Dil-AcLDL ve ulex-lectin ile boyanan

hiicrelerin degisik boyut ve graniilaritede olduklarini gostermektedir.

Orak hiicre hastalarinda dolasimdaki endotel hiicrelerinin daha az sayida da olsa
CD34+ hiicrelerin yan1 sira CD34- olan fakat endotele 6zel yiizey belirleyicileri ifade eden

(CD144+CD146+) hiicrelerin de varlig1 saptandi. Ayrica periferik kan 6rneginden manyetik
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tanecikler kullanilarak secilen CD34- hiicrelerin endotel hiicreye 6zel boyamalari sonucunda,

endotelyal hiicrelerin varligr immun floresan mikroskopta da saptandi (Sekil 4.5. A-B).
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Sekil 4.5. A-B. Orak hiicre hastaligi olan hastalarin periferik kaninda CD34- endotelyal hiicrelerin tespit
edilmesi. (A ve B) Birkag CD34- hiicrenin endotelyal hiicrelere 6zel yiizey belirleyicilerini (CD146, CD144)

ifade ettikleri saptandi.

Akim sitometresinde bazi endotelyal hiicrelerin digerlerinden daha giiclii baglandigi,
daha graniillii ve biiyiik hiicreler oldugu gozlendi. Dolagimdaki endotel progenitor hiicrelerin
genis kapilama teknigi ile degerlendirilmesi sonucunda SS/CD144 kapisinda boyut olarak
daha biiyiik ve granilli hiicrelerin CD133, CD117 gibi ilkel yiizey belirleyicilerini
tasiyabildigi tespit edildi.

4.2. Safen ven endotelyal hiicre calismasi

Safen venden hazirlanan ve olgun endotel hiicreleri olarak diisiiniilen hiicrelerin akim
sitometri incelemelerinde, hiicrelerin SS/CD144 kapisinda boyut ve graniilarite olarak
lenfositlerden daha biiylik monosit bolgesinden graniilosit bolgesine ulasan genis bir dagilim
gosterdigi, ve immunflorosan mikroskobik incelenmesinde de, bu hiicrelerin heterojen

morfolojik yapida biiyiik ve graniillii hiicreler oldugu saptandi (Sekil 4.6. A-E).

32

10



A _ — B_
8 . s ;
- "-.':-r‘ 7 L= I
L_ _ "_. _:'-5_:5.-\ _ %_ . i
i i & :
- - o =
ﬁ . i M e ._-f'-u. . e S
[&] _ - ..I-n_ ' E-_ = e
L N S B T e ™
[4H] e L - - :"‘-; L
-D Tl 1 b lll. '_ - 'mﬁl g" ":“I e - ':I"-m
— - o =y ey
N - IC | s -
e gl T ]
. o T : . R g
- - =
= T N T N T B B YTy B R T h

10

= _“:I_L od
COA=3=1CIZD144PC

10° Iy _
CO4eRIT 20 <=2

Sekil 4.6. A-E. Insan safen ven 6rneginden izole edilen endotelyal hiicrelerin morfolojik 6zellikleri. (A and B)
CD146+/CD144+ Endotelyai hiicreler CD146/CD144 FS ve SS kapilarinda hiicre boyutu ve graniilarite
bakimindan heterojenite heterojen dagilim gostermektedir. (C ve D) Endotelyal hiicrelerin Dil-AcLDL ve ulex-
lectin ile boyandiktan sonra yapilan immune floresan mikroskopik incelenmesi (orijinal biiyiitme x400). (E)
Hiicrelerin May-Griinwald Giemsa ile boyanmalarindan sonra isik mikroskopisindeki goriiniimleri (orijinal

biiyiitme x1000).

Orak hiicre hastaligi olan hastalarin periferik kandan yapilan endotel analizleri

stirasinda yapilan canlilik tesi ile hiicrelerin %99’unun canli oldugu gézlendi.

4.3. Kiiltiire edilmis endotelyal hiicrelerden elde edilen sonuglar

HUVEC Kkiiltiirii sonucunda elde edilen endotelyal hiicrelerin akim sitometri
incelemelerinde insan safen ven Orneklerine benzer sekilde, hiicrelerin SS/CD144 kapisinda
boyut ve graniilarite olarak lenfositlerden daha biiylik ve graniilli bir yap1 gosterdigi, ve
immunflorosan mikroskobik incelenmesinde de, bu hiicrelerin heterojen morfolojik yapida

graniillii hiicreler oldugu saptand1 (Sekil 4.7. A ve B).
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Sekil 4.7. A ve B. Insan gobek kordonu endotelyal hiicre kiiltiirii. Endotelyal hiicre kolonisi (A) ve hiicre boyutu

ve graniilaritesi bakimindan heterojen yap1 gézlenmektedir (B).

4.4. Kemik iligi 6rneginde endotelyal hiicre izolasyonu
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Kemik iligi 6rneginde yapilan degerlendirmede ise erken veya ge¢ endotelyal oncii
hiicre yiizey belirleyicileri yaninda, olgun endotel hiicre belirleyicilerin tasiyan hiicreler
oldugu tespit edildi. Normal kemik iligi 6rneklerinin benzer analizinde de sasirtici olarak
CD34+ hiicrelerde endotelyal hiicrelere 6zgii ylizey belirleyicilerinin, ve CD144 (VE-
cadherin), CD31 (TECAM-1) bulundugu, bunun yanisira, CD34- ama yine endotelyal
hiicrelere 6zgii ylizey antijenlerinin bulundugu, yiiksek graniillii olan veya olmayan hiicrelerin

de varligini goriildii (Sekil 4.8. A ve B).
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Sekil 4.8. A ve B. Kemik iliginde endotelyal hiicrelerin tespit edilmesi. Akim sitometri verileri, hiicre tedavisi
uygulanacak bir kardiyomyoplasti olgusundan alinmistir. Endotelyal hiicrelere 6zel yiizey belirleyicileri tagiyan
bir kisim CD34+ kemik iligi hiicresinin graniillerin sayisinda (A) ve SS ve FS panellerinde hiicre boyutu (B)

yoniinden heterojen bir dagilimi oldugu dikkati ¢ekmektedir.

4.5. Endotelyal hiicre boyutu ve graniilaritesinin anlami

Melanoma hiicre adhezyon molekiilii (CD146) baglanma indeksi, kriz sirasinda en
fazla olmak iizere orak hiicre hastalarinda kontrollere gore artmis olarak bulundu (agrili kriz
durumunda, P = 0.001; stabil durumda, P = 0.003). Endotel hiicrelerin c¢apmin 10
mikrometreden kiiciik oldugu tespit edildi. SS da X-median degerleri yoniinden hem agrili
kriz grubunda hem de stabil durumda kontrollere gore anlamli artig saptandi. Ancak FS de X-

median degerlerindeki artis kontrole goére dnemli bulunmadi. Her ii¢ ¢aligma grubunda FS ve
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SS goriiniimlerindeki X-median degerleri ile melanoma hiicresi adhezyon molekiilii baglanma

indeksleri arasinda 1yi bir korelasyon saptanamadi (Sekil 4.9. A-F).
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Sekil 4.9. A-F. Endotelyal hiicre boyutu ve graniilaritesi ile melanoma hiicresi adhezyon molekiilii baglanmasi
arasindaki iligski. Tekli histogram grafiklerinde y ekseninde CD146’ya baglanan endotelyal hiicre sayilari
(A,B,C) ile endotelyal hiicre boyut ve graniilaritesini gosteren (D,E,F) karsilastirilmistir. Endotelyal hiicre boyut

ve graniilaritesi ile CD146 baglanma indeksi arasinda iliski bulunamamustir.

4.6. Endotelyal hiicre morfolojisi zaman iliskisi
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Tiip testinde tespit periferik kan icerisinde tespit edilen endotelyal hiicrelerin 12 saat
sire ile 37°C’de, %5 CO? ile inkiibe edilmesi neticesinde endotelyal hiicre yiizey
belirleyicilerinin SS/CD144 kapisinda daha gii¢lii baglanma alanima (daha graniillii hiicrelerin

bulundugu alana) dogru yer degistirdikleri izlenmistir (Sekil 4.10.).

. F
£ 7 F:li.!.u'ri g _ TOAFt
E = =
LEA|
L]
-D — —
E E E
Al ) 345w = b A1
LI T ;[:I‘ L 1 I':!} T L II:H T r11}= L L I':El* LI 1r|1lr!j: L | L rl'!:lk T T '|1I-I'F
CD146 FITC/CD144PE/CD34 ECDHCD11T PCH
Zaman O s55t 12 saat

Sekil 4.10. A ve B. Tiip testi sonuglari: Orak hiicre hastalig1 olan hastalarin periferik kan 6rneginde endotelyal

hiicrelerin CD146 FITC/CD144 PE/CD34 ECD/CDI117 PCS5 monoklonal antikorlart kullanilarak analiz
edilmesinden sonra, 6rnegin 5% CO, ortaminda 37°C de 12 saat enkiibe edilmesi sonucunda endotelyal hiicre

graniilaritesinin arttig1 gozlenmistir (A ve B).

4.7 Endotelyal hiicre sayisinin orak hiicre hastaligi klinik ve laboratuvar parametreleri

ile iliskisi

Kriz ve stabil grupta yer alan hastalardan hidroksiiire kullanan ve kullanmayan hastalar
arasinda yillik ortalama kriz sayilar1 bakimimndan 6nemli fark bulunamadi (Kriz grubunda
hidroksiiire kullanan hastalar arasinda ortalama yillik kriz sayis1 3+0.8, kullanmayanlarda
3.5£1.0; stabil grupta hidroksitire kullananlarda 3+0.6 kullanmayan 3.2+0.9; hepsi i¢in P>

0.05). Multiple regresyon analizi sonucunda, kriz donemindeki orak hiicre hastaligi olan
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olgulardan elde edilen dolasimdaki toplam endotelyal hiicre ve Oncii endotelyal hiicreler ile
test edilen higbir klinik parametre arasinda 6nemli iligki bulunamadi. Stabil donemindeki orak
hiicre hastalig1r olan olgulardan elde edilen dolasimdaki toplam endotelyal hiicre ve Oncii
endotelyal hiicreler ile test edilen hi¢bir klinik parametre arasinda da 6nemli iligki bulunamadi

(Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Dolasimdaki toplam endotelyal hiicre sayisi ile orak hiicre hastaligina ait

klinik parametreler arasindaki iliski.

Kriz grubu Stabil grup
Yas -0.103 -0.286
Cinsiyet -0.110 -0.146
KOS -0.513 0.276
ANO -0.040 -0.338
HN 0.422 0.048
KN 0.016 -0.047
BY -0.047 -0.138
HK 0.079 0.216
R 0.459 0.257

Tiim veriler B degeridir ~ Biitiin Degerler Istatistiksel Olarak Anlamsizdir (p>0.05)
KOS: Ortalama yillik kriz sayisi, HN: Hepatik nekroz, ANO: Akut norolojik olay, KN: Kemik nekrozu, BY:

Bacak yaralari, HK: Hidroksiiire kullanimu.,

Kriz grubunda yer alan hastalardan olgu 5 ve 15, stabil grupta ise olgu 8 de
hemoglobin S konsantrasyonu %50’nin altinda bulundu. Bu olgular hastaneye bagvurmadan
once bulunduklar1 merkezde transfiizyon yapilmis olan hastalardi. Kriz grubunda mutlak
nétrofil sayis1 20x 10°/L iizerinde olan hastalar mevcuttu (Olgu 2,9,10,12,16, ve 18).
Dolasimda bulunan toplam endotelyal hiicre sayisi ile orak hiicre anemili hastalara ait
laboratuar testlerinden sadece hemoglobin arasinda iyi bir korelasyon oldugu anlasildi (Kriz
grubundaki hastalar icin P = 0.006; stabil grup i¢in P = 0.009). Oncii endotelyal hiicrelerin

sayisi ile hemoglobin arasinda ise, sadece kriz grubunda belirgin olmayan bir korelasyon
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saptandi, ancak stabil grupta belirgin iligki saptanamadi (Kriz grubundaki hastalar i¢in P =
0.02; stabil grupta P > 0.05).

5. TARTISMA

Dolasimdaki endotelyal hiicrelerin arastirilmasi giincel bir konudur. Giinlimiizde
degisik fizyolojik ve patolojik durumlar sirasinda sayilarinda onemli degisiklikler olmasi, ve
cesitli hastaliklarin  patofizyolojisine katilmalar1 klinikte giderek artan bir ilgi ile

degerlendirilmeye ¢alisilmaktadir. Bunun bir sonucu olarak dolasimdaki sayilarindaki

degisiklikler kalp damar sistemi hastaliklar1 gibi baz1 klinik durumlarda bir prognoz kriteri
olarak kabul edilmeye baglanmistir (24,41,87,88). Dolasimdaki endotelyal hiicre 6l¢timleri
endotel zararlanmalarinin direkt bir gostergesidir ve endotel ile iligkili bir¢ok fizyolojik ve

patolojik durumun degerlendirilmesinin basit ve invazif olmayan bir yoludur (89,90).

Bununla birlikte dolagimdaki endotel hiicrelerin taninmasi ve Olg¢lilmesi ile ilgili
olarak standardize edilmis bir yontem heniiz gelistirilememistir. Normal ve hasta kisilerde
biyolojik yasam siireleri ve olgunlasma siirecgleri ile ilgili de yeterli bilgi yoktur. Bu nedenle,
endotelyal hiicrelerin tani, prognoz ve tedavi agisindan yararl bir arag olarak kullanilabilecegi

diistincesi hipotetik olarak kalmaktadir.

Calismalarimizi planlarken endotel hiicre aktivitesinin ve dongiisiiniin yiiksek oldugu,
vaskiiler hasarin ve doku iskemisinin olduk¢a yogun oldugu orak hiicre hastaligi grubunu
calisma grubu olarak sectik (27,82,91,92). Bu sekilde, dolasimdaki endotelyal hiicrelerin
immun fenotipik 6zelliklerini iyi tanimayi, endotelyal hiicre yiizeylerinde olabilecek hizli
degisiklikleri farketmeyi, ve olgunlasma siireci hakkinda bilgi edinmeyi yasayan bir insanda
test etmeyi amagladik. Bu giine kadar konu ile ilgili yapilmis ¢aligmalar daha ¢ok kiiltiir ve

patolojik drneklerde yapilmis ¢alismalardir.

Endotelyal hiicrelerin taninmasi ve sayilmasi i¢in akim sitometresinde yapilan analiz
yontemini kullandik. Ciinkii akim sitometri analizleri, birgok hiicre yiizey belirleyicilerinin
birlikte kullanilmasi ile dolasimdaki az sayidaki hiicre populasyonunu tanimlanmasina ve
hiicre dinamigi hakkinda bilgi edinilmesine olanak saglamaktadir (75,86,89,90). Bu amag i¢in

son zamanlarda oOrneklerin hazirlanma ve akim sitometresinde analiz asamalarinda yeni
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gelistirdigimiz yontemi kullandik. Bu yontemin diger yontemlerinden farki, yontem ile ilgili

yeterli tekrarlanabilirlik, ve giivenilebilirlik ¢alismalarini igermesidir (86).

Bu giine kadar olan calismalarda akim sitometresinde dolasimdaki endotelyal
hiicrelerin analizlerinde genellikle izlenen yollar ve muhtemel hatalarin sunlar oldugu ileri
stiriilmiistiir. Birincisi, endotelyal hiicrelerin mononiikleer hiicrelerin bir alt grubu oldugu
diisiiniilmiis bu nedenle mononiikleer hiicre izolasyonu yapilarak analizler bu hiicrelerde
yapilmistir (9,49). Oysa mononiikleer hiicre izolasyonu sirasinda santrifiij ve yikama
islemleri fiziksel hasarlara hiicre kayiplarina yol acabilir Ayrica daha biiyiik ve graniillii
endotel hiicrelerin dislanmasi anlamina gelebilir. Biz bu problemin iistesinden gelebilmek
i¢in, hastalarin periferik tam kanlarinda ve yikama yapmadan hazirlanmis 6rneklerde
Onerildigi gibi analizler yaptik (86). Sadece ortamda bulunan eritroid hiicrelerin
uzaklastirilmas1 amaci ile lizis solusyomu kullandik (lyse-no wash). Ikincisi, izole edilen
mononiikleer hiicreler sik olarak kiiltiire edildikten sonra analiz edilmektedir. Ancak in vivo
ve in vitro olgunlasma siireglerinin aym oldugu bilinmemektedir (1). Ugiinciisii, CD34+
hiicrelerin manyetik tanecikler ile ayrilma islemi sirasinda az da olsa hiicre kaybi
gergeklesebilir (9,60). Ayrica CD34- olmas1 muhtemel endotel hiicrelerin diglanmasi olasidir.
Ddérdiinciisti, yalnizca CD45- hiicrelerin analize alinmasi CD45+ olmas1 muhtemel hiicrelerin
dislanmas1 anlamina gelebilir. Ayrica endotelyal hiicrelerin boyutu ve graniilaritesi ve
olgunlagsma siireci ile ilgili bilgilerin kisitli olmasi nedeni ile bu hiicrelerin ¢ogu zaman
lenfositlere benzeyen progenitor hiicreler seklinde degerlendirilmelerine yol agmistir (25,93).
Bu nedenle akim sitometri analizlerinde FS ve SS grafiklerinde lenfosit bolgesindeki hiicreler
kapilanarak analiz edilmektedir. Boyle bir analiz, farkli morfolojide olmasi muhtemel
endotelyal hiicrelerin dislanmas1 anlamina gelebilir. Kullandigimiz analiz teknigi ile sadece
lenfosit bolgesinde degil monosit ve graniilosit bdlgelerini de igeren genis bir kapilama
yapildi. Son olarak, ayni hiicre yiizeyinde hiicreye 6zel ¢oklu yiizey belirleyicisi kullanilarak
yapilmis ¢alismalar sinirlidir. Endotelyal hiicrelere 6zgii ylizey belirleyicilerinin sinirli olmasi
ve olgunlagma siireclerinin iyi bilinmemesi degisik monoklonal antikor kombinasyonlarinin
kullanimin1 gerektirir. Endotelyal hiicre analizi i¢in siklikla kullanilan CD146, aktif T
lenfositlerin yiizeyinde de ifade edilir (89,94). Endotelyal hiicre ylizey belirleyicisi, CD144
(VE-cadherin), hem endotelyal hiicre yilizeyinde hem de fetal hematopoietik kok hiicrelerin
yilizeyinde ifade edilebilir (19,52,59). Bu yiizden ¢alismamizda endotelyal hiicre analizi igin

CD146/CD144 yiizey belirleyicileri birlikte kullanilmistir.
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Farkl1 hastalik gruplarinda yapilan ¢aligmalarda periferik kandaki mililitredeki endotel
sayisinin 0 ile 1500 arasinda degisebilecegi bildirilmistir (84,95). Calismamizda kontrol ve
orak hiicre hasta oOrneklerinde literatiirde saglikli ve orak hiicre hastalar1 i¢in verilen
degerlerden ¢ok daha yiiksek endotelyal hiicre degerleri bulduk (84). Bu farklilik 6l¢iim i¢in
orneklerin hazirlanma ve analiz yontemlerinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.
Dolagimda bulunan endotelyal hiicrelerin akim sitometresinde degerlendirildigi calismalarda,
metod ile ilgili olarak, literatiirde tekrarlanabilirligi, ve giivenirliligi test eden performans
calismalarina rastlanilmamistir. Bizim ¢alismamizda endotelyal hiicre analizi i¢in kullanilan
metodun tekrarlanabilir ve literatiirde sik¢a kullanilan bir yonteme gore daha giivenilir oldugu
test edilmistir (86). Calismamizda, hastalarda kriz durumunda o6lgiilen olgun endotelyal
hiicrelerin stabil duruma gore beklendigi kadar yiliksek bulunmamasi, kriz durumunda bu
hiicrelerin apopitozis’e yonlendirilmis olabilecegi fikrini olusturabilir (27). Dolasimdaki

endotelyal hiicre apoptozisi konusunda ileri ¢calismalar gereklidir.

Calismamizda, tiim hiicreleri analiz ettigimizde lenfosit biiytlikliiglinden daha biiyiik ve
graniillii endotelyal hiicrelerin varligini ve bu hiicrelerin endotele 6zel yiizey belirleyicileri ile
birlikte ilkel belirleyicileri (CD34, CD117, CD133, CD144, CD146) tasidigini tespit ettik.
Dignat-George F ve arkadaslariin genis derlemelerinde dolasimdaki endotelyal hiicrelerin
degisik patolojik durumlarda sekil ve biliyiikliik bakimindan polimorfizm goésterdigi, ancak
bunun nedeninin bilinmedigi, bunun nedeninin endotel hiicrelerin farkli damar yatagi
kaynakli olmalarina bagli olabilecegi veya farkli patolojik uyarilara endotelin cevabini

gosterebilecegi yazilmistir (64).

Calismamizda, benzer boyut ve graniilarite farkliligini insan safen ven ve insan gébek
kordonu endotel hiicrelerinde de tespit ettik. Bu yonden degerlendirildiginde dolagimdaki
endotelyal hiicrelerin akim sitometri analizinde SS/CD34 grafiginde en iist sinir alanina diisen
hiicrelerin de degerlendirme icine alinmasi gerektigi diisiincesindeyiz. Akim sitometresinde
heterojen dagili dolagan endotelyal hiicrelerin boyut ve graniilarite farklilig1 gosterdiginin bir
delilidir. Bu nedenle endotele 6zgli ¢oklu monoklonal antikor kullanildiginda akim
sitometride analiz edilirken genis alandaki tiim hiicrelerin degerlendirilmesini gerektirir.
Prisca Zammaretti ve arkadaglarinin makalesinde ise dolasimdaki endotelyal hiicrelerin ilkel
yilizey belirleyicileri tastyabildigini bildirmislerdir (96). Calismamizda, ilave olarak kemik
iligi hiicreleri arasinda endotelyal 6ncii hiicre yiizey belirleyicilerini tastyan hiicreler yaninda,

olgun endotelyal hiicre yiizey belirleyicilerini tasiyan hiicreler oldugunu tespit ettik. Bu
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durum s6z edilen ilkel yiizey belirleyicilerinin sadece olgunlasma ile degil degisik fizyolojik
veya patolojik sinyallere hiicrenin verdigi bir cevap olabilecegi, ya da orak hiicre anemisinde
ortaya c¢ikan hizli matiirasyon siireci ile ilgili olabilecegi seklinde degerlendirilebilir (Sekil
5.1.). Ayrica endotelyal hiicre ylizey belirleyicilerinin sadece hiicrelerin taninmasina yarayan
molekiiller olmayabilecegi, fonksiyonel 6zellikleri olabilecegi de hatirlanmalidir. Bununla
birlikte CD144 molekiiliiniin sadece endotel hiicrelerinin taninmasina yarayan bir belirleyici
olmadigi, endotelin-1 gibi sitokinlerin transkripsiyon dilizeyinde upregiile olarak bu
molekiiliin ekspresyonlari1 kuvvetli bir sekilde arttirdigr bildirilmistir (97). Ayrica bu
molekiile karst kullanilan antikorlar ile de endotel hiicre proliferasyonu ve diger
fonksiyonlarin inhibe edildigi not edilmistir (98). Calismamiz, orak hiicre hastalig
gruplarinda, endotel 6ncii hiicre sayilarinin ve CD144 molekiiliiniin baglanma indeks

degerlerinin klinik durum ile uyumlu oldugu, buna karsilik olgun endotel hiicresi sayis1 ve

endotel hiicre boyutu ve graniilaritesi’nin ise klinik durum ile uyumlu olmadig1 anlagilmgtir.

Bu gozlemler, endotel hiicre boyutu ve graniilaritesinin endotelyal hiicre aktivitesi ile

iliskili olabilecegi fikrini desteklememektedir.
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Sekil 5.1. Endotelyal hiicre farklilagsma akis semast.

Literatiirde kiiltiir ortaminda olusturulan endotelyal hiicrelerin gegici olarak monosit
ylizey belirleyicilerini tastyabilecegi ifade edilmektedir (60,99). Calismamizda, ayn1 zamanda
dolasan endotelial hiicrelerin monosit ylizey belirleyicilerini tagimadigini gérdiik. Bulgular
arasindaki farkhilik kiiltiir ortami1 ve in vivo sartlarin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir

(87,100).

Periferik tam kandan yapilan akim sitometri analizlerinde, kullanilan monoklonal
antikorlarin debris, trombosit, eritroblastlar ve sickling olmus hiicrelere yalanci baglanip
baglanmadig: tartisilmasi gereken en Onemli noktalardan birisidir. Calismamizi 4 renkli
immun boyanma olacak sekilde diizenledik ve ardigik kapilama metodunu kullanarak CD34+
ve CD14- tiim hiicrelerin CD144/CD146 tasiy1p tasimadiklarin gozledik. Bu sekilde makrofaj
ve monositler diglandi. Ardisik kapilamalar ile de diger yalanci baglanmalar dislandi. Debris,
eritroblast veya trombositlrin ayn1 anda CD34/CD144/CD146+ ve CDI14- olmasi pek
miimkiin goéziikmemektedir. Boyle yalanci bir baglanma olsayd: geriye kalan CD34- ¢ok
sayidaki hiicrede ¢ok sayida daha fazla yalanci baglanma olmasi gerekirdi. Diger énemli bir
nokta ise debris, trombosit ve eritroblastlarin FS-SS grafiginde en alt boliimde yer almasi
buna karsilik pozitif olarak degerlendirdigimiz hiicrelerin bu hiicrelerden c¢ok farkli bir

bolgede yeralmasidir.

Monositlerden bir kisminin endotel yiizey belirleyicilerini tasiyabilecegini bildiren
caligmalar olmasina karsin periferik tam kandan yaptigimiz analizlerde CD14+ hiicrelerin
CD144’t hi¢ ifade etmedigini gordiikk. Bu nedenle endotel c¢alismalart i¢in CD144
monoklonal antikorunun uygun bir endotelyal hiicre yiizey belirleyicisi olabilecegini

diisiinebiliriz.

Olgunlasmanin degerlendirilmesi c¢aligmasinda; alinan hasta ornekleri plazmada
bulunan dogal faktdrler korunarak kisa siire korbondioksit inkiibatoriinde bekletildi. Yiizey
belirleyicilerindeki degisiklikleri degerlendirilme analizleri yapildi. Orak hiicre hastaligi olan
hastalarda hizli endotelyal hiicre dongiisiiniin ve yiiksek sitokin diizeylerinin olmasi
olgunlagsmanin kisa siirede dogal ortama yakin in vitro bir modelde incelenebilmesine firsat

yarattig1 disiiniildii (9,31,36). Boylece endotelyal hiicre olgunlagsmasinin 6nceden bilinenden
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¢ok daha hizli olabilecegi ve bu siirecin saatler igerisinde gerceklesebilecegine isaret eden

gozlemler elde edildi.

Endotelyal hiicreleri damar hasarlanmasina cevap olarak hasarlanan bdlgenin
onarimina veya yeni damar olusumu islemine katildiklarak yasamsal rol oynarlar (93,95). Bu
nedenle damar hastaliklarinda dolasimdaki endotelyal hiicre sayisinin diisiik olmasinin kalp
damar sistemi hastaliklar1 yoniinden risk olarak degerlendirilebilecegi rapor edilmektedir (93).
Bunun yaninda organlara yonelik hasarlar ile dolasimdaki endotelyal hiicreler arasinda iligki
olabilecegi rapor edilmistir (76,77,78,79). Ornegin kronik bobrek yetersizliginde endotelyal
hiicre sayilar1 kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur (76). Farelerde akut akciger
zararlanmalarinda endotelyal progenitor hiicrelerin kemik iliginden dolasima gectikleri
bildirilmistir (101). Buna karsilik, iltahapli barsak hastaliginda kontrol grubuna gore
dolasimdaki endotelyal hiicre sayilari bakimindan bir fark bulunmadigi rapor edilmistir (75).
Biz calismamizda orak hiicre hastaliginin seyri sirasinda gelisen agrili ataklarin sayisi, akut
norolojik olaylar, hepatik nekroz, kemik nekrozlari, bacak iilserleri, ve hidroksiiire kullanimi
ile dolasimdaki endotelyal hiicre sayilar1 arasinda iliski bulamadik. Oysa hem stabil
durumdaki hastalarda, hem de kriz durumunda olanlarda kontrol grubuna gore belirgin
derecede yiiksek dolasimdaki endotelyal hiicre sayilari oldugunu tespit ettik. Bu goézlem,
dolasimdaki endotelyal hiicre sayisinin en azindan orak hiicre hastaliginda organlara 6zel
hasarlanmalar1 yansitmasindan ¢ok hastaliklarin olus mekanizmalar1 konusunda daha yararl
bilgiler verebilecegini diislindiirebilir. Laboratuar degerlerinden ise sadece hemoglobin
degerleri ile endotelyal hiicre sayilar1 arasinda korelasyon oldugunu tespit ettik. Diger kok
hiicreler gibi endotelyal oncii hiicrelerin de kdkeni’nin kemik iligi hiicreleri (hemanjioblast)
oldugu diisiiniilmektedir (21,22). Orak hiicre hastaliginda stabil durumda kemik iliginde
yapilan eritroid hiicreler ile periferik kanda yikilan hiicreler arasindaki denge, sabit durum
(steady state) hemoglobin degerine yansimaktadir. Bu dengenin kemik iliginde eritroid
hiicreler ile ortak ana hiicreden koken aldig1 diisiiniilen endotelyal hiicre dongiisii ile iliskili
bulunmasi siirpriz olmamalidir. Vaskiiler hasarin orak hiicre hastali1 kadar belirgin olmadigi
talasemi hastalarinda da dolasimda yiiksek endotelyal hiicre sayilarinin bulunmasi bu goriisii
destekleyebilir (102). Kriz donemindeki hastalarin bazilarinda (6rnegin 2, 10, 16, 18 no’lu
hastalar) mutlak nétrofil sayisinin 20x10°/L’ nin iizerinde oldugu anlasilmaktadir. Bu
hastalarda klinik olarak aktif infeksiyon belirti ve bulgular1 (ates, hipotansiyon, negatif kan
kiiltiiri) saptanamadigi i¢in ¢alismadan dislanmadilar. Kriz donemindeki hastalarda

endotelyal hiicre aktivasyonu ile iliskili olarak periferik kanda inflamasyon iliskili sitokinlerin
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ve kemokinlerin etkisi ile notrofil sayisinin yiikselebilecegi bildirilmistir (27), Ayn1 zamanda,
krizin siklig1 ve siddeti ile noétrofil sayilari arasinda iliski olabilecegi de rapor edilmistir
(69,82,83). Hastalarin periferik kaninda tespit edilen yiiksek notrofil sayilarinin kriz sirasinda
olusabilecek patofizyolojik degisiklikleri yansittig1 diisliniilebilir. Literatiirde, globulin dis1
genlerdeki yapisal farklilik nedeni ile orak hiicre hastalarinin heterojen fenotipik 6zellikler
gosterebilecekleri belirtilmektedir (27). Bu bulgu, kriz ve stabil grupta hidroksiiire kullanan
ve kullanmayan hastalarin yillik ortalama kriz sayilar1 arasinda 6nemli fark bulunamamasinin

nedenini kismen agiklayabilir
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6. SONUC VE ONERILER

. Periferik kandan ayirma, yikama, ve akim sitometresinde analiz tekniklerinden
kaynaklanan problemler nedeni ile endotelyal hiicre degerlerinin izolasyon, taninma
ve sayilmalar1 konusunda tam bir goriis birligi saglanamamustir.

. Endotelyal hiicrelerin akim sitometresi analizleri ile ilgili olarak, yeni bir protokol
kullanilmast sonucunda orak hiicre hastaliginda fizyopatolojiye uygun dolasimda
endotelyal hiicre degerleri elde edilebilmistir.

. Dolasimdaki endotelyal hiicre sayisi, orak hiicre hastaliginda kriz takibinde bir
parametre olabilir.

. Orak hiicre hastalig1 ve muhtemelen diger damar hastaliklarinda endotelyal hiicrelerde
bilinenden daha hizl1 bir olgunlagma stireci olabilecegi gdzlenmistir.

. Endotelyal hiicre boyutu ve graniilaritesinin hem olgunlagma siireci ile hem de
aktivasyonla ilgili olabilecegi tespit edilmistir.

. Endotelyal hiicre yiizey belirleyicilerinin yanlizca olgunlagsma siirecini yansitmadigi
ayn1 zamanda cesitli fizyolojik ve fizyopatolojik uyarilara hiicrenin verdigi bir cevabi
isaret ettigi anlasilmistir.

. Dolasimdaki endotelyal hiicre sayilarmmin, orak hiicre hastaliginda gelisen organ

hasarlarini belirlemede yetersiz kaldig1 saptanmistir.
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