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OZET

Megakaryositopoez megakaryosit oncii hiicrelerinin ¢o8almasini,
poliploid bir ¢ekirdegin olusmasini, sitoplazmik de8igmeleri ve trombosit
olusumunu i¢eren karmasik bir olaydir. Bu olaylarin diizenlenmesinde pek
¢ok etken rol oynamaktadir. Megakaryosit gelisimini diizenleyen etkenler
iizerinde yogun arastirmalar yapilmasina ragmen megakaryositopoezi nasil
etkiledikleri heniiz tam olarak agikliga kavusturulamamistir. Demirin
eritrositler, limfositler ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmas1 i¢in gerekli bir
element oldugu one siiriilmiis fakat trombositopoezdeki rolii konusunda
heniiz tam bir goriis birligine varilamamistir. Demir eksikligi olan
hastalarda ¢oBunlukla trombositoz goriiliirken, az da olsa trombositopeni
de gozlenmektedir.

Caligsmamizda 8-10 haftalik saglikl: goriintimlii siganlardan elde
edilen kemik iligi hiicreleri plazma pihtis1 yontemiyle in vitro olarak
iiretilmistir. Kemik iligi hiicrelerinin bulundugu ortama deney
gruplarindan sirasiyla 50 ug/ml, 150 ug/ml ve 300 ug/ml demirle
doyurulmus insan transferrini, kontrol gruplarinda ise serum fizyolojik
eklenmigtir. Yapilan istatistiksel analizlere gore kullandi18imiz dozlardaki
demirle doyurulmus transferrinin kontrol gruplar: ile karsilastirildiginda,
megakaryositik hiicrelerin ¢ogalmas: itizerine fazla etkili olmadig:
saptanmistir. Gegmiste yapilan bazi caligmalarda demirin megakaryosit
olusumuna etki ettigi seklindeki acgtklamalara ragmen in vitro
bulgularimiz, kullandigimiz dozlardaki demirin megakaryositopoezi

etkilemedigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler : Demir, Transferrin, Megakaryositopoez,

Kemik iligi, Megakaryositik hiicreler.
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SUMMARY

Megakaryocytopoiesis is a complicated phenomenon which
involves the proliferation of progenitor cells, formation of a polyploid
nucleus, cytoplasmic changes and formation of thrombocytes. In the
regulation of these events many factors have roles. Although intensive
researches have been done on the factors that regulate the development of
megakaryocytes, it has not been yet fully understood how they affect
megakaryocytopoiesis. It has been suggested that iron is a required
element for the proliferation of erythrocytes, lymphocytes and cancer
cells, but no consensus has yet been reached about its role in
thrombocytopoiesis. In patients with iron deficiency thrombocytosis is
generally observed, although it is rare thrombocytopenia can also be
found.

In this study, bone marrow cells which obtained from 8-10 weeks
old rats with healthy appearance were incubated using plasma clot system
in vitro. In experimental groups, iron-saturated human transferrin of 50
ng/ml, 150 ug/ml and 300 pug/ml were added respectively to the medium,
but serum physiologic was added in control groups. According to the
statistical analyses, when experimental groups were compared with
control groups, iron was found not to be effective on the proliferation of
megakaryocytic cells. Although some, previous reports indicated that iron
was effective on the formation of trombocytes, our in vitro findings
suggest that the doses of iron used did not stimulate megakaryocytes

production.

Key words: Iron, Human Transferrin, Megakaryocytopoiesis,

Bone marrow, Megakaryocytic cells.
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1. GIRIS

Megakaryositlerin ¢ok de8isik ozelliklerinin olmasi:
hematologlarin, hiicre biyologlarinin, fizyologlarin, patologlarin,
farmakologlarin ve kanser arastirmacilarinin dikkatlerini ¢ekmistir. Kan
pulcuklarini ve bazi pihtilagma faktorlerini sentezledikleri igin
megakaryositlerin gelisim evreleri iyi bilinmelidir. Ancak bu sayede kan
pulcuklarinin ve megakaryositlerin yépxsal ve gorevsel bozukluklarindan
dolay1 olugan hastaliklarin tani ve tedavisi kolaylasabilir (73).

Megakaryositopoez, megakaryosit 6ncii hiicrelerinin ¢o§almasini,
poliploid bir ¢ekirde8in olugmasini, biiyiikliiklerinin artmasini,
sitoplazmik deZigsmeleri ve trombosit olugmasini igeren karmasik bir
olaydir. Bu olaylarin diizenlenmesinde sitokinler, hormonal faktorler ve
hiicreler aras1 etkilesimler yer almaktadir (30).

Megakaryocyte Colony Stimulating Factor (Meg-CSF),
megakaryositik Oncii hiicrelere etki ederek, koloni olusumunu arttiran bir
maddedir. Kuter ve arkadaslar: tarafindan var oldugu ileri siiriilen
Megapoetin, megakaryositler ve trombositler aras1 dongiide fizyolojik
araci olarak davranan bir hormondur, fakat hakkinda bilgi ¢ok azdir (44).
Meg-CSF ile Megapoetinin ayn: maddeler olmas1 olasili§1 vardir. Geg
donemde olgun megakaryositlerin trombositlere doniigiimiinii kontrol eden
baslica hormon Trombopoetin (TPO) dir. Ayrica Interleukin (IL)-3, IL-6,
IL-11, Granulocyte-Macrophage Colony stimulating factor (GM-CSF),
Leukemia Inhibitory Factor (LIF) gibi bir¢ok hematopoetik faktor
megakaryositik 6ncii hiicrelerin ¢ogalma ve olgunlagmasin: etkilemektedir
(16). Bu diizenleyici maddeler iizerinde yogun arastirmalar yapilmasina
ragmen molekiiler yapilar: belirlenememis ve megakaryositopoeze ne

sekilde etki ettikleri heniiz tam olarak acikliga kavusturulamamistir.



Son zamanlarda megakaryositopoez ve eritropoez arasinda
benzerlikler oldugu ifade edilmistir (37). Demir, eritrositlerin ¢o8alma,
bilyiime ve farklilagmasi i¢in gerekli bir elementtir (34, 39). Yapilan
caligmalar limfositier (2, 3, 13), kanser hiicreleri ve neoplastik hiicrelerin
(10, 25, 47, 52) de cogalmak i¢in demire ihtiya¢ duyduklarini
gostermektedir. Demir, Transferrin (Tf) ad1 verilen transport proteini ile
tasinmakta (10, 19, 24, 28, 33, 34, 39, 65) ve hiicrelere reseptor aracil:
endositoz yolu ile alinmaktadir (25, 32, 34, 39). Tf reseptorlerinin
yalnizca hemoglobin (Hb) iireten ve plasental hiicrelerde degil, baska
hiicrelerde de bulundugdunun ortaya konmas: konuya olan ilgiyi arttirmistir
(69).

Y apilan literatiir taramasinda demir ve Tf’in hematopoetik orijinli
hiicrelere etkilerini ortaya koyan ¢aligmalar bulunmasina ragmen demir, Tf
ve megakaryositler arasindaki iliskiyi do8rudan arastiran ¢aligmalara
rastlanmamistir. Megakaryositlerin de Tf reseptorlerine sahip olabilecegini
ve demiri hiicre i¢ine alarak demirin megakaryositlerin ¢ogalma ve gelisimi
tizerine etkili olabilece8ini varsaydik. Bu amacla megakaryositik
hiicrelerin kiiltiir ortamina deg8isik miktarlarda (50 ug/ml, 150 ug/ml ve

300 wg/ml) demir bagli Tf ekleyerek megakaryositlerin ¢ogalmasini

inceledik.



2. GENEL BILGILER

Pihtilagmada ve beden sivisinin kaybolmasini 6nlemede 6nemili role
sahip olan kan pulcuklari, megakaryositierden koken almaktadir.
Megakaryositler memeli kemik iliginde ¢ok az rastlanilan ve fiziksel olarak
diger hematopoetik hiicrelerden ¢ok farkli olan bir hiicre cesididir.
Memelilerde yasa ve tiire bagli olarak kemik iligindeki tiim g¢ekirdekli
hiicrelerin sadece % 0,01-0,3’iinti teskil etmekte ve olgunlagmalarini
tamamladiktan sonra caplari 160 mikrona kadar ulagabilmektedir (73).
Elektron mikroskopik yapisinda Golgi kompleksi, mitokondria, ¢ok sayida
ribozom ve Golgi kompleksinin cevresinde lizozomal enzimleri igeren
farklilasmamis graniillerin bulundugu tespit edilmistir. Yogun kromatin
agr olusturan, diizensiz bir sekilde loblu, daire biciminde ya da pargal:
cekirdege sahiptir, ¢ekirdekc¢ik goriilmemektedir (49). Megakaryositik
oncii hiicreler sayilarini bir dereceye kadar arttirdiktan sonra sitokinezi
durdurmakta fakat DNA’nin kendini 4 (8N), 8 (16N), 16 (32N) hatta 32
(64N) kez eslemesi ile (endomitoz) poliploid hiicreler olusturmaktadir
(41). Endomitoz sona erdiginde megakaryosit sitoplazmasinda artiglar
meydana gelmekte ve sonucta megakaryosit sitoplazmasindan birka¢ bin
tane cekirdeksiz trombosit olugsmaktadir (42).

Doliitiin vitelliis kesesi, karaciger, dalak ve kemik iliginde
bulunabilen megakaryositler, erigkinlerin kemik iligi ve dalaginin diginda
bazen dolasim kaninda da bulunabilirler. Megakaryositlere ya da
parcalarina siddetli anemi, kronik myelositik 16semi, polisitemi, cerrahi
islemlerden sonra, gogiis yaralanmas: ve enfeksiyon kokenli 1okositozu
olan kisilerden alinan rutin kan orneklerinde rastlanabilir. Ayrica belki de
kemik iliginden gelen venoz kanla tasinmasinin bir sonucu olarak

pulmoner damarlarda da 6nemli sayida bulunur (49).



2.1. Megakaryositopoez

Kemik iliginde bulunan stem hiicrelerinin yonlendirilmis hiicreleri,
sonra gecis hiicrelerini, mikroskopta taninabilen hiicreleri ve trombositleri
olusturmak iizere gecirdikleri c¢ogalma ve farklilagsma siireci
megakaryositopoez olarak isimlendirilir (72). Megakaryositopoezle ilgili
calismalarr kemik 1ligindeki megakaryositlerin nadir oluslar
engellemektedir (21, 73). Son zamana kadar insan megakaryositleri
hakkindaki bilgilerin cogu kan hastaliklar: ve kanama bozukluklar: olan
kisilerden elde edilmistir. Bunun disinda diger bilgi kaynag: megakaryosit
anomalilerine bagli myeloproliferatifli hastalarin kemik iligi hiicrelerinin
sitogenetik ve biyokimyasal analizleridir. Fakat bu hiicrelerin ¢ok diisiik
sayida olmas: ve yeterince gelismis tekniklerin bulunmamasi ile istenilen
sonuca ulasilamamistir (73). Bu nedenle iiretilen hiicre dizileri homojen
bir hiicre toplulugu olusturarak biiyiik avantaj saglamistir (31). Greenberg
ve arkadagslari, megakaryoblastik 16semili bir hastanin kanindan yeni bir
megakaryositik hiicre dizisi olan DAMI hiicrelerini elde etmislerdir (29).
DAMLI hiicrelerinin disinda EST-IU, MEG-01 ve M-07 gibi hiicre dizileri
de iiretilmistir (30). Bu hiicreler insan trombosit ve megakaryositierinin
biyokimyasi, fonksiyonu ve farklilagsmasini arastirmak i¢in bir model
olusturmustur. Ayrica megakaryositlerin Human Immunodeficiency Virus
(HIV) enfeksiyonundan c¢abuk etkilendi8i ortaya konmugtur (63). Bu
nedenle megakaryositik orijinli hiicre dizileri retroviriislerin megakaryosit

fonksiyonu iizerindeki etkilerini arastirmak i¢in yararli olabilir.

2.1.1. Oncii Hiicreler

Megakaryositopoezin ve trombosit olusumunun deney hayvanlari
ve insanlarda incelenmesi sonucunda megakaryositlerin kemik iliginde
bulunan pluripotent stem (ana, ko6k) hiicrelerinden gelistigi ortaya

konmustur. Stem hiicreleri, kendilerini yenileyemeyen kanin gekilli



elemanlarinin kaynagini: olusturan, boéliinme yeteneine sahip ve
farklilagmamis hﬁérelerdir. Bunlar kemik iligine gelen farkli uyaranlarin
etkisiyle hematopoetik farklilagsma yollarindan birini kullanarak
gelisebilme yetenegine sahiptir. Megakaryosit olusumunu arttirict bir uyari
aldiklarinda, ana hiicreler hizla farklilasarak megakaryosit onciilerini
olusturmaktadir.

Giinimiizde Burst Forming Unit-Megakaryocyte (BFU-M), Colony
Forming Unit-Megakaryocyte (CFU-M) ve Light Density Colony Forming
Unit-Megakaryocyte (LD-CFU-M) olmak iizere en az 3 megakaryosit oncii
hiicre tipi saptanmistir. Insan ve kemirgenlerde yapilan ¢alismalarda hem
BFU-M hem de CFU-M’e rastlanirken, LD-CFU-M sadece farelerde
belirlenmistir. BFU-M’den koken alan kolonilerin daha uzun siire
inkiibasyona gerek duydugu ortaya konmustur. Ozellikle in vitro sartlarda
bu siire BFU-M i¢in 21 giin ve CFU-M i¢in 12 giindiir. BFU-M’den
olusan kolonilerin CFU-M’in olusturdugu kolonilerden daha biiyitk oldugu
belirlenmistir. LD-CFU-M hiicreleri sedimentasyonlarina gore diger
megakaryositik progenitorlerden ayrilir. LD-CFU-M, CFU-M’den daha az
¢ogalma yetenegine sahiptir (30).

Oncii hiicrelerle morfolojik olarak taninabilen megakaryositler
arasinda koprii gorevi yapan hiicreler bulunmaktadir. Small Acetylcholine
Esterase Positive (SAChE™) hiicreler olarak adlandirilan bu hiicrelere
kiiciik boyutlar:, yuvarlak c¢ekirdekleri ve farkli asetilkolinesteraz
aktiviteleriyle hem insanlarda hem de farelerde rastlanmigtir.
Asetilkolinesteraz, olgunlagsmamis megakaryositlerin periniiklear sisterna,
ER ve bazen de Golgi sisternalarinda bulunmustur (68). SAChE™ hiicreleri
kemik iligindeki megakaryositik hiicrelerin %5’ini olustururlar ve in vitro
ortamda kendi baslarina koloni olusturabilme yetenekleri yoktur. Young
ve Weiss, baz1 gecici hiicrelerin aktif olarak DNA esleme yetenegine
sahipken, ¢ogunlugunun endomitoza girmesi nedeninden ¢ogalamadigini
ortaya koymuslardir (79).

Kemik iliginde megakaryosit olusturmak iizere farklilasmaya

baglayan stem hiicrelerinden meydana gelen BFU-M, CFU-M ve SAChE*



hiicrelerindeki ploidi ve sitoplazmik olgunlagma arttiginda mikroskopta
taninabilen hiicreler haline doniisebilmektedir. Bu hiicreler 4 farkl:

olgunlagsma basamagindan gegmektedirler (73).

I-) Megakaryoblast : Morfolojik olarak SAChE™* hiicrelerden
sonra taninabilir ilk onciidiir. Bu hiicre 15-30 um c¢apinda olup; genis,
oval ya da bobrek bi¢imli ¢ekirdege sahiptir. Yiiksek ¢ekirdek/sitoplazma
oranina sahip olmalari nedeniyle megakaryositlerin taninmasinda
anahtardir. Cogunlukla uzantilar olusturan sitoplazma ¢ok az, graniilsiiz
ve siddetli bazofiliktir. Aktif olarak DNA sentezleme kapasiteleri vardir,

ama boliinmezler.

1I-) Promegakaryosit : Caplart 35-40 um olup, c¢ekirdegi U
seklinde goriiliir. Bu hiicrelerde cekirdek/sitoplazma oranmi 1:1 ya da

1:2°dir. Sitoplazmalar: hala bazofiliktir.

I11-) Megakaryosit : 40-160 um ¢apinda olup, kemik iliginin en

biiyiik hiicresidir.

I1I-) Metamegakaryosit : Bu hiicrelerin sitoplazmas:
eozinofilik olup, genelde depo megakaryositler olarak kabul edilirler.
Megakaryositlere oranla daha kii¢iik ¢aplidir ve ¢cekirdekleri fazla parcal:
degildir.

Megakaryositopoez adi verilen olay ile gelisen megakaryositlerin
parcalanmasi sonucu her birinden 4000-8000 adet trombosit meydana
gelebilmektedir. Trombositlerin olusumuna ait mekanizmalar heniiz tam
olarak aciklanamamistir. Fakat megakaryositler olusturduklar: yalanc:
ayaklar1 kemik iligi siniizoidlerine uzattiklar1 ve endotel hiicre govdelerini
pargalayarak, meydana gelen trombositleri kana verdikleri en ¢ok kabul

edilen goriistiir (49).



2.1.2. Diizenlenmesi

Normal kosullar altinda kandaki trombosit sayisinin sabit diizeyde
tutulmasi, gerek megakaryositlerin gerekse trombositlerin iiretiminin ¢ok
dikkatli bir sekilde diizenlendigini gostermektedir. Megakaryositopoezin
diizenlenmesi sitokinleri, hormonal faktorleri ve kemik iligi ortamindaki
hiicreler aras: etkilesimleri de iceren kompleks bir olaydir (30). Bu
dizenleyici etkenlerin megakaryosit iiretimi iizerindeki etkileri ve
kontrollerini nasil sagladiklarina dair mekanizmalar heniiz tam olarak

belirlenememistir (Sekil 2.1).

SAChE™ Olgun

Hiicre Megakaryosit
Olgunlagsmamis '

Stem Oncii

Hiicre

& >@ —~

Megakaryosit
Hiicre

---- Thrombopoietin

e, IL11, LIF [

Sekil 2.1. Megakaryositopoezin diizenlenmesi (37)

Megakaryositopoezin diizenlenmesinde hormonal olarak gorev alan
Meg-CSF iin megakaryositlerin azalmasina cevap olarak 6zellikle CFU-M
hiicrelerinin koloni olusturabilme yetenegini arttirabildigi fakat
olgunlasmalarina etki etmedigi ileri siiriildii. Hipomegakaryositik
trombopenili hastalardan alinan idrar, serum ve plazmanin in vitro olarak

megakaryosit koloni olusumunu arttirdigini ve bu yetenegin Meg-CSF ile




baglantili oldugu belirtilmistir. Yapilan g¢alismalarda Meg-CSF’nin
trombosit sayisi ile doZrudan iliskisi olmadig: fakat tersine megakaryosit
kiitlesine etki ettigi gozlenmistir (30, 72).

Trombositler ile kemik iligi megakaryositleri fizyolojik bir dongii
ile baglantilidir. Trombosit sayisindaki degisiklikler, megakaryosit
sayisindaki degisiklikleri indiikler (42). Bu bilgilerin 1518inda Kuter ve
arkadaslar:, trombositopenik tavsan plazmasinin megakaryositierin say: ve
ploidisini uyaran ve Megapoetin olarak isimlendirilen bir aktiviteyi
icerdigini ileri siirmiislerdir (44). Megapoetin, trombositler ve
megakaryositler aras: dongiide fizyolojik bir arac1 olarak davranmaktadir.
Megapoetin;

1- Pozitif effektordiir.

2- Belirli bir diizeyi vardir.

3- Trombositopeniden sonra yiikselmek i¢in en az 3 saate
ihtiya¢ duyar, en fazla etki olusturmasi i¢in 24 saat
gereklidir.

4- Miktar: trombosit sayist ile ters orantili olarak degisir.

5- Trombositoz ile baskilanir.

Bu bilgilerin, megakaryositler ile dolasimdaki trombositler
arasinda humoral bir maddenin fizyolojik araci olabileceginin ilk
gostergesi oldugu ifade edilmisgtir.

Megakaryositopoezi hormonal olarak etkileyen baslica faktor
Trombopoetin’dir. Trombosit sayisindaki degisikliklerin megakaryosit
ploidisi ile orantil1 olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada, sican veya farelerin trombosit sayis1 degistirilerek 48 saat
sonra megakaryosit ploidisinin arttig: tespit edilmistir. Deneyin sonucunda
trombosit sayisini ve megakaryosit ploidisini degistiren bir faktor ya da
faktorlerin olabilece§i ©One siirilmiistir. Kemik iligindeki
megakaryositlerde bu degisiklikleri kontrol eden ve dolasimdaki trombosit
sayisin1 diizenleyen regiilatoriin, TPO denen hormonal bir dolasim

maddesinin sonucu oldugu tahmin edilmistir (42). Yapilan son ¢aligmalar



TPO’in megakaryositik ©Oncii hiicrelerin hem farklilagma hem de
cogalmasini uyardidini, megakaryositlerin tam olgunlagmast ig¢in gerekli
oldugunu ve trombosit iretimini arttirdiini ortaya koymustur (9, 37).
Buna ragmen TPO’in diizenlenme mekanizmas: ve reseptoriiniin yapist hala
belirlenememistir. Ayrica TPO’in eritrositik ve graniilosit/makrofaj
onciileri lizerine etkileri oldugu ileri siirtilmektedir (37).

TPO’i basartli klonlama ¢aligsmalari sican retroviriisii olan
myeloproliferatif 16semi virisiiniin belirlenmesi ile basladi. Bu viriis
klonlanarak transforme gen mpl belirlendi. Daha sonra viral onkogenin
hiicresel homolo8u olan c-mpl geni insan eritrolosemik hiicrelerinden
klonlandi. Her iki genin incelenmesi, bunlarin iiriiniiniin hematopoetik
sitokin reseptorii olarak fonksiyon gosterebilecegini ortaya koydu (37).
Son zamanlarda c-mpl geni tarafindan kodlanan sitokin reseptoriiniin
megakaryositopoezin in vivo ve in vitro diizenlenmesinde gorev aldig:
gosterilmistir (9). Mpl reseptoriiniin ge¢ megakaryosit Onciilerinin
trombositlere farklilagmasini sinirlayan sitokin reseptorii olduu ve
megakaryosit farklilagmasinin ge¢ safhalarinda etkili olabilecegi ortaya
konmustur (22). Diger bir ¢aligsmada TPO’in yiiksek diizeyde c-mpl
reseptorlerini bulunduran bir hiicre dizisinde ¢ogalmaya neden oldugu ileri
siiriilmiigtiir (51). Ayrica insan embriyonik bobrek hiicrelerinin c-mpl
ligand: icin mRNA icerdigi ve hiicreleri ¢ogalmaya iten bir faktor iirettigi
belirtilerek c-mpl ligand: ile TPO’in ayni1 faktor oldugu onerilmistir (37).
Bu bulgularin 1s1§inda Mpl/TPO sisteminin hematopoetik kok hiicreler ve
hematopoez iizerindeki roliiniin tanimlanmas1 gerekmektedir.

Son donemde yapilan bir ¢aligymada eritropoez ve trombopoez
arasinda benzerlikler oldugu O©ne siiriilmiistir. Buna gore, 2N
megakaryosit onciilerinden CFU-E’ye fonksiyonel olarak estir ve her iki
hiicre tipi de son hiicreden once yaklasik 6-8 boliinme gecgirerek tamamen
olgunlasir. Aralarindaki fark, megakaryositlerde mitozun yerint
endomitozun almasidir. Hem CFU-E hem de 2N megakaryositten onceki
gelisim basamaklari olan BFU-E ya da CFU-M’lerin kiigiik koloniler

olusturmas: ge¢ donemde etki eden hormonlar tarafindan desteklenir.
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Bununla beraber daha fazla ¢oBalma yeteneginde olan eritrositik ve
megakaryositik onciiler ek olarak sitokinlere ihtiya¢ duyar (37).

Eritropoezin baslica diizenleyicisi olan Eritropoetin (EPO) in in
vitro ve in vivo ¢alismalarda megakaryositopoezi ve trombosit iiretimini
stimiile ettigi gosterilmistir. Eger yeterli miktarda kullanilmigs ise
rekombinant insan EPO’in in vivo olarak tromobosit tiretiminde uyarici
etkilere sahip oldugu ifade edilmistir (12, 41, 71). Bunun disinda uzun
siireli olusturulan hipoksinin kemik iligindeki stem hiicrelerinin
megakaryosit serilerine farklilagmasini azaltti3: ortaya konmustur.
Hipoksi sonucu megakaryositopoezin baskilanmas: stem hiicrelerinin
eritrositik hiicrelere farklilagmasi i¢in isteklerinin artmasi ile gerceklestigi
One siiriilmiistiir (60).

Karmasik bir olay olan megakaryositopoezin diizenlenmesinde
hiicrelerden salinan bazi: maddelerin uyarici veya baskilayic: etkilere sahip
oldugu belirlenmistir. Stem cell factor, IL-3, GM-CSF ve IL-6 gibi bir¢ok
hematopoetik biiyiime faktoriiniin in vitro olarak megakaryosit onciilerinin
¢ogalma ve/veya olgunlasmasini etkileyebilecegi bildirilmistir (16).
Bunlardan IL-3’iin megakaryosit olusumunu arttirdig: ortaya konmustur
(17). TPO’in megakaryosit ve oncii hiicrelerinin ¢o8alma, farklilasma,
olgunlasma ve trombositlere doniistimiinii arttirdig: belirgin olmasina
ragmen, megakaryosit ve trombosit iiretiminin tamamen TPO’e bagli olup
olmadig: heniiz anlasilamamigtir. Bu hipotezi test etmek igin
megakaryositik oncii hiicrelerin bulundugu in vitro kiiltiirlerinden tiim
TPO’1 ¢cekmek icin Mpl reseptorleri kullanilmistir. IL-6 ve IL-11 tek
baslarina ya da birlikte verildiginde kiiltirde hi¢ megakaryosit
gelismemistir. Tersine, IL-3 bir sitokin kombinasyonu ile verildiginde
bloke edici ajana ragmen megakaryosit olusumu kismen goriilmiistiir. Bu
veriler, TPO’in olmadiginda sadece IL-3’iin megakaryosit gelisiminin
erken fazin: etkileyebileceg8ini fakat tam olgunlagsma icin mutlaka TPO’e
gerek oldugunu gostermistir (37). GM-CSF de CFU-M’lerin ¢ogalmalarimi
hizlandiran, megakaryositlerin olgunlagsma safhalarini degistiren bir
sitokindir ve megakaryositlerin in vivo olarak GM-CSF reseptorlerine

sahip oldugu gosterilmistir (1).
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IL-6 megakaryosit farklilagmasinda 6nemli gorevi olan bir
sitokindir. Son yillarda yapilan arastirmalar, trombopoezin uyarilmas: igin
IL-6’nin uzun siire tedavi edici olarak verilmesinin yararli oldugunu
ortaya koymustur (56, 62). IL-6 monoklonal antikorlarinin renal
karsinomal:1 hastaya verilmesi, trombosit sayisini normal diizeye
gikartmistir. LIF, IL-6 ile benzer 6zelliklere sahip hematopoetik hiicreler
iizerinde etkili bir diger ajandir. LIF, IL-6 ve IL-11 ile birlikte CFU-
M’lerin biiyiimesini arttirmis ve hayvanlara enjekte edildiginde trombosit
sayisinda tutarli bir yiikselmeye neden olmustur. IL-11’in de
megakaryositlerin olgunlasmasini arttirdi18: ifade edilmistir (37).

Megakaryositopoez ilizerinde baskilayici etkileri olan maddeler de
vardir. Ornegin, Transforming Growth Factor B (TGF-B) birgok hiicre
tipinde ¢ogalma, farklilagsma ve diger fonksiyonlar: kontrol eden ¢ok
fonksiyonlu bir peptiddir. Bir¢cok hiicre TGF-B’y1 sentezler ve hepsi bu
peptid icin o6zel reseptorlere sahiptir. Kan pihtilagti§1 zaman trombositlerin
o graniillerinden salinan TGF-B (67), megakaryositlerin say:1 ve ploidisini
baskilayan potansiyel bir inhibitordiir (35, 36, 43). Bunun disinda
rekombinant interferon o ve y insan megakaryositopoezini 6nemli
derecede baskilayabilmektedir (27).

Megakaryosit olusumunda kemik iligi mikroortamindaki hiicreler
aras1 etkilesimler de yer alir. Kemik iliginin iki 6nemli stromal elementi
olan fibroblast (6) ve endotel hiicreleri de in vitro ortamda megakaryosit
cogalma ve farklilagma programinda degisik bolimleri etkileyebilirler.
Fibroblastlar uzun yillar ilik ortaminda aktif role sahip olarak,
hematopoetik onciileri etkileyebilen biiyiime faktorlerinin hiicre kaynagi
olarak taninirlar. En 6nemli salg: iriinii bazik fibroblast biiyiime
faktoriidiir (bFGF=basic fibroblast growth factor). Yapilan bir ¢aligmada
bFGF'iin ¢esitli megakaryosit populasyonlar: iizerindeki etkilerinin farkl
oldudu ve bFGF’iin megakaryosit-stromal etkilesimlerini diizenleyerek ya
da megakaryositlerden sitokin salimimini arttirarak megakaryositopoezi

etkileyebilecegi ortaya konmustur (7).
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Onceki bulgular kiiltirde kolinesteraz inhibitérlerinin
megakaryositopoezi uyardigint gostermektedir. Ayrica megakaryositlerin
farklilagmasini diizenlemede kolinesteraz genlerinin rolii olabilecegi
konusunda bulgular vardir ve kolinesteraz geni 3. kromozomda yer alan Tf

ve Tf reseptorlerini kodlayan genin yakininda bulunmaktadir (66).

2.2. Demir

Normal ve neoplastik hiicrelerin biiylime ve c¢ogalmasi,
riboniikleotid rediiktaz enzimi regiilasyonu, DNA sentezi gibi birgok
reaksiyonlar i¢cin demir gereklidir (13, 28). Hemoglobin olusumuna etki
eden etkenlerin en Onemlisi olan demir, Hb yapisinda bulunur ve
dolayisiyla retikulositlerin eritrositlere doniisiimiinii saglar (5, 28, 33,
54). Organizmada demirin bulundugu yapilar arasinda, Hb’deki hem
molekiilleri, kaslarda myoglobin molekiilii, hiicrelerde sitokrom oksidaz,
peroksidaz ve katalaz gibi enzimler yer alir. Ayrica hiicrelerde oksidatif
fosforilasyonda gorevli sitokrom c rediiktaz, NADH dehidrogenaz, Xantin
oksidaz gibi hem icermeyen flavoprotein grubu enzimlerde de demir
bulunmaktadir. Toplam 3-4 gr olmak ilizere insan bedeninde en bol
bulunan metal olan demirin %65’i Hb’de, %4’ii myoglobinde, %1’i hem
iceren hiicre i¢i enzimlerde yer alirken, plazmada tasiyici proteine bagh
demir miktar1 %0,1, karaciger-dalak gibi organlarin parankim hiicrelerinde
depolanmis formu ise %15-30 dolayindadir. Kan kayb: artis1 ve doliitiin
demir gereksinimi nedeniyle adet goren ve hamile kadinlarin giinliik
ihtiyaci eriskin erkeklere oranla iki-ii¢ kat fazladir (5, 55, 70).

Goriildiigii gibi demir organizmanin yasamsal fonksiyonlarinin
siirekliligi icin gerekli bir elementtir. Dokularin oksijenlenmesi ve
hiicresel fonksiyonlarin yapilabilmesi demirin varligina baglidir. Ancak
hiicrede fazla demir bulunmasi toksik etki yaptidindan bu elementin
emilimi ve atilim: son derece kontrolli olarak yapilir. Sindirim

kanalindaki emiliminin sinirli olmas: yaninda kaybini engelleyecek her
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tirlii onlem de alinmistir. Bu nedenle demirin kana gegisi, transportu,
depolanmasi ve kullanim ile ilgili sayisiz ¢aligsma yapilmistir. Uzun siiren

arastirmalara ragmen hala giincelligini korumaktadir (70).

2.2.1. Demir emilimi

Besinlerle alinan demir ¢ogunlukla +3 degerlikli inorganik
bilesikler (ferrik demir) halinde bulunur. Ferrik demir mide 6zsuyunda
ozellikle HClI ile serbestlestikten sonra Fet?2 (ferro) halde emilir. HCI
demirin ferrikhidroksit seklinde ¢cokmesini engeller ve iyonu emilebilecek
forma doniistiiriir. Hem demiri ise dogrudan ferro halinde emilir.
Midedeki serbest demiri baglayip duodenuma tasiyan gastroferrin adlr bir
protein bulunur. Emilim biiyiik ol¢iide duodenumdan gergeklesir.
Duodenumun pH’:r hem ferro, hem de ferrik demirin absorbsiyonuna
uygun olmasina ragmen ferro demirin daha hizli emildigi uzun yillar
bilinmektedir. Sindirim sisteminde askorbat, laktat, piruvat, siiksinat,
fruktoz ve glukoz gibi maddeler demirin ferro sekline indirgenmesini
kolaylastirir ve ¢oziilebilen kompleksler haline gelmesini saglayarak demir
emilimini arttirirken; oksalatlar, fosfatlar ve fitat demirle birlesip kolay
coziinmeyen bilesikleri olusturarak emilimini engellerler (26, 55, 70).

Demir emilimine etki eden humoral faktorler tam anlamiyla agikii8a
kavugsmamistir, ama Eritropoetin’in dolayl:i gorev aldig: bir gergektir.
Bunun disinda bagirsak hiicreleri de demir emiliminin kontroliinde gorev
almaktadir. Bagirsak mukozasinda demirin artt1§: durumlarda emilim daha
az olmakta, demir bagirsak hiicreleri i¢cinde apoferritinle birleserek ferritin
olusturmakta ve plazmaya gecisi azalmaktadir. Eksikliginde ise durum
tamamen de8ismekte ve mukoza hiicrelerine giren demirin biiyiik bir
boliimii plazmaya ge¢cmektedir. Eritroid hipoplazisi veya malabsorbsiyon
sendromlar: gibi bedende demir miktarinin artti1§1 durumlarda demir
emilimi azalirken, demir yetmezligi anemisi, hemolitik anemiler,
sideroblastik anemiler, hipoksi, hemokromatosis, siroz ve gebeligin son

trimestri gibi durumlarda ise demir emilimi artmaktadir (5, 49, 55, 70).



14

Bebeklerin beslenmesinde baslica kaynak olan siit, demir agisindan
olduk¢a fakirdir ve sadece 0,28-0,73 mg/L demir igermektedir. Bununla
beraber ¢ocuklarda nadiren demir eksikligi anemisi gelisir, ¢iinkii anne

siitiindeki demirin biyoyararlil181 oldukc¢a yiiksektir (59).

()

.2.2. Demir transportu

Hiicrelere demirin tasinmasina iki tane ferrik demir iyonu
baglayabilen ve bir serum glikoproteini olan Tf aracilik eder (10, 19, 24,
25, 28, 33, 34, 39, 65). Bu olayda ilk adim Tf’in hiicre yiizeyinde
bulunan spesifik reseptoriine baglanmasidir. Glikoprotein yapisinda olan
bu reseptor, birgok hiicrede bulunur ve son zamanlarda izole edilmigtir
(32, 34, 39).

Tf’in demirle baglanmamis formu olan apotransferrin karacigerde
sentezlenir. Ayrica merkezi sinir sistemi, lenf nodiilleri, limfositler,
makrofajlar ve fibroblastlarda da iiretildigi belirtilmektedir (32). Tf
duodenumda serbest demir veya hem molekiillerini baglayarak mukozal
hiicrelerin yiizeylerine yonelir. Tasidigr demir atomlariyla birlikte
pinositozla mukoza hiicresine alinarak, oradan kana verilir (49, 70).

Plazmadaki Tf konsantrasyonu 2,5 g/L dir. Tasiyici protein olarak
tanimlanan Tf’e bagli demir miktar: yaklasik 3 mg dir. Molekiil agirl181
79570 Dalton, 678 aminoasitli, uzun B globulin zinciri halinde bulunur ve
demir atomlarini u¢ kisimlardaki sialik asit molekiillerine baglayabilir. Tf
geni 3. kromozomun uzun kolunda lokalize olmustur (3, 4, 49).
Apotransferrin, 2 adet ferrik demiri baglayabilme kapasitesindedir. Ferrik
demir atomlarinin molekiile baglanmas: HCOj3 iyonu ile siki bir sekilde
olur ve Tf’e bagli demir seruloplazmin tarafindan yeniden oksitlenerek
ferrik hale gegmistir. Tf'in en az 19 farkli genetik tipi belirtenmis olup,
bunlarin demir baglama ve kinetik o6zellikleri arasinda biiyiik farklar
bulunamamistir (5, 55, 70). Yar: 6mrii 8-10 giin dolayinda olup (55),

kolorektal neoplazilerin regiilasyonunda darolii oldugu gosterilmistir (64).
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Demirle doymus Tf’in kendi reseptoriine baglanmasindan sonra
gelisen olaylar hakkindaki ¢aligmalar bazi anlagmazliklara neden olmugsa
da son zamanlarda demirin hiicreye reseptor aracili endositoz yolu ile
girdigi vurgulanmaktadir (25, 32, 34, 39). Tf, 6zgiil reseptdriine
baglanarak hiicre igine alinmakta, tanimlanamayan kisa yolculugunu

tamamladiktan sonra hiicreden salinmaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. K562 hiicrelerinde Tf dongiisiiniin sematik gosterimi (39).

1- Demirle yiiklenmis Tf, hiicre yiizeyinde bulunan o6zel
reseptorlerine baglanir.

2- Tf-reseptor ikilisi reseptor aracili endositoz ile hiicre igine
alinir.

3- Demir, Tf den ferritine tasinir.

4- Apoferritin ve reseptor hiicre yiizeyine tekrar doéner ve

apotransferrin hiicre disina salinir.



16

Demirin Tf’den ayrilabilmesi i¢in pH: 5,5 civarinda asit bir ortam
onemlidir. Tf’e bagli demir kararsiz olduundan lizozomlarin Tf den
salinim alani olmas: miimkiindiir, ¢linkii lizozomlarin cevresi de diisiik
pH’dadir (34, 39, 45). Tf’in yaklasik 1/3’ii demir ile doyurulmustur ve
proteinin geri kalan kismi diger metalleri baglamak iizere 6zgiirdiir. Bakir,
galyum, ¢inko, krom, manganez ve kobalt: daha az afinite ile baglayabilir
(19, 49).

Beden dokularina Tf’e bagli demirin ulagabilmesi i¢in hiicre
zarinda bulunan Tf reseptorlerine gereksinim vardir. Hiicre iginde
sentezlenerek zara gecen bu reseptorlerin sayisi demir emilim oraninmi
belirlemektedir. Demir emilimindeki lineer oranin siirdiiriilebilmei i¢in Tf-
reseptdr birlesimi, yeni yiizey reseptorlerinin olusumuna egit olmalidir.
Fakat bulgular Tf’in hiicreye alinim oraninin hiicreden Tf salinim oranina
gore dort kat biiyiik oldu8unu gostermektedir. Bu, internalize olmus
reseptOrlerin hizla igteki isgal edilmemis reseptorlerle yer degistirdiginin
bir gostergesi olabilir (39). Ayrica hem, demir ve protoporfirin IX un Tf
reseptorlerinin diizenlenmesinde baslica molekiiller oldu§u dnerilmektedir
(50).

Tiim bunlarin yanisira karaciger ve dalagin bazi hiicreleri verimsiz
eritrositlerin pargalanmasinda eritrofagositozun sonucu olarak demiri
yapisina alabilme yetene8indedirler. Inflamatuar lezyonlarda makrofajlar
da diger demir igeren hiicresel yikintilari1 fagositozla alabilirler.
Makrofajlar ayrica degraniile olmus nétrofiller tarafindan salinan
laktoferrinden de demiri gekebilirler. Bunlara dayanarak Oria ve
arkadaglari, birden fazla hiicre i¢i demir tasima sistemi olabilecegini

onermiglerdir (57).
2.2.3. Demirin depolanmasi

Barsak mukozal hiicrelerince emilen veya Hb yikim iiriinii olarak
ag1ga ¢ikan demir ya fonksiyon gorecegi yapilara gitmek iizere plazmaya
gecerek dongiiye katilir ya da depolanir. Depo hiicreleri baslica dalak,

karaciger ve kemik iliginde bulunur (5, 49, 70). Demir yetersizligi olan
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disi sicanlar demirce zengin bir diyetle beslendiklerinde, daha birinci
giinden itibaren demiri depoladiklar: belirlenmis ve retikiilositlerin
oldukga fazlasinda ferritin igeren siderozomlara rastlanmigtir. Ilerleyen
haftalarda kemik iligindeki makrofajlar ve sinusoid endotel hiicrelerinde
asir1 demir birikimi goriilmiis, son olarak siniizoid endotel hiicrelerinin
sitozolii icinde ©nemsiz konsantrasyonda ozgiir ferritin molekiilleri
olusmustur (15).

Organizmada demirin ferritin ve hemosiderin olmak iizere iki tiir
depo formu vardir. Apoferritine demirin baglanmas: ile ferritin olusur.
Apoferritin yaklasik 4500 demir atomunu depolayabilen bir protein olup,
molekiil agirligr 430.000-480.000 arasindadir. Yapisinda 24 adet benzer
monomer igeren proteinin alt iiniteleri arasinda baglant: bolgeleri ve 6zel
kanallar bulunur. Demir atomlar: bu kanallardan gecerek merkezde
toplanirlar. Bu sekilde olugsan ferritinin dig yiizeyinde yer alan ksantin
oksidaz ve ferroksidaz gibi oksitleyici enzimler, demir atomlarinin
oksitlenerek +3 degerlikli hale doniisiimiini saglamakta ancak demirin
molekiile baglantis1 zayif olmaktadir. Kanallardan gecis strasinda demirin
hidrolizasyonu ve polimerizasyonu sonucunda gii¢lii baglar kurulmaktadir.
Zayif bagli demir atomlar: molekiiliin yiizeyinde yer aldiklarindan kolayca
Tf’e baglanmaktadir. Depo halindeki demirin ferritinden ¢oziinebilmesi
icin superoksit dismutaz ve katalaz gibi indirgeyici enzimlere ihtiyag
duyulur. Demirin bu enzimlerle ayrilmas: sonucunda hidroksil radikalleri
aciga c¢ikmakta, ferritin molekiilleri ise hiicrelerde olusan bu radikalleri
katalize ederek notrlestirmektedir (5, 70).

Fizyolojik kosullarda makrofajlarin depo demirini tagimas: disinda
sadece eritrositler ve eritroblastlar elektron mikroskopik olarak ferritin
iceren siderosomlara benzeyen, c¢ok kiiciik graniil formlarinda demiri
bulundururlar. Boyle eritroblastlar sideroblast, ertorsitlerde siderosit
olarak isimlendirilirler (77).

Viicuttaki depo demiri 1ile ilgili bilgi edinmek ig¢in
radioimmunoassay (RIA) yontemleri kullanilarak serum ferritin diizeyi

olciilmektedir (70). Fakat demir tiiketimini tahmin etmek ya da kemik iligi
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demirinin diizeyini tespit etmek i¢in eritrositik ferritinin 6lg¢iilmest serum
ferritinine gore daha etkili oldugu 6nerilmistir (8). Normal durumlarda
serum ferritin diizeyi erkeklerde 125 ng/ml, kadinlarda 55 ng/ml
de8erdedir (5). Serum ferritin diizeyinin olg¢iilmesi, demir eksikliginin
baslangi¢ safhasinin belirlenmesi agisindan da olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii
demir eksikligi durumlarinda kisilerde algilama ve 6§renmenin azaldig,
beyinde notrotransmitter sentezinde bozukluklara neden oldugu konusunda
caligmalar vardir. Ayrica bagisiklik sistemi iizerinde olumsuz etki ederek,
granulositlerin kemotaksis ve bakteriolisis islevlerini azaltip
enfeksiyonlara yakalanma riskini arttirmaktadir (70).

Talassemi tedavisi icin kemik iligi transplantasyonunu miimkiin bir
strateji olarak gosteren bir arastirmada, transplantasyondan sonra
hastalarin demir depolarinda azalma goriildiigiinden uzun olmayan demir
tedavisine ihtiya¢ duyduklar: belirtilmistir. Tedavide kullanilan demir
preparatlar: gozlem altinda verildiginde yiiksek riskli talassemide dikkate
deger iyilegyme oldugu vurgulanmistir (75)

Demirin ikinci depo formu olan hemosiderin, ferritinin kismen su
kaybetmis ve ¢oziilmeyen bir tiirevidir. Demir atomlarinin c¢evresinde
membrandz bir yap: bulunmakta ve ferritine oranla daha kararl: bir yap1
gostermektedir. Fizyolojik kosullarda monosit ve makrofaj hiicrelerinde,
patolojik olarak da hemen tiim beden hiicrelerinde bulunur ve suda
¢oziinemezler. Ancak lipid ¢oziiciilerle molekiilin yikimi1 ve demir
atomlarinin serbestlesmesi saglanir (5, 70).

Serum ferritini 6l¢iimleri ve kemik iligi hemosiderin boyamalar:
sonucu saptanan depo demirinin miktarin1 karsilastirmak ve arada bir
uyum olup olmadi8ini arastirmak pek ¢ok ¢alismanin konusu olmustur.
Kronik bébrek yetmezligi olan hastalarda saptanan hiperferritineminin
depo demiri miktari ile iliskisinin olmadigr ileri stiriilmiistiir (78).

Demirin Tf’e baglanmasini ya da salinimim: engelleyen bazi
etkenlerin bulundugu ortaya konmustur. K562 hiicrelerinin biiyiime ve

coZalmas1 iizerine hepatositler, makrofajlar ve monositler tarafindan

sentezlenen bir proten olan alantitripsin (al-AT) in etkisinin arastinldigr
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bir caligsmada o1-AT’in doza bagimli1 olarak Tf’in 6zel reseptoriine
baglanmasini inhibe ettigi, bunun sonucu olarak malign eritrositik
hiicrelerin (K562) biiyiime ve c¢oZalmasini 6nemli olgiide azalttig:
anlasilmistir (28). Concanavalin A ve mikrotiibiil inhibitorleri de benzer
etkilere sahiptir. Bunlar belki de hiicre yiizeyinden Tf endositozunu ya da
onun lizozom benzeri organellere transportunu engelleyerek, demir
emilimini azaltabilirler (34). Yine Suramin’in Tf’in hiicre yiizeyinde
bulunan reseptoriine baglanmasin: inhibe ederek, demir alinimini
engelledi8i ortaya konmustur (25).

Deferoxamine’in in vitro ortamda insan B ve T limfositlerindeki
DNA sentezini baskiladig: bulunmugtur. Bu inhibisyonu demirin
baglanmasini engelleyerek, riboniikleotid rediiktaz enziminin aktivitesini
bloke ederek hiicre dongiisiiniin S fazinda gergeklestirdigi belirtilmistir
(14, 19, 38, 48). insan promyelositik 16semik hiicrelerinin (HL60) gerekli
bir madde olarak 25-150 ug/ml Tf’e bagli demir igeren serumsuz besi
ortaminda normal olarak ¢ogaldi8: gosterildi. Bununla beraber hi¢ Tf
eklenmediginde ya da Gallium (Ga) baglanmis Tf formunda eklendiZinde
¢ogalmanin inhibe oldugu belirtilerek, Tf reseptor yogunlugunda bir artig
meydana geldi8i ve cogalmanin durmasi ile hiicre dongiisiiniin S ve G2+M
fazlarinda kaldig: ifade edildi (18, 20). Radyoaktif Ga ge¢miste tiimorlerin
lokalizasyonu ig¢in teshise ait bir ajan olarak ve son zamanlardaki bir
calismada potansiyel bir kemoterapotik ajan olarak kullanildi. Ayrica
klinik caligymalar, lenfomaya kars:i Gallium nitratin siirekli intravenéz
infiizyonunun etkisinin tiimorlerin in vivo olarak Tf reseptorlerini
bulundurmalarindan kaynaklandigini gosterdiler. Gallium nitrat ile tedavi
edilen bazi hastalarda mikrositik hipokromik anemi geligsmesinin Ga’un
hiicresel demir metabolizmasina miidahale etmesi nedeniyle
gerceklesebilecegini onerdiler (76).

Baslangicta demir tastyicist olan Tf’e 6zgii reseptorlerin yalnizca
Hb iireten ve plasental hiicrelerde bulundugu ifade edilirken (19, 46, 54),

giiniimiizde bu reseptorlerin baska hiicrelerde de var olduunun ortaya



20

konmas: konuya olan ilgiyi artirmistir (69). Yapilan caligmalar, 6zellikle
Hb sentezi, bilyiime, ¢ogalma ve farklilagma igin eritrositlerin (34, 39),
yine ¢o8alma ig¢in limfositler (2, 3, 13) kanser hiicreleri ve neoplastik
hiicrelerin demire ihtiya¢ duyduklarini gostermektedir (10, 47, 52).
Limfositlerin ¢ogalmak ig¢in Tf reseptorlerine ihtiyaclart oldugunu
gostermek amaciyla yapilan bir ¢aligmada, mitojenik bir uyaran ile
¢oBalmalar: indiiklenen limfositlerin Tf reseptorleri aracilifiyla S fazina
girdikleri ve DNA sentezine bagladiklan bildirilmistir (13). Tf reseptorleri
ve hiicre ¢ogalmas: arasindaki iligki ribonukleotid rediiktaz enzimi igin
demirin gerekli bir element olmasi ile baglantilidir. Bu enzimin aktivitesi,
S faz: sirasinda DNA sentez orani ile uyum gostererek, yiiksek oranda
arttirilir (2, 3, 13, 47). Arastirmalar, 6zellikle hematopoetik ve malign
hiicrelerde ¢o8almanin devamlilig1 i¢in demirin ¢ok 6nemli bir besin

olduBunu ortaya koymustur (19, 52, 58).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligsmanin gergceklesmesinde agirlig: 150-200 g olan Spraque
Dawley siganlarin kemik iligi ve hiicre kiiltiiriinde besi yeri olarak
Leibovitz medium (L-15, Sigma) kullanild:. L-15 kullanilmadan ©Once
kontamine olmasini engellemek amaciyla por ¢ap: 0,22 mikron olan
filtreden gecirilerek, igerisine 20 U/m! Penicillin + 20 pg/ml Streptomycin
(Sigma) eklendi. Stok solusyon daha sonra kullanilmak tizere 2-8°C de
saklandi. Megakaryositlerin ¢ogalmas: iizerine etkileri arastirilacak olan
demirle doyurulmus Tf (Sigma), L-15 ile diliie edilerek, 50 ug/ml, 150
ug/ml ve 300 ug/ml dozlari hazirland: ve 0°C de stok edildi (4, 19).

3.1. Sican Plazmasinin Hazirlanmasi

Saglikli ve 8-10 haftalik albino si¢anlar eterle anestezi edildikten
sonra %3,8 sodyum sitrat igeren steril enjektorlerle dogrudan kalpten kan
alindi. Steril ve dereceli polietilen tiiplere aktarilan kan, 4°C, 3000 g de
15 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan plazma enjektorle dikkatli bir
sekilde alinarak, 0,45 mikronluk filtreden gegirildi, kiigiik siselerin her
birine 1,3 ml olacak sekilde konup, 0°C de muhafaza edildi (41).

3.2. Kemik Iligi Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilis

Eterle anestezi edilen si¢canlarin her iki femuru ac¢iga ¢ikarilarak
tizerindeki dokular tamamen temizlendi. Steril bir pens ile tutulan femur
steril kemik makasiyla iki ucundan (20-30 mm) kesildi. Onceden enjektor

icine alinmas steril L.-15, femurun bir ucundan basingla figkirtilarak iligin
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tamaminin steril santrifiij tiipii i¢ine ge¢mesi saglandi. Tiipiin i¢inde
bulunan ilik ve L-15 steril bir enjektdrle (22G, 30 mm uzunluk)
homojenize edildi. Bu islem yapilirken sivinin képilirmemesine dikkat
edildi. Homojenat1 igeren tiip 4°C, 380 g de 5 dk. santrifiijde ¢evrildi.
Tiipiin icinde 2 ml homojenat birakilarak iistte kalan siipernatantin tamami
atild1 ve enjektorle birkag kez gekilip bosaltilarak kalan homojenat igindeki
hiicrelerin homojen dagilimi saglandi. Sonra homojenattan alinan bir
damla, parafilm iizerine konarak Coulter Counter (MD8) ile sayild: ve
kiiltiire eklenecek hiicre sayis: belirlendi.

Sican kemik iligi hiicreleri, 96 gozenekli platelerin iginde
inkiibatdérde 37°C, %95 nem ve %5 CO2 ortaminda 7 giin boyunca inkiibe

edildi. Her bir gbzenekte bulunan (0.3 ml) karigim:

1- %50 Leibovitz medium (L-15)
2- %20 sican serumu (Sigma) (74)
3- %10 kemik iligi hiicresi (100 hiicre/ml)
4- %10 demirle doyurulmug Tf ya da serum fizyolojik
5- %10 sican plazmasi
iceriyordu. Bu 6zellikleri tasiyan kontrol, 50 ug/ml Tf, 150 ug/ml Tf ve

300 pg/ml Tf gruplarinin deneyleri en az ii¢ kez tekrar edildi.

3.3. Preparasyon

Ekimin yapildig: ilk giin (0. giin) dahil olmak iizere yedi giin
boyunca inkiibatorde bulunan plate, steril kabine alinip, gozeneklerdeki
plazma pihtilarindan her giin 4 ile 6 tane ¢ikartilarak temiz lamlar iizerine
yerlestirildi. Fazla siviy1 ortamdan ¢ekmek amaciyla iizerleri filtre kagidi
ile kapatildiktan sonra %5 lik gluteraldehitten (0,01 M sodyum fosfat
tamponu pH: 7 ile diliie edilmis) 2-3 damla damlatildi. On dakika
bekletilerek pihtilarin ilk fiksasyonu gerceklestirildi. Bu siire sonunda bas
parmak ile filtre kagidinin iizerine hafif¢e bastirilmas: ile pihtilarin lam

iizerine tutunmasi sa8lanarak, bir pens yardimiyla filtre kagitlar1 ortamdan
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uzaklastirildi. Birkag damla 0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH: 6)
damlatilarak 1 dk bekletildi. Sonra etiive alinan lamlar 50°C de kurutuldu.

Preparasyon bu sekilde tamamlandiktan sonra boyama islemine gecildi.

3.4. Boyama

Boyama i¢in Kornovsky ve Roots’un tiyokolin metodu kullanildx

(40). Bu metoda gore,

1- 60 mg Asetiltiyokolin iyodiir (Sigma)

2- 90 ml sodyum fosfat tamponu (0,1 M, pH: 6)

3- 6 ml sodyum sitrat (0,1 M)

4- 12 ml bakir siilfat (30 mM)

5- 12 ml bidistile su

6- 12 ml potasyum ferrosiyaniir (III) (5 mM)
iceren boya bir saleye alinarak igerisine preparatlar yerlestirildi ve 4-5
saat boyunca bekletildi. Bu siire bitiminde biraz siiziildiikten sonra 0.1 M
sodyum fosfat tamponundan (pH: 6) ndan birka¢ damla damlatilarak 1 dk
tutuldu. Ardindan sirasiyla %100 metanolde (Merck) 10 dk.ve %50
metanolde 30 sn birakilarak ikinci fiksasyon saglandi. Lamlar etiivde 50°C
de 5 dk kurutuldu. Harris Hematoksilen’le 1 dk tekrar boyandiktan sonra
hemen suyla yikandi. Daha sonra %2 amonyum hidroksil ile muamele
edildi ve 50°C 1sidaki etiivde kurutuldu. Pihtilarin kenarina birer damla
entellan konup lamlar 45°C ag¢1 ile kapatild: ve daimi preparat haline
getirildi. Hazirlanan plazma pihtis:1 preparatlarinda bulunan
megakaryositler mikroskopta 40x10 biiyiitme ile sayildi. Sayim piht:
alaninin bir kenarindan diger kenarina 6nce soldan sada sonra bir goriintii
asa8i kaydirilip sagdan sola do8ru saryonun hareketiyle yapildi. Bu
sekilde sayilan tim gruplardaki megakaryosit sayilarinin istatistiksel

degerlendirmesi student’s t testi ile yapildi.
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4. BULGULAR

Sican kemik iliginde bulunan megakaryositik hiicrelerin kiiltiir
ortaminda iiretiminin yapildig1 bu ¢aligmada, 50 ug/ml, 150 ug/ml ve 300
wg/m! demir ile doyurulmus Tf dozlar: uygulanarak ii¢ ayr1 deney grubu
olusturuldu. Tf yerine serum fizyolojik icermek tizere her deney grubu
icin birer tane olmak iizere ii¢ adet kontrol grubu yapildi. Konrol
gruplarinin ve Tf igeren deney gruplarinmin deneyleri en az iiger kez
tekrarlandi. Deney ve kontrol gruplarindaki megakaryosit sayilarinin
istatistiksel analizleri karsilastirildi. Deney ve kontrol gruplarinin
ortalama megakaryosit sayilar1 Cizelge 4.1’de gosterilmistir.

50 ug/ml Tf bulunan deney grubunun 0. ve 5.giinlerindeki hiicre
sayilari kargtlastirildiginda anlamli bir artig kaydedilmistir (p<0,01). 50
ug/ml deney grubuna ait kontrol grubunun da 0. ve 5. giinleri
karsitastirildiginda p<0.01 olmak iizere anlamli bir fark bulunmusgtur. 50
pwg/ml. Tf ve kontrol grubunun sadece 5. giinlerindeki hiicre sayilar
karsilagtirildi§inda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamigtir
(p>0,05) Sekil 4.1, 50 wug/ml Tf grubu ile kontrol grubuna ait

megakaryositlerin sayisal de8erlerini gostermektedir.



25

Cizelge 4.1. Deney ve kontrol gruplarinin ortalama megakaryosit sayilari

(X ortxStandart hata)

50 pg/ml Kontrol 150 pg/mt | Kontrol | 300 pg/ml | Kontrol
0. GUN ] 29,4+2.16| 30+3.39 312,66 |30,5£3,01 | 29+3,73 | 29,5+£3.06
n=5 n=4 n=5 n=4 n=>5 n=4
1. GUN {352+1,39| 36+6,17 | 39,4+1,50| 37+4.98 [41,4+229| 36,5+7,1
n=5 n=4 n=5 n=4 n=5 n=4
2. GUN | 42,4+1,86| 44+5,09 |38,25+3,53| 44,5+7.04| 55+4,73 |44,75+0,62
n=5 n=4 n=>5 n=4 n=5 n=4
3. GUN | 56,2+3,4451,25+4,87| 51,6+2,31 | 50,5+6,43 | 562,07 | 50,5+1,32
n=5 n=4 n=5 n=4 n=5 n=4
4, GUN | 71,2+5,44 {67,25+6,68| 82,4+3,39 {66,75+6,35[82,2+13,39| 65+7,12
n=5 n=4 n=5 n=4 n=5 n=4
5. GUN | 60,4+4,63 | 72+6,48 | 83,2+3,44 |72,75+5,89] 86+5,55 |72,25+7,29
n=5 n=4 n=5 n=4 n=5 n=4
6. GUN | 44,6+7,11| 61+9,94 | 68,2+3,09 [60,25+9,54| 76,8+539 |59,75+4,51
n=5 n=4 n=5 n=4 n=5 n=4
7. GUN | 44,4+5,90| 49+4,56 | 51,6x3,53 {50,25+7,48} 65,4+6,08 |51,75+1,31
n=5 n=4 n=5 n=4 n=5 n=4

150 ug/ml Tf igeren grubun O. ve 5. giinlerindeki hiicre sayisi

kiyaslandiginda p<0,001 olmak iizere 6nemli bir artig bulunmustur. Bu

gruba ait

kontrol

grubunun da O.

ve 5.

giinleri

ayni

sekilde

karsilastirildi§inda anlaml: bir artig bulunmusgtur (p<0,05). 150 ug/ml Tf

ile kontrol grubunun sadece 5. giinleri kiyaslandi§inda hiicre sayisinda bir

miktar artig bulunmasina ragmen (Sekil 4.2), istatistiksel agidan anlaml:

olmadig: gorilmiistiir (p>0,05).
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I S 50 pg/ml
I Kontrol

. 1 1 1 L 1 ]

2 3 4 5 6 7
Zaman (giin)

Sekil 4.1.50 ug/ml Tf grubu ile kontrol grubunun giinlere gore
megakaryosit degerleri. (p>0,05)(X ort+SH standart hata)

---Leo 150 pg/mi

1 i 1 A 1 H ]

1 2 3 4 5 6 7
Zaman (giin)

Sekil 4.2. 150 ug/ml Tf grubu ile kontrol grubunun giinlere gore

megakaryosit dederleri (X ort+ standart hata) (p>0.05)
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300 ug/ml Tf bulunan deney grubumuzun O. ve 5. giinleri
karsilastirildiginda anlamh bir artis gézlenmistir (p<0,01). Yine bu gruba
ait kontrol grubunun da 0. ve 5. giinleri arasinda p<0,01 oraninda artig
saptanmigtir. 300 ng/ml Tf ve kontrol grubunun sadece 5. giinleri
karsilastirildiinda hiicre sayisinda artiy kaydedilmesine ragmen,
aralarinda istatistiksel a¢idan bir fark bulunamamistir (p>0,05)Sekil 4.3,
300 wg/ml Tf ve kontrol grubunun megakaryosit deZerlerini

gostermektedir.

----1--- 300 pg/ml

80

Hilcre sazas1{ 0,3 ml pihi
S 8 8 38 3

20
10 L

O 1 i ) i 1 3 1
1 2 3 4 5 6 7

Zaman (giin)

Sekil 4.3. 300 ug/ml Tf grubu ile kontrol grubunun giinlere gore

megakaryosit degerleri (X ort+ standart hata) (p>0.05)

Kontrol gruplar: dikkate alinmaksizin deney gruplari kendi
aralarinda kargilagtiriidiginda, O.ve S.giinlerde her ii¢ grupta da (50

ug/ml, 150 ug/ml, 300 ug/ml) hiicre sayist a¢isindan p>0.05 olmak iizere

bir fark yoktur. (Sekil 4.4, 4.5, 4.6).
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20 t
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O L 1 1 1 1 L |
1 2 3 4 5 6 7
Zaman (giin)
Sekil 4.4. 50 ug/ml ve 150 ug/ml Tf gruplarinin giinlere gore
megakaryosit degerleri (X ort+ standart hata) (p>0.05)
y - 50 pg/ml
90 [ [ ----l -2 300 yg/ml

\\

-

-

-
P

-

O 1 L 1 1 1 1 1
1 2 3 4 5 6 7

Zaman (giin)

Sekil 4.5. 50 ug/ml ve 300 ug/ml Tf gruplarinin giinlere gore

megakaryosit degerleri (X ort+ standart hata) (p>0.05)
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0 L L L 'l L i (]
1 2 3 4 5 6 7

Zaman (giin)

Sekil 4.6. 150 ug/ml ve 300 ug/ml Tf gruplarinin giinlere gore

megakaryosit degerleri (X ort+ standart hata) (p>0.05)
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5. TARTISMA VE SONUC

Normal ve neoplastik hiicrelerin ¢o3almas: i¢cin demir gerekli bir
elementtir (13, 28). Eritrositik hiicreler, Hb sentezi i¢in oldugu kadar
oncii hiicrelerin ¢ogalmasi ve biiyiimesi i¢in de demire ihtiya¢ duymaktadir
(34, 39). Bu ihtiyag, hiicre yiizeyinde bulunan transferrin reseptorleri
araciligiyla transferrine bagli demirin hizla hiicre igerisine alinmasi ile
karsilanir (32, 54, 58). Transferrin reseptorlerinin hematopoetik ve
malign hiicrelerde oldukg¢a fazla miktarda bulunmasi, bu hiicrelerde
transferrin reseptdr geninin yiiksek derecede aktif oldugunu
gostermektedir (52). Yapilan ¢aligmalar limfositik hiicrelerin de gogalmak
icin demire gereksinim duyduklarini gostermektedir (2,3). Transferrin
reseptorleri ve hiicre ¢oZalmas: arasindaki iligki, riboniikleotid rediiktaz
enzimi i¢cin demirin 6nemli olmasi ile baglantilidir. Bu enzimin aktivitesi
hiicre dongiisiiniin S fazinda DNA sentez orani ile birlikte yiiksek oranda
artmaktadir (13, 47).

Demirin hiicre ¢oZalmas: iizerindeki etkisinin hiicre aktiviteleri
iizerinde rol oynamasindan kaynaklandi1g: ifade edilmigstir. Alcantara ve
arkadaslar: Iimfoblastoid.hiicre dizisi olan CCRF-CEM hiicrelerinde demir
ile baglanmig Tf kullanarak, Protein Kinaz C-f (PKC-8) geninin
etkisindeki artis1 gostermislerdir. PKC-B8 geninin etkisinin arttig:
sonucuna, mRNA’sinin ve PKC enziminin aktivitesinin artmasini
gozlemeleriyle ulagsmislardir (3). Incelenen hiicrelerde PKC-B'dan farkhi
olarak, PKC-a geninin etkisi demir ile diizenlenmemistir. Ortamda
demirin varliina cevap olarak PKC izoformlarinin etkilerinin farkl
sekillerde diizenlenmesi, demirin belirli hiicre aktivitelerinin kontroliine

katilabildigini gostermektedir. Bu aktiviteler icinde hematopoetik
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hiicrelerin farklilagmasi ve islev gormesi de yer almaktadir. Fakat demirin
gen regiilasyonunda gorev alma yetene8i sadece hematopoetik hiicrelere
Ozgii olarak sinirlanamaz. Ciinkii tavsan endometrial hiicre dizisi (HRE
H9) hiicrelerinin de genetik diizenleme i¢in Tf demirini kullandig:
belirlenmistir (4).

Demirin trombositopoezdeki rolii konusunda ise heniiz tam bir
goriis birligine varilamamistir. Demir eksikligi goriilen hastalarda
trombosit sayisinin artmasi yaninda seyrek olarak trombositopeni de
goriillmiigtiir (53). Michaeli ve arkadaslar: demir yetersizligi anemisi olan,
trombositopeni ve megakaryositopenili bir hastay: tamimlamislardir. Bu
hastanin gec¢miste idiopatik trombositopenik purpuraya sahip olmasi
miimkiinse de, baslangic¢ta teshis icin goz 6niinde bulundurulmamistir;
ciinkii idiopatik trombositopenik purpuranin tipik kemik iligi bulgular
siddetli demir yetersizligiyle ortiilmiistiir. Hastaya demir verilmesini
takiben trombosit sayisinda gercek bir artis meydana gelmistir (53). Ayn:
sekilde demir eksikligi anemisinin bir sonucu olarak ortaya cikan ve
vaginal kanama ile siddetlenen trombopenili ve megakaryositopenili bir
hastaya giinde 300 mg oral demir uygulanmasi ile trombositopeni ve
megakaryositopeni tedavi edilmistir (11). Yapilan genetik bir ¢caligmada,
62 yasinda, refrakter anemili, kemik iliginde yiiksek trombosit sayis: ve
mikromegakaryositleri olan bir hasta sunulmustur. Bozulmus
trombositopoez bulgularina ve kromozomal anomaliye sahip bu hasta
iizerinde bir dizi arastirma yapilmis ve sonugta bozulmus trombopoeze
O6nciiliik eden olayin transferrin reseptdrii genindeki degismeden
kaynaklandi1g: vurgulanmistir (52). Bunlarin yanisira kobaylarda akut kan
kaybinin trombosit sayisim bir-iki misli arttird1g1, akut kan kaybina ek
olarak demir verilmesinin kan pulcugu sayisinda daha yiiksek bir artisa
neden oldugu belirtilmistir. Bu durum, demirin megakaryositopoez ve
trombositopoez icin dnemli oldugunu goéstermektedir. Ayrica demir igeren
proteinler olan hem ve transferrinin kan pulcuu ve megakaryosit
iretiminde onemli maddeler oldugu ifade edilmistir (53).

Tiim bu goriislere ragmen demirin megakaryositik hiicrelere etkisiz
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oldugu konusunda da bulgular vardir. “Belgrad laboratuvari siganlari”
(b/b)’min eritroblastlarinin zarindaki demir tasinmasi bozuklugundan
kaynaklanan kalitsal hipokromik mikrositik anemi (23) ve eritroid
onciilerinde proliferatif defekt tanmimlanmistir (58). Buna bagli olarak
Rolovic ve arkadaslari, b/b sicanlarinda megakaryositik makrositoz ve
taninabilir megakaryositlerde artmis olgunlagmanin sebep oldugu
hipomegakaryositik trombositopeniyi de gostermiglerdir. Bu siganlarda
megakaryosit anomalilerinin altinda yatan temel mekanizmalar: tanimlamak
ve ozellikle blb sicanlarindaki genetik defekte megakaryosit oncii
hiicrelerinin (CFU-M) katilip katilmadi§: veya megakaryosit anomalisinin
ileri derecedeki aneminin bir sonucu olup olmadigini arastirmiglardir.
Once hipomegakaryositik trombositopeni, bu hayvanlarda oldugu bilinen
viicut dokusunda demirin azalmasina baZlanmis ve megakaryosit
konsantrasyonunun azalmasina siddetli demir yetersizligi anemisinin sebep
oldugu ifade edilmistir (11). Fakat sonra b/b sicanlarinda megakaryositik
hiicre nesli anomalilerinin demir eksikliginden degil, siddetli anemiden
kaynaklanan uzun siireli hipoksinin etkisiyle hematopoetik stem
hiicrelerinde olusan bozukluk sonucu oldugunu belirtmislerdir (61).

Yaptidimiz c¢aliysmada demir baglanmis insan transferininin

50 ug/ml, 150 pg/ml ve 300 pg/ml miktarlarin: sigan kemik ili8i hiicre
kiiltiiriine ekledik. Kemik iligi hiicre kiiltiirii sonucunda transferrin
dozlarini hem kendi icinde hemde kontrolleriyle karsilastirdi§imizda
megakaryosit sayisinda istatistiksel agcidan anlamli bir artig olmadigini
belirledik. Bu sonuglar, ¢aliymamiza baslarken demirle doyurulmus
transferrinin in vitro sartlarda megakaryositopoez olayinda mitotik bir etki
yapabilecedi konusundaki varsayimimizi desteklemedi. Buldu§umuz
sonuglar Rolovic ve arkadaslarinin bulgularin: desteklerken (61), diger
aragtirmacilarin (11, 52, 53) elde ettigi sonuglara ise ters diigmektedir.
Deneylerimizde kullandigimiz insan Tf’inin si¢can kemik iligi
hiicreleri iizerinde etki yaratmamasinin nedeni, Tf ve hiicrelerin ayrn
tiirlere ait olmasindan kaynaklanabilir. Insan Tf’i sigan megakaryositik

hiicrelerinin reseptorlerine affinite gostermeyerek hiicre igerisine demirin
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alinimini tam olarak gergeklestirememis olabilir. Bu nedenle demirin sigan
megakaryosit hiicreleri iizerinde etki gosterememesi muhtemeldir. Fakat
belki de daha yiiksek dozlarda Tf’in uygulanmas: megakaryositik
hiicrelerin ¢ogalmasi iizerine etki edebilecektir.

Bunlarin yanisira megakaryositlerin gelisim basamaklarinda stem
hiicrelerinden SAChE+ hiicrelerine kadar olan 8ncii hiicrelerde goriilen
mitozun megakaryoblast, promegakaryosit ve megakaryositlerde yerini
endomitoza birakmas: sonucu hiicre sayist ayn1 kalmakta ama poliploidide
artis meydana gelmektedir. Demir bu gelisim basamaklarinda oOncii
hiicrelerin mitozuna etki etmeden poliploidide bir artisa da neden olmus
olabilir. Bunun belirlenebilmesi i¢in 6zellikle hiicrelerin poliploidilerini

6lgme gibi daha kapsamlr aragtirmalarin yapilmasi gerekebilir.
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