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Eritrosit Endotel Hiicre Etkilesimlerinde
CD38 ve CD31’in Rolii

The Role of CD38 and CD31 in
Red Cell Interaction with Endothelial Cells

OZET Amag: Endotel hiicre yapisi ve fonksiyonundaki anormallikler tromboz (damar tikaniklig1), ate-
roskleroz (damar sertligi) ve vaskiilit (damar iltihab) gibi kan hiicre duvari rahatsizliklarina isaret ede-
bilir. Bu 6nemli biyolojik olaylarda endotel hiicrelerin rolii in vitro olarak izole edilip kiiltiire
edilmeleriyle daha iyi anlagilabilmektedir. Caligmanin temel amaci, bir ekto enzim olan CD38’in
hiicre yiizey reseptorleri ile etkileserek hiicresel fonksiyonlarini diizenlemesinden yola gikarak trom-
boz olusum siirecindeki patolojik roliinii ortaya koymak ve sCD38’in de bu etkilesimdeki temel ro-
linii belirleyerek bir model sistem olusturmaktir. Gereg ve Yontemler: Radyoaktif olarak isaretlenen
eritrositlerle “Human Umbilical Erythrocyte Vein Cells (HUVEC)” etkilesimine bakild1. Western em-
dirim analizi ile HUVEC-eritrosit etkilesimi immiinolojik olarak belirlendi. Floresan teknikler kulla-
nilarak yapilan deneylerde eritrosit CD38’in CD31 ligand1 araciligiyla HUVEC ile etkisimine bakildi.
Giemsa eritrosit boyasi kullanilarak yapilan deneylerde HUVEC-eritrosit etkilesimi saglikli bireylerle
aterosklerozlu ve kanserli bireyler kiyaslanarak faz kontrast mikroskobunda incelenerek belirlendi.
Bulgular: Bu ¢aligmada, normal bireylere kiyasla aterosklerozlu ve kanserli bireylerde HUVEC-erit-
rosit etkilesiminin artig gosterdigi floresan ve faz kontrast mikroskobu ile gosterilmis olup, ayrica bu
bulgular immiinolojik bir yéntem olan bagisik emdirim yontemiyle de desteklenmistir. Sonug: Yapi-
lan bu ¢aligmalarin ileride planlanan klinik destekli ¢aligmalara 11k tutacag: diistinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antijenler, CD31; eritrositler; CD38 antijenleri; endotelyal hiicreler

ABSTRACT Objective: Abnormalities in endothelial cell structure and function may indicate the
diseases such as thrombosis, atherosclerosis and vasculitis in the blood cell wall. The role of en-
dothelial cells in these biological events was understood better with culturing. The aim of this study
is to determine the pathological role of sCD38 in the process of thrombosis formation and to cre-
ate a model system. Material and Methods: Human Umbilical Erythrocyte Vein Cells (HUVEC) in-
teraction was observed with radioactive labelled erythrocytes. HUVEC-erythrocyte interaction was
determined with Western Blot analysis and with HUVEC through CD31 ligand was showed with
fluoresence microscopy technique. Moreover, this interaction was observed with phase contrast
microscopy using Giemsa erythrocyte dye comparing the healthy individuals to atherosclerosis and
cancer patients. Results: In this present study it was concluded that HUVEC-erythrocyte interac-
tion was shown a significant enhancement in atherosclerosis and cancer patients comparing to
healthy individuals by using fluoresence and phase contrast microscopy techniques. These findings
were also supported with Western-Blot analysis. Conclusion: It is believed that our study will en-
lighten future planned clinical studies about cancer.

Key Words: Antigens, CD31; erythrocytes; antigens, CD38; endothelial cells
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AD* glikohidrolaz, NAD*nin nikotinamit ve ADP-riboza hidroli-
zini katalizleyen bir enzimdir.! Okaryotlarda NAD* glikohidrolaz
enzim sinifinin ¢ogu temsilcisinin membrana bagl olarak hiicre
membraninin dis yiizeyinde yer aldif1 goriiliir.? Bu tiir ekto-NAD* gliko-
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hidrolaz enzimleri arasindan 6ne ¢ikan CD38, uzun
yillar insan lenfosit yiizey antijenlerinin bir tem-
silcisi olarak taninmistir. Ancak, 1990l yillarda
Aplysia californica (deniz tavsani) siklik ADP-riboz
(cADP-riboz) sentetaz enzimi ile CD38 ylizey anti-
jeninin birincil yapilar arasinda saptanan biyiik
benzerlik tizerine baslatilan ¢aligmalar, CD38’in de
cADP-riboz sentetaz, ayrica cADP-riboz hidrolaz ve
NADr* glikohidrolaz etkinliklerine sahip oldugunu
ortaya koymustur.? CD38, bunun 6tesinde, memeli-
lerdeki baglica NAD" glikohidrolaz olarak belirlen-
mis ve degisik dokulardaki NAD* glikohidrolaz
etkinliginin baslica sorumlusu oldugu gosterilmis-
tir.* Bununla birlikte, CD38’in 6zellikle kan hiicre-
lerinin, kemik iligindeki Onciillerinden olgun
bicimlerine dontisme siirecinde eksprese olan, hiicre
farklilagsmasi ve gelismesinde 6nemli rol oynayan,
bu siirecin belirli agamalarinin belirteci niteliginde
bir protein oldugu disiinilmektedir.’

Ekto enzim ailesinden olan CD38, hiicre yiizey
reseptorleri ile etkilegerek 6nemli hiicre fonksi-
yonlarini diizenler. Daha ¢ok, CD38’in fizyolojik
uyar1 durumundaki modiilasyonu ve patolojik du-
rumlardaki ekspresyonu iizerine ¢aligmalar yapil-
mistir. CD38’in lenfosit alt birimlerindeki ekspres-
yonu adezyon 06zelligiyle ilgilidir. CD38 6zellikle
integrin aracili baglanmada CD38" lenfositleri ve
“human endothelial cell (HEC)” arasinda olusgan se-
lektin benzeri adezyonda rol oynar.%’

CD38 ligand: olarak tanimlanan Moon-1;
“human endothelial cell (HEC)” yilizeyindeki CD38
aracili adezyonu bloke eder. Moon-1; 130 kDa mo-
lekiil agirliginda ve tek zincir olarak bulunur ve
HEC, T-hiicreleri, dogal 6ldiiriicii [natural killer
(NK)] hiicreleri, monositler ve plateletler tarafin-
dan eksprese edilirler. Molekiil CD31 olarak da
tanimlanmistir.®° CD31(PECAM-1) immiinglo-
bulin (Ig) siiper ailesinin bir iiyesi olarak bilinir
ve HEC/lenfosit adezyon islemine katilir.”
CD31/CD38 etkilesimi molekiillerin saflagtirilmig
rekombinant ¢oziiniir formlar1 kullanilarak biyo-
kimyasal diizeyde analiz edilmistir."!

Endotel hiicreleri, insan viicudundaki kan da-
marlarini kaplayan hiicrelerdir. Lokosit adezyonu
ve inflamasyonunun kontroli ve denetiminden,
trombozis ve fibrinolizis arasindaki dengenin de-
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vamindan sorumlu hiicrelerdir. Endotel hiicre; fiz-
yolojik akardengede, kan damar: gegirgenligi, fiz-
yolojik ve patolojik uyaranlara kan damarinin
yanitinda énemli rol oynar.'?

Endotel hiicre yapis1 ve islevlerindeki anor-
mallikler, tromboz (damarin piht1 olusturarak ti-
kanmasi), ateroskleroz (damar sertligi) ve vaskiilit
(damar iltihab1) gibi kan hiicre duvar rahatsizlik-
larina isaret edebilir. Bu 6nemli biyolojik olaylarda
endotel hiicrelerin rolii in vitro olarak izole edilip
kiiltiire edilmeleriyle daha iyi anlagilir.'

Endotel hiicre islevlerini arastirmada bir model
sistem olusturdugu belirtilen kordon damar: endotel
hiicreleri, insan gobek kordonundan [human umbi-
lical vein endothelial cell culture (HUVEC)] kollaje-
naz sindirimi sonrasi elde edilir. Hiicre biiytime
siklusunda hiicrelerin biiyiimesi i¢in gerekli stire 92
saattir. Transmisyon elektron mikroskobunda, kiil-
tiirde ¢ogaltilan endotel hiicrelerinin in situ endotel
hiicrelerinin sitoplazmik 6zelliklerini icerdikleri go-
rilmiistiir. Bu 6zellikler ayni zamanda gobek kor-
donundan elde edilen endotel hiicrelerinde de
gozlenmistir. Diiz kas hiicreleri ve fibroblastlarda in
situ veya kiltiir ortaminda ise goriilmemistir. Kil-
tlir endotel hiicreleri ABH antijenlerini icermekte-
dir ki, bunlar diiz kas hiicreleri ve fibroblastlarda
goriilmez. Kiiltiir endotel hiicreleri yiiksek miktar-
larda diiz kas aktomiyozin i¢ermektedir.'*

Sonug olarak, CD38 degisik kan popiilasyon-
lar1 ve HUVEC arasindaki selektin tipi adezyona
aracilik eder. Endotel dokunun sentezledigi adez-
yon molekiilleri olan selektinler reseptor-ligand et-
kilesimi sonrasi lokositlerin iki endotel hiicre
arasindan dokuya ge¢mesinde rol oynamaktadir.
CD38’in de selektin gibi davrandig: gosterilmistir.
Bu konuda yapilan son ¢aligmalar, HUVEC’in de
CD38 i¢in iyi bir yiizey reseptdrii olabilecegini or-
taya koymustur.’®

I GEREC VE YONTEMLER
HUCRELERIN HAZIRLANMASI VE HUCRE KULTURU

Endotel hiicreleri, insan gobek kordonu damarla-
rindan elde edildi. Kordon, dogum sonrasi (0.14 M
NaCl; 0.004 M KCI; 0.001 M fosfat tamponu pH 7.4;

0.011 M glukoz) iceren steril kordon tamponu igine
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alindi ve iglem baglayana kadar +4 °C’de bekletildi.

Kordonu saklama siiresi literatiirde orta-
lama bir saat olarak belirlenmis. Uc saatten fazla
bekletildiginde bozuldugu belirtildi.”> Gébek kor-
donu damarina 2 cm uzunlugundaki bir kelebek
yardimu ile girilerek, damar 100 mL kordon tam-
ponu ile yikandi. Hiicreler, %0,1 kollajenaz ile 10
dakika inkiibasyon sonrasi elde edildi. inkiibasyon
sonrasi, endotel hiicrelerini iceren kollajenaz eri-
yigi kordondan 30 mL kordon tamponu ile top-
landi. Hiicreler, 50 mL’lik (Falcon) tiiplerde %1
penisilin streptomisin, %20 FBS iceren 10 mL med-
yum 199°da 250 x g’da 10 dakika santrifiijlendi. En-
dotel hiicreleri, %20 FCS, penisilin (200 U/mL)
streptomisin (200 U/mL) ve L-glutamin (2 mM)

iceren medyum 199’da kiiltiire alind1."

POLIAKRILAMID (SDS-PAGE) JEL ELEKTROFOREZI

Eritrositlerle HUVEClerin etkilesimi; saglikli ve
CEA degeri yiiksek bireylerden alinan kan érnekle-
rinden elde edilen lizatlarin denatiirasyon (denatiire
edici tampon ilave edilerek, sonrasinda 6rnekler
kaynatilarak) islemi sonras1 SDS-PAGE y6ntemiyle
gortintiilenmesini takiben yapilan Western emdi-
rim ile analiz edildi. Molekil agirlig1 standartlar
olarak (BSA) (M, 66 kDa), ovalbumin (M, 45 kDa)
ve karbonik anhidraz (M, 29 kDa) kullanildi. Elek-
troforez sonrasi, proteinler Coomassie Parlak Ma-

visi ile oda sicakliginda 30 dakika siire ile boyand1.'®

WESTERN EMDIRIM YONTEMi

HUVEC-eritrosit etkilesimi SDS-PAGE sonrasi
anti-CD31 varliginda ve yoklugunda normal ve
kanserli hastalarda yapilan Western emdirim analizi
ile belirlendi. Elektroforez islemi sonrasi bir jel 6r-
negi boyandi. Diger boyanmamis jel; nitroseliiloz
membran ve 3 MM Whatman filtre k4gitlar arasina
yerlestirildi. Olusturulan sandvig diizenege aktarim
tamponu ile doldurulmus tankta (transblot) 16 volt
gerilimde 16 saat siireyle aktarim iglemi uygulanda.
Aktarimdan sonra nitroseliiloz membran; 6zgiin ol-
mayan baglanmalar1 6nlemek i¢in %0,5 BSA iceren
Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi (TBST) ile oda sicakli-
ginda bir saat ¢alkalanarak doyuruldu. Membran;
TBST ¢ozeltisi ile iki kez yikandiktan sonra anti-
CD38 H1157 (birinci antikor) ve paralel olarak anti-
CD31 (P2B1) ile oda sicakliginda bir saat ¢alkalanda.
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Membran TBST ¢ozeltisi ile iki kez yikandi. Alkalen
fosfataza bagl fare Ig-karsit1 Ig 1000 kez sulandiri-
larak ortama eklendikten sonra membran bir saat
oda sicakliginda calkalanarak bekletildi. Tekrar
TBST ¢ozeltisi ile iki kez yikandi. Alkalen fosfataz
substrat1 BCIP (20 mg/mL) ve NBT (50 mg/mL)
(%70 dimetil formamit i¢inde ¢6ziilerek) substrat
tamponu i¢inde ¢oziildiikten sonra membran bu or-
tama alinarak oda sicakliginda, karanlikta ¢alkala-
narak bantlarin olusmasi saglandi. Membran, 20
mM Tris pH: 8,0; 5 mM EDTA pH: 8,0 i¢ine alina-
rak tepkime durduruldu.”

FLORESAN MiKROSKOBU iLE YAPILAN CALISMALAR

HUVEC (insan gobek kordonu endotel hiicreleri-
ATCC ECV 304 hiicre soyu)’de CD38’in yerini be-
lirlemek ve CD31 ile etkilesimini ortaya koymak
amaciyla hiicreler (1 x 10%) 2 mL DMEM F-12 or-
taminda 6’lik kuyulardaki lameller {izerine bir
gin onceden ekilerek yapismasi saglandi. PBS
tamponu ile yikama islemi sonrasi membran ge-
cirgenligini arttirmak amaci ile 30 dakika %0,1
Triton-X-100 PBS ortaminda bekletildi. Tespit ¢o-
zeltisi (%2 paraformaldehit-PBS) ile bir saat bek-
letmeden sonra hiicreler CD38’e 6zgiin 1. Antikor
(Abcam) 1:500, FITC isaretli IgG 2. Antikor (Santa
Cruz) 1:100 oraninda seyreltilerek birer saat siire
ile bekletildi. Ayni zamanda hiicre ¢ekirdeginin be-
lirlenmesi amaciyla 5 mg/mL DAPI ile boyandi
(Macaristan PECS Universitesi-Biyofizik Anabilim
Dalindan alinmig protokol kullanilds).

ERITROSIT-HUVEC ETKILESIMI

Istanbul Universitesi (IU) Istanbul Tip Fakiiltesi
Cerrahi Ana Bilim Dalindan alinan CEA degeri
yiiksek olan kan 6rnegi [daha dnceki caligmalarda
CD38 (NAD glikohidrolaz) aktivitesi ile CEA de-
geri arasinda iligkiyi belirlemeye yonelik ¢caligma-
lardan elde edilen bulgulardan hareketle] secildi.
Ayrica, 1U Istanbul Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cer-
Ana Bilim Dalindan
HUVEC-eritrosit etkilesimini belirlemek amaciyla

rahisi aterosklerozda
ateroskleroz teshisi konmusg hasta kan 6rnegi ve go-
nilli bireylerden normal kan 6rnegi alindi. 2000
devir/dakika’da santrifiij sonras1 palette toplanan
eritrositler alindi. Eritrosit ve HUVEC etkilesimi
[*C] NAD-adenozin ile isaretleme yapilarak rad-
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yoaktif igerigi siv1 sintilasyon cihazinda (TriCarb)
sayildi. 24’liik “plate”lere 500.000 HUVEC 1 mL
DMEM F12 medyum igine bir giin 6nceden ekildi.
Ertesi giin yapiskan olan hiicrelere CEA degeri
yliksek ve normal kandan elde edilen eritrositler (1
x 10°) ekildi. Bir saat 37°C’de inkiibasyon sonrasi
bu hiicreler 800 devir/dakika’da 30 saniye santri-
fijjlendi. 20 dakika 37°C’de inkiibe edilerek {ist si-
vilar1 sayildi.

Endotel-HUVEC etkilesimi sonras: {ist sivi
“transwell” ad1 verilen 6zel bir membran sistemin-
den gecirilerek stiztilda (Sekil 1)."7

FAZ KONTRAST MIKROSKOBU iLE YAPILAN CALISMALAR

Istanbul Universitesi (IU) Istanbul Tip Fakiiltesi
Cerrahi Ana Bilim Dalindan alinan CEA degeri
yliksek olan kan 6rnegi [daha 6nceki ¢aligmalarda
CD38 (NAD glikohidrolaz) aktivitesi ile CEA de-
geri arasinda iligkiyi belirlemeye y6nelik ¢aligma-
lardan elde edilen bulgulardan yola ¢ikilarak]
alindi. Ayrica, IU Istanbul Tip Fakiiltesi Kalp
Damar Cerrahisi Ana Bilim Dalindan ateroskle-
rozda HUVEC-eritrosit etkilesimini belirlemek
amaciyla ateroskleroz teghisi konmusg hasta kan 6r-
negi ve gonilli bireylerden normal kan 6rnegi
alindi. 2000 devir/dakika’da santrifiij sonrasi palette
toplanan eritrositler alindi. HUVEC hiicreleri (5 x
10°) 1 ml Medium 199 i¢ine 1 giin 6nceden ekilerek
lamellerin {istiine yapigsmalar1 saglandi. Ertesi giin,
eritrositler (1 x 10°) Giemsa eritrosit boyasi ile 5
mg/ml olacak sekilde oda sicakliginda 20 dakika
stire ile boyandi. Etkilesim Anabilim Dalimizda bu-
lunan faz kontrast mikroskobu ile goriintiilendi.

I BULGULAR

Yapilan ¢aligmada, yontemlerde anlatildig: se-
kilde radyoaktif olarak isaretlenen eritrositlerin
(1x10° 1/3antin HUVEC (500.000 hiicre) ile et-
kilestigi, bunun yani1 sira serumda bulunan ser-
best CD38’in yarigmali olarak HUVEC eritrosit
etkilesimini inhibe ettigi goriilmiistiir (Sekil 2).
Calismada HUVEC ile eritrosit etkilesiminde
~18.000 devir/dakika olan radyoaktif sayim dege-
rinin (Sekil 2-1. siitun), ortama serum ilave edildi-
ginde "% 45 azaldig: ($ekil 2-2. siitun), ortama
artan miktarda serum ilavesiyle beraber artan mik-
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$EKiL 1: Eritrosit endotel hiicre etkilesiminde kullanilan “transwell” adi veri-
len 6zel membran sistemi.

80000
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20000 |
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$EKiL 2: 1. siitun: HUVEC + eritrosit, 2. siitun: HUVEC + eritrosit + 100 uL
serum, 3. siitun: HUVEC + eritrosit + 100 L serum + 1 pL antikor, 4. siitun:
HUVEC + eritrosit + 100 pL serum + 10 L antikor, 5. siitun: HUVEC + erit-
rosit + 100 uL serum + 50 pL antikor, 6. stitun: HUVEC + eritrosit + 10 uL an-
tikor 7. siitun: HUVEC + eritrosit + 100 L antikor, 8. siitun: HUVEC (-) +
eritrosit + 100 L antikor.

HUVEC: insan gébek kordonu endotel hicreleri.

tarda antikor ilavesiyle de etkilesimin arttig1 goz-
lendi (Sekil 2-3, 4. siitun). Ortama ilave edilen an-
tikor miktarinin artigtyla serumdaki serbest CD38
ile yarigmali olarak etkilesimde azalma goézlendi
(Sekil 2-5, 6, 7. siitun). Pozitif kontrol olarak
HUVEC (-) eritrosit-antikor (antiCD31) etkisimi
gosterildi (Sekil 2-8. Siitun).

215



Ozlem COSKUN ve ark.

SEKIL 3: HUVEC'de CD38'in yerinin ve CD31 ile etkilesiminin belirienmesi. Flo-
resan mikroskobu goriintileri (1, 2 ve 3) no'lu fotograflarda HUVEC'lerde Rho-
damin isaretli CD31 (PECAM), 4 no'lu fotografta HUVEC yiizeyinde bulunan
CD31 ile etkilesen CD38 molekiilii (mavi), 5 no'lu fotografta FITC ile isaretlen-
mis CD38 (yesil), DAP! ile isaretlenmis gekirdek (mavi) gdriilmektedir (x100).

HUVEC: insan gébek kordonu endotel hiicreleri.

Floresan teknikler kullanilarak yapilan de-
neylerde anti-CD31 varliginda hiicre ytizeyi ka-
pandigindan eritrosit etkilesimi goriillmedi. Bu
bulgu, eritrosit CD38’in CD31 ligand: aracilig ile
HUVEC hiicreleriyle etkilestigini dogrulamakta-
dir (Sekil 3-1, 2, 3). Negatif kontrol olarak anti-
CD31 kullanilmadiginda ise eritrosit CD38in
CD31 aracili olarak HUVEC hiicreleri ile etkiles-
tigi gorildi (Sekil 3-4, 5).

WESTERN EMDIRIM ANALIZi iLE
HUVEC-ERITROSIT ETKILESIMININ BELIRLENMESI

Saglikli ve CEA degeri yiiksek bireylerden alinan
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kan 6rneklerinden elde edilen eritrositlerle HU-
VEC’lerin etkilesimi, SDS- PAGE (Sekil 4A) son-
ras1 yapilan Western emdirim (immiinblot) ile
belirlendi.

Western analizi sonucunda anti-CD31 varli-
ginda hem saglikli bireyde hem de kanserli hasta
orneginde sinyal goriilmedi ($ekil 4B-1, 2). Anti-
CD31 yoklugunda ise hem saglikli bireyde hem de
kanserli hasta 6rneginde 45 kDa’a karsilik gelen
sinyal gozlendi ($ekil 4B-3).

Floresan tekniklerin yaninda Faz kontrast mik-
roskobu ile de ¢alismalar yapilmistir. Ateroskleroz
teshisi konmus bireylerden ve normal bireylerden
elde edilen eritrositler ile HUVEC-eritrosit etkile-
simi incelendiginde ateroskleroz teshisi konmus bi-
reylerde bu etkilesimin arttig1 goriildii (Sekil 5B).

Ayrica, bu etkilesim paralel olarak yiiksek
CEA degerine sahip bireylerden alinan kan 6rnek-
lerinden elde edilen eritrositlerle de gerceklestiril-
mistir. Yitksek CEA degerine sahip bireylerde bu
etkilesimin fazla oldugu izlendi (Sekil 6B).

Giemsa eritrosit boyas: kullanilarak yapilan
deneylerde HUVEC-eritrosit etkilesiminin saglikl
bireylere kiyasla aterosklerozlu ve kanserli birey-
lerde daha fazla oldugu gozlendi ($ekil 7B, C).

SEKIL 4: HUVEC-eritrosit etkilesiminin anti-CD31 varliginda ve yoklugunda
normal ve kanserli hastada A- Western emdirim analizi goriintiisii (anti-
CD31 varliginda) 1- Saglikli bireylerde HUVEC-eritrosit etkilesimi 2- Kanseri
hastada HUVEC-eritrosit etkilesimi. (anti-CD31 yoklugunda) 3- Saglikli
bireyde HUVEC-eritrosit etkilesimi 4- Kanserli hastalarda HUVEC-eritrosit
etkilesimi. B-1-SDS-PAGE sonrasi Coomassie parlak mavisi boyama
goriintiisi. (1- Standart proteinler BSA-66 kDa, ovalbumin-45 kDa, karbonik
anhidraz-29 kDa) 2- Saglikli bireyden elde edilen HUVEC-eritrosit etkilesimi.
3- Kanserli hastada HUVEC-eritrosit etkilegimi.

Turkiye Klinikleri J Cardiovasc Sci 2011;23(3)
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SEKIL 5: Faz-kontrast mikroskobunda HUVEC-eritrosit etkilesiminin
gosterilmesi. A. Saglikli bireyden alinan kan 6rnegi. B. Ateroskleroz teshisi
konmus hasta kan 6regi kullanilarak elde edilen gérintiler (x40).

CEA’l1 ve aterosklerozlu hasta 6rneginde nor-
mal bireye kiyasla; eritrosit sayisindaki artiga para-
lel olarak HUVEC ile eritrosit etkilesiminde artig
gozlendi (Sekil 8).

TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada CD31 ve CD38 yiizey antijeni arasin-
daki iligkiyi normal ve CEA’s1 yiiksek bireylerde,
kalp-damar tikaniklig1 teshisi konmus hastalarda
inceleyerek patalojik durumlardaki molekiiller
aras etkilesimdeki degisim incelendi.

Ekto enzim ailesinden olan CD38, hiicre yiizey
reseptorleri ile etkileserek 6nemli hiicre iglevlerini
diizenler. Daha ¢ok, CD38’in fizyolojik uyar1 duru-
mundaki modiilasyonu ve patolojik durumlardaki
anlatimi iizerine ¢aligmalar yapilmigtir.'®

CD38’in lenfosit alt birimlerindeki anlatim
adezyon o6zelligiyle ilgilidir. CD38 6zellikle, integ-
rin aracili baglanmada CD38 lenfositleri ve HEC

Turkiye Klinikleri J Cardiovasc Sci 2011;23(3)
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arasinda olusan selektin benzeri adezyonda rol
oynar."

Insan CD38 ligandi olan CD31 (PECAM-1) pla-
teletler, monositler, notrofiller ve endotel hiicrelerin
yiizeyinde anlatim bularak adezyon aracili biyolojik
olaylarda 6nemli rol oynamaktadir. mAb Moon-1
(anti CD31) CD38 aracili hiicre adezyonunu inhibe
eder. CD31 Ig siiperailesinin bir iiyesi olup, mAb
Moon-1 tarafindan taninmaktadir.?’ Yapmis oldugu-
muz floresan mikroskobu deneylerinde, Moon-1
varliginda hiicre yiizeyi kapatilarak CD31 aracili
CD38 etkilesiminin gerceklesmedigi gosterildi.

NAD* glikohidrolaz, NAD*nin nikotinamit ve
ADP-riboza hidrolizini katalizleyen bir enzimdir.”!
Okaryotlarda NAD* glikohidrolaz enzim sinifinin
¢ogu temsilcisinin membrana bagl olarak hiicre
membraninin dig yiizeyinde yer aldigi goriiliir.? Bu
tiir ekto-NAD* glikohidrolaz enzimleri arasindan 6ne
¢ikan CD38, uzun yillar insan lenfosit yiizey antijen-

SEKIL 6: Faz-kontrast mikroskobunda HUVEC-eritrosit etkilesiminin
gosterilmesi. A. Saglikli bireyden alinan kan 6megi, B. Yiksek CEA dege-
rine sahip hasta kan 6rnegi kullanilarak elde edilen gorintiiler (x40).
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s i
SEKiL 7: Faz kontrast mikroskobunda Giemsa boyama sonrasi HUVEC-eritrosit etkilesiminin gdsterilmesi. A. Saglikli bireyden alinan kan 6rnegi, B. Ate-
roskleroz teshisi konmus hasta kan 6rnegi, C. Yiksek CEA degerine sahip hasta kan 6rnegi kullanilarak elde edilen gérintiiler (x40).

lerinin bir temsilcisi olarak taninmigtir.*? CD38
bunun 6tesinde, memelilerdeki baslica NAD* gliko-
hidrolaz olarak belirlenmis ve degisik dokulardaki
NAD* glikohidrolaz etkinliginin baghca sorumlusu ol-
dugu gosterilmigtir.?® Bununla birlikte CD38'in 6zel-
likle kan hiicrelerinin, kemik iligindeki 6nciillerinden
olgun bi¢imlerine doniisme siirecinde eksprese olan,
hiicre farklilagmasi ve gelismesinde 6nemli rol oyna-
yan, bu siirecin belirli asgamalarinin belirteci niteli-

ginde bir protein oldugu distiniilmektedir.”®

Yaptigimiz ¢aligmada, eritrosit membraninin
dis ylizeyinde yer alan ve NAD glikohidrolaz et-
kinligine sahip CD38’in CD38 ligand: olan ve en-
dotel hiicre yiizeyinde bulunan CD31 iizerinden
etkilesime girdigi gosterilmistir.

Endotel, tiim damar diiz kaslarinda bulunan
damar duvarinm kaplayan ince skuaméz epitelyum
tabakasidir. Endotel hiicreleri insan viicudundaki
kan damarlarimi kaplayan hiicrelerdir. Endotel
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SEKIL 8: Endotel hiicresi ile eritrositlerin etkilesimi. [“C] NAD-adenozin ile
radyoaktif olarak isaretienen HUVEC artan sayida eritrosit ile bir saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasi santrifiijlenerek Ust sividaki radyoaktif icerik sayild.

hiicre; fizyolojik akardengede, kan damari gegir-
genligi, fizyolojik ve patolojik uyaranlara kan da-

marinin yanitinda onemli rol oynar.?’ Lokosit
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adezyonu ve inflamasyonunun kontrolii ve deneti-
minden, trombozis ve fibrinolizis arasindaki denge-
nin devamindan sorumlu hiicrelerdir. Vazodilatér
ve vazokonstriiktor substratlarin yapiminda etkili
olup vaskiiler homeostazin saglanmasinda temel rol
oynar. Son yapilan caligmalarda, bagta ateroskleroz
olmak {izere bir¢ok hastalikta endotelin rolii ol-
dugu ortaya ¢ikmistir.>

Endotel hiicre yapist ve fonksiyonundaki
anormallikler tromboz (damarin piht1 olugturarak
tikanmasi), ateroskleroz (damar sertligi) ve vaskii-
lit (damar iltihaba) gibi kan hiicre duvar: rahatsiz-
Liklarina isaret edebilir. Bu 6nemli biyolojik olay-
larda endotel hiicrelerin rolii in vitro olarak izole
edilip kiiltiire edilmeleriyle daha iyi anlagilir.®!

CD31’in; endotel hiicre-hiicre etkilesimine
aracilik ettigi ve ayni zamanda l6kosit ve endotel
hiicre arasindaki etkilesimi de diizenledigi ifade
edilmigtir. Eritrosit endotel etkilesiminde 6zellikle

Ozlem COSKUN et al

rumlarda ve tiimor dokularinda CD31’in arttig1
gosterilmigtir.?> Ayrica, CD31’in yan: sira kanser
hiicrelerinde CD38 anlatim seviyesinin arttig1 da
bilinmektedir.>®* Normal eritrosit davranis ile ki-
yaslandiginda, eritrositin anormal adezyonunun
damar tikaniklif1 mekanizmasinda 6nemli oldugu
diistiniilmektedir.3*

Bu calismada, normal bireylere kiyasla ate-
rosklerozlu ve kanserli bireylerde HUVEC eritrosit
etkilesiminin artig gosterdigi floresan ve faz kont-
rast mikroskobu ile gosterilmistir. Bu bulgular ay-
rica immiinolojik bir yontem olan bagisik emdirim
yontemiyle de desteklenmistir. Yapilan bu calig-
malarin ileride planlanan klinik destekli aragtirma-
lara 151k tutacag: diisiintilmektedir.

Tesekkiir
Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Pro-

jeleri Birimi tarafindan 623 proje numarasi ile destek-

Turkiye Klinikleri J Med Sci 2002;22(3):313-27.

Chiba R, Nakagawa N, Kurasawa K, Tanaka
Y, Saito Y, lwamoto . Ligation of CD31

Turkiye Klinikleri J Cardiovasc Sci 2011;23(3)

Malavasi F. CD38 binding to human myeloid
cells is mediated by mouse and human CD31.
Biochem J 1998;330 ( Pt 3):1129-35.

damar hasari, diyabet, talasemi gibi patolojik du-  lenmistir.
I KAYNAKLAR

Ziegler M, Jorcke D, Schweiger M. Identifica- (PECAM-1) on endothelial cells increases ad-  14. Bilsel S, Ersahin C, Taga Y, Emerk K. Sub-
tion of bovine liver mitochondrial NAD+ glyco- hesive function of alphavbeta3 integrin and cellular localization of radioactively labelled
hydrolase as ADP-ribosyl cyclase. Biochem J enhances betal integrin-mediated adhesion defibrotide in cultured endothelial cells.
1997;326(Pt 2):401-5. of eosinophils to endothelial cells. Blood Thromb Res 1992;66(4):385-90.
Coskun O, Nurten R. [Purification of NAD+ 1999,94(4):1319-29. 15. Deaglio S, Morra M, Mallone R, Ausiello CM,
glycohydrolase enzyme from erythrocyte 9. Saygili O, Giltekin F. [Intracellular adhesion Prager E, Garbarino G, et al. Human CD38
membrane]. Turkiye Klinikleri J Cardiovasc Sci cell]. Turkiye Klinikleri J Med Sci 1999;19(6): (ADP-ribosyl cyclase) is a counter-receptor of
2010;22(3):318-23. 362-5. CD31, an Ig superfamily member. J Immunol
Korkut C, Yalgintepe L, Kiremit-Korkut N, 10. Harry BL, Sanders JM, Feaver RE, Lansey M, 1998;160(1):395-402.
Uzun-Altindz S, Issever S, Gimiisel F, et al. Deem TL, Zarbock A, et al. Endothelial cell ~ 16. Laemmli UK. Cleavage of structural proteins
Serum proteins with NAD+ glycohydrolase ac- PECAM-1 promotes atherosclerotic lesions in during the assembly of the head of bacterio-
tivity and anti-CD38 reactivity--elevated levels areas of disturbed flow in ApoE-deficient mice. phage T4. Nature 1970;227(5259):680-5.
i1n9 ;::L;ng 10f1t(;15r$>ur patients. Cancer Lett Arterioscler Thromb Vasc Biol 2008;28(11): 17, Gallay N, Anani L, Lopez A, Colombat P,

+126(1): ' 2003-8. Binet C, Domenech J, et al. The role of
Albeniz IU, Nurten R, Bermek E. ADP-fibosy- 11, Tete' S, Mastrangelo F, Grimaldi S, Costanzo platelet/endothelial cell adhesion molecule 1
lation of serum proteins: evaluation as a po- G, Salini L, Speranza L, et al. Inmunohisto- (CD31) and CD38 antigens in marrow mi-
tential tumor marker. Cancer Lett 1996;108(2): chemical evaluation of CD31 in human cystic croenvironmental retention of acute myel-
239-45. radicular lesions and in keratocysts. Int J Im- ogenous leukemia cells. Cancer Res
Deaglio S, Mehta K, Malavasi F. Human munopathol Pharmacol 2005;18(3 Suppl):39- 2007;67(18):8624-32.
CD38: a (rjevolutionary story of enzymes and 45. 18. Funaro A, Horenstein AL, Calosso L, Morra M,
receptors. Leuk Res 2001;25(1):1-12. 12. Jaffe EA, Nachman RL, Becker CG, Minick Tarocco RP, Franco L, et al. Identification and
Mehta K, Shahid U, Malavasi F. Human CR. Culture of human endothelial cells derived characterization of an active soluble form of
CD38, a cell-surface protein with multiple func- from umbilical veins. Identification by mor- human CD38 in normal and pathological flu-
tions. FASEB J 1996;10(12):1408-17. phologic and immunologic criteria. J Clin In- ids. Int Immunol 1996;8(11):1643-50.
Ergliler G, Demir N, Demir R. [Structural prop- vest 1973,52(11):2745-56. 19. Piali L, Hammel P, Uherek C, Bachmann F,
erties and function of adhesion molecules]. 13, Horenstein AL, Stockinger H, Imhof BA, Gisler RH, Dunon D, et al. CD31/PECAM-1 is

a ligand for alpha v beta 3 integrin involved in
adhesion of leukocytes to endothelium. J Cell
Biol 1995;130(2):451-60.

219



Ozlem COSKUN ve ark.

20.

21.

22.

23.

24.

Deaglio S, Dianzani U, Horenstein AL, Fer-
nandez JE, van Kooten C, Bragardo M, et al.
Human CD38 ligand. A 120-KDA protein pre-
dominantly expressed on endothelial cells. J
Immunol 1996;156(2):727-34.

Zocchi E, Franco L, Guida L, Calder L, De
Flora A. Self-aggregation of purified and
membrane-bound erythrocyte CD38 induces
extensive decrease of its ADP-ribosyl
cyclase activity. FEBS Lett 1995;359(1):35-
40.

Malavasi F, Funaro A, Roggero S, Horenstein
A, Calosso L, Mehta K. Human CD38: a gly-
coprotein in search of a function. Immunol
Today 1994;15(3):95-7.

Funaro A, Malavasi F. Human CD38, a sur-
face receptor, an enzyme, an adhesion mole-
cule and not a simple marker. J Biol Regul
Homeost Agents 1999;13(1):54-61.

Ferrero E, Malavasi F. Human CD38, a leuko-
cyte receptor and ectoenzyme, is a member
of a novel eukaryotic gene family of nicoti-
namide adenine dinucleotide+-converting en-
zymes: extensive structural homology with the
genes for murine bone marrow stromal cell

220

25.

26.

27.

28.

29.

ERITROSIT ENDOTEL HUCRE ETKILESIMLERINDE CD38 VE CD31’IN ROLU

antigen 1 and aplysian ADP-ribosyl cyclase. J
Immunol 1997;159(8):3858-65.

Howard M, Grimaldi JC, Bazan JF, Lund FE,
Santos-Argumedo L, Parkhouse RM, et al.
Formation and hydrolysis of cyclic ADP-ribose
catalyzed by lymphocyte antigen CD38. Sci-
ence 1993;262(5136):1056-9.

Polzonetti V, Pucciarelli S, Vita A, Vincenzetti
S, Natalini P. CD38 in bovine lung: A multi-
catalytic NADase. J Membr Biol 2009;227(3):
105-10.

Zocchi E, Franco L, Guida L, Benatti U,
Bargellesi A, Malavasi F, et al. A single pro-
tein immunologically identified as CD38 dis-
plays NAD+ glycohydrolase, ADP-ribosyl
cyclase and cyclic ADP-ribose hydrolase ac-
tivities at the outer surface of human erythro-
cytes. Biochem Biophys Res Commun
1993;196(3):1459-65.

Mehta K, Shahid U, Malavasi F. Human
CD38, a cell-surface protein with multiple func-
tions. FASEB J 1996;10(12):1408-17.

Vanhoutte PM, Shimokawa H, Tang EH, Fele-
tou M. Endothelial dysfunction and vascular dis-
ease. Acta Physiol (Oxf) 2009;196(2):193-222.

30.

31.

32.

33.

34,

Torun E, Bayram F. [Endothelium as an en-
docrine organ and role of endothelin in hyper-
tension]. Erciyes Medical Journal 2004;26(3):
126-31.

Bonomini M, Sirolli V, Gizzi F, Di Stante S,
Grilli A, Felaco M. Enhanced adherence of
human uremic erythrocytes to vascular en-
dothelium: role of phosphatidylserine expo-
sure. Kidney Int 2002;62(4):1358-63.

Woodfin A, Voisin MB, Nourshargh S.
PECAM-1: a multi-functional molecule in in-
flammation and vascular biology. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 2007;27(12):2514-23.

Albeniz I, Demir O, Nurten R, Bermek E. NAD
glycohydrolase activities and ADP-ribose up-
take in erythrocytes from normal subjects and
cancer patients. Biosci Rep 2004;24(1):41-
53.

Sultana C, Shen Y, Rattan V, Johnson C,
Kalra VK. Interaction of sickle erythrocytes
with endothelial cells in the presence of en-
dothelial cell conditioned medium induces ox-
idant stress leading to transendothelial
migration of monocytes. Blood 1998;92(10):
3924-35.

Turkiye Klinikleri J Cardiovasc Sci 2011;23(3)



