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diphenyltetrazolium bromide
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1. OZET

Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)’in Multipl Myelom Kanser Kok Hiicreleri

Uzerindeki Antitiiméral Etkilerinin Arastirllmasi

Calismamizda, Multipl Myelom (MM)’da hastaligin relapsindan sorumlu oldugu
diisiiniilen kanser kok hiicreleri izole edilerek, bu hiicrelerin farklilagma agamalar1 ve
tedavi direnciyle iliskili yiizey antijenleri karakterize edilmistir. MM kdok hiicreleri;
Propolis ve 6zellikle etken bilesenlerinden CAPE ile muamele edilerek, bu maddelerin
antitlimoral etkileri aragtirilmistir. 50pg/ml Propolis’in, 24 saatte MM kdok hiicrelerinin
%63’linii 6ldiirdigi ve 100pg/ml Propolis’le 4 saat muamele edilen hiicrelerin plazma
hiicre morfolojisi aldig1 tespit edilmistir. 25uM CAPE ile 48 saat muamele sonunda,
hiicrelere ilag direnci saglayan P-glikoprotein ve ABCG2 ekspresyonlarini kaybettigi;
96. saatte ise hiicrelerin %48’inin 6ldiigi tespit edilmistir. Hiicre dongiisii analizleri
sonucunda Propolis ve CAPE’in hiicrelerin daha hizli bolinmesini indiikledigi
gosterilmistir. Bu bulgunun, hiicrelerin Propolis muamelesine yanit olarak plazma
hiicrelerine farklilasmasiyla uyumlu olabilecegi diistiniilmistiir. Propolis ve CAPE ile
malign olmayan mononuklear periferal kan hiicreleri 72 saat muamele edildiginde,
50ug/ml Propolis, hiicrelerin canliligini %49’a diisirmesine ragmen, 25uM ve 50uM
CAPE, canliligi sirasiyla %92 ve %93’e¢ distrmiistir. Elde edilen bu bulgular,
Propolis’in etken maddesi olan CAPE’in kanser kok hiicrelerini segici olarak

oldiirebilen etkili bir ajan olabilecegini diisiindlirmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Apoptoz, Flow Sitometri, Hematopoetik malignansiler,

Tedavi direnci, Timor baslatici hiicre



2. SUMMARY

Investigation of Antitumoral Effects of Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE)

on Multiple Myeloma Cancer Stem Cells

In our study, cancer stem cells which is thought to be responsible for relaps in
Multiple Myeloma (MM) were isolated and cell surface antigens related with
differentiation stages and therapy resistance of these cells were characterised. MM stem
cells were treated with Propolis and CAPE and antitumoral effects of these components
were investigated. It was demonstrated that 50pg/ml Propolis killed 63% of myeloma
stem cells in 24 hours and cells treated with 100pg/ml Propolis for 4 hours gained
plasma cell morphology. It was also demonstrated that cells treated with 25uM CAPE
lost their P-glycoprotein and ABCG2 ekspression in 48 hours and 48% of the cells died
in 96 hours. Cell cycle analyses showed that both Propolis and CAPE induced myeloma
stem cells to divide rapidly. It is thought that, this finding is compatible with
differentiation of cells to plasma cells in response to Propolis treatment. When
nonmalignant mononuclear peripheral blood cells were treated with Propolis and CAPE
for 72 hours, despite 50png/ml Propolis decreased cell viability to 49%, 25uM and 50uM
CAPE decreased cell viability to 92% and 93%, respectively. Our results indicate that
CAPE could be an effective agent that kills cancer stem cells selectively.

Key words: Apoptosis, Flow Cytometry, Hematopoietic malignancies, Therapy

resistance, Tumor initiating cell



3. GIRIS VE AMAC

Diinyada kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra oliim sebebi olarak 2.
sirada yer almaktadir (1). Giiniimiizde, medikal yontemler kanseri etkin bir sekilde
tedavi etmede hala yetersiz kalmakta ve son yillarda yapilan pek ¢ok arastirma,
kanserde tedaviye direng saglayan kanser kok hiicrelerini isaret etmektedir. Giiniimiizde
kanser tedavilerinde kullanilan standart radyoterapi ve kemoterapi ajanlart kanser kok
hiicresinden koken alan ve tiimor kitlesini olusturan hiicreleri Oldiirebilmekte ve bu
sekilde tiimor kitlesini kiiciiltebilmektedir. Ancak, bu tedaviler kanser kok hiicreleri
tizerinde etkisiz kalmaktadir. Kendini yenileme ve uzun siireli proliferasyon yetenegi
sayesinde kanser kok hiicreleri, tedavi sonrasinda da tiimoriin yeniden olugmasina sebep
olmakta ve hastalik siklikla niiksetmektedir (2). Bu nedenle yeni kemoterapétiklerin
gelistirilmesinde veya kanser tedavisine yonelik yeni stratejilerin olusturulmasinda goz
oniinde bulundurulmasi gereken 6nemli bir unsur da kanser kok hiicreleridir. Giincel
kanser tedavilerinde kullanilan toksik ajanlar, kanser hiicrelerini o6ldiiriirken saglikli
hiicrelere de zarar verebilmekte ve hastalarin yasam kalitesini diistirmektedir. Bunun
yaninda kemoterapdtik ajanlara maruz kalan saglikl hiicreler, kanserde tedaviye direnci
desteklemektedir (3). Bu sebeple kanser hiicrelerini segici olarak hedefleyen etkili bir
ajanin  kesfi, hastaligin tedavisi agisindan ¢ok Onemlidir. Biz de, bu kiymetli
malzemenin dogada gizli olduguna inanarak, daha once pek cok arastirmayla, kanser
hiicreleri ilizerine secici antitiimoral etkileri gosterilmis olan Propolis ve 0zellikle
Propolisin etkin bir bileseni olan CAPE’in, saglikli hiicrelere zarar vermeden, MM kok

hiicreleri iizerinde gosterecegi se¢ici antitiimoral etkileri incelemeyi amagladik.



4. GENEL BILGILER
4.1. Multipl Myelom (MM)

MM, kontrolsiizce liretilen malign plazma hiicrelerinin kemik iliginde birikimiyle
karakterize bir B hiicre neoplazisidir. Plazma Hiicreli Myelom, Myelomatozis veya
Kahler Hastaligi olarak da adlandirilan MM, her hastada farkli bir progresyon
gosterebilmektedir. Kemik iliginde tek bir bolgede belirgin olarak tespit edilen “Soliter
myelom”; kemik iligi disindaki organlarda tutulum gosteren “Ekstramedullar myelom”,
asemptomatik bir gelisim gosteren “Smoldering myelom” veya malign plazma
hiicrelerinin bir veya birka¢ bolgede klonal olarak olusturdugu “Plazmasitom” ve bunun
cesitleri olan “Soliter plazmasitom” ve “Ekstramediiller plazmasitom” myelomun bazi

alt tipleridir (4).

Giinlimiizde, birgok kanser tiiriinde oldugu gibi, MM’nin da etkin tedavisi halen
miimkiin olmamakta ve hastalik siklikla niiksetmektedir. Hastaligin etkin bir sekilde
tedavi edilememesinden, “kanser kok hiicreleri”nin sorumlu oldugu diisiiniilmekte ve

son yillardaki pek ¢ok ¢alisma bu konuya odaklanmis bulunmaktadir (5).
4.1.1. Insidans ve Epidemiyoloji

MM, goriilme siklig1 bakimindan tiim neoplastik hastaliklarin %1’ini, hematolojik
malignansilerin  ise  %]10’unu olusturmaktadir (6). National Cancer Institute
istatistiklerine gére MM, Amerika Birlesik Devletleri’'nde en yaygin hematolojik
malignansiler arasinda Non-Hodgkin Lenfomadan sonra 2. sirada yer almaktadir (7).
Genellikle ileri yaslarda ortaya ¢itkan MM nin teshis edildigi yas ortalamasi erkeklerde
69; kadinlarda ise 71 olarak bildirilmistir (8). MM’nin yillik insidansi ortalama olarak
4.5/100 000°dir. Bu oran beyaz irkta 4.2 iken; siyah irkta 9.3’e ulagmaktadir (9, 10).

American Cancer Society’nin 2013 yili i¢in 6ngordiigii teshis edilecek yeni MM
vakalarmin sayist 22,350 (12,440 erkek; 9,910 kadin) olarak tahmin edilirken; 10,710
MM kaynakli yeni 6liim beklenmektedir (6,070 erkek; 4,640 kadin). MM’de sagkalim
siiresi, hastaligin teshis edildigi evre ve uygulanan tedaviye gore degisiklik gostermekle

beraber ortalama olarak 3-5 yil arasindadir (11). MM kaynakli 6liim orani ise Kuzey



Avrupa, Kuzey Amerika, Avustralya ve Yeni Zelanda’da nispeten yiiksekken, Japonya,

Yugoslavya ve Yunanistan’da daha diistiktiir (12).
4.1.2. Klinik Bulgular ve Evrelendirme

MM’de baslica bulgular; kemik agrilari, anemi, kilo kayb1 ve infeksiyonlardir.
Saglikli bireylerin kemik iligi aspiratinda tespit edilen plazma hiicre oran1 %5’in altinda
iken; MM’li hastalarda bu oran %10’un iizerine ¢ikmaktadir (13). Hastaligin
ilerlemesiyle beraber osteoporoz, kemiklerde litik lezyonlar ve kiriklar tespit
edilmektedir. Kemik lezyonlariyla beraber agiga ¢ikan kalsiyum, hiperkalsemi olarak
kendini gostermektedir. Asir1 sivi atilimina sebep olan hiperkalsemi, renal yetmezligi
beraberinde getirmektedir. Bununla beraber, anemi ve beraberinde kilo kaybi1; 16kopeni
ve immiin yetmezlik ve dolayisiyla infeksiyonlar; trombositopeni ve kanama zamaninin
uzamast gibi durumlar ortaya g¢ikmaktadir (14, 15). MM tanisinda degerlendirilen

kriterler Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. MM de tani kriterleri (Artan’dan, 4)

Major kriterler Minor kriterler
¢ Doku biyopsisinde plazmositom varlig1 o Kemik iliginde %10-30 aras1 plazmositom
e Kemik iliginde >%30 plazma hiicresi o Litik kemik lezyonlart
e Artmis M komponent varligi o Diigiik Ig diizeyleri
1gG >3.5 gr/dl IgM < 50 mg/dl
IgA > 2 gr/dl IgA < 100 mg/dI
Idrarda > 1gr/dl IgG <600 mg/dl
24  saatlik idrarda « veya A
ekspresyonu

MM’de baslica 2 evrelendirme sistemi bulunmaktadir. Bunlardan ilki 1975 yilinda
Brian Durie ve Sydney Salmon tarafindan belirlenen kriterlere goére uygulanan “Durie-
Salmon Evreleme Sistemi (DSS)”dir (16). Durie-Salmon evreleme sistemi, serum ya da
idrardaki anormal monoklonal Ig (Immiinoglobulin) diizeyi, kandaki kalsiyum ve
hemoglobin diizeyi ile kemiklerdeki litik lezyonlarin ¢esitliligini dikkate alarak hastaligi
3 evrede degerlendirmektedir (Tablo 2).



Tablo 2. Durie-Salmon evreleme sistemi (Artan’dan, 4)

Evre-I Evre-l1l Evre-l111
e Hemoglobin > 10 g/dI Bulgular evre | ¢ Hemoglobin <8.5 g/dI
e Normal kalsiyum diizeyi I’dekiler  kadar | e Serum kalsiyum > 12 mg/dl
(<12 mg/dI) disik ve evre|o 3 veya daha fazla ilerlemis litik
e Normal kemik grafileri veya | III'teki kadar kemik lezyonu
soliter kemik plazmasitomu veya | Yiiksek degil e Artmig M komponent varlig
sadece osteoporoz varligi IgG > 7 g/dI
o Diisiik M komponent IgA > 5 g/dl
1gG < 5g/dI idrar  hafif  zincir M
IgA < 3g/dI komponenti >12gr/dl/24 h
idrar  hafif zincir M
komponenti < 4 gr/dl

MM’deki bir diger evrelendirme sistemi ise “Uluslararasi Evrelendirme Sistemi
(ISS)”dir (17). Uluslararas1 evrelendirme sistemi, serum beta-2 mikroglobulin ve serum

albumin diizeylerine gore MM’yi 3 evrede incelemektedir (Tablo 3).

Tablo 3. Uluslararasi evrelendirme sistemi, (beta-2 mikroglobulin mg/L, albiimin g/L)

(Artan’dan, 4)
Evre-l Evre-l1l Evre-l111
e beta-2 mikroglobulin e Dbeta-2 mikroglobulin e beta-2 mikroglobulin
<35 3.5- 5.5 arasinda >55,
e albumin <3.5 e herhangi bir albumin degeri

veya
e albumin <3.5
e beta-2 mikroglobulin
<35

4.1.3. MM Etiyolojisi

MM’de etiyolojik faktorler arasinda yas, cinsiyet, 1k, sigara ve alkol gibi
aligkanliklar, alerjik ve otoimmiin hastaliklar, kimyasal ve radyoaktif maddelere

maruziyet yer almakta olup, hastalik sitogenetik ve molekiiler diizeyde kompleks




genetik anomalilerle birlikte ortaya ¢ikmaktadir., MM tani ve teshisinde sitogenetik
bulgular 6nemli yer tutmasina ragmen, kemik iligi biyopsilerinde plazma hiicre
yiizdesinin ve kiiltiirde mitotik indeksin diisiik olmas1 gibi sorunlardan dolay1 hastalarin
ancak %35 kadarinda sayisal ve/veya yapisal kromozom anomalileri tanimlanabilmistir
(18). En sik rastlanan anormal karyotipler arasinda 48-74 kromozom sayisinin
bulundugu ve o6zellikle 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19, 21 trizomilerinin goriildiigii hiperploidi yer
almaktadir. Hiperploid karyotipe sahip olgular genellikle iyi prognoz gostermektedir.
Hiperploidiye eslik eden 13q delesyonu ve/veya kromozom 1’in amplifikasyonu ile
14g32°deki IgH lokusunu igeren translokasyonlar ise kotii prognozu isaret etmektedir.

Ayrica 6q, 8, 13q, 14, 16, X ve Y kromozomlarinin monozomisine de rastlanmaktadir

(4).

MM’de yapisal kromozom anomalilerinden ozellikle translokasyonlar ve farkli
mutasyonlar siklikla gen ekspresyonlarinin  bozulmasina sebep olmaktadir.
Ekspresyonunun bozulmasi kotii prognozla iligkilendirilen genler arasinda, 11932
delesyonuyla hiicre dongiisiinde rol alan Siklin D1, 13914 delesyonuyla timor
baskilayici olan Retinoblastom ve 17pl3 delesyonuyla tiimor baskilayici olan p53,
t(4;14) ile bir biiyiime faktorii olan FGFR3 (Fibroblast biiyiime faktorii reseptorii 3),
t(14;16) ile bir proto-onkogen olan ve C-MAF ve immiin yanit olusumunda goérevi olan
IgH yer almaktadir. Bununla beraber C-myc, N-ras ve K-ras onkogenlerinin mutasyonu
da MM’de kisa siireli sagkalimla iligkilendirilmistir (19). MM’deki genetik degisimlerin
sonucunda hiicre dongiisii ve apoptoz mekanizmalarinda anormallikler kendini

gostermektedir (4, 20).

4.2. Kanser Kok Hiicresi

Siirsiz ¢ogalma potansiyeli ve farklilagsma yetenegiyle 6zellesmis hiicre tiplerini
olusturabilen kok hiicreler, hasarli doku ve organlarin onarilmasi ve yenilenmesinde
birincil rol oynamaktadir. Farklilagmis ve 6zellesmis hiicrelerde bulunmayan asimetrik
boliinme yetenegi sayesinde kok hiicreler kendi kopyalarini olusturabilmekte, boylece
klonal olarak cogalabilmekte ve organizmadaki kok hiicre havuzunu muhafaza
edebilmektedir. Ayrica, kok hiicreler hiicre dongiisiiniin GO fazinda g¢ogalma ve

farklilagsma i¢in bir uyar1 alana kadar duragan olarak kalabilmekte ve maruz kalinan



toksik ajanlar1 aktif olarak hiicre disina tasiyarak sitotoksik hasardan kendilerini
koruyabilmektedir (21).

1960’11 yillarda tiimor kitlesi igindeki hiicreler arasinda fonksiyonel bir
heterojenite oldugu ve timor kitlesi igindeki yalmizca ¢ok kiigiik bir populasyonun
klonal c¢ogalma ve yeni bir tiimoér olusturabilme yetenegine sahip oldugu tespit
edilmistir (22). Ortak klonal orjinlerine ragmen, fonksiyonel olarak farkli 6zelliklere
sahip bu hiicreler, kanserde agresif progresyon, relaps ve mortaliteyle iligkilendirilmistir
(23). Kemoterapi ve radyoterapiyle tiimor hiicrelerinin oldiiriilebilmesine ragmen,
hastaligin niiksetmesinden sorumlu tutulan bu direngli hiicreler “kanser kok hiicresi”
olarak adlandirilmistir ve giinlimiize kadar bu hiicrelerin fenotipik ve fonksiyonel

ozellikleriyle ilgili pek ¢ok veri literatiire kazandirilmustir (2, 24, 25).

Kanser kok hiicresinin orjiniyle ilgili literatiirde farkli goriislerden bahsetmek
miimkiindiir. Bunlardan biri, pluripotent kok hiicrenin veya oncii hiicrenin mutasyona
ugrayarak, kok hiicre ozelliklerini tasiyan kanser hiicresine doniismesidir. Farkli bir
goriis ise, farklilasmis, eriskin bir hiicrenin mutasyona ugrayarak geriye doniik

farklilagsmasiyla kanser kok hiicresini olusturmasidir (26).

Kanser kok hiicreleri normal eriskin kok hiicrelerle fonksiyonel olarak pek ¢ok
ortak Ozellik gostermektedir. Son yillarda yapilan pek ¢ok calisma, kanser hiicreleri
arasinda, siirsiz ¢ogalma yeteneginin yalnizca kanser kok hiicrelerine 6zgii oldugunu
gostermektedir. Kanser kok hiicrelerindeki bu uzun siireli proliferasyon yetenegi,
asimetrik boliinme, kendini yenileme ve telomeraz aktivitesi gibi “stemness”; yani kok
hiicre benzeri 6zelliklerle iliskilendirilmektedir (2, 27-29). Kanser kok hiicrelerinde,
tipki saglikli kok hiicrelerdeki gibi, toksik ajanlart hiicre digina piiskiirten ve dolayisiyla
hiicrelerin tedaviye direng gostermesini saglayan ABC (ATP baglayici kaset) tasiyicilar
ailesine ait hiicre yiizey antijenleri eksprese edilmektedir (30). Kanser kok hiicrelerinin,
yine saglikli kok hiicrelerde oldugu gibi siklikla dormant fazla bulunmasi da tedaviye
direngte 6nemli bir mekanizmadir (31). Normal erigskin kok hiicrelerde ekspresyonu
yiiksek olarak bulunan ALDH1 (Aldehid dehidrojenaz 1)’in, kanser kok hiicreleri igin de
selektif bir markir oldugu bilinmektedir (32). Ayrica, normal kok hiicrelerde aktif olarak
eksprese edilen ve eriskin dokularda baskilanan Notch, Wnt, Hedgehog gibi genlerin

MM dahil olmak tizere kanser kok hiicrelerinde aktive oldugu da bilinmektedir. Ancak



aktivasyon mekanizmasi1 tam olarak bilinmemektedir. Yapilan ¢alismalar kanser kok
hiicrelerindeki “stemness” ozelliklerin saglikli kok hiicrelerle ortak yolaklar iizerinden

diizenlendigini kanitlar niteliktedir (33).
4.2.1. Plazma Hiicresinin Hematopoetik Gelisimi

Plazma hiicreleri humoral bagisiklik sisteminin 6nemli bir pargasidir. Kemik
iligindeki hematopoetik kok hiicre, kemik iligi mikrogevresince indiiklenerek, bir
antijene bagimli olmaksizin, Ig agir ve hafif zincir genlerindeki V (degisken), D (¢esitli)
ve J (katilm) segmentlerinin farkli sekildeki rekombinasyonlart ve adhezyon
molekiilleri ve sitokin reseptorlerinin ekspresyonu gibi aktif bir molekiiler siiregle
beraber olgun B hiicresine dontismektedir. Bu asamada kemik iliginden ayrilarak
perifere salinan olgun B hiicresinin bir antijenle karsilasmasindan sonra, antijen B
hiicresi tarafindan peptid fragmanlar1 haline getirilmekte ve B hiicresindeki MHC
(Major histokompatibilite kompleksi) molekiillerine baglanmaktadir. MHC-Peptid
kompleksi B hiicre ylizeyinde eksprese edilmekte ve bu komplekse yardimci T
hiicresinin baglanmasiyla B hiicresi aktive olmaktadir. Yardimer T hiicresinin {rettigi
sitokinlerle indiiklenen B hiicresi aktif bir proliferasyon siirecine girerek plazma
hiicresine farklilasmaktadir. Bu plazma hiicreleri patojenlere karsi olusturulacak immiin
yanit i¢in hizli bir baslangi¢ yapilmasini saglamakta ve kisa siire i¢cinde apoptozla
oldiiriilmektedir (34). B hiicresinin plazma hiicresine farklilasma asamalar1 Sekil 1°de

sematize edilmistir.
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Sekil 1. B hiicresinin plazma hiicresine farklilasmasi (Mitchison’dan, 35)

Yardimci T hiicresinin indiikleyerek aktiflestirdigi olgun B hiicresi ayrica lenf
nodlarinda immiin yanitin ve Ig agir ve hafif zincirlerindeki somatik mutasyonlarin
gerceklestigi  germinal  merkezlere girerek  plazmablastlara  donlismektedir.
Plazmablastlar tekrar kemik iligine go¢ ederek plazma hiicresine doniismektedir. Kemik
iliginde olusan bu plazma hiicrelerinin sagkalim siiresi, periferde olusturulan plazma
hiicrelerine gore daha uzundur ve patojene karsi olusan antijenik yanitin uzun siire

stirdiiriilmesini saglamaktadir (36).

B hiicrelerinin farklilasma evreleri Flow sitometrik analizle, hiicre yiizeyinde
eksprese edilen CD (farklilasma grubu) antijenleri ve immiinoglobulinlere gore tespit
edilebilmektedir. Buna gore, B220+ CD43+ hiicreleri pro-B; B220+ CD43- IgM-
hiicreleri pre-B; B220+ IgM+ 1gD- hiicreleri immatur Naif B hiicreleri ve B220+ IgM+
IgD+ hiicreleri de olgun B hiicreleri olarak siniflandirmak miimkiindiir. Kok hiicre
antijeni olarak bilinen CD34, B hiicre farklilasmasinin erken asamalarinda eksprese
edilmektedir. CD19 ve CD20 antijenleri ise pro-B hiicresinde bagslayarak, plazma
hiicresine farklilasincaya kadar eksprese edilmektedir. Immatur B hiicresi olusuncaya
kadar yiiksek diizeyde eksprese edilen CD38, periferdeki farklilagma basamaklarinda
eksprese edilmemekte ancak, CD56 gibi farklilasmanin son basamaklarinda eksprese

edilmektedir. Bellek B hiicresinde eksprese edilmeye baslanan CD27, farklilagmanin
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son asamasinda da eksprese edilmektedir. CD138 ise, spesifik olarak farklilagmanin son
asamasindaki plazma hiicresinde eksprese edilmektedir (37). B hiicre farklilagsmasinin

farkli asamalarinda eksprese edilen hiicre yiizey antijenleri Sekil 2’de gosterilmistir.

Medscape
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Source: Expert Rev Clin Immunol @ 2011 Expert Reviews Ltd

Sekil 2. B hiicre farklilagsmasinin farkli asamalarinda eksprese edilen hiicre yiizey

antijenleri (Feldman RJ’dan, 37)

Immiin sistemde, ¢esitli antijenlere spesifik antikorlarin olusturulmasi; Ig agir ve
hafif zincir genlerindeki V, D ve J segmentlerinin farkli sekildeki rekombinasyonlari, B
hiicreler iizerindeki antijen baglanma bdlgelerindeki somatik mutasyonlar ve Ig’lerin
kendi arasindaki izotipik donilisiimii sayesinde gergeklestirilmektedir. VDJ
rekombinasyonlar1 ayn1 zamanda B hiicrenin farklilasma basamaklarinda belirleyici rol
oynamaktadir. Agir zincirdeki D ve J segmentleri arasindaki degisim (DJy) pro-B
hiicrelerinde tespit edilirken; V segmenti ve DJH bdlgesi arasindaki degisim (VDIJy)
pre-B  hiicrelerinde tespit edilmektedir. Kappa ve Lambda zincirlerindeki

rekombinasyonlar (VJk, VJ,) ise erigskin B hiicrelerine 6zgiidiir (38).
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4.2.2. MM Kok Hiicresi

Kemik iliginde olusan B hiicreleri, dalak ve lenf nodlar1 gibi periferal dokularda
aktif bir proliferasyon siirecinden gegerek olgunlagsmakta ve farklilasmanin son
basamaginda tekrar kemik iligine go¢ ederek plazma hiicrelerini olusturmaktadir.
Kemik iligindeki plazma hiicrelerinin boliinme yetenegi yoktur. Ancak, 1968 yilinda
Bergsagel ve Valeriote, siganda Adj. PC5 MM hiicre hattiyla yaptiklart c¢alismada,
myelomatdz plazma hiicreleri arasindaki oldukga kiiclik bir populasyonun klonal
¢ogalma yetenegine sahip oldugunu gostermistir (39). Hamburger ve Salmon da, MM
hastalarina ait kemik iligi materyalleri ile yaptiklar1 ¢aligmada, plazma hiicreleri
arasinda klonal ¢ogalma yetenegi olan hiicreler oldugunu gostermistir (40). 2000’li
yillara gelindiginde, MM’deki bu klonal ¢ogalma yetenegindeki hiicreler, Flow
sitometri gibi daha ileri tekniklerle karakterize edilebilmistir. Robillard N. ve
arkadaglar;; bu hiicrelerin, tasidigi yilizey antijenleriyle biliyiime 6zelliklerini
iliskilendirmistir. Maturasyonla paralel olarak azalan CD45 ekspresyonu, MM
hastalarma ait kemik iligi 6rneklerindeki hiicrelerin %12’sinde gosterilirken; tiimor
kitlesinin ¢ogunlugunu olusturan hiicrelerde (%88) tespit edilmemistir. Bu iki ayr1 hiicre
populasyonu, biiyiime Ozelliklerine gore incelendiginde; CD45 ekspresyonu gosteren
hiicrelerin, klonal olarak ¢ogalma yetenegine sahip oldugu ve bu hiicrelerin ¢ogalarak,
uzun siireli boliinme yetenegi olmayan major hiicre populasyonunu olusturdugu tespit
edilmistir (41). 2004 yilinda Matsui ve arkadaslari, MM hiicre hattindaki bazi hiicrelerin
(<%5) hem myelomatéz plazma hiicreleri ve hem de saglikli plazma hiicreleri i¢in
karakteristik bir ylizey antijeni olan CD 138 (Syndecan-1)’i, eksprese etmedigi ve bu
hiicrelerin klonal ¢ogalma yeteneginde oldugunu gostermistir. In vivo veya in vitro MM
hiicre populasyonlarinda 1/100-100 000 oraninda bulunan bu hiicreler, “Multiple
myelom kok hiicresi” olarak tanimlanmustir (2, 24, 25). Baska bir ¢alismayla, CD34-
CD138+ hiicreler, obez olmayan-immiin yetersizligi olan farelerde yeni bir timor
olusturamazken; CD34- CD138- hiicrelerin yeni bir tiimor olusturabildigi tespit
edilmistir (42).

Matsui ve arkadaslari, MM kok hiicresinin, kok hiicreye spesifik antijen olan
CD34’tin eksprese edilmedigi daha ileri bir farklilasma basamaginda oldugunu

diisiiniirken; baska bir grup, CD138+ MM hiicrelerinin CD34 eksprese eden bir alt
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populasyonu  oldugunu iddia etmistir (43). MM hiicrelerinin  fenotipik
karakterizasyonuyla ilgili ¢alismalarda, CD138- hiicrelerin karakteristik olarak, CD19,
CD20, CD22, CD27, CD45 ve CD52 gibi B hiicre antijenlerini de eksprese ettigi ve
klonalitenin bu antijenlerin ekspresyonuyla iligkili oldugu tespit edilmistir. Malign
CD138- hiicrelerin farklilasarak CD 138+ malign plazma hiicrelerine doniisebildigi de
rapor edilmistir (2, 42, 44, 45). Bir bagka c¢alismada, MM hastalarinin, Ig gen dizileri
incelendiginde erigskin plazma hiicreleriyle klonal olarak baglantili oldugu anlasilan,
farklilasmanin ilkel safhalarindaki B hiicrelerinin bulundugu tespit edilmistir. Hastaligin
seyrindeki rolii tam olarak bilinmeyen bu hiicrelerin, tedaviye direng olusturan ve
cogalan hiicre populasyonunu teskil eden “myelom kok hiicreleri” oldugu

distintilmustiir (46).

Standart MM tedavisi i¢in kullanilan Dexamethasone, Bortezomib, Lenadilomide
ve 4-hydroxycyclophosphamide’in  CD138- ve CDI138+ hiicre populasyonlari
tizerindeki etkileri in vitro incelendiginde, CD138+ hiicrelerin bu ajanlarla
baskilanabildigi ancak CD138- hiicrelerin etkilenmedigi gézlemlenmistir. CD138- MM
kok hiicrelerinin, malign olmayan kok hiicrelerde oldugu gibi, ilaglart hiicre disina
pompalama kapasitesinin olduk¢a yiiksek oldugu da Flow sitometrik analizlerle tespit
edilmistir (2). Yapilan bir bagka calismada ise, Hoechst33342 boyasini hiicre disina
puskiirten ve bu yiizden ilaca direngli oldugu diistiniilen MM hiicre populasyonunun
Lenalidomide ile baskilanabildigi iddia edilmistir (47). MM’de ila¢ direncine yonelik
aragtirmalarda, B hiicre fenotipi tastyan MM hiicrelerinin, 6nemli bir ABC tasiyict olan
P-glikoprotein’i eksprese ettigi gosterilmistir. ABC tasiyicilar, hiicre membraninda yer
alan ATP bagimli tasiyic1 proteinlerdir ve 6zellikle saglikli kok hiicrelerin sitotoksik
ajanlara kars1 korunmasinda fonksiyoneldir (30, 48). Heniiz tedavisine baslanmamis
MM hastalarinda major MM populasyonunu teskil eden plazma hiicrelerinin; standart
MM tedavileri (6r. Melphalan, Prednisone vb) ile 6nemli oranda yok edilebildigi; tedavi
sonras1 relapstaki hastalarda ise, tedaviye diren¢li ve ¢ogalarak major populasyonu
meydana getiren hiicrelerin daha yiiksek oranda tespit edildigi ve relaptik vakalarin bu
sebeple daha agresif seyrettigi bildirilmistir (49). MM plazma hiicreleri de fenotipik
olarak P-glikoprotein’i eksprese ediyor olmasina ragmen; Rho123 (Rhodaminel23)
boyasi ile boyandiginda veya kemoterapétik bir ajan olan Adriamycin’le muamele

edildiginde; plazma hiicrelerinin bu ajanlar hiicre disina piiskiirtmedikleri gézlenmistir.
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llag direnci gosteren hiicreler ise fenotipik olarak analiz edildiginde, bu hiicrelerin
CD34+ oldugu gozlenmistir (50). Yine énemli bir ABC tastyict olan ABCG2 'nin de MM
hiicrelerinde eksprese edildigi bildirilmistir (51).

Embriyonik kok hiicrelerde klonal ¢ogalmadan sorumlu SOX-2 ekspresyonunun,
MM kok hiicrelerinde gozlenirken, MM plazma ve saglikli plazma hiicrelerinde
gozlenmemesi, MM kok hiicrelerinin klonalite yetenegiyle iligkilendirilmistir. Yapilan
calismalarda, MM kdok hiicrelerinin, in vitro, klonal ¢ogalmasi anti-SOX-2 muamelesi
ile baskilanabilmistir (52). Evolusyonel olarak olduk¢a korunmus olan ve embriyonik
kok hiicrelerin go¢ ve farklilagsmasi gibi mekanizmalari diizenleyen Hedgehog (Hh),
Wnt (Wingless) ve Notch yolaklari, erigkin dokularda inaktifken; MM kok hiicrelerinde
aktiftir. Bu durum, MM kok hiicreleri ve embriyonik kok hiicrelerin de ortak
fonksiyonlar1 oldugunu ve ayni yolaklar {izerinden regiile edildigini kanitlamaktadir

(33).

G0 fazinda tutulum, normal eriskin kok hiicrelerde cesitli kimyasallara kars1 direng
saglanmasinda major mekanizmadir (51). MM hiicrelerinde yapilan hiicre dongiisii
analizlerinde, kok hiicre fenotipine sahip hiicrelerin ¢ogunlukla GO0’da oldugu

gosterilmistir (2).

Tim bu bulgularin aksine; bir baska calisma; CDI138- ve CD138+ hiicre
populasyonlarinin her ikisinde de CD138 gen ekspresyonunun ayni diizeyde aktif
oldugunu; CD138- populasyonun ise apoptotik hiicre markir1 olan Annexin V yoniinden
daima pozitif oldugunu gostermistir. Plazma hiicrelerinin apoptoza girmesiyle CD138
ekspresyonunu kaybettigi CD138- olarak ayristirilan hiicrelerin yalnizca apoptotik bir
kalint1 oldugu iddia edilmistir (53). Bir bagka ¢alisma ise; klonal CD138- CD19- plazma
hiicre populasyonun, CD19+ B hiicre populasyonuyla iligkili olmadigini; farklilagsmanin
erken asamasindaki CD19+ hiicrelerin kiiltiirde koloni olusturmadigini gostermistir.
Immiinitesi baskilanmis tavsan modelinde in vivo MM olusumu incelendiginde ise;
CD138- CD19- hiicrelerin MM olusturdugu; hatta CD138+ hiicrelerin de CD138-’lere
gore daha yavas olsa da MM olusturdugu ancak CD19+ hiicrelerin MM olusturmadig:
gosterilmistir. Sonug olarak, CD138- klonal ¢ogalma yetenegindeki hiicrelerin, plazma
hiicrelerinin farkli bir alt grubu olabilecegi; ancak farklilasmanin erken agsamasindaki B

hiicreleri olmadig1 iddia edilmistir (54). Bu konunun yapilacak daha detayli ¢alismalarla
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degerlendirilerek literatiire kazandirilmasi1 gerekmektedir. Biz de bu diislinceyle, MM
hiicrelerini yiizey antijenlerine gore karakterize ederek ve Onerilen kanser kok hiicresi
fenotipini  tastylp tasimamasina gore ayrigtirarak  gosterdikleri kok  hiicre

karakteristiklerini belirlemeyi amacladik.
4.3. Propolis ve CAPE
4.3.1. Propolis

Arilarin gesitli bitkilerden topladig: dziitlerle, re¢inemsi bir madde haline getirdigi
Propolis; arilar tarafindan kovanlarin onarilmasinda ve dezenfeksiyonunda
kullanilmaktadir (55). Halk arasinda ve alternatif tipta ise pek ¢ok hastaligin tedavi
edilmesinde kullanilan Propolis, 1950’li yillardan bu yana bilim cevrelerince de
ilgilenilen bir madde olmustur. Ham propolisin kompozisyonu, genel olarak %50 regine
ve hitkisel balsam, %30 balmumu, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5
diger organik maddelerden olugmaktadir. Kimyasal yapisini ise, aminoasitler, fenolik
asitler, fenolik asit esterler ve flavonoidler, sinamik asit, kumarik asit, terpenler,
hesperatin, nikotinik asit, kafeik asit ve kafeik asit fenil ester (CAPE) olusturmaktadir
(56). Bu maddelerin analjezik, antienflamatuar, antibakteriyel, antifungal, antiviral

antioksidan ve antitiimoral etkileri gosterilmistir (57-60).
4.3.2. CAPE (Kafeik Asit Fenetil Ester)

Propolis’in 6nemli bir bileseni olan CAPE, molekiil formiilii C17H1604; molekiil
agirhigt 284,31 olan flavonoid benzeri bir molekiildiir (Sigma-Aldrich, C8221).
Yapisindaki hidroksil gruplari, aktif bir sekilde elektron alip vererek oksitleyici ve
rediikleyici ozellik gostermektedirler. Cok uzun aromatik ve alifatik yapida karbon
gruplar tagidigr i¢in ayn1 zamanda lipofilik 6zelliktedir. Boylelikle, hiicre membraninda
kolayca ge¢mesi miimkiin olmaktadir (61). CAPE’in proliferasyonu indiikleyen ve pek
cok kanserde overeksprese oldugu bilinen NFkB’yi inhibe ettigi bildirilmistir (62).
Ayrica CAPE’in antioksidan, antienflamatuar, antiviral ve antiproliferatif etkileri de

gosterilmistir (63-65).
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4.3.3. Propolis ve CAPE’in Antitiimoral Etkileri

Propolis’in tiimor hiicreleri {izerindeki antiproliferatif, antiklonal ve apoptotik
etkileri in vitro ve in vivo olmak iizere pek ¢ok calismada gosterilmistir (66). Farkli
bolgelerde, farkli biktilerden elde edilen Propolis ekstraktlarinin kanser hiicreleri
tizerindeki etkileri farklilik gosterebildigi gibi, farkli kanser dokularina ait hiicrelerin de
Propolis’e yaniti degiskenlik gosterebilmektedir. Ancak yapilan tiim calismalar
Propolis’in antitimoral bir ajan olabilecegi yoniinde yorumlanmaktadir. Irak
Propolis’inin HL-60 ve HCT-116 hiicreleri lizerindeki antitiimoral etkileri aragtirildigi
calismada, Propolis’in antiproliferatif, antitimoral ve apoptotik etkileri tespit edilmistir.
HCT-116 hiicreleri ile in vivo timor olusturulan farelerde, Propolis’in oral yolla
aliminin toksisite olusturmadigi ve timor kitlesindeki mitotik hiicre oraninin azaldig
tespit edilmistir (67). Skuamdz hiicreli bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda
Propolis’in antitiimdral etkilerinin arastirildigi ¢alismada ise, Propolis’in doz ve zamana
bagimli olarak proliferasyonu ve klonaliteyi baskiladigi ve apoptoza yol actig1 tespit
edilmis; 3 hiicre hattindan 1’inde Propolis’in radyoterapiye karsi hassasiyet olusturdugu
gosterilmistir (68). Propolis ekstraktlarinin spesifik olarak apoptoza yol actig1 gdsterilen
bir diger calismada ise, MCF-7 hiicrelerinde, Propolis’in apoptotik etkisinin
endoplazmik retikulum stresi ve kaspaz sinyalizasyonunun indiiklenmesi ile
gerceklestigi gosterilmistir (69). Bu durum, Propolis’in kanser hiicrelerinde yol actig
oliimiin toksik olarak degil, fizyolojik bir 6liim seklinde gerceklestigini gostermektedir.
Literatiirde, Propolis’in MM hiicreleri iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir calisma

heniiz bulunmamakadir.

Gilintimiize kadar, CAPE’in MM hiicreleri tlizerindeki etkisinin arastirildigi tek
calismada, CAPE’in ARH-77 MM hiicrelerini sitotoksik olarak etkiledigi bildirilmistir
(70). Ancak yapilan pek ¢ok arastirma ise; CAPE’in timoér hiicreleri tizerindeki
oldiirticii etkisinin sitotoksik olarak degil; apoptozu indiikleyerek, fizyolojik bir sekilde
gerceklestigini gostermekle beraber, CAPE’in selektif apoptotik etkisinin molekiiler

mekanizmasi hala tam olarak aydinlatilamamistir (71-75).

CAPE’in, tiimor hiicrelerinde kemoterapi ve radyoterapiye karsi hassasiyet
olusturarak, tedavinin etkinligini arttirdig1 da rapor edilmistir. Bunun yaninda CAPE’in,

saglikli hiicrelere zarar vermeden, kanser hiicreleri iizerinde secici antitiimoral etkiler
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gosterdigi de literatiirde yer almaktadir. CAPE’in saglikli hiicrelere herhangi bir zarar
vermeden kanser hiicrelerinde spesifik olarak apoptozu indiiklemesi, kemoterapi ve
radyoterapinin zararl etkileri goz oniine alindiginda oldukga dikkat ¢ekici bir 6zelligidir
(76-78).

CAPE ile kanser kok hiicreleri iizerinde yapilan ilk ve tek ¢alismada, CAPE
muamelesine yanit olarak meme kanseri kok hiicrelerinin klonalite yetenegini kaybettigi
gbzlenmistir. Apoptotik etkinin gézlenmemis olmasi, kok hiicrelerin kimyasal ajanlara
direnciyle iligkilendirilmistir. Ancak CAPE, G0’daki hiicrelerin siklusa devam ederek
farklilasmasin1 indiiklemis ve hiicrelerin kimyasal ajanlara hassasiyeti arttirilmastir.
Yapilan ¢alismada CAPE, MDA-231 meme kanseri hiicre hattindan izole edilen kanser
kok hiicreleri iizerinde etkili bir inhibitér ajan olarak gosterilmistir. Ayrica bu
calismada, klonal B hiicreleri ve MM hiicreleri tarafindan da eksprese edilen ABC
tasyicilar gen ailesine ait Mdrl (P-glikoprotein) ekspresyonunun, MDA-231 meme
kanseri hiicre hattinda CAPE tarafindan baskilanabildigi bildirilmis, ancak bu konudaki

arastirma detayli olarak literatiire kazandirilmamustir (79).
4.4. Hiicrelerin Yiizey Antijenlerine Gore Ayristirilmasi

Bir stispansiyon i¢indeki farkli hiicre gruplart pek ¢ok yontemle ayristirilarak saf
bir hiicre populasyonu elde edilebilmektedir. Tam kan, kemik iligi veya dalak
aspiratindaki hiicre populasyonundan uzaklastirilmak istenen hiicrelerin, yiizey
antijenlerine spesifik tetramerik antikor kompleksiyle isaretlenerek santrifiigasyonla
¢Oktiiriilmesi prensibine dayanan saflastirma (Enrichment) islemiyle, elde edilmek
istenen hiicreler siispansiyon iginden toplanabilmektedir. Bunun yaninda nanometre
boyutundaki manyetik pargaciklar tasiyan antikorlarla isaretlenen hiicreler manyetik bir
alana maruz birakilarak isaretlenmemis hiicrelerden ayristirilabilmektedir. Istenen
hiicrelerin manyetik parcaciklarla isaretlenerek manyetik alanda tutulmasi ve
isaretlenmemis  hiicrelerin  siispansiyondan  uzaklastirilmas1 ~ “pozitif  segilim”;
istenmeyen hiicrelerin manyetik pargaciklarla isaretlenerek manyetik alanda tutulmasi

ve siispansiyondaki hiicrelerin toplanmasi “negatif secilim” olarak adlandirilmaktadir

(80).
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4.5. Flow Sitometrik Analizle Hiicre Yiizey Antijenlerinin Belirlenmesi

Flow sitometri, hiicrelerin, tasidig1 yiizey antijenleri veya sitoplazmik antijenlerin
spesifik floresan bagli antikorlarla isaretlenmesi ile farkli kanallardan gonderilen bir 1s1n
demeti i¢indeki kapillerden hiicrelerin tek tek siiziilerek yaptig1 isimalarin analizine
dayanan bir sistemdir. Bu sistemle hiicrenin biiyiikliigii, graniilitesi, immiinofenotipi,
DNA igerigi, enzim aktivitesi ve canliligi gibi pek c¢ok o6zelligi belirlenebilir. Flow
sitometrik analiz sistemi, hiicrelerin yapti1 1s1maya gore, bir histogram iizerindeki
farkli bolgelere dagilimmi saglamaktadir. Bu dagilima gore hiicrelerin ilgili antijenleri
ne oranda eksprese ettigi tespit edilebilmektedir. Boyut, graniilite gibi 6zelliklerinin ve
farklilasma asamalart ve pek ¢ok fonksiyonel ozellikle iligkili antijenlerin
belirlenmesiyle hiicreler karakterize edilebilmektedir. Hiicre canlilig1 6lgiimii ise, canli
hiicrelerin sitozolik yliziinde bulunan Fosfatidilserin gruplarinin, apoptotik hiicrelerde
membranin dis yiiziine gé¢ etmesi ve floresan bagli Annexin V’in bu gruplara spesifik
olarak baglanmasi prensibine dayanmaktadir. Erken apoptotik asamadaki hiicrelerde, PI
(Propidyum iyodid) hiicre membrani1 tarafindan digar1 atilabilirken, ge¢ apoptotik
asamada ve 0l hiicrelerde membran biitiinliigiiniin bozulmasiyla hiicreler PI eksprese
edilebilmektedir. Bu nedenle hiicrelerde apoptotik analiz yapilirken, Annexin V ve Pl
genellikle birlikte kullanilmaktadir. Flow sitometride hiicrelerin hiicre dongiisiiniin
hangi fazinda oldugu da analiz edilebilmektedir. Bu yontemde, DNA’ya baglanma
ozelligindeki floresan boyalar kullanilmakta ve hiicrenin DNA igerigi boyanma oraniyla
dogru orantili olarak tespit edilebilmektedir. Diploid hiicreler GO/G1 fazinda, tetraploid
hiicreler G2 ve mitoz fazinda ve diploid ve tetraploid arasindaki hiicreler S fazinda
olarak degerlendirilmektedir. S+G2+M toplam1 S faz1 fraksiyonu (SPF) olarak
degerlendirilmekte ve SPF’nin yiiksek olmasi ¢ogalma hizinin yiliksek oldugunu
gostermektedir (81).

4.6. MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) Analizi

ile Hiicre Canhihiginin Belirlenmesi

MTT, hiicre canliligi, sitotoksisite, mitokondriyal aktivite ve ¢ogalma
Ozelliklerinin incelendigi kolorimetrik bir metoddur. Sar1 renkli tetrazolyum tuzlarinin,
yalmzca canli hiicrelerde, MTT muamelesiyle mor renkli formazan Kkristallerine

donlismesi  prensibine  dayanmaktadir.  Formazan  kristallerinin ~ olusumu,
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spektrofotometrik okuyucu ile 570nm dalga boyunda okutularak belirlenmektedir.
Hiicrelere verilen bir maddenin sitotoksik etkilerini incelemek iizere yapilan MTT
analizinde hiicrelerin canlilik orani, kontrol grubu hiicrelerinin absorbansiyla

kiyaslanarak,

muameleli hiicrelerin absorbansi X 100

Canlilik orani= — -
muamelesiz hiicrelerin absorbansi

formiilii ile hesaplanmaktadir (82).
4.7. Koloni Formasyonu Analizi

Koloni formasyonu analizi, farklilasmamis Oncii hiicrelerin, yar1 kati bir
besiyerindeki ortak bir hiicreden orjinlenerek hiicre kolonisi olusturma yetenegine gére
biliylime ve farklilagsma o6zelliklerini incelemek i¢in kullanilan bir metoddur. Yar1 kati
besiyerinin prensibi, hiicrelerin siispansiyon kiiltiir sisteminde oldugu gibi besiyeri
icindeki hareketinin Onlenmesi ve ayni kokene ait hiicrelerin bir arada kalmasina
dayanmaktadir. Belirli sayidaki hiicre ile baslatilan kiiltiirde, 14-21 giinde olugan hiicre
kolonilerinin sayist1 ve morfolojisi, hiicrelerin koloni olusturma yeteneginin olup
olmadigimi gostermektedir. Bununla beraber, olusan hiicre kolonileri toplanarak Giemsa
boyama ile morfolojik ozelliklerine gore ve Flow sitometrik analizle farklilagsma
asamalarma gore karakterize edilebilmektedir. Bu sayede Oncii bir hiicrenin
farklilagarak hangi tip hiicre serisini olusturdugunu tespit etmek miimkiin olmaktadir
(83).
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5. GEREC ve YONTEM
5. 1. Gereg
5.1.1. Calisma Grubu

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda
yiriitilen bu c¢alismada, 03.02.2012-08.06.2012 tarihleri arasinda Hematoloji
Poliklinigi’nde MM tanisi almig 11 hasta (MMO01-MM11) ve 2 saglikli donér (MKO7,
MKO8) calisma grubunu olusturdu. Calismaya dahil edilen her birey ¢alismayla ilgili
bilgilendirilerek onaylar1 alindi. Alinan kemik iligi aspiratlart ve kan 6rneklerinden
primer kiiltiir yapildi. RPMI8226 (ATCC®™, CCL-155™) hiicre hatt1, Giilhane Askeri

Tip Akademisi Hematoloji Bilim Dali’ndan temin edildi.

Calisma grubunu olusturan bireyler, KTU Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
kurulundan 04.07.2011 tarih ve 2011/86 sayili belge ile alinan izin dogrultusunda
calismaya dahil edilmistir.

Bu c¢aligma, 111S322 numarali proje kapsamimnda TUBITAK tarafindan

desteklenmistir.

5.1.2. Kimyasallar

CAPE Sigma Aldrich, C8221
DMSO Sigma Aldrich, 472301
EDTA Sigma Aldrich, E-5134
EtOH Sigma Aldrich, 32221
FBS Invitrogen, 10270-098
CD138-FITC BD Bioscience, 347214
CD34-PerCp BD Bioscience, 345803
CD19-PE BD Bioscience, 345777
CD27-APC BD Bioscience, 337169
P-gp-PE BD Bioscience, 340555
CD338-APC BD Bioscience, 561451
Histopaque PAA, J11-004
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Izotipik kontrol:1gG1/1gG1

BD Bioscience, 349526

Izotipik kontrol:lgG1 PERCP

BD Bioscience, 345817

Izotipik kontrol:1lgG1 APC

BD Bioscience, 345818

IMDM

Biological Industries, 01-058-14

Methocult metilseliiloz besiyeri

StemCell Tec, H4535

PBS

Invitrogen, 14190

Pen-Strep

Invitrogen, 15140-148

Rhodaminel23

Sigma Aldrich, R8004

RPMI1640 Fenol red’siz

Biological Industries, 01-103-1A

RPMI11640

Invitrogen, 21875-034

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide

Sigma Aldrich, M2128

Tripan mavisi

Sigma Aldrich, T8154

5.1.3. Kitler

CycleTEST™ PLUS DNA Reagent Kit

BD Biosciences, 340242

DNA QC Particles

BD Bioscience, 349523

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit |

BD Biosciences, 556547

Human CD138 Selection Kit

StemCell Tec, 18357

Human CD34 Selection Kit

StemCell Tec, 18056

Multiple Myeloma Enrichment Cocktail

StemCell Tec, 15129

5.1.4. Cihazlar

Buzdolab1 (+4°C)

Arcelik, Tiirkiye

Derin dondurucu (-20°C)

Bosh, Tiirkiye

Elisa Plate Reader

Eppendorf, Almanya

Etiiv (37°C)

Memmert, Almanya

FACS Calibur

BD Biosciences, Kanada

Hassas terazi

Ahaus, ABD

Invert mikroskop

Nikon, Japonya

Lamin air flow hood

Heraeus, Almanya

Magnet

StemCell, Kanada
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Mikrosantrifiij

Thermo | EC, ABD

Otomatik pipet seti Gilson, ABD
Ph metre Hanna, Portekiz
Pipet aid Drummond Scientific, ABD

Sogutmali yiiksek devirli santrifiij

Eppendorf, Almanya

Su banyosu

Memmert, Almanya

Vorteks

Labinco L-46, Hollanda

5.1.5. Sarf Malzemeleri

10ml enjektor

Ayset, Tiirkiye

Falkon Tiipler (15ml, 50ml)

Greiner, Almanya

Serolojik pipetler (5, 10, 25ml)

Greiner, Almanya

Pasteur pipetleri

Isolab, Almanya

Kiiltiir flasklar1 (T25, T75)

Greiner, Almanya

12x75mm polisitren tiipler

BD Biosciences, Kanada

Pipet uclar1 (10, 200, 1000ul)

Greiner, Almanya

Petri kaplar1 (35mm, 100mm)

Greiner, Almanya

Plak (6 ve 96 kuyucuklu)

Greiner, Almanya

Eppendorf tiipler (1,5ml)

Greiner, Almanya

70um nylon mesh

BD Biosciences, Kanada

Thoma lam1

Marienfeld, Almanya

5.1.6. Soliisyonlar

1. EDTA Soliisyonlar:

372,24mg EDTA 100ml PBS i¢inde ¢oziilerek ve otoklavlanarak 100ml 10mM
EDTA soliisyonu hazirlandi. 20ml 10mM EDTA soliisyonu 80ml PBS ile dilue edilerek
100ml 2mM EDTA soliisyonu hazirlandi. EDTA soliisyonlart oda sicakliginda

muhafaza edildi.
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2. Secilim Soliisyonu

88ml PBS’e 2ml FBS (Fotal bovin serum) ve 10ml 10mM EDTA soliisyonu ilave
edilerek, %2 FBS, 1mM EDTA olacak sekilde, 100ml segilim soliisyonu hazirlandi ve
+4°C’de muhafaza edildi.

3. Kiiltiir Besiyeri

420ml RPMI1640 besiyerine 75ml FBS ve 5ml Pen-Strep ilave edilerek %15 FBS, %1
Pen-Strep olacak sekilde, 500ml kiiltiir besiyeri hazirlandi ve +4°C’de muhafaza edildi.

4. Rhol23

5mg Rho123 5ml %2100 EtOH ile suspanse edilerek 5ml 1mg/ml Rho123

hazirlandi ve +4°C’de muhafaza edildi.
5. MTT soliisyonu

1g Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide 6ml DMSO iginde ¢oziilerek MTT

soliisyonu hazirland1 ve -20°C’de muhafaza edildi.
6. Propolis (100mg/ml)

Tiirkiye Aricilar Birligi’nden elde edilen 10g ham Propolis, 100ml saf EtOH
icinde ¢oziilerek, 100ml 100mg/ml stok Propolis hazirlandi. Stok Propolis soliisyonu
+4°C’de muhafaza edildi.

7. CAPE (100 mM)

Toz halinde satin alinan 1g CAPE 35,17ml DMSO iginde ¢oziilerek 100mM stok
CAPE hazirland1. Stok CAPE soliisyonu -20°C’de muhafaza edildi.

5.2. Yontem
5.2.1. Fikol Ile Mononuklear Hiicrelerin izolasyonu

1. Kemik iligi 6rnegi, icerisinde 1ml 10mM EDTA bulunan enjektore alindi.
2. Kemik iligi PBS ile 1:1 oraninda dilue edildi.
3. 15ml’lik falkon tiipe 5ml Fikol konuldu ve 5ml kemik iligi enjektor yardimiyla

falkon tiipiin kenarindan 45° agiyla siizdiiriilerek Fikol iizerine yayildu.
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Falkon tiip 445x g’de 35dk santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra mononuklear hiicreler Pasteur pipeti yardimiyla toplanarak
temiz bir falkon tiipe aktarildu.

Mononuklear hiicrelere 1:1 oraninda PBS ilave edilerek 2-3 kez pipetlendi ve
400x g’de 10dk santrifiij edildi.

Supernatant uzaklastirilarak elde edilen hiicre pelleti saflastirma, hiicre se¢ilimi

ve kiiltiir i¢in hazir hale geldi.

5.2.2. MM Hiicrelerinin Saflastirilmasi

RosetteSep® Multiple Myeloma Enrichment Cocktail kullanilarak, kemik iligi

aspiratinda bulunan MM hiicreleri saflastirildi.

N o g~ w D Pe

©o

10ml kemik iligi aspirati icinde 1ml 2mM EDTA bulunan tiipe alind1.

Kemik iligi aspiratina 200uL Enrichment kokteyli eklenerek ve iyice karistirildi.
Oda sicakliginda 20dk inkiibe edildi.

5ml segcilim solusyonu ilave edildi.

Elde edilen siispansiyon 15ml Falkondaki Sml Fikol {izerine yayildi.

1200xg’de 20dk santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra mononuklear hiicreler Pasteur pipeti yardimiyla toplanarak
ayr bir falkon tiipe aktarildi.

Hiicreler secilim solusyonu ile yikanarak santrifiij edildi.

Supernatant uzaklastirilarak elde edilen hiicre pelleti hiicre secilimi ve kiiltiir

icin hazir hale geldi.

5.2.3. MM Hiicrelerinin Primer Kiiltirii

Fikol ile izolasyonu yapilan mononuklear hiicreler 1x10° hiicre/ml olacak sekilde

kiiltiir besiyeri ile yatay flasklarda ve 37°C %5 CO, igeren ortamda kiiltiire edildi.

5.2.4. RPM18226 Hiicrelerinin Kiiltiiru

RPMI8226 hiicreleri 500 000 hiicre/ml olacak sekilde kiiltiir besiyeri ile yatay

flasklarda ve 37°C %5 CO, iceren ortamda kiiltiire edildi. Hiicreler 48 saatte 1

mikroskop altinda kontrol edilerek besiyeri, taze besiyeri ile degistirildi.
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5.2.5.

MM Kok Hiicrelerinin izolasyonu

5.2.5.1. CD138 Negatif Secilimi

Human CDI138 Selection Kit kullanilarak, hiicre populasyonundaki CD138

yoniinden negatif olan hiicreler izole edildi.

1.

2
3.
4
5

10.
11.

Hiicreler secilim solusyonu ile 1x10® hiicre/ml olacak sekilde suspanse edildi.
Iml hiicre siispansiyonu 12x75mm polisitren tiipe alindi.

Tiipe 250ul seleksiyon kokteyli eklenerek pipetlendi.

Oda sicakliginda 15dk inkiibe edildi.

Manyetik nanopartikiiller en az 5 kez pipetaj yapilarak iyice karistirildi ve 125pul
manyetik nanopartikiil hiicre slispansiyonuna eklenerek 2-3 kez pipetlendi.

Oda sicakliginda 10dk inkiibe edildi.

Hiicre siispansiyonuna total hacim 2,5ml olacak sekilde seg¢ilim solusyonu
eklendi ve 2-3 kez pipetajla yavasca karigtirildi.

Tiiplin kapag acik sekilde magnete yerlestirildi ve oda sicakliginda 10dk inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda tiipteki siispansiyon yeni bir tiipe aktarilarak yeni tiip tekrar
magnete yerlestirildi ve oda sicakliginda 10dk inkiibe edildi.

Bir dnceki adim son kez tekrarlanarak supernatant yeni tiipe aktarildi.

400xg’de 10dk santrifiij edilen tiipteki supernatant uzaklastirildi ve hiicreler

kiiltiire edilmek iizere istenen besiyeri ile suspanse edildi.

5.2.5.2. CD34 Pozitif Secilimi

Human CD34 Selection Kit kullanilarak, hiicre populasyonundaki CD34

yoniinden pozitif olan hiicrelerin izole edilmesi amaglandi.

1.

2
3
4.
5

Hiicreler secilim solusyonu ile 1x10® hiicre/ml olacak sekilde suspanse edildi.
Iml hiicre slispansiyonu 12x75mm polisitren tiipe alindi.

100ul seleksiyon kokteyli eklenerek pipetlendi.

Oda sicakliginda 15dk inkiibe edildi.

Manyetik nanopartikiiller en az 5 kez pipetlenerek iyice karistirildi ve 50ul
manyetik nanopartikiil hiicre slispansiyonuna eklenerek 2-3 kez pipetlendi.

Oda sicakliginda 10dk inkiibe edildi.
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10.
11.

5.2.6.

1.

Hiicre siispansiyonuna total hacim 2,5ml olacak sekilde seg¢ilim solusyonu
eklendi ve 2-3 kez yavasca pipetlendi.

Tiipiin kapagi acik sekilde magnete yerlestirildi ve oda sicakliginda 10dk inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda hiicre siispansiyonu magnetteki tiipten uzaklastirildi ve tiipe
2,5ml secilim solusyonu ilave edilerek tiip yeniden magnete yerlestirildi.

Oda sicakliginda 5dk inkiibasyondan sonra 8 ve 9. adimlar tekrar edildi.
Supernatant uzaklastirildiktan sonra tiiplin ¢eperinde kalan hiicreler kiiltiire

edilmek tizere besiyeri ile siispanse edildi.
Flow Sitometri le Yiizey Antijenlerinin Tayni

Antijen taymi yapilacak hiicreler PBS ile 1x10° hiicre/ml olacak sekilde
suspanse edildi.
Kontrol grubu ve isaretli hiicreler i¢in 2 ayri tiip hazirlandi.
Kontrol tiiptine 10ul 19gG1/IgG1, 10ul 1gG1-PerCp ve 5ul 1gG1-APC izotipik
kontrol konuldu.
Floresan isaretli markirlarla boyanacak hiicreler igin tiipe 20ul CD138-FITC,
20ul CD19-PE, 20ul CD34-PerCp, 5ul CD27 APC konuldu.
Her 2 tiipe 100’er pl hiicre siispansiyonu ilave edildi.
Tiipler diisiik hizda 4-5 saniye vortekslenerek, oda sicakliginda ve karanlikta
20dk inkiibe edildi.
4 renkli flow sitometri cihazinda her bir tiipte 50 000 hiicre saydirildi.
Sayilan hiicrelerin analizi CellQuest analiz programinda (BD Biosciences,
Kanada) yapildi.

ABC Tagswyict ekspresyonlarinin analizi i¢in yukaridaki protokol uygulandi. 20pul

CD243-PE ve 5ul CD338-APC kullanilarak hiicreler boyandi.

5.2.7.

A W o

Rho123 Piuskiirtme Analizi

Kontrol grubu ve boyanacak hiicreler i¢in 2 ayri tiip hazirlandi.
Hiicreler PBS ile 1x10° hiicre/ml olacak sekilde suspanse edildi.
Kontrol tiipiine 100pl hiicre siispansiyonu konuldu.

Iml hiicre slispansiyonuna 5ul Rho123 ilave edilerek hiicreler boyandi.
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Tiipler diisiik hizda 4-5 saniye vortekslenerek, oda sicakliginda ve karanlikta
15dk inkiibe edildi.

4 renkli flow sitometri cihazinda her bir tiipte 50 000 hiicre saydirildi.

Rho123 isaretli hiicreler FL1 kanalinda okutuldu.

Sayilan hiicrelerin analizi CellQuest analiz programinda (BD Biosciences,

Kanada) yapild:.

5.2.8. Koloni Formasyonu Analizi

Hiicrelerin koloni olusturma yetenegini analiz etmek i¢in metilseliiloz igeren yari

kat1 besiyeri Methocult kullanildi.

1.
2.

Besiyeri +4°C’de bir gece inkiibe edilerek ¢odziildii.

CD34+ hiicreler %2 FBS igeren IMDM besiyerinde 500 000 hiicre/ml olacak
sekilde siispanse edildi.

0.3ml hiicre slispansiyonu 3ml besiyeri iizerine eklenerek ve vortekslendi.

1.1ml hiicre slispansiyonu 16ga uclu enjektorle 35mm petri kabina yayildi ve bu
sekilde 3 petri hazirlandi.

100mm petri kabina 4-5ml steril distile su konularak, 35mm petriler su igine
yerlestirildi ve 37°C %5 CO;’li etiivde 14-21 giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda olusan koloniler invert mikroskop altinda sayildi. Bir

arada bulunan en az 40 hiicre 1 koloni olarak degerlendirildi.

5.2.9. Hiicre Sayimi ve Canlilik Analizi

1.

Eppendorf tiipe 10ul hiicre siispansiyonu alind1 ve 10ul Tripan mavisi eklenerek
pipetlendi.

Oda sicakliginda 5dk inkiibe edildi.

Thoma laminin her 2 tarafina 10’ar pl hiicre-boya karisimi yiiklenerek invert
mikroskopta 10X objektifle sayim yapilda.

Tripan mavisini hiicre igine alarak mavi boyanmis hiicreler 6lii; parlak goriinen
hiicreler canli olarak degerlendirildi.

Hiicre sayisi, Thoma laminin her 2 alanindaki hiicrelerin tamami sayilarak,

diliisyon faktorii X sayilan hiicre sayisi/ml X 10* formiilii ile hesaplanda.
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5.2.10. MTT Analizi

Hiicreler, 96 kuyucuklu plaklara, her kuyucukta 5000 hiicre olacak sekilde
ekildi.

Plaklar 400xg’de 10dk santrifiij edilerek besiyeri uzaklastirildi.

Her kuyucuga 10ul MTT boyasi ve 190ul RPMI1640 fenol kirmizisi igermeyen
besiyeri ilave edilerek plaklar 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda plaklar 400xg’de 10dk santrifiij edilerek besiyeri
uzaklastirildi.

Her kuyucuga 200ul DMSO ilave edildi.

Sar1 renkli tetrazolium tuzlarinin, yalnizca canli hiicrelerde mor renkli formazan
kristallerine donlismesiyle olusan mor renk siddetinin absorbansi 570nm’de
spektrofotometrik olarak dl¢iildii.

Hiicrelerin canlilik orani, kontrol grubu hiicrelerinin absorbansiyla kiyaslanarak

su sekilde hesaplandi:

_ muameleli hiicrelerin absorbans: X 100
Canlilik orani=

muamelesiz hiicrelerin absorbansi

5.2.11. Annexin V — Pl Testi

Apoptotik ve 6lii hiicrelerin tespiti i¢in FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit

| kullanildi. Deneyin optimizasyonu i¢in Oncelikle 1 grup 6li hiicre ve 1 grup canli

hiicre cihaza tanitildi.

N g &~ w

Hiicreler 2 kez soguk PBS’le yikandi ve 1x10° hiicre/ml olacak sekilde 1X
Annexin Binding Buffer ile suspanse edildi.

Biri kontrol tiipii, ikincisi 2.5ul Annexin V, {gciinciisii Spl PE ve dordiinciisii
2.5ul Annexin V ve 5ul PI olmak tizere 4 deney tiipti hazirlandi.

Tiiplere 100ul hiicre siispansiyonu eklenerek diisiik hizda 4-5sn vortekslendi.
Tiipler oda sicakliginda ve karanlikta 15dk inkiibe edildi.

4 renkli flow sitometri cihazinda her bir tiipte 50 000 hiicre saydirildi.

Annexin V, FL1; Pl, FL-2 kanalinda okutuldu.

Sayilan hiicrelerin analizi CellQuest analiz programinda (BD Biosciences,

Kanada) yapild:.
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8. Annexin V yo0niinden pozitif olan hiicreler; erken apoptotik, PI yoniinden ve
hem Pl hem de Annexin V yoniinden pozitif olan hiicreler 6li hiicreler olarak

degerlendirildi.
5.2.12. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicrelerin, c¢ogalma postansiyeliyle ilgili olarak, hiicre dongiisiiniin hangi
evresinde bulundugunu arastirmak igin CycleTESTT'VI PLUS DNA Reagent Kit
kullanildi.

1. 1x10° hiicre tampon solusyonuyla 3 kez yikandi.
300xg’de 5dk santrifiij edilerek supernatant uzaklagtirildu.
250yl solusyon A eklenerek ¢alkalanan tiip oda sicakliginda 10dk inkiibe edildi.
200l solusyon B eklenerek calkalanan tiip oda sicakliginda 10dk inkiibe edildi.
200ul solusyon C eklenerek calkalanan tiip oda sicakliginda 10dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda hiicreler 70um naylon filtreden siiziildii.

4 renkli flow sitometri cihazinda her bir tiipte 50 000 hiicre saydirildi.

O N o g B~ WD

Hiicrelerin igerdigi DNA miktarlart Modfit analiz programi (BD Biosciences,

Kanada) kullanilarak analiz edildi.
5.2.13. Propolis ve CAPE’in Hazirlanmasi ve Hiicrelere Muamelesi
5.2.13.1. Propolis’in Hazirlamasi ve Hiicrelere Muamelesi

10ml kiiltiir besiyerine 5Spl 100mg/ml Propolis ilave edilerek 50pg/ml; 10ul
100mg/ml Propolis ilave edilerek 100pg/ml ve 20ul 100mg/ml Propolis ilave edilerek
200pg/ml Propolis hazirland.

1. Propolis muamelesi i¢in kullanilan 6 kuyucuklu plakta kontrol grubu olarak,
muamele edilen Propolis oranina esdeger oranda saf alkol ilave edilen hiicreler
kullanildi.

2. Propolis’in 50pg/ml, 100png/ml ve 200pg/ml diliisyonlart kullanilarak hiicreler
24, 48, 72 ve 96 saat muamele edildi.
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5.2.13.2. CAPE’in Hazirlamasi ve Hiicrelere Muamelesi

10ml kiiltiir besiyerine 2,5ul 100mM CAPE ilave edilerek 25uM; Sul 100mM
CAPE ilave edilerek 50uM CAPE hazirlandi. Stok soliisyon +4°C’de muhafaza edildi.

1. CAPE muamelesi i¢in kullanilan 6 kuyucuklu plakta kontrol grubu olarak,
muamele edilen CAPE oranina esdeger oranda DMSO ilave edilen hiicreler
kullanildi.

2. CAPE’in 25uM ve 50uM diliisyonlar1 kullanilarak hiicreler 24, 48, 72 ve 96 saat

muamele edildi.
5.2.14. istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler, SPSS programi (IBM, ABD) kullamilarak, ayni hiicre
gruplarinin  kendi icinde farkli konsantrasyonlardaki Propolis ve/veya CAPE ile
muamele edilmesiyle elde edilen verilerin karsilastirmalart igin McNemar'’s testi; ayni
konsantrasyonlardaki Propolis ve/veya CAPE ile muamele edilen farkli hiicre
gruplarinin karsilagtirtlmasi i¢in Student’s t Test ve Ki Kare testi kullanildi. Parametrik
olmayan 2’den fazla veri degerinin bulundugu olgtimlerde Kruskal Wallis analizi ve
Mann Whitney U testi kullanildi. p degeri 0.05’ten kiigiik olan istatistikler anlamli;

0.05’ten biiylik olanlar ise anlamsiz olarak degerlendirildi.

30



6. BULGULAR

Bu ¢aligmaya MM hasta populasyonundan alinan kemik iligi aspiratlarindan kok
hiicrelerin izole edilmesi amaglanarak 11 MM hastas1 dahil edildi. Kontrol olarak
saglikli 2 bireyden kan ornekleri alindi. Hasta materyallerinden kok hiicre izolasyonu
icin yeterli hiicre sayisi elde edilemediginden ¢alismaya tipik bir MM hiicre hatt1 olan
RPMI8226 ile devam edildi. Bu hiicrelerden kok hiicre izolasyonu yapildi ve kok
hiicreler Flow sitometrik analizlerle CD19, CD27, CD34 ve CD138 hiicre yiizey
antijenleri ve ilag direnciyle iliskili ABC tasiyicilar ailesinden olan P-glikoprotein ve
ABCG2 ckspresyonlart yoniinden karakterize edildi. ABC tasiyicilarm fonksiyonelligini
incelemek igin hiicrelerin Rho123 boyasini piiskiirtme yetenegi analiz edildi. Hiicrelerin
metilseliiloz igeren yar1 kati kiiltiir besiyerindeki klonal ¢ogalma yetenegi incelendi.
Hicreler Propolis ve CAPE ile muamele edilerek hiicre yiizey antijenleri, P-
glikoprotein ve ABCG2 ekspresyonlarinda gergeklesen degisimler incelendi. Propolis ve
CAPE’in hiicreler iizerindeki apoptotik etkisini incelemek i¢cin MTT ve Annexin V-Pl
analizi yapildi. Saglikli bireylerden alinan kan 6rneklerine ait mononuklear hiicreler de
ayni oranda Propolis ve CAPE ile muamele edilerek malign ve saglikli hiicrelerin
canlilif1 tizerindeki etkisi karsilastirildi. Propolis ve CAPE’in hiicre dongiisii tizerindeki

etkileri yapilan hiicre dongiisii analizi ile incelendi.
6.1. MM Hiicrelerinin Primer Kiiltiirii

MM ontamst ile Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji
Poliklinigi’ne gelen 11 hastanin (MM1-MM11) onay1 alinarak, teshis i¢in aspire edilen
kemik iligi materyallerinin bir kismi primer kiiltiir yapilmak iizere temin edildi. Alinan
aspirasyon materyalinden sirasiyla, Fikol ile mononuklear hiicre izolasyonu, Tripan
mavisi ile hiicre sayimi ve CD34 ve CD138 tasityiciligina gore hiicrelerin ayristirilmasi
ile uzun siireli hiicre kiiltiirii denemeleri yapildi. Hem MM1, hem de MM2’de CD34+
ve CD34- olarak ayristirilan hiicrelerden, CD138+ ve CD138- hiicreler ayristirilarak
elde edilen hiicre gruplarinin kiiltiirii basarili bir sekilde devam etmedigi i¢in, sonraki
denemelerde (MM3 ve MM4) Fikol seperasyonundan sonra hiicrelerin 1 haftalik
kiiltiiriinii takiben manyetik ayristirma yapildi. Manyetik hiicre ayrimiyla elde edilen
hiicreler yeterli sayida olmadigi i¢in bu hiicrelerle Flow sitometrik analiz

gerceklestirmek miimkiin olmadi. MM5 kodlu hasta materyali, 20 mM 1ml EDTA
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icersinde laboratuara getirilmesine ragmen siddetli koagulasyon sebebiyle mononuklear
hiicre izolasyonu yapilamadi. Bir sonraki denemede (MM®6) kiiltiir kosullarini
tyilestirebilecegi diisiiniilerek, %10 oraninda FBS’le baslanan kiiltiire paralel olarak,
%20 FBS igerikli kiiltiir denendi. Bir sonraki hastaya ait hiicrelerin (MM?7) kiiltiirii
stiresince, belirli araliklarla hiicre sayimi yapildi ancak kiiltiirdeki hiicrelerin

cogalmadig gozlendi.

Sonraki denemelerde (MM8 ve MM9) MM saflastirici kit (Human Multiple
Myeloma Cell Enrichment Coctail, Stem Cell Tec.) kullanilarak, segici olarak MM B
lenfosit ve plazma hiicreleri saflastirildi. izole edilen hiicreler, manyetik ayristirma
yontemiyle CD138+ ve CDI38- olmak iizere ayristirildi. Ancak bu ayrigtirma

sonucunda yeterli sayida canli hiicre elde edilemedi.

Sonraki hasta materyali (MM10), koloni formasyonu analizinde kullanacagimiz,
IL3, IL-6 ve koloni stimiile edici faktorler ilaveli besiyeri (MethoCult, Stem Cell Tec.)
ile kiiltire edildi. Bu besiyerinin standart besiyerimize belirli oranlarda ilavesiyle
stirdiiriilen kiiltiirlerde hiicrelerimiz baslangic i¢in saglikli bir gelisim gostermesine

ragmen, gelisimleri uzun siireli olmadi.

MMI10 ile yapilan diger denemede, stromal hiicreler flask yiizeyine
tutundurularak, MM hiicrelerinin kiiltiirii  desteklemesi amaclandi. Bu hiicrelerin
kiiltiirti, stirekli aym flasklarda, tripsinizasyon yapilmadan siirdiiriildii. Takip edilen
kiiltiirler, hiicrelerin en iyi biiylime kosullarinin 500 000 hiicre/ml ile Kkiiltiire
baslanmasinin ve flask yiizeyinde stromal hiicrelerin mevcut bulunmasiyla
saglanacagin1 gosterdi (Resim 1). Bu sartlarda onsekiz giinliik kiiltiirde biiyliyen
hiicreler, ylizeyde stromal hiicrelerin bulunmadig1 yeni flasklara aktarildiktan 2 giin
sonra canliliklarin1 kaybetti. Tekrarlayan denemeler, stromal hiicrelerle olusturulan
destekleyici tabakanin, kiiltlirtin canli kalma siiresini uzattigini ancak hiicre sayisinda

herhangi bir artis olmadigin1 gosterdi.
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Resim 1. Primer MM hiicrelerinin kiiltiirde 10. Giinii (MM10)

Bir sonraki hasta materyalinin (MM11) kiiltiiriinde, FBS yerine insan AB serumu
kullanildi. Baslangicta saglikli bir gelisim gosteren hiicreler, kisa siirede canliligin

yitirdiginden kiiltiir sonlandirildu.

Yapilan denemeler, primer MM Kkiiltiirliniin, pek ¢ok bilimsel kaynakta ifade
edilenin aksine, pek ¢ogu transforme ve immortalize edilmis hiicre hatlarinda oldugu
gibi standart besiyeri kullanilarak gerceklestirilemeyecegini gosterdi (2, 30, 39, 44).
Ancak ilave bliytime faktorleri, sitokinler ve ekstra bir stromal tabaka ile desteklenerek

primer MM Kkiiltiiriinii siirdiirmenin miimkiin olacagini diisinmekteyiz.

MM hastalarina ait kemik iliginden yapilan hiicre kiiltiirii denemelerinin ardindan,

¢alismamizin tipik bir MM hiicre hatt1 olan RPMI 8226 ile siirdiiriilmesine karar verildi.
6.2. RPMI8226 Hiicrelerinin Morfolojik Ve Fenotipik Ozellikleri

61 yasindaki erkek MM hastasinin periferal kanindan izole edilerek 1966 yilinda
iretilen RPMI8226 hiicre hatti, hiicrelerin transforme olmamasi bakimindan MM
caligmalar i¢in kiymetli bir 6rnektir. Ticari saglayicisi tarafindan verilen bilgilere gore
(ATCC® CCL-155™) RPMI8226 hiicreleri B-lenfosit kokenlidir. Antijen profiline
bakildiginda ise, CD19 ve CD20 yoniinden negatif; CD38 yoniinden pozitiftir. CD34,
CD27, CD45 ve CD138 antijenleri hakkinda ise bu kaynakta bilgi verilmemistir (87).
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Calisgmamiza RPMI8226 hiicrelerinin morfolojik ve fenotipik Ozellikleri ile
bliylime karakteristikleri belirlenerek baglandi. RPMI8226 hiicrelerinin ikilenme
zamanini (doubling time) hesaplamak i¢in 96 saat i¢inde 7 kez hiicre sayim1 yapilarak

biiyiime egrisi ¢izildi ve hiicrelerin ikilenme zamani 36 saat olarak bulundu (Sekil 3).

Doubling Time = 36-04=|n(2)«0.0192

Growth Rate = 0.0192

Equation - armount=3.8356+0.0192"ime
Att=0, calculated cell concentration = 9 8356

Exponential regression

80

[=l4]

40

4] 20 4 [14] =] 100

Sekil 3. RPMI8226 hiicrelerinin biiyiime egrisi

RPMI8226 hiicreleri CD19, CD27, CD34 ve CD138 antijenleri yoniinden Flow
sitometrik olarak analiz edildi. Hiicrelerin CD138 antijenini eksprese etmedigi ancak
farklilagsmanin erken asamasindan baslayarak plazma hiicresinde de ekspresyonu devam
eden CD27 antijenini %80 oraninda eksprese ettipi belirlendi (Sekil 4.a). Hiicrelerin
tipik bir B hiicre ylizey antijeni olan CD19’u da %43 oraninda eksprese ederken,
farklilagsmasinin en erken asamalarinda eksprese edilen ve kok hiicre antijeni olarak
bilinen CD34’{in ekspresyonunun da %65 oraninda eksprese edildigi tespit edildi (Sekil
4.b).

b RPMI8226.002

< @ RPMI8226.002
=

104

103

CD27 APC
102

CD34 PerCP

10 108 104
CD138 FITC CD19 PE

Sekil 4. RPMI8226 hiicrelerinin fenotipik 6zellikleri, a) CD138 ve CD27 ekspresyonu,
b) CD19 ve CD34 ekspresyonu
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RPMI8226 hiicreleri %4’liikk Giemsa boyasi ile boyanarak mikroskopik olarak

incelendiginde, hiicrelerin lenfosit morfolojisi tagidigi gézlendi (Resim 2).

Resim 2. RPM18226 hiicrelerinin 151k mikroskobunda gériiniimii (10X)

6.3. RPMI18226 Hiicrelerinin ABC Tasiyici Ekspresyonu ve Rho123 Piiskiirtme

Analizi

RPMI8226 hiicreleri, ABC tasiyict ekspresyonu yoniinden analiz edildiginde P-
glikoprotein (CD243) ekspresyonu %99 oraninda; ABCG2 (CD338) ise %32 oraninda
bulundu (Sekil 5).

RPMI8226.002

Sekil 5. RPMI18226 Hiicrelerinin ABC fasiyict ekspresyonu
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Rho123 piiskiirtme potansiyeli yoniinden analiz edilen RPMI8226 hiicrelerinin,
Rho123’l hiicre disina piiskiirtmedigi belirlendi. Boyamada Rho123’tin 100ng/ml,
2ug/ml ve 5pg/ml gibi farkli konsantrasyonlarda kullanilmasiyla sonucun degismedigi

gozlendi (Sekil 6).

- Rhodamine123.002
2T % 0.00 % 0.03
o]
9_

T cu

5 21

Ll

107
ol 3 oy rinp

7 % 0.00 " %099 97|

100 10t 102 10d 10
RHODAMINE FITC

o
o

Sekil 6. RPMI8226 hiicrelerinin Rho123 piiskiirtme analizi

6.4. CD34+ RPMIS8226 Hiicrelerinin Morfolojik Ve Fenotipik Ozellikleri

CD34+ hiicrelerin segiliminden sonra, hiicreler yiizey antijenlerine gore analiz
edildiginde secilimin %99 oraninda basarili oldugu belirlendi. Ayrica RPMI8226
hiicrelerinde ekspresyonu %43 olarak bulunan tipik B hiicre markin CD19’un

ekspresyonu bu hiicrelerde %89 olarak belirlendi (Sekil 7).

- CD34(+) HUCRELER.002
2I%084 % 88.12
[ ]
5
i
oy
2 23
=7
(8]
-]
< Je 01 T %1092
T R T A
10 10 10 10 10
CD34 PerCP

Sekil 7. CD34+ hiicre seleksiyonu sonrasi hiicrelerin CD34 ve CD19 ekspresyonu
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CD34+ hiicrelerde CD38’in %100 oraninda, lenfoma ve MM tedavilerinde
hedeflenen bir markir olan CD20’nin ise %52 oraninda eksprese edildigi belirlendi
(Sekil 8.a). Ayrica klonaliteyle iliskili CD45 ekspresyonu %2100 olarak bulunan
hiicrelerin, B hiicre farklilagmasinin ge¢ evrelerinde eksprese edilen CD56 ydniinden

negatif oldugu belirlendi (Sekil 8.b).

a <« CD34(+) HUCRELER 004 b CD34(+) HUCRELER.004
DI T LT T A <7020 o 3.32

% 4792 % 52.08

2, Jo 0.00 o000

100 10! 102 10° 1 102 14
CD20 FITC CD45 PerCP

Sekil 8. CD34+ RPMI8226 hiicrelerinin fenotipik O6zellikleri, a) CD38 ve CD20
ekspresyonu, b) CD27 ve CD56 ekspresyonu

RPMI8226 hiicrelerinde %80 oraninda bulunan CD27 antijen ekspresyonunun
CD34+ hiicrelerde %34’e distiigii tespit edildi. CD34+ hiicreler, RPMI8226 hiicreleri
ile aynm1 kosullarda (RPMI1640 %15 FBS) Kkiiltiire edildi ve hiicrelerin uzun siireli
kiiltiirii esnasinda yiizey antijenlerindeki degisimi incelemek icin 0, 4 ve 8. giinlerde
Flow sitometrik analizler tekrarlandi. Cogalan hiicrelerde yiizey antijenlerinin

degismedigi tespit edildi (Sekil 9).
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Sekil 9. CD34+ RPMI8226 hiicrelerinin 0, 4 ve 8.giiniindeki ekspresyon profilleri, a)
0.giin b) 4.giin, c) 8.glin
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6.5. CD34+ RPMIS8226 Hiicrelerinin ABC Tasiyict Ekspresyonu ve Rhol23
Piiskiirtme Analizi

CD34+ seleksiyonundan sonra ise CD34+ hiicrelerin P-glikoprotein’i yine %99
oraninda, ABCG2’yi ise %72 oraninda eksprese ettigi belirlendi (Sekil 10).

CD34(+) HUCRELER.D03
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Sekil 10. CD34+ RPMI8226 hiicrelerinde ABC Tasiyict ekspresyonu

Rhol123 piiskiirtme potansiyeli yoniinden analiz edilen CD34+ RPMI8226
hiicrelerinin de, Rho123’1i hiicre digina piiskiirtmedigi belirlendi (Sekil 11).

< Rhodamine.002
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Sekil 11. CD34+ RPMI8226 hiicrelerinin Rho123’1i hiicre disina piiskiirtme potansiyeli
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6.6. CD34+ RPMI8226 Hiicrelerinin Koloni Olusturma Yetenegi

CD34+ RPMI8226 hiicrelerinin, IL-3, IL-6 ve koloni stimiile edici faktorler igeren
metilseliiloz besiyerindeki 21 giinliik kiiltlirii sonucunda; bu hiicrelerin, kanser kok
hiicresinin karakteristik 6zelligi olan koloni olusturma yetenegine sahip oldugu tespit
edildi (Resim 3). Yapilan iglii kiiltiirde koloni sayilari 1.petride 30, 2.petride 60 ve
3.petride 73 olarak bulundu.

Resim 3. CD34+ RPMI8226 hiicrelerinin metilseliiloz besiyerinde 22.giinii, a) 10X
biiylitme, b) 20X biiyiitme

6.7. Propolis Muamelesiyle RPM18226 ve CD34+ RPMI8226 Hiicrelerinin Plazma

Hiicresine Doniismesi

100pg/ml ve 200ug/ml Propolis ile 24 saat muamele edilen hiicreler Tripan
mavisi ile boyandiginda, hiicrelerin yiiksek oranda 6lii oldugu ve hiicrelerin farkli bir
morfolojiye sahip oldugu gozlendi. Wright-Giemsa boyamas: yapildiginda, bu

hiicrelerin plazma hiicresi morfolojisi gosterdigi tespit edildigi (Resim 4).
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Resim 4. 100ug/ml Propolis ile 24 saat muamele edilen RPMI8226 hiicrelerinin
plazma hiicre morfolojisi, a) invert mikroskop (10X), b) %4 Giemsa, 151k
mikroskobu (100X)

100pg/ml Propolis’le muamele edilen hem RPMI8226, hem de CD34+
RPMI8226 hiicreleri muamelenin 3. saatinde Tripan mavisi ile boyandiginda hiicrelerin
yiikksek oranda canli oldugu belirlendi ve 4. saatte invert mikroskopta gozle goriiliir

sekilde plazma hiicre morfolojisi olustugu gézlendi (Resim 5).

Resim 5. 100ug/ml Propolis ile 3 saat muamele edilen CD34+ hiicrelerin Tripan mavisi

ile boyandiginda 151k mikroskobu altindaki goriintiisii (100X)
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Ancak Flow sitometride hiicre yiizey antijenleri incelendiginde; hiicrelerin tipik
bir plazma hiicre yiizey antijeni olan CD138 yo6niinden yine negatif oldugu goézlendi.
Tekrarlanan deneylerle de, 100ug/ml Propolis muamelesi ile plazma hiicre morfolojisi
kazandirilan hiicrelerin CD138’1 eksprese etmedigi tespit edildi. Hiicrelerin, Propolis
muamelesinden sonra CD19 ekspresyonunu kaybettigi; %34 olan CD27
ekspresyonunun %49’a yiikseldigi, CD34 ekspresyonunun ise %57’ye diistiigi
belirlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. 100pg/ml Propolis ile 3 saat muamele edilen CD34+ RPMI8226 hiicrelerinin

Flow sitometrik analizi

6.8. CAPE Muamelesiyle CD34+ RPMI8226 Hiicrelerinin Hiicre Yiizey Antijenleri
ve ABC Tastyict Ekspresyonlarindaki Degisimler

CD34+ hiicreler, 25uM ve 50uM CAPE ile muamele edilerek ylizey
antijenlerinde meydana gelen degisimler analiz edildi. 25uM ve 50uM CAPE
muamelesi, 24. saatte hiicrelerin; %88 oraninda eksprese ettigi CD19 ekspresyonunu
kaybetmesine neden oldu (Sekil 13).
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Sekil 13. CD34+ hiicrelere 25 ve 50 pM CAPE muamelesinin 24. saatinde CD19 ve
CD138 ekspresyonu, a) 25uM CAPE muamelesi, b) 50uM CAPE muamelesi

24 ve 48. saatlerde, 25uM ve 50uM CAPE muamelesiyle, CD34 ekspresyonunda
belirgin bir degisim olmadig1 gozlenirken; 25uM CAPE ile 24 saat muamele sonucunda

CD27 ekspresyonu tamamen negatiflesti (Sekil 14).
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Sekil 14. 25 ve 50uM CAPE muamelesi sonrast CD34+ RPMI8226 hiicrelerinde CD34
ve CD27 ekspresyonu, a) 25 uM CAPE, 24. saat, b) 25 uM CAPE, 48. saat,
¢) 50 uM CAPE, 24. saat, d) 50 uM CAPE, 48. saat
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%72 oraninda eksprese edilen ABCG2 (CD338) ekspresyonunun 25uM ve 50uM
CAPE muamelesinin 24. saatinde negatiflestigi gozlendi. P-glikoprotein (CD243)
ekspresyonunda 25uM CAPE muamelesiyle 24. saatte %86’ya diiserken, 48. saatte
%25’e dustiigii tespit edildi. S0uM CAPE muamelesiyle 24. saatte P-glikoprotein
ekspresyonunun %38’e kadar diistiigii tespit edilirken, 48. saatte ekspresyonu %13 olarak
belirlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. 25 ve 50 pM CAPE muamelesi sonras1 CD34+ RPMI8226 hiicrelerinde ABC
tasiyict ekspresyonlari, a) 25 uM CAPE, 24. saat, b) 25 uM CAPE, 48. saat,
) 50 uM CAPE, 24. saat, d) 50 uM CAPE, 48. saat

6.9.Apoptoz ve Canlilik Analizleri

6.9.1. Propolis ve CAPE’in CD34+ RPMI8226 Hiicrelerinin Canliig Uzerindeki

Etkilerinin Belirlenmesi

CD34+ RPMI8226 hiicrelerine 25uM ve 50uM CAPE ile 50pg/ml Propolis
muamelesinin 24, 48, 72 ve 96. saatinde yapilan MTT testi sonucunda, CAPE
muamelesinin zamana bagli olarak canlilig1 diistirdiigii gozlendi. CD34+ RPMI8226
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hiicrelerinin canlilig1 24, 48, 72 ve 96. saatlerde 25uM CAPE muamelesine yanit olarak
strastyla, %95, %89, %67 ve %65’e; S0uM CAPE muamelesine yanit olarak %100,
%388, %73 ve %74 seklinde degisirken; 50ug/ml Propolis ile hiicrelerin canliliginin,
%100, %86, %73 ve %71 seklinde degistigi tespit edildi (Sekil 16).
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Sekil 16. CD34+ RPMI8226 hiicrelerine CAPE ve Propolis muamelesi

6.9.2. Propolis ve CAPE’in Malign Olmayan Periferal Kan Mononuklear

Hiicrelerinin Canliig Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

25 ve 50uM CAPE’in 72 saatte, MKO07 hiicrelerinin canlilig1 tizerinde anlamli bir
etki olusturmazken, 50pg/ml Propolis’in, bu hiicrelerin canliligini anlamli sekilde
diistirdiigii belirlendi. 25uM CAPE muamelesi ile, 48. saatte canlilik oran1 %93 olan
MKO7 hiicrelerinin canliligi 72. saatte %92’ye diistii. 50uM CAPE muamelesinin 48.
saatinde MKO7 hiicrelerinin canlilik oran1 %100 olarak belirlenirken 72. saatte bu oran
%91’e diistii. 50pg/ml Propolis muamelesi ise malign olmayan hiicrelerin canliligini 48
ve 72. saatlerde sirasiyla %73 ve %49’a diisiirdii. 96. saatte ise MKO07 hiicrelerinin
canlilik oranlarmin yeniden yiikseldigi tespit edildi. MKO7 hiicrelerinin 96 saatlik
25uM CAPE, 50uM CAPE ve 50pg/ml Propolis muamelesi sonrasinda canlilik oranlari
sirastyla %97, %100 ve %88 olarak tespit edildi (Sekil 17).
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Sekil 17. MKO7 hiicrelerine CAPE ve Propolis muamelesi

6.9.3. CAPE’in CD34+ RPMI8226 Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkilerinin

Belirlenmesi

Annexin V-PI testiyle ilk olarak CD34+ RPMI8226 hiicrelerindeki bazal
apoptotik hiicre oran1 %9 olarak belirlendi (Sekil 18).
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Sekil 18. 0. saatte CD34+ RPMI8226 hiicrelerinde bazal apototik hiicre orani

46



Apoptotik ve 6lii hiicre oraninin 25uM CAPE muamelesi ile 24, 48, 72 ve 96.
saatlerde zamana bagimli olarak arttig1 tespit edildi. 0. saatte %9 olan apoptotik ve Gl
hiicre oran1 24. saatte %30 olarak tespit edilirken, 48. saatte %37; 72. saatte %40 ve 96.
saatte %46 olarak belirlendi (Sekil 19). Bazal apoptotik hiicre orani goz Oniinde
tutularak, 25uM CAPE’in 24, 48, 72 ve 96. saatlerde sirasiyla %23, %31, %35 ve %41

oraninda hiicre 6liimiine neden oldugu belirlendi.
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Sekil 19. CD34+ RPMI8226 hiicrelerine 25uM CAPE muamelesi, a) 24. saat, b) 48.
saat, ¢) 72. saat, d) 96. saat

50uM CAPE muamelesinin CD34+ RPMI8226 hiicreleri iizerindeki apoptotik
etkisi ise 24, 48, 72 ve 96. saatlerde daha belirgin olarak tespit edildi. 0. saatte %9 olan
apoptotik ve Olii hiicre oran1 24. saatte %12, 48. saatte %33, 72. saatte %49, 96. saatte
ise %48 olarak belirlendi (Sekil 20). Bazal apoptotik hiicre oran1 géz oniinde tutularak,
50uM CAPE’in 24, 48, 72 ve 96. saatlerde sirasiyla %4, %26, %44 ve %43 oraninda

hiicre 6liimiine neden oldugu belirlendi.
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Sekil 20. CD34+ RPMI8226 hiicrelerine 50uM CAPE muamelesi, a) 24. saat, b) 48.
saat, ¢) 72. saat, d) 96. saat

6.9.4. CAPE’in Malign Olmayan Periferal Kan Mononuklear Hiicreleri Uzerindeki
Apoptotik Etkilerinin Belirlenmesi

Malign olmayan mononuklear hiicreler 25 ve 50uM CAPE ile 72 saat muamele
edildiginde, kontrol grubunda %12 oraninda bulunan apoptotik ve 0li hiicre orani,
25uM CAPE ile %25’¢; 50uM CAPE ile %34’e yiikseldigi tespit edildi (Sekil 20).
Bazal apoptotik hiicre oram1 gz Oniinde tutularak, 72. saatte 25uM CAPE’in %6,
50uM CAPE’in ise %27 oraninda hiicre 6liimiine neden oldugu belirlendi (Sekil 21).
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Sekil 21. MKO7 hiicrelerine CAPE muamelesinin 72. saati, ) CAPE muamelesiz, b)
25uM CAPE, ¢) 50pM CAPE

MKOS8 hiicrelerinin ise 25 ve 50uM CAPE ile 96 saatlik muamelesi sonucu
apoptotik hiicre oraninin %15°ten; 25uM CAPE ile %19’a; 50uM CAPE ile %38’e
yiikseldigi belirlendi (Sekil 22). Bazal apoptotik hiicre oran1 goz 6niinde tutularak, 96.
saatte 25uM CAPE’in %12, 50uM CAPE’in ise %25 oraninda hiicre 6liimiine neden
oldugu belirlendi.
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Sekil 22. MKO08 hiicrelerine CAPE muamelesinin 96. saati, a) CAPE muamelesiz, b)
25uM CAPE, ¢) 50uM CAPE

6.10. Propolis ve CAPE’in CD34+ RPMI8226 Hiicrelerinin Mitotik Aktivitesi

Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

Yapilan hiicre dongiisii analizleri, hem Propolis hem de CAPE’in, CD34+
RPMI8226 hiicrelerinde proliferasyonu indiikledigini gosterdi. CAPE muamelesi

49




yapilmayan hiicrelerin %44’ S fazinda tespit edilirken (Sekil 23. a); 48. saatte 25uM
CAPE ile muamele edilen hiicrelerin %47’sinin (Sekil 23. b); S0uM CAPE ile muamele
edilen ise hiicrelerin %67’sinin S fazinda oldugu tespit edildi (Sekil 23. c).
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Sekil 23. CD34+ RPMI8226 hiicrelerine 25 ve 50uM CAPE muamelesinin 48. saatinde
hiicre dongiisii analizi, a) Kontrol, b) 25uM CAPE muamelesi, c) 50uM
CAPE muamelesi

72. saatte, kontrol grubu hiicrelerinin %32’si S fazinda tespit edilirken (Sekil 24.
a), bu oran 25uM CAPE muamelesiyle %41°e (Sekil 24. b), 50uM CAPE muamelesiyle
ise %58’e yiikseldi (Sekil 24. c).
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Sekil 24. CD34+ RPMI8226 hiicrelerine 25 ve 50uM CAPE muamelesinin 72. saatinde
hiicre dongiisii analizi, a) Kontrol, b) 25uM CAPE muamelesi, c) 50uM
CAPE muamelesi

Kontrol grubunda %46 oraninda bulunan S fazindaki hiicrelerin oran1 50ug/ml

Propolis muamelesinin 24. saatinde %53’¢; 48. saatte ise %56’ya yiikseldi (Sekil 25).
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Sekil 25. CD34+ RPMI8226 hiicrelerine 50pg/ml Propolis muamelesinin 24 ve 48.

saatlerinde hiicre dongiisii analizi, a) 0. saat, b) 24. saat, c) 48. saat
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6.11. istatistiksel Analiz

CD34+ RPMI8226 hiicreleri ile MKO7 hiicrelerine 25uM CAPE, 50uM CAPE ve
50ug/ml Propolis muamelesinin 72. saatinde yapilan MTT sonuglar istatistiksel olarak
analiz edildiginde; 25uM ve 50uM CAPE’in CD34+ RPMI8226 hiicrelerinde canliligi
anlamli olarak disiirdiigli;, MKO7 hiicrelerinin canlilifindaki diislistin ise anlamli
olmadig tespit edildi. 50pg/ml Propolis’in ise hem CD34+ RPMI8226 hem de MKO07

hiicrelerinin canliligin1 anlamli olarak diistirdiigii belirlendi (Tablo 4).

Tablo4. CD34+ RPMI8226 hiicreleri ile MKO07 malign olmayan mononuklear
hiicrelere 25uM CAPE, 50uM CAPE ve 50ug/ml Propolis muamelesinin
72. Saatinde MTT ile canlilik analizi, a) CD34+ RPMI8226 hiicreleri, b)
MKO07 malign olmayan mononuklear hiicreler ¢) istatistiksel analiz (n=5)
(B2-F2 kontrol, B3-F3 25uM CAPE, B4-F4 50uM CAPE, B5-F5 50pg/ml
Propolis)

a 4 2 5 4 5 B h1 2 3 4 5 i

A|0046 | 0047 | 0047 | 0047 (0046 (0048 | &| 0047 | 0048 |0.047 |0.047 |0.047 [ 0046 |
B| 0047 | 0102 | 0074 |0.077 |0075 |0047 | B|0.047 0450 | 0438 | 0140 | 0.051 | 0.047
C|0.050 | 0.091 |0069 |0.074 0087 (0047 | C|0.047 | 0169|0432 |0146 | 0.079 | 0047 |
D| 0047 |0413 | 0067 |0.072 | 0067 |0045 | D|0.048 | 0159 | 0157 0166 |0.052 | 0.048
E|0061 (0073|0066 |0.075 | 0075|0047 | E|0047 (0458|0454 0154 |0078 [0.048 |
F| 0047 0435|0073 | 0.082 (0074 | 0.047 | F| 0048|0470 | 0160|0140 |0.077 | 0047
G| 0047 |0.051 (0045 0046 (0047 | 0047 | G| 0.047 | 0047 |0.047 | 0049 | 0047 | 0.045 |
H| 0048 |0.047 | 0072 |0.047 |0.045 | 0048 | H| 0048 | 0.047 | 0.047 | 0.047 | 0.046 [ 0.059
C
MTT analizi
CAPE/ .
. 25uM CAPE 50uM CAPE 50pg/ml Propolis
Propolis
Hiicre CD34+ MKO7 CD34+ MKO7 CD34+ MKO7
gruplar1 | RPMI18226 RPMI18226 RPMI18226
Istatistiksel
analiz p=0.008* | p=0.151 | p=0.016* | p=0.095 p=1* p=0.008*
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Annexin V-PI testi sonuglarina gore, 25uM CAPE’in CD34+ hiicreler tizerindeki
apoptotik etkisi anlamli bulunurken (p< 0.001); MKO8 hiicreleri iizerinde anlamli bir
etkisinin olmadigr (p=0.063) tespit edildi. Analizler, 25uM CAPE ile 96 saatlik
muamelenin, MM kok hiicreleri tizerinde, saglikli hiicrelere kiyasla anlamli bir

apoptotik etkisinin oldugunu gosterdi (Tablo 5).

Tablo 5. 25uM CAPE muamelesinin 0 ve 96. saatlerinde hiicrelerin canliligi

25uM CAPE Apoptotik ve 6lii hiicre oram (%)
(Annexin V-PI) 0. saat 96. saat Istatistiksel analiz
CD34+ 9 46 p< 0.001*
RPMI18226
MKO08 15 19 p=0.46

Istatistiksel analizler, CAPE muamelesinin CD34+ RPMI8226 hiicrelerinin
¢ogalmasini anlamli bir sekilde arttirdigini gosterdi (Tablo 6).

Tablo 6. 25uM ve 50uM CAPE muamelesi yapilan CD34+ RPMI8226 hiicrelerinin 0

ve 72. saatlerinde S fazindaki hiicre ylizdesi

Hiicre dongiisiiniin S fazindaki hiicre orani (%)
25nuM CAPE 50nuM CAPE
0. saat 44 44
72. saat 47 67
[statistiksel analiz p=0.004* p<0.001*

[statistiksel analiz, 50pg/ml Propolis’in de CD34+ RPMI8226 hiicrelerinin
cogalmasini anlamli bir sekilde indiikledigini gosterdi (Tablo 7).
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Tablo 7. 50ug/ml Propolis muamelesi yapilan CD34+ RPMI8226 hiicrelerinin 0 ve 48.

saatlerinde S fazindaki hiicre yiizdesi

Hiicre dongiisiiniin S fazindaki hiicre orani (%)
Zaman (Saat) 50ug/ml Propolis
0. saat 46
48. saat 56
Istatistiksel analiz p=0.002*
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7. TARTISMA VE SONUC

Kanserde agresif progresyon, tedaviye diren¢ ve relapstan sorumlu oldugu
diistiniilen kanser kok hiicresi, bazi arastirmacilar tarafindan varligmna hala stipheyle
yaklasilan tartismali bir kavramdir (53, 54). Buna ragmen, tiimor hiicreleri arasinda
fonksiyonel bir heterojenite oldugu bilinmekte ve farkli fonksiyonel 6zelliklere sahip bir
hiicre populasyonu tedavi direnciyle iligkilendirilmektedir (5, 23). Bunun yaninda
standart kemoterapi ve radyoterapi ajanlari ile kanser hiicrelerinin 6nemli Olgiide
oldiiriilebilmesine ragmen hastaligin niiksetmesi, kansere oOnciilik eden direngli bir
hiicre populasyonunun varligin1 isaret etmektedir (24). Bu bulgular dogrultusunda,
calismamizda, kanserde etkili bir tedavinin kanser kok hiicresini seg¢ici olarak
hedeflemesi gerektigi kanaatiyle, daha onceki ¢alismalarda kanser hiicrelerini segici
olarak oldiirdiigi bildirilen Propolis ve 6zellikle etken maddesi olan CAPE’in MM kok

hiicreleri tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir (76-78).

Calismamizda ilk olarak RPMI8226 hiicreleri morfolojik ve fenotipik olarak
analiz edilmistir. RPMI8226 hiicrelerinin morfolojik olarak incelenmesi ile ilgili
bulgularimiz, lenfoblastik MM hiicrelerinin Giemsa boyanma 6zellikleri ve RPMI8226
hiicrelerinin ticari saglayicisi olan ATCC (Amerikan Kiiltiir Koleksiyonu, Katalog No.
CCL-155™)’nin verdigi bilgilerle ortiismektedir (87). RPMI8226 hiicreleri fenotipik
olarak incelendiginde ise; tipik bir plazma hiicresi markirt olan CDI138 yoniinden
negatif bulunmustur. Ancak bu hiicrelerin uzun siireli kiiltiirii ve dondurma-¢6zme
islemleri sirasinda CD138 ekspresyonunu kaybedebilecegi bildirilmistir (44). Bununla
beraber, hiicrelerin ylizey antijenleri yoniinden heterojen bir populasyon teskil ettigi ve
hiicreler arasinda bellek B hiicrelerine 6zgii yiizey antijenlerini tagiyan bir alt grup
oldugu, ayrica klonal MM hiicreleriyle iliskilendirilmis kok hiicre antijeni CD34’iin
%63 oraninda eksprese edildigi belirlenmistir. Bu bulgular, kanser kok hiicresi
olusumunda erigkin bir hiicrenin 6ncii hiicresine farklilagabilecegi fikriyle ortiismektedir

(88).

RPMI8226 hiicreleri arasinda kok hiicre antijeni olan CD34’ii eksprese eden bir
alt grup bulunmasi ve daha onceki calismalarda klonalite ve ila¢ direncinin CD34+
fenotipiyle iliskilendirilmis olmasi sebebiyle, calismamizda MM kok hiicrelerinin

izolasyonu icin CD34 antijeni esas alinmistir (43, 50). CD34+ hiicrelerin
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izolasyonundan sonra yapilan fenotipik analizlerde CD19, CD38 ve CD45
ekspresyonlarinin yiiksek oranda tespit edilmesi klonal MM fenotipiyle uyumlu olarak
degerlendirilmistir.  Ancak bu hiicrelerde, CD20 eskpresyonunun %52; CD27
ekspresyonunun ise %34 oraninda bulunmasi; Matsui ve arkadaslarimin klonal MM
hiicresi fenotipiyle tam olarak ortiismemektedir. Matsui ve arkadaslari’na gore, bellek B
hiicre markirlar1 olan CD20 ve CD27 eksprese eden hiicreler in vitro ve in vivo, klonal
MM olusumuna sebep olmaktadir (2). Ancak, yapilan bir diger arastirma ise, Matsui ve
arkadaslari’nin, CD20 antagonisti olan Rituximab’in, MM hiicrelerinde klonal
biliylimeyi baskiladigi i¢cin CD20’yi kanser kok hiicresi fenotipiyle iligkilendirdigini;
ancak klinikte Rituximab’in sagkalima destek saglamadigini bildirmistir. Ayrica, bu
calisma CD20- hiicrelerin, CD20+ hiicrelere gore daha fazla kok hiicre o6zelligi
tagidigim1  gostermis ve CD20’nin kanser kok hiicresiyle iligkili bir markar
olamayacagimi iddia etmistir (89). Calismamizda, CD34+ MM hiicrelerinin, kanser kok
hiicresi i¢in tipik bir 6zellik olan koloni olusturma yetenegine sahip oldugu koloni
formasyonu analiziyle gosterilmistir. Ayrica, RPMI8226 hiicreleri bir ABC tasiyici olan
P-glikorotein’i eksprese etmesine ragmen; %32 olan ABCG2 ekspresyonu, CD34+
hiicrelerde %72 olarak belirlenmistir. Bulgularimiz daha 6nceki ¢alismalarda bildirilen
MM kok hiicresinin fenotipik ve fonksiyonel 6zellikleriyle 6nemli Ol¢iide uyumlu

bulunmus ve bu hiicrelerde Propolis ve CAPE’in antitiimoral etkileri aragtirilmistir.

100png/ml  Propolis’le muamele edilen RPMI8226 ve CD34+ RPMI8226
hiicrelerinin 4 saat iginde plazma hiicresi morfolojisi kazandigi belirlenmistir. Bu
hiicreler Flow sitometrik olarak analiz edildiginde gozlenen CD34 ve CD19 negatifligi
plazma hiicre fenotipiyle Ortiismekteyse de CDI138 pozitifligi gosterilememistir.
Propolis’in B lenfosit tipindeki MM hiicrelerini plazma hiicresine doniistiirmesi,
tizerinde daha fazla ve detayli aragtirma yapilarak aydinlatilmasi gereken 6nemli bir
bulgudur. Calismamizda ayrica, hem Propolis hem de CAPE’in CD34+ hiicrelerde
hiicre dongiisiinii indiikleyerek hiicrelerin daha hizli ¢ogalmasimi sagladigi tespit
edilmistir. Hiicrelerin farklilasmasi i¢in aktif bir proliferasyon fazina girmeleri
gerektiginden, hiicrelerin plazma hiicrelerine farklilagsmasi ve hiicre dongiisii analizleri
birbirini desteklemekte ve bu bulgular, daha 6nce meme kanser kok hiicrelerinde CAPE
etkisinin arastirildig1 calismadaki bulgularla ortiismektedir. Bu ¢alismada CAPE’in,

tedaviye direncli ve daha uzun siireli boliinme yetenegine sahip kanser kok hiicrelerinin;
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tedaviye karst hassas olan ve smirli boliinme yetenegine sahip kanser hiicrelerine
farklilagsmasini1 saglayarak agresif progresyonu baskiladigi ve sitotoksik ajanlara karsi
hassasiyet olusturdugu seklinde yorumlanmistir. Bu ¢alismada, CAPE’in meme kanseri
kok hiicrelerini Oldiirmedigi ancak hiicrelerin klonal olarak c¢ogalma yeteneginin
baskilandig bildirilmistir (79). Bizim ¢alismamizda ise, 25uM ve 5S0uM CAPE’in MM
kok hiicrelerinin canliligint anlamli bir sekilde disiirdiigli tespit edilmistir.
Calismamizin en can alic1 noktasi ise; ayni oranlardaki CAPE’le muamele edilen malign
olmayan periferal kan mononuklear hiicrelerinin canliliginda anlamli bir diisilis
gozlenmemesidir. Bulgularimiz; CAPE’in, kanser hiicrelerine yonelik secici bir

apoptotik etkisi oldugu yoniindedir.

Hiicre dongiisii analizleri, Propolis’in hiicreleri plazma hiicresine farklilastirmasi
ve bununla beraber hiicrelerin canliligin1 yitirmesi, CAPE’in antitimdral etki
mekanizmasinin ~ hiicre  donglisi ~ lizerinden  gergeklesiyor  olabilecegini
diistindiirmektedir. Calismamizda ayrica, CAPE muamelesinden sonra canliligin1 hala
stirdirmekte olan hiicrelerde P-glikoprotein ve ABCG2 ekspresyonlart negatiflesmistir.
Gorevi, hiicrelerin ilag direncini saglamak olan bu proteinlerin ekspresyonuyla ters
orantili olarak canlili@in azalmas: bulgularinin, CAPE’in, direngli hiicrelerde
kemoterapi ve radyoterapiye hassasiyet olusturdugunu bildiren daha 6nceki ¢aligmalarla
iliskilendirilebilecegini ve CAPE’in etki mekanizmasmin, ilag direncini olusturan

yolaklarla da iligkili olabilecegini diisiinmekteyiz (77, 90).

CAPE’in kanser ve Ozellikle kanser kok hiicreleri lizerindeki segici antitiimdral
etkileriyle ilgili bulgularimizin ilave yontemlerle desteklenmesi, in vivo’da gosterilmesi
ve etki mekanizmasinin molekiiler diizeyde aydinlatilmasiyla CAPE, yiizyillardir
siiregelen kanserde etkin tedavi arayislarimi sonlandiracak kiymetli bir malzeme

sayilabilecektir.
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8. SONUCLAR

Oliimciil bir hematolojik malignansi olan MM’de, tedaviye direngli kanser kék
hiicrelerinin, dogal bir ar1 iirlinii olan Propolis ve Propolis’in etken bileseni CAPE
muamelesine yanit olarak gosterebilecegi antitiimoral etkileri arastirdigimiz bu

calismada elde ettigimiz sonuglar ve oneriler sunlardir:

1. MM hastalarina ait kemik iligi materyali ile baslatilan primer kiiltiirlerde, MM
hiicrelerinin uzun siireli kiiltlirii ve kiiltlir ortaminda c¢ogaltilmasi i¢in ilave biiylime
faktorleri ve sitokinler gerektigi kanisina varilmigtir. Yapilacak yeni ¢alismalarda, farkli
kiiltiir kosullar1 olusturularak MM hiicrelerinin primer kiltiirii i¢in optimum kosullar

arastirilmalidir.

2. CD34+ RPMI8226 hiicrelerinin yar1 kat1 besiyeri ortaminda koloni olusturma
yetenegi oldugu gosterilmistir, ancak ayni kolonideki hiicrelerin ortak klonal kokene
sahip oldugunun kanitlanmasi i¢in Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli molekiiler
yontemler kullanilarak hiicrelerin Ig gen dizileri incelenmelidir. Bu hiicrelerin
hematopoetik farklilagmanin hangi evresinde oldugunun belirlenmesi igin de deney
immiinohistokimyasal ve Flow sitometrik yontemlerle desteklenmelidir. Ayrica CD34+
RPMIB226 hiicrelerindeki, kanser kok hiicreleri igin tipik bir markir olan ALDH
ekspresyonu da incelenerek, bu hiicrelerin kanser kok hiicresi fenotipiyle iligkisi daha

saglikli bir sekilde ortaya konabilir.

3. CD34+ hiicrelerin 6nemli birer ABC tagsiyict olan P-glikoprotein ve ABCG2’yi
eksprese ediyor olmasina ragmen, Rho123’1i hiicre disina puiskiirtmedigi belirlenmistir.
Bu ABC taswicilarin islevsel olup olmadigmin arastirilmast igin, hiicreler MM
tedavisinde  kullanilan Lenalidomide, Dexamethasone, Bortezomib ve 4-
hydroxycyclophosphamide gibi kemoterapdtiklerle muamele edilerek, hiicrelerin bu
ajanlara verdigi yanit arastirilmalidir. MM hiicrelerinin tedavi direnciyle iliskili oldugu
bilinen diger mekanizmalar da arastirilarak, bu mekanizmalarin farklilasmis MM
hiicreleri ve MM kok hiicreleri tizerinde farkli etkiler gosterip gostermedigi arastiriimali
ve boylece MM de tedavi direncinde kanser kok hiicresinin kesin rolii aydinlatilmalidir.
Bu konuda gen ekspresyonu diizeyinde analizler yapilarak daha detayli sonuglarin elde

edilmesi miimkiin olacaktir.
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4. Propolis’in lenfosit morfolojisindeki RPMI8226 hiicrelerine plazma hiicre
morfolojisi kazandirdigi tespit edilmistir. Propolis’in hiicreler {izerindeki bu etkisinin
aydinlatilmasi i¢in oncelikle, ilave Flow sitometrik markilar ve immiinohistokimyasal
analizler kullanilarak plazma hiicre morfolojisindeki hiicreler karakterize edilmelidir.
Ayrica, yapilacak gen ekspresyon calismalari ile, Propolis’in hiicre metabolizmasindaki
hangi yolag1 etkileyerek hiicreleri farklilagmak i¢in indiikledigi ve Propolis
muamelesine yanit olarak gerceklesen hiicre Sliimiiniin, hiicrelerin farklilagmasiyla

iligkili olup olmadig1 da arastirilmalidir.

5. Hiicre dongiisii analizlerimiz, Propolis ve CAPE muamelesinin hiicre
boliinmesini indiiklendigini géstermistir. Boliinmekte olan hiicrelerin mutajenik ajanlara
kars1 daha hassas olmasi dolayisiyla (91), bu siirecin Propolis ve CAPE aracili hiicre
Oliimiiniin temel mekanizmasi olabilecegi ve tedaviye karsi hassasiyet gelistirilmesine
katki saglayabilecegi diisiintilmiigtiir. Ayrica CAPE’in, MM kok hiicrelerindeki ABC
tastyictlarm  ekspresyonunu baskiladigi da tespit edilmistir. Yapilan daha 6nceki
calismalarda CAPE’in kanser hiicrelerinde radyoterapiye hassasiyet olusturdugu
bildirilmistir (77, 90). Tim bu bulgulardan yola ¢ikarak, MM kok hiicrelerinin direng
gosterdigi bilinen radyoterapétik ve de kemoterapotik ajanlarin (2, 42, 50), CAPE ile
kombine olarak verildiginde hiicrelerde hassasiyet olusturabilecegini ve yapilacak
deneylerde beklenen sonucun elde edilmesi halinde MM tedavileri i¢in farkli bir

yaklasim Onerisi getirilebilecegini diistinmekteyiz.

6. Calismamizda, CAPE muamelesiyle malign olmayan periferal kan
mononuklear hiicrelerinde anlamli bir apoptotik aktivite gdzlenmezken; ayn1 orandaki
CAPE’in CD34+ RPMI8226 hiicrelerinde canlilig1 anlaml bir sekilde diisiirdiigii tespit
edilmistir. Bu bulgu, CAPE’in kanser kok hiicrelerini secici olarak oOldiirebilecek bir
ajan olacagini gostermektedir. CAPE’in secici etki mekanizmasinin molekiiler diizeyde
aydinlatilmas1 MM’de tedavi stratejilerine yeni bir yaklasim getirebilecektir. Ayrica
standart MM tedavilerinde kullanilan Lenalidomide, Dexamethasone, Bortezomib ve 4-
hydroxycyclophosphamide gibi kemoterapétiklerin MM kok hiicresi ve malign olmayan
hiicreler iizerindeki etkileri incelenerek, CAPE’in bu hiicreler iizerindeki etkileriyle
karsilastirilmas1 gerekmektedir. Bu sekilde CAPE’in standart kemoterapdtiklere gore

etkinligini ve kanser hiicrelerine yonelik segiciligini belirlemek miimkiin olabilecektir.
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Ayrica, CAPE etkisiyle gozlenen hiicre Oliimiiniin sitotoksik veya fizyolojik
yolaklardan hangisiyle gerceklestiginin belirlenebilmesi icin DNA fragmentasyon
analizi gibi ilave deneylere ihtiyag vardir. Sitotoksik hiicre Olimiinde, dokuda
inflamasyon  olusabilecegi  ve  c¢evredeki  hiicrelerin de  sitotoksiteden
etkilenebileceginden dolayi, hiicre Sliimiiniin fizyolojik bir sekilde gerceklestiginin

gosterilmesi de bulgularimiza 6nemli bir yon verecektir.

CAPE’in MM kok hiicreleri tizerinde gosterdigi secici apoptotik etkinin in vivo
deneylerle de kanitlanmasi halinde CAPE’in, giiniimiizde hala etkin bir sekilde tedavi

edilemeyen kansere kars1 doganin bir mucizesi olarak tanitilabilecegini diisiinmekteyiz.
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Say1 : Tarih: 06.07.2011
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Sayn; Yiik.Lis.Ogr.Pelin KUCUK
Tibbi Biyoloji ABD.

“Propolis ve Kafeik Asit Fenetil Esterleri (Cape)’nin Multipl Myelom Kanser K&k
Hiicreleri Uzerindeki Antiproliferatif Etkisi” baglikl: etik kurul 2011/86 no’lu tez ¢aligmasinin
raportdr ve etik kurul goriisleri dogrultusunda; tibbi etik agidan uygun olduguna karar
verilmistir.
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