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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KORDON KANI, MATERNAL PLAZMA VE AMNIYON SIVISINDAKI SITOKIN
SEVIYELERININ SEROLOJIK YONTEMLERLE BELIRLENMESiI VE KORDON
KANI IN VITRO KOLONI OLUSTURMA POTANSIYELINE ETKISI

Hasan Yalim Akin
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Meral Beksag

Insan hematopoietik kok hiicrelerinin (HKH) proliferasyonu ve farklilasmas: sitokinler ile
diizenlenir. Baslica kemik iligi (KI), cevre kani (PK) ve gobek kordon kan1 (KK) kaynakli HKH
naklinde kisa donemli yapilanma saglayan CD34" HKH’lerin engrafman kapasitelerinin in vitro
belirlenmesinde kullanilan en yaygin yontem koloni olusturma (CFU) testleridir. CFU testleri,
ortama eklenen gesitli hematopoietik sitokinler araciligiyla HKH’lerin proliferasyon ve farklilagsma
potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla Ki kosullarmin yari-kat1 besiyerinde taklit edilmesi
temeline dayanir. Gliniimiizde bu amagla en yaygin kullanilan sitokinler, tarihsel olarak 6nceleri
amniyon sivisi (AS) veya hiicre serisi kaynakli iken daha sonra rekombinant insan proteinleri
kullanima girmistir. Hassas ve optimal konsantrasyonlarda kullanilabilmeleri yoniinden avantajli
olan bu proteinlerin ¢ok diisiik miktarlarinin pahali olmasi ve saklama kosullarin zorlugu gibi
dezavantajlari nedeniyle farkli sitokin kaynaklari arayisina gidilmektedir. Giiniimiizde
kullanilmayan, elde edilmesi kolay, dogal, otolog sitokin kaynaklari bu soruna ¢oziim olusturabilir.
Gebelik siirecinde fetal gelisim siirecinde hematopoietik sitokin diizeylerinde artig, maternal ¢evre
kaninda (MK) ve KK'da Graniilosit-Koloni Stimiile Edici Faktor (G-CSF) diizeylerinin
belirlenmesine yonelik kisith sayida aragtirmada gosterilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak, bu tez
calismasinda MK, KK ve AS’nin in vitro KK kisa dénem CFU potansiyeline etkisi ve bu
kaynaklardaki hematopoezde kritik rol oynayan K&k Hiicre Faktorii (SCF), G-CSF ve Interlokin
(IL)-3 sitokin diizeylerinin direkt Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile
belirlenmesi hedeflenmistir. Arastirmaya 20 elektif sezaryen olgu dahil edilmistir. MK ve KK
plazmalar1 ve AS ile desteklenen erken donem CFU testlerinde koloni olusturulamamustir. Ote
yandan, AS ve KK plazmasinda sirasiyla G-CSF (1.068 pg/ml; aralik: 613-3.996) ve SCF (1.761
pg/ml; aralik: 1.089-2.514) konsantrasyonlar1 yiiksek diizeylerde saptanmistir. Yiiksek diizeyde
SCF igeren KK plazmasi, in vitro agar kolonizasyonunda olmasa bile sivi kiiltiirde HKH
ekspansiyonunda destekleyici bir bilesen olarak proliferasyon hizinin arttirllmasina katki
saglayabilir. Bulgularimiz 1s1ginda HKH nakillerinde yaygin olarak kullanilan plazma ve eritrosit
uzaklastirilmis KK yerine plazma igeren tiiriiniiniin kullanilmas: engrafman basarisina katki
saglama olasilig1 tasimaktadir.

2017, 50 sayfa

Anahtar kelimeler: Kordon kani; maternal plazma; amniyon sivisi; hematopoietik

sitokinler; ELISA; hematopoietik kok hiicre; CFU.



ABSTRACT
MSc Thesis

Serological Detection of Cytokine Levels in Cord Blood, Maternal Plasma and Amniotic

Fluid and Their Impact on in vitro Cord Blood Colony Forming Potential
Hasan Yalim Akin
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Meral Beksag

The proliferation and differentiation of human hematopoietic stem cells (HSC) are regulated by
cytokines. Colony forming unit (CFU) tests are the most common method used for in vitro testing
of engraftment capacities of short-term repopulating (STR) cord blood (CB) HSC to be
transplanted into the immune-suppressed patients. CFU tests are based on mimicking the bone
marrow (BM) environment in a semi-solid medium in order to determine the capacity of
proliferation and differentiation of HSC through various hematopoietic cytokines. The most
commonly used cytokines today were historically based on amniotic fluid (AF) or cell lines, but
later recombinant human proteins got into use. Although these proteins have advantages in terms of
being used in sensitive and optimal concentrations, they are disadvantageous because of high costs
of low quantities and their storage conditions. Therefore, different cytokine resources have been the
subject of scientific research. Easy to obtain, natural and autologous cytokine resources could be a
solution to this problem. An increase in the hematopoietic cytokine levels during fetal growth in
gestation has been shown in a limited number of research in determining Granulocyte-Colony
Stimulating Factor (G-CSF) levels in maternal blood (MB) and CB. This study, depending on the
above mentioned data, aims to determine the effect of MB, CB and AF on in vitro CB short-term
CFU potential and to determine the stem cell factor (SCF), G-CSF and interleukin (IL)-3 cytokine
levels in these resources which have a critical role in hematopoiesis via direct Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) method. 20 elective caesarean pregnancies have been included in
this study. No colonies were observed in the short-term CFU tests supported by MB and CB
plasma and AF. On the other hand, in AF and CB plasma, high-level G-CSF and SCF
concentrations were determined (respectively, 1.068 pg/ml; range: 613-3.996 and 1.761 pg/ml;
range: 1.089-2.514). The CB plasma with high SCF content may increase the proliferation rates as
a supportive additive in liquid HSC expansion even if not in in vitro agarose colonization. In
consideration of our findings, rather than plasma and erythrocyte depleted CB, which is commonly
used in HSC transplantations, infusion of CB including its plasma may promote to a successful
engraftment.

2017, 50 pages

Keywords: Cord blood; maternal plasma; amniotic fluid; hematopoietic cytokines;
ELISA; hematopoietic stem cell; CFU.
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1. GIRIS

Sitokinler, immiin sistemde hiicreler arasi iletisimden sorumlu, immiin sistem hiicrelerinin
proliferasyonu, farklilagmasi, aktivasyonu ve inaktivasyonunda rol oynayan kiiciik sinyal
proteinleridir. Farkli immiin siireglerle iliskili olarak salgilanan sitokinler otokrin ve/veya
parakrin sinyal mekanizmalariyla hiicreler arasi iletisimi saglamaktan ve bagisiklik

sisteminin orkestrasyonundan sorumludurlar (1, 2).

Sitokinler, sinirlart ¢ok net olmamakla beraber immiin siireclerdeki etkinliklerine gore iig
ana baslik altinda smiflandirilirlar. Belirli bir etkene karsi immiin cevabin tetiklenmesinde
genel olarak pro-enflamatuvar/enflamatuvar sitokinler rol alirken anti-enflamatuvar
sitokinler, hiicresel faaliyetlerin baskilanmasi/diizenlenmesi ile immiin sistemin
regililasyonunda rol oynamaktadir. Kok Hiicre Faktorii (SCF), Graniilosit - Koloni Stimiile
Edici Faktor (G-CSF), Graniilosit Makrofaj - Koloni Stimiile Edici Faktér (GM-CSF),
Interlokin (IL)-3 baslica hematopoietik sitokinlerden olup, hematopoietik kok hiicrelerin
(HKH) proliferasyonunda veya olgun hiicrelere farklilasmasinda etkindir. Immiin sistemde
dinamik bir denge halinde olan sitokin diizeyleri, patojenle karsilagsma, hiicresel stres,

kanserlesme veya gebelikle iliskili siire¢lerde degisir (3).

Ozellikle gebelik siirecindeki immiin sistem yeniden yapilanmasi diger siireglerden farkli
islemektedir. Gebelikte immiin mekanizmalar, maternal immiin sisteminin biiyiik 6l¢iide
baskilanmasi, fetusa tolerans gelisimi ve fetal immiin sistemin gelisimi olarak ortaya cikar.
Maternal kanda (MK) genellikle belirli enflamatuvar sitokin diizeyleri azalirken, anti-
enflamatuvar sitokin diizeylerinde artis gozlenir. Gebelik siirecinin saglikli olmas1 immiin
sistemi dengeleyen bu sitokin diizeyleri ile yakindan iliskilidir (4). Maternal kan dolagimi1
ile fetal kan dolasimi arasindaki fizyolojik ve metabolik etkilesimler ve molekiillerin anne
ile bebek arasindaki gegisleri kontrollii bir sekilde plasenta ve fetal membranlar araciligiyla
saglanir. Bazi sitokinler, molekiil biiytiklikleri ve yapilar1 dogrultusunda plasentay1
gecebilirken bazilar1 gegemez. Ornegin Aaltonen ve ark.nn calismasinda bazi pro-
enflamatuvar sitokinlerin plasentadan gegemedigi gosterilmis olup, Calhoun ve ark.'n
calismasinda G-CSF'nin plasentadaki reseptoriine baglanma ihtiyact olmaksizin

plasentadan gecebildigi rapor edilmistir (5, 6). Bu nedenle ve farkli immiin yapilanma



stirecleriyle iligkili olarak MK’da bulunan sitokin diizeyleri ile fetal dokularda bulunan
sitokin diizeyleri farklidir (3, 7).

Bu dokulardaki sitokinlerin diizeyleri saghikli bir gebelik siireci ile yakindan iliskilidir.
Bir¢ok c¢alismada, farkli perinatal etiyolojiler ile gesitli pro-enflamatuvar/enflamatuvar
sitokin  diizeyleri arasinda baglantt oldugu gosterilmistir (8-10). Hastaliklarla
iliskilendirilmelerinin yani sira, hematopoietik sitokinler gebelikle ve embriyonik gelisimle
iliskili biyolojik materyaller olarak da in vitro HKH kiiltiirleri i¢in kullanilan besiyeri
ortamlarinda destekleyici kaynaklar olarak ilgi gormektedir. Ornegin, gegmisten giiniimiize
kadar siiregelen bircok hiicre kiiltiirii ortaminda Fetal Sigir Serumu (FCS), yaygimn bir
sekilde destekleyici protein kaynagi olarak kullanilmaktadir. Ancak, hayvansal bir protein
kaynagi olan FCS, basta etik unsurlar olmak tizere bir¢ok yonden dezavantajli olmasi
nedeniyle son yillarda daha az tercih edilmeye baglamistir. Giiniimiizde hayvansal kaynakli
sitokinlere alternatif olarak en c¢ok kullanilan rekombinant insan proteinleri ise birgok
yonden avantajli olmasina ragmen, miktar/fiyat dengesi ve saklanma kosullar1 acgisindan

dezavantajlidir (11).

Fetal ve plasental ¢evreden elde edilebilecek HKH kaynaklarinin in vitro kiiltiirlerde
destekleyici kullanimina dair ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur. Ki kaynakli HKH’lerin
veya kordon kani (KK) mezenkimal hiicrelerinin, amniyon sivist (AS) veya KK plazmasi
(KKP) igeren s1vi besiyeri ortaminda proliferasyonuna dair bazi sonuglar rapor edilmistir

(12-16). Ancak c¢alismalar bu arastirmalarla sinirli kalmastir.

Klinikte Ki, mobilize ¢evre kan1 (PK) ve KK, bagisiklik sistemi ve kan hastaliklarinin
tedavisi amaciyla kullanilan baslica HKH kaynaklaridir. KK; primitif HKH igerigi, kolay
elde edilebilirligi ve kismi doku uyumu ile naklinin miimkiin olmas1 nedeniyle yaygin
olarak kullanilmaktadir. KK’nin klinik se¢im kriterlerinin basinda, icerdigi HKH sayis1 ve
bu hiicrelerin erken/ge¢ engrafman olusturma yetenekleri gelmektedir. HKH’lerin erken
engrafman kapasitesinin belirlenmesinde in vitro koloni olusturma (CFU) testleri kabul
gormiis bir ydntem olarak kullanilagelmektedir. KI cevre sartlarinin taklit edildigi yari-kat:
besiyeri ortamimnda HKH’lerin koloni olusturma yeteneklerinin test edildigi bu yontemde
HKH’lerin farkli hiicre serilerine farklilagmasi, ortama eklenen hematopoietik sitokinler

araciligiyla yonlendirilmektedir. Bu sitokinler baslica; HKH’lerin proliferasyonunda etkili



SCF; graniilosit/makrofaj serilerine farklilagmasini tetikleyen G-CSF, GM-CSF ve eritroid

progenitorlere farklilagsmasinda etkili eritropoietindir.

Bu veriler 1s181nda bu tez ¢alismasinda elektif sezaryen dogumlardan toplanan AS, KKP ve
maternal plazmanin (MP) KK HKH’lerinin alternatif sitokin kaynaklar1 olarak, erken
donem CFU olusturma potansiyeline etkilerinin arastirilmas1 hedeflenmistir. Ilaveten, en
kritik hematopoez tetikleyici sitokinlerden olan SCF, G-CSF ve IL-3 diizeylerinin Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile belirlenmesi ve bahsi gegen farkli
kaynaklar aras1 diizeylerin karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi de arastirmanin

hedefleri arasindadir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. SITOKINLER

Sitokinler; immiin yanitta, hiicreler arasi iletisimde ve hematopoezde, araci ve diizenleyici
rol oynayan, protein yapida kiiciik sinyal molekiilleridir. Farkli hedef hiicrelerle ve kendi
aralarinda olmak {izere, birden fazla hedefle etkileserek siireclerin aktivasyonu veya
inhibisyonunda gorev alirlar (17). Sitokinlerin immiin sistem hiicrelerinin proliferasyonuna
ve farklilagsmasina etkileri molekiiler diizeyde heniiz tam olarak bilinmemekle beraber,
hematopoezde HKH proliferasyonu, secilimi ve farklilasmasinda hematopoietik
sitokinlerin, immiin sistem hiicrelerinin aktivasyon ve/veya inaktivasyon dengesinin
diizenlenmesinde ise pro-enflamatuvar/anti-enflamatuvar sitokinlerin rol oynadig:
bilinmektedir. Bu siniflandirma ¢ok net bir ¢cergeveye sahip olmamakla birlikte, bu siiregler
pro-enflamatuvar,  anti-enflamatuvar ve  hematopoietik  sitokinlerin  ¢evredeki

konsantrasyonlariyla iligkilidir (18).

Baslica hematopoietik sitokinler; Kok Hiicre Faktorii (SCF), Granulocyte - Colony
Stimulating Factor (G-CSF), Granulocyte, Monocyte - Colony Stimulating Factor (GM-
CSF), Interlékin (IL)-3, FMS-Benzeri Tirozin Kinaz-3 Ligand: (Flt-3L), Eritropoietin ve
Trombopoietin olarak bilinmektedir. Tiimér Nekrozis Faktér-alfa (TNFa), Interferon-
gamma (IFNy), IL-6, IL-8, IL-11, IL-12 ise bilinen pro-enflamatuvar/enflamatuvar
sitokinlerden bazilaridir (19).

Sitokinlerin insan viicut sivilarindaki homeostatik konsantrasyonlar1 normal kosullarda ¢ok
diisiiktiir; fakat patojenle karsilagsma, hiicresel stres, kanserlesme gibi immiin yaniti
tetikleyen durumlarda veya gebelik siirecindeki immiin diizenlenmelerde ilgili siirecte rol
oynayan sitokinlerin konsantrasyonlarinda 1000 kata kadar artis oldugu bildirilmektedir
(17, 20).

2.1.1. GEBELIKTE SITOKINLER

Gebelik slirecinde immiin sistem diizenlemeleri, maternal immiin sistemin biiylik 6l¢iide
baskilanmast ve fetal immiin sistem gelisimi seklinde ortaya ¢ikar. Gebeligin ilk

evrelerinden doguma kadar olan siliregte kan hacminin artmasina, belirli sitokinlerin



tiretimindeki artigsa veya baskilanmaya bagli olarak sitokin konsantrasyonlari dinamik bir
degisim igerisindedir (21, 22). Gebelik siireci, dogasi geregi c¢esitli immiin sistem
molekiillerinin dengesinde ileri diizey degisikliklerin gergeklestigi onemli bir arastirma

konusudur.

Anne ile fetus arasindaki fizyolojik ve metabolik etkilesimler, sitokinler araciligiyla
dogrudan veya dolayli olarak saglanir. Maternal ve fetal kanda bulunan molekiillerin
gecisi, plasenta ve fetal membranlar araciligiyla molekiil biiyiikliiklerine, yapilarina ve
plazma konsantrasyonlarina gore diizenlenir. Baz1 kiiciik sitokin molekiilleri bu bariyerleri
gecebilirken bazi sitokinler gecemezler, ancak plasental hiicrelerle etkilesimleri araciligiyla
metabolik siiregte rol oynarlar. Ornegin, Aaltonen ve ark.'m ¢alismasinda pro-enflamatuvar
sitokinlerden TNFa, IL-1beta ve IL-6'nin plasentadan gegemedigi gosterilmistir (5).
Calhoun ve ark. tarafindan gerceklestirilen bir baska ¢alismada ise G-CSF'nin plasentay1
gecebilen bir sitokin oldugu ispat edilmistir (6). Bu nedenle, farkli immiin yapilanma
stiregleriyle iligkili olarak, MK, plasenta, AS, KK ve fetal kandaki sitokinler farkli
diizeylerde bulunur (3, 7).

MK, plasenta, fetal membranlar, AS, KK ve fetal kanda bulunan aktivator ve inhibitor
sitokin diizeyleri arasindaki denge Onemlidir. Bu siiregte MK’da genellikle belirli pro-
enflamatuvar/enflamatuvar sitokin diizeyleri azalirken, anti-enflamatuvar sitokinler ve
hematopoezde rol oynayan hematopoietik sitokin diizeylerinde artig gozlenir (1). Kraus ve
ark. i 2010°da yayimladiklari bulgulara gore; 1., 2. ve 3. trimesterde ve dogum sonrasinda
MP’de gozlenen cesitli bitylime faktorleri (Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii - VGEF),
enflamatuvar (Tiimoér Nekrozis Faktor-alfa — TNFa ve Interferon-gamma - IFNy) ve
hematopoietik sitokinlerden G-CSF’nin diizey degisimleri gosterilmistir. Bu calismada
gebeligin baglangicindan doguma kadar gegen siire boyunca, enflamatuvar sitokinlerden
olan TNFa ve IFNy’nin MP konsantrasyonlarinda azalma olurken, G-CSF hematopoietik
sitokin diizeyinde artis oldugu gozlenmektedir (21). Bu savi destekler nitelikte, Burns ve
ark.’m 2015’te yayimladiklar1 c¢alismada, gebeligin tiglincli trimesterinde azalan

enflamatuvar sitokin diizeyleri dikkat ¢cekmektedir (7).

Gebelik siirecinin saglikli olmasi, immiin sistemi dengeleyen sitokinlerin diizeyleri ile

yakindan iliskilidir (4). Birgok calismada gebelikte belirli sitokin diizeyleri ile erken



dogum, tekrarlayan diistikler, gelisim geriligi, gebelik diyabeti, preeklampsi, kronik
akciger hastaligl, otizm gibi bir¢ok hastalik arasinda baglanti oldugu gdosterilmistir.
Gebelikte maternal plazma/serum, KKP, AS veya fetal membranlardaki sitokin
diizeylerinin belirli hastaliklarin etiyolojisinde rol oynadigina dair veriler bir dekadi askin

stiredir mevcuttur (9).

Gebelik siirecinde degisen sitokin diizeyleri, hastaliklarla iliskilendirilmenin yani sira in
vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda hematopoietik sitokin kaynagi olarak da dikkat
cekmektedir. Gebelikte hematopoietik sitokinlerin arastirildigi ¢alisma sayist ¢ok az
olmakla birlikte MP, KKP ve AS’de hematopoietik sitokinlerin arastirildigi ¢alismalar
GM-CSF ve G-CSF ile simirli kalmaktadir ve bu arastirmalarda sunulan veriler arasinda
yiiksek farkliliklar saptanmasi nedeniyle giiclii bir karsilastirma saglanamamaktadir (7, 8,
21). Segilen 6rneklem grubunun heterojen olmasi, bu durumun olasi nedenlerinden biridir.
Bunu destekler nitelikle vajinal ve sezaryen dogumlarda sitokin diizeyleri arasinda fark
bulunduguna dair yayimlanmis sinirlt veri mevcuttur (8). Bugiine kadar MP, KK ve AS’de
SCF diizeylerinin karsilastirmali olarak rapor edildigi bir calisma ise bilgimiz dahilinde

heniiz gerceklestirilmemistir.

Klinik arastirma ve uygulamalarda Onemli yeri olan in vitro ¢alismalarda etkin
kullanilabilecek alternatif sitokin kaynaklarmin belirlenerek hematopoietik sitokin

igeriklerinin aydinlatilmasi 6nem tagimaktadir.

2.2.  KLINIKTE HEMATOPOIETIK KOK HUCRELER VE SITOKINLER

Kok hiicreler, yasam siireleri boyunca kendilerini ¢ogaltabilme, olgun, O6zellesmis
hiicrelere farklilagabilme ve bulunduklar1 dokular1 yenileyebilme &zelliklerine sahip
hiicrelerdir. Immiin sistemi olusturan hiicreler, biiyiik dl¢iide farklilasmamus, pluripotent

ozellikte, kemik iligi (KI) cevresinde ve dolasimda bulunan HKH’lerden koken alirlar (23).

Baslica Ki, PK ve dogum esnasinda toplanan gébek KK kaynakli elde edilebilen HKH’ler,
giiniimiizde birgok farkli hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. KI ve mobilize PK’dan
farkli olarak; KK, erken progenitor hiicre igerigi, nakil i¢in kismi doku uyumunun yeterli
kabul edilebilmesi, girisimsel yonteme ihtiya¢ duyulmaksizin toplanabilmesi gibi bir¢cok

avantaj1 nedeniyle tercih edilen bir kaynak haline gelmistir (24, 25).



KK Kklinik se¢im kriterlerinin basinda, akim sitometrik olarak CD45dim CD34"
fenotipindeki HKH’lerin mutlak sayist ve nakledilen hiicrelerin engrafman yetenegi
gelmektedir. Basarili bir nakil i¢in KK iinitesinin hastanin agirligina oranla belirli sayida
CD34" hiicre icermesi gerekmektedir. KK, hacminin az olmasi, dolayisiyla igerigindeki
CD34" HKH sayisinin diisiik olmasi nedeniyle, 6zellikle 50 kilogramin tizerindeki hastalar
icin tek bir KK {initesi yeterli olamamaktadir. Bu duruma ¢oziim arayist olarak CD34"
HKH’lerin in vitro ekspansiyonu giindeme gelmis ve ekspande edilen CD34" hiicrelerde
yapilan klinik denemelerde basarili sonuglar elde edilmistir. Yakin zamanda biiytik olgekte,
Klinik uygulamalara yonelik ekspansiyon sistemleri gelistirilmis olup bu ydnde

arastirmalar hiz kazanmistir (26-30).

Bunun yani sira, KK CD34" hiicre popiilasyonu, farkli engrafman kapasitesine sahip
hiicreler acisindan da ¢esitlilik gdstermektedir. KK iinitesi kisa ve uzun donemli (sirasiyla,
short term repopulating-STR, long term repopulating-LTR) immiin yapilanma kapasitesi
olan iki tip progenitér hiicre grubu igermektedir. Farkli HKH tiplerinin in vivo
fonksiyonlarini belirlemek amaciyla en sik kullanilan yontem in vitro Colony-Forming
Unit (CFU) testleridir. Bu testler, yar1 kati besiyerinde iireyen farkli ozellikte ve
farklilasma evresindeki HKH’lerin STR engrafman kapasitelerinin kantitatif/semi-
kantitatif degerlendirilmelerine olanak saglamaktadir. CFU testlerin prensibi KI ¢evre
sartlarinin in  vitro saglanarak HKH’lerin olgunlasmis immiin sistem hiicrelerine
farklilasma ve koloni olusturma yeteneklerinin belirlenmesine dayanir. Kiiltiir ortaminda
olusan koloniler, temelde graniilosit-makrofaj olusturan seri (CFU-GM); graniilosit,
eritroid, makrofaj ve megakaryosit olusturan seri (CFU-GEMM) ve eritroblast olusturan
seri (BFU-E) olmak tizere 3 farkli grupta degerlendirilir. CFU-GM, engrafman basarisini

gosteren temel hiicre grubu olarak diistiniilmektedir (31-33).

HKH’lerin in vitro proliferasyonunda ve CFU olusturma potansiyellerinin belirlenmesinde,
hiicrelerin kendini yenileme veya farklilasma siiregleri kiiltir ortamimna eklenen
hematopoietik sitokin karisimlar1 ile kontrol edilir. Sitokinlerin karmasik pleiotropik
etkilesimleri tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, KK HKH proliferasyonunda ve
engrafmaninda rol oynayan temel sitokinler SCF, G-CSF, IL-3 ve FIt-3L olarak
bilinmektedir (34).



Nakil amagli kullanilacak HKH’lerin engrafman yeteneginin test edilmesi ve in vitro
CD34" HKH ekspansiyon asamalar1 kritik 6neme sahiptir. Bu siireglerde kullanilan sitokin
cesitleri ve elde edildikleri kaynaklar, in vitro etkinlikleri ve nakil asamasinda
giivenilirlikleri yoniinden 6nemlidir. Sadece HKH kiiltiirlerinde degil, birgok in vitro hiicre
kiiltiir{i i¢in besiyeri ortamina digaridan eklenen sitokinlerin ve diger proteinlerin ¢esidi ve

miktart testlerin etkinligi agisindan Kritiktir.

221. IN VITRO HEMATOPOIETIK KOK HUCRE KULTURUNDE
ALTERNATIF SIiTOKIiN KAYNAKLARI

HKH kiiltiirleri dahil biitiin in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, sitokinlerin ve hiicresel
etkilesimlerde rol oynayan proteinlerin segimi ve optimal konsantrasyonlarinin saglanmasi

onemlidir.

Gebelikle iligkili biyolojik materyallerde immiin sistem yapilanmasiyla iliskili olarak
hematopoietik sitokin seviyelerinin énemli dlgiide artis gdstermektedir. Ornegin, fetal bir
materyal olarak FCS, ge¢misten giiniimiize hiicre kiiltiirii calismalarinda protein kaynagi
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak, hayvansal bir kaynak olan FCS, basta
eldesinin etik acidan sakincalar1 olmak iizere, hiicre kiiltlir ortamlarinda
konsantrasyonunun optimizasyonuna dair giigliikler ve insan hiicrelerine olasi toksik

etkileri nedeniyle son yillarda daha az tercih edilmektedir.

Giiniimiizde &6zellikle klinik uygulamalara yonelik yapilan KI, PK ve KK kaynakli kok
hiicrelerin in vitro proliferasyonu ve farklilasmasi yoniindeki calismalarda en yaygin
kullanilan sitokin kaynaklari, ticari olarak temin edilebilen rekombinant sitokin
karisimlaridir. Rekombinant sitokinler, ilgilenilen proteinin sentezinden sorumlu genin
maya, bakteri veya memeli hiicrelerine klonlanarak ilgili proteinin {retimi ve
saflagtirilmast ile kullanima hazir halde ticari olarak elde edilebilmektedir. FCS gibi
hayvansal kaynaklara kiyasla bir¢ok yonden avantaj saglayan rekombinant sitokinler,
tretimlerinin az miktarlarda yapiliyor olmasi, diisiik miktar/fiyat oranlar1 ve saklama
kosullar1 yoniinden dezavantajlidir. Bu dezavantajlar arastirmacilari sitokinler agisindan

zengin in house kaynak/molekiil arayisina yoneltmistir (11).



Alternatif biyolojik bir kaynak olarak AS’nin arastirildig: bir ¢alismada, AS’nin fare Ki
HKH ekspansiyonuna ve hiicrelerin uzun dénem engrafman kapasitesine olumlu etkileri
gosterilmistir. Bu ¢alisma, AS’nin diisiik miktarda SCF ile birlikte besiyerine eklendiginde
HKH farklilasmasim1i engelleyerek proliferasyonunu ve uzun donem engrafman
potansiyelini artirdigini gosteren ilk ve tek caligmadir. AS nin HKH kiiltiiriine etkilerinin

arastirtlmasi bu ¢alismayla siirlt kalmistir (12).

Baska bir arastirmada ise alternatif sitokin kaynagi olarak KKP, KI kaynakli progenitor
hiicrelerin in vitro proliferasyonuna ve farklilasmasina etkisi yoniinden incelenmistir. Bu
calismada Ki progenitér kok hiicrelerinin, KKP ile zenginlestirilmis minimal besiyeri
ortaminda 2000 Kkata kadar ekspansiyonu ve uygun kosullarda adipositlere
farklilasmasindaki basarist rapor edilmistir (13). Bu galismay1 takiben; 2009°da Jung ve
ark., mezenkimal stromal hiicre kiiltiiriinde; 2013°te Ding ve ark. ve 2014°te ise Pereira ve
ark., KK kaynakli mezenkimal kok hiicre kiiltiirinde KKP’nin hiicre proliferasyon ve

farklilagsmasina etkisini gostermislerdir (14-16).

Gebelikte MP protein konsantrasyonlari ise, birgok farkli 6zellik agisindan arastirilmistir.
Ancak caligmalar genellikle yukarida bahsedildigi iizere enflamatuvar sitokin diizeylerinin
dogumsal anomaliler ve hastaliklarla iliskisini arastirmakla sinirli kalmis olup MP’nin in

vitro HKH kiiltiirtinii destekleyici potansiyeline dair veri bulunmamaktadir.

2.3.  SITOKIN DUZEYLERININ BELIRLENMESI

Sitokinlerin farkli kaynaklara ait plazma orneklerindeki konsantrasyonlarini belirlemeye
yonelik uygun yontemin segilmesi, sitokin kaynaklarmin HKH kiiltiirlerinde olasi
kullaniminin dogru yorumlanmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir. Dolasimda ve KK’daki
sitokin miktarlarinin ¢ok az olmasi nedeniyle yapilan Ol¢iim metotlarinin yiiksek
duyarlhilikta olmasi gerekmektedir. Sitokin belirlemede kullanilan baslica standart
yontemler, ELISA, Enzyme-Linked Immuno Spot Assay (ELISPOT) ve benzer temelde
gerceklesen etkili serolojik yontemlerdir. Sitokin diizeylerinin belirlenmesine yonelik 2
dekad1 agskin zamandir kullanilan ELISA temelli yontemlerin, sitokinlerin aktif ve inaktif
formlarin1 ayirt edebilme avantajlart mevcuttur (17). Amaca yonelik farkli galisma
prensipleri arasindan direkt (sandvi¢) ELISA yontemi, yiiksek molekiil agirlikli protein

konsantrasyonlarinin 6l¢iimiinde hassas duyarliliga sahip bir yontem olarak literatiirde



yerini almis bulunmaktadir. Gegmisten bugiine anne-bebek sagliginin plazma veya AS
sitokin diizeyleri ile iligkisinin arastirilmasinda temel, giivenilir bir yontem olarak direkt

(sandvig) ELISA testleri kullanilmaktadir (21, 35-37).

Testin temel ¢alisma prensibi su sekildedir: Arastirilan proteine 6zgiin monoklonal antikor
onceden ELISA plagmin tabanina kaplanir. Plaga arastirilan drnekler ve farkli kuyucuklara
ilgili protein konsantrasyonu bilinen, seri diliisyonlar halinde hazirlanmis standartlar
eklenir. Bu sekilde aranan ilgili proteinin tabandaki antikorlar ile baglanmasi saglanir. Plak
yikanarak baglanmayan diger molekiiller ortamdan uzaklastirilir. Akabinde plaga eklenen,
onceden enzim baglanarak modifiye edilmis poliklonal antikorlarin arastirilan proteine, iki
antikorun arasinda hapsedecek sekilde baglanmasi saglanir. Baglanmamis antikorlari
uzaklagtirmak {izere yikama islemini takiben ortama antikora baglanmis enzimle
reaksiyona girecek olan substrat eklenir. Reaksiyon, renk degisimi ile sonu¢lanir. Enzim
aktivitesinin yogunluguna gore elde edilen rengin spektrumu aranan proteinin miktar
hakkinda bilgi verir. Ol¢iim, spektrofotometrik yontemle gergeklestirilerek protein igerigi
bilinen, seri diliisyonlar halinde 6l¢iilen standarttan elde edilen sonuglar dogrultusunda
standart egri grafigi olusturulur. Protein igerigi arastirilan Ornegin 1s1ma verdigi dalga
boyu, olusturulan standart egri grafiginin fonksiyonel denkleminde hesaplanarak ilgili
protein konsantrasyonu elde edilir (38).
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3. GEREKCE VE AMAC

Sitokinler, immiin sistemin uygun islemesinden sorumlu olan, cesitli saglik/hastalik
durumlan ile direkt/dolayl iliskileri agisindan arastirilan, hiicre etkilesimi sayesinde etki
gosteren onemli, sayilar1 her gegen giin artan molekiillerdir. Fizyolojik rollerinin yani sira
in vitro hiicre kiiltiirlerinde de, hiicrelerin proliferasyonu, farklilasmasi ve aktivasyonu gibi
cesitli slirecleri kontrol etmek amaciyla kullanilan molekiiller olarak ilgi konusu olarak
oneme sahiptir. Pahali ve zor elde edilebilir kaynaklar olmalar1 nedeniyle, ayni islevleri
gorebilecek alternatif biyolojik kaynak arayisi s6z konusudur. Ornegin, in vitro HHK
kiiltiirlerinde temel olarak kullanilan hayvansal kaynakli fetusa ait FCS yerine alternatif
sitokin kaynaklarin arastirilmast sonucunda rekombinant sitokinler kullanimi giindeme
gelmistir. Ancak yiiksek maliyetli, eldesi ve saklanmasi agisindan dezavantajli olan bu

tirtinlerin klinik arastirmalarda ve uygulamalarda kullanim potansiyeli distiktiir (11).

Giinlimiizde bir¢ok farkli hastaligin tedavisinde kullanilma potansiyeli tasiyan HKH’ler,
baslica Ki, PK ve KK kaynaklidir. Son yillarda KK, biiyiik oranda farklilasmanis HKH
icerigi, kismi doku uyumunun nakilde yeterli olmasi, kolay elde edilebilirligi gibi
avantajlar1 nedeniyle nakillerde tercih edilen bir HKH kaynag: haline gelmistir (39). Ki,
PK ve KK, HKH igerikleri nedeniyle alternatif sitokin kaynag: olarak da ilgi ¢ekicidir.
Bununla birlikte, bahsi gecen kaynaklarin sitokin seviyelerinin belirlendigi veya sitokin
iceriklerinin in vitro sistemlerde hiicre kiiltiirlerini destekleyici olarak kullanimlarina dair

bilimsel veri yok denecek kadar azdir.

AS’nin, besiyeri ortaminda hiicreleri destekleyici materyal olarak Ki progenitdrlerinin
proliferasyonu ve farklilagmasina etkileri ilk kez 2004 yilinda rapor edilmistir (12). KK
plazmast ile ilgili ise literatiirde bulunan dért calisma, bu kaynagin yalmzca KI progenitor
hiicreleri ve mezenkimal kok hiicre kiiltiirleri {izerine etkisinin arastirildigi yaymnlarda
toplanmigtir (13-16). AS kaynakli kok hiicrelerin biyolojisi ve tedavi edici etkinlikleri
arastirilmakla birlikte, bu tez g¢alismasinin birincil konusu olan HKH CFU olusturma
kapasitesine yonelik ¢alisma bulunmamaktadir. Benzer sekilde, bilgimiz dahilinde AS,
KKP veya MP’nin KK kaynakli HKH in vitro kiiltir sistemlerindeki etkisi de heniiz

arastirllmamigtir.  Bu  ¢aligmalarda  kullanilan  sitokin  kaynaklarinin  ¢esitliligi,
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konsantrasyonlari ve etkinliklerinin hematopoietik sitokin diizeyleri ile iligskilendirilmesine

dair veri bulunmamaktadir.

Bu tez ¢aligmasinin hedeflerinden biri, elektif sezaryen dogumlardan elde edilen AS, KKP
ve MP’nin, alternatif sitokin kaynaklar1 olarak KK HKH’lerinin erken donem CFU
olusturma kapasitelerine olasi etkilerinin arastirilmasidir. Ote yandan bu alternatif sitokin
kaynaklarinin in vitro kullanimda optimize edilebilmesi amaciyla sitokin igeriklerinin
belirlenmesi de kritik 6nem tasimaktadir. Literatiirde, bu konuyla ilgili olarak serolojik
veya molekiiler yontemlerin kullanildig1 az sayidaki arastirmada AS, KKP veya MP’de G-
CSF veya GM-CSF diizeyleri rapor edilmistir (6, 8, 21). Ancak bu g¢alismalarda sunulan
veriler arasinda biiylik farkliliklar mevcuttur ve heterojen orneklem popiilasyonlari
nedeniyle biitiinliik teskil etmemektedir. Ayrica, bu ii¢ farkli kaynagin hematopoietik
sitokin igerikleri agisindan karsilastirildiklar1 bir veri analizi de mevcut degildir. Bilgimiz
dahilinde gebelikle iligkili 6rneklerde SCF diizeylerinin karsilastirmali olarak arastirildigi

bir ¢alisma ise heniiz ger¢eklestirilmemistir.

Bu verilerden yola ¢ikarak, bu tez c¢alismasinin bir bagska hedefi de alternatif sitokin
kaynaklari olarak AS, KKP ve MP’de en kritik hematopoez tetikleyici sitokinlerden olan
SCF IL-3 ve G-CSF diizeylerinin Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi
ile belirlenmesidir. Daha once yapilan ¢alismalardan farkli olarak bu g¢alisma, sitokin
diizeylerini etkileyebilecek olan farkli gebelik sonlandirma siireglerinden bagimsiz olarak
yalnizca elektif sezaryen gebeliklerden toplanan klinik materyallerin degerlendirilecegi

sekilde planlanmistir.

Bu c¢alismanin ayni1 zamanda ileride klinik tedavi amagli in vitro HKH ekspansiyon
uygulamalarinda kullanima girebilecek, gerekli yiliksek miktarlarda hematopoietik sitokin
destegi icin en uygun kaynagin saptanmasina Onciiliik edebilecek bir caligma olmasi

amaclanmaktadir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. ORNEK SECIM KRITERI VE ORNEK TEMINIi

Arastirma kapsamu icin, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar tarafindan
22.02.2016 tarihli ve 04-120-16 numarali karar ile Etik Kurul onay1 verilmistir. Calismaya,
35 hafta gebeligi takiben Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kordon Kani Bankasi’na
(AUTF KKB) bagvuran, bilgilendirilmis onam vererek saglik dykiisii anket formu dolduran
20 goniillii dahil edildi. 11°i Ankara Universitesi T1ip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali'nda (KHD ABD), 9’u Hacettepe Universitesi KHD ABD’de takip
edilen elektif sezaryen gebeliklerden; dogum 6ncesinde MK, dogum sirasinda ise KK ve
AS toplandi.

MK, dogumdan 1-3 saat once, 4 adet etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) igeren tiipe
yaklasik 16 ml hacimde alind1. Bir tiip MK’dan 16kosit sayimi, Siemens ADVIA 21201 tam
kan saymm cihazinda (Siemens Healthcare Diagnostic Inc.) gergeklestirildi.
Ameliyathaneye alinan goniillii vericilerden steril enjektorle 8-15 ml AS toplanmasini
takiben, dogum gergeklestikten sonra 3 adet EDTA’l tiipe (12 ml) ve rutin kullanimda
olan pediatrik kan torbasina (KANSUK, Katalog No: 1KN0062040) in utero KK toplandi.

Orneklerin toplanmasini takiben 30 dk igerisinde istenmeyen doku ve hiicrelerin
uzaklastirilmasi: amaciyla AS, 3000 g’de 10 dk santrifiij edildi. MK ve KK’dan hiicre
sayim islemlerinde kullanilmak tizere 1’er tiip ayrildiktan sonra 1300 g’de 15 dk santrifiij
edilerek plazma ayrimi gergeklestirildi. Yedi goniilliiye ait 1’er ml MP, KKP ve AS, CFU
testlerinde kullanilmak {izere ayrildi. Kalan drnekler, ileride sitokin igerikleri belirlenmek
amaciyla ELISA deneylerinde kullanilmak iizere, 2ml’lik vidali kapakli kriyo tiiplere

(Greiner bio-one) boliinerek -30 °C’de saklamaya alindi.

4.2.  KOLONI OLUSTURMA (CFU) TESTLERI

Toplanan MP, KK ve AS’nin KK koloni olusturma potansiyeline etkilerini belirlemek
amaciyla, her verici i¢in kendi KK hiicreleri kullanilarak CFU testleri gergeklestirildi. Her
bir CFU deneyi i¢in, toplandig1 giin igerisinde islenmemis KK torbasindan 1,5 ml KK
almmarak, % 2 FBS igeren Iscove Modifiye Dulbecco Besiyeri (IMDM) (StemCell
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Technologies, Katalog No: 7700) ile 1:2 oraninda sulandirildi. Eritrositlerin
uzaklastirilarak mononiikleer hiicre (MNC) siispansiyonu elde edilmesi amaciyla, 2 ml
sulandirilmis KK igerisine 400 ul HetaSep (StemCell Technologies, Katalog No: 7806)
eklendi. 37°C’de, %5 CO2’li ve nemli inkiibatorde (Sanyo /COz Incubator / MCO-18AIC)
20 dk eritrositlerin ¢okmesi beklendi. Inkiibasyon sonrasinda siipernatan ayri bir tiipe
alinarak Neubauer lamimda MNC sayimi gerceklestirildi. Neubauer ile hiicre sayimi igin,
20 pl hiicre siispansiyonu, 480 pl metilen mavisi (%3 asetik asit) (StemCell Technologies,
Katalog No: 7060) ile sulandirilarak elde edilen siispansiyondan 10 ul Neubauer lami ile
lamel arasina pipetlendi. Neubauer laminda, 16kosit sayimina uygun alanlardaki hiicreler,
inverted 1sik mikroskobunda (Olympus/IX51) 10x ve/veya 20x objektiftlerde sayildi.
Hiicre konsantrasyonu, dort farkli alanda yapilan hiicre sayiminin ortalamasi baz alinarak
hesaplandi. Bir alandaki hiicre sayisina gore konsantrasyon hesaplamasi asagidaki formiil

ile gergeklestirildi.
1 mmx I mm x 0,1 mm x Hiicre Sayis1 x Sulandirma Katsayis1 = Hiicre/mm? = Hiicre/pl

CFU besiyerine ekilecek MNC siispansiyonu, %2 FBS i¢eren IMDM ile sulandirilarak 1-
5x10° hiicre/ml konsantrasyonda hazirlandi. 300 pl hiicre siispansiyonu; KKP, MP ve
AS’nin seri diliisyonlari ile veya yalmizca %2 FBS iceren IMDM ile hazirlanmis olan 3 ml
sitokinsiz MethoCult (StemCell Technologies, Katalog No: H4230) yari-kat1 besiyerine
eklendi. Zengin ticari sitokin icerikli kontrol grubu olarak ise; AUTF KKB’de rutin olarak
in vitro CFU-GM analizi i¢in kullanilan MethoCult Enriched wo EPO (StemCell
Technologies, Katolog no: H4535) besiyerine, deney gruplariyla ayni sayida hiicre ekimi
gerceklestirildi. Hiicre-besiyeri karisimi, homojenize edilmek amaciyla vortekslendikten
sonra, 3 ml’lik enjektdr (StemCell Technologies, Katalog No: 28110) ve 16 gauge igne
(StemCell Technologies, Katalog No: 28110) aracilifiyla 35 mm’lik hiicre kiiltiir
plaklarma (StemCell Technologies, Katalog No: 27100) 1,1’er ml olacak sekilde ekildi.
Hiicre kiiltirleri, 14 giin siire ile 37°C’de, %5 CO2 igeren %95 nemli ortamda inkiibasyona
birakildi. 14 giinlin sonunda, kiiltiir plaklarinda olugsmasi beklenen kolonilerin sayisal ve
morfolojik degerlendirmeleri, inverted isik mikroskobunda (4x ve 10x objektiflerde)

gerceklestirildi.
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4.3. KK, MP VE AS’DEKI SITOKIN DUZEYLERININ ELISA iLE SEROLOJIK
OLARAK BELIRLENMESI

Calismaya dahil edilen toplam yirmi vericiye ait MP, KKP ve AS 6rneklerindeki Human
SCF Immunoassay (Katalog no: DCKO00), Human G-CSF Immunoassay (Katalog no:
DCS50) ve Human IL-3 Immunoassay (Katalog no: D3000) diizeyleri Quantikine® ELISA
ile serolojik olarak arastirildi. Bununla birlikte AUTF KKB’de CD34* HKH ekspansiyonu
deneylerinin rutin testlerinde kullanilan CC100 rekombinant sitokin kokteylindeki
(StemCell Technologies, Katalog No: 02690) SCF, G-CSF ve IL-3 sitokin diizeyleri de
yine ayni yontem kullanilarak belirlendi. ELISA Kiti ile birlikte temin edilen standartlar ve
tiim ¢alisma gruplarina ait 6rnekler duplike test edildi. Ureticinin &nerileri dogrultusunda

uygulanan protokoliin detaylar1 asagida verilmektedir.

1. Tiim reaktifler ve drnekler kullanimdan 6nce oda sicakliina getirildi.

2. Serum ve plazma Ornekleri i¢in her bir kuyucuga 100 pl (IL-3 testi i¢in 50 pl)
Assay Diluent eklendi.

3. Her kuyucuga 100 pl standart (IL-3 testi i¢in 200 pl) ve o6rnekler eklendikten sonra
yapiskan ELISA kapagi ile ortiilerek iki saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuk aspire edilerek yikandi. Uretici firma
tarafindan saglanan 400 pl Wash Buffer ile yapilan yikama islemi, toplamda 3
yikama olacak sekilde tekrar edildi.

5. Son yikamadan sonra mikroplak ters c¢evrilerek temiz bir kurutma kagidi lizerine
hafif¢e vurularak kurutuldu.

6. Her kuyucuga 200 pl uygun insan konjugati eklendi. Yeni bir yapiskan kapakla
kapatildiktan sonra oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi.

7. Inkiibasyon sonrasinda, dérdiincii basamakta anlatilan aspirasyon ve yikama
islemleri tekrar edildi.

8. Her kuyucuga 200 ul Substrate Solution eklenerek 20 dakika boyunca oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakildi.

9. Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuga 50 uL Stop Solution eklendi.

10. Kuyucuktaki renk, maviden sartya dondiikten sonra 450 nm’de (540 nm dogrulama

dalga boyunda) optik yogunluk 6l¢iimii yapildi.
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Direkt (sandvig) ELISA prensibine gore optimize edilmis olan kitlerin {iretici tarafindan

belirtilen minimum 6l¢iim duyarlilik sinirlar1 asagida belirtildigi gibidir:

e SCF<9pg/ml
e G-CSF <20 pg/ml
e IL-3<7,4pg/ml

ELISA plak okuyucusunda (Multiskan GO, Thermo Scientific) gerceklestirilen
spektrofotometrik 6lgtimler, Skanlt Software 4.1 for Microplate Readers RE (ver. 4.1.0.43)

yazilimi ile analiz edildi.

4.4, ISTATISTIKSEL ANALIZ

[statistiksel analizler SPSS 11.5 for Windows programinda gergeklestirildi. Degiskenler
arasindaki iliski, Spearman korelasyon katsayis1 yardimiyla hesaplandi. Istatistiksel
anlamlilik seviyesi 0,05 olarak kabul edildi.

16



5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. KOLONI OLUSTURMA TESTLERI (CFU)

Calismaya dahil edilen 20 elektif sezaryen olgusundan yedisinde taze KK iinitesine ait
HKH’lerin, MP, KKP, AS varliginda sitokin icermeyen MethoCult besiyerine (StemCell
Technologies, Katalog No: H4230) veya zengin MethoCult besiyerine (StemCell
Technologies, Katolog no: H4535) ekimlerini takiben 14 giin inkiibasyon sonunda, koloni
olusumlari inverted mikroskop altinda takip edildi. Zengin besiyerlerinde koloni olusumu
gozlenirken deney gruplarinda beklenenden ¢ok az sayida koloni gozlendi veya hi¢ koloni
olusumuna rastlanmadi. Orneklerin CFU olusumuna yeterli etki gdstermemesi nedeniyle

kalan 13 KK {initesinde CFU testi gergeklestirilmedi.
5.2. HEMATOPOIETIK SITOKIiN KONSANTRASYONLARI

Yirmi elektif sezaryen dogumdan toplanan AS, MP ve KKP’de; ilaveten AUTF KKB’de
HKH ekspansiyonunda kullanilan ticari sitokin kokteylinde (StemCell Technologies,
Katalog No: 02690) SCF ve G-CSF hematopoietik sitokin diizeyleri, ELISA yontemi ile
belirlenmistir. IL-3 diizeyleri ise yalnizca 11 olguda test edilmistir. SCF ve G-CSF igin
duplike test sonucu elde edilen standart egriler, Sekil 1°‘de verilmektedir. Tiim olgulardaki
deney gruplarma ait duplike Orneklerden elde edilen veriler, Skanlt Software 4.1 for

Microplate Readers RE (ver. 4.1.0.43) yazilimi ile otomatik hesaplanmustir.
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SCF Test-1 SCF Test-2

y = 10,1221 + ( (-0.00101129 - 10,1221) / ( 1+ (x/7699,79)"1.02469) ) ¥ = 14,3835 + ( (0,00909444 - 14,3835) / ( 1 + (x/12678,3/0,988159) )

G-CSF Test-1 G-CSF Test-2

Conc.[pg/ml] Conc.[pg/ml]

y = 3,05003 + ( (0,0438264 - 3,05003) / ( 1+ (x/1472,78)*1,63125) ) y=8,17077 + ( (-0,013733- 8,17077) / ( 1 + (x/7439,78)'0,97154) )
R 0,999 Rz 1

Sekil 1. SCF ve G-CSF ELISA okumalarinda Skanlt Software 4.1 (ver. 4.1.0.43)
yaziliminda olusturulan standart egri grafikleri.

AS, KKP ve MP deney gruplari arasinda en yiiksek SCF konsantrasyonu KKP’de
gozlenmistir (1.761 pg/ml; aralik: 1.089-2.514 pg/ml). MP’de 530-1.889 pg/ml araliginda,
ortanca 852 pg/ml konsantrasyonda SCF belirlenmistir. Ornek gruplar1 arasinda en az SCF
diizeyi, AS’de tespit edilmistir (309 pg/ml; aralik: 110-622 pg/ml). HKH ekspansiyonunda
kullanilan ticari sitokin kokteylinin (StemCell Technologies, Katalog No: 02690) 1 ml
kiiltiir i¢in 6nerilen miktarinda (3,3 ul/ml) ise, 30.970 pg/ml SCF tespit edilmistir. AS, en
yiiksek G-CSF konsantrasyonuna (1.068 pg/ml; aralik: 613-3.996 pg/ml) sahip deney
grubunu olusturmaktadir (Sekil 2). KKP ve MP’de ise sirasiyla, 85 (45-249) pg/ml ve 62
(44-237) pg/ml G-CSF saptanmis olup MP ve KKP’deki G-CSF diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmustir (p<0,05, r=0,458). IL-3 diizeyleri,
ticari sitokin kokteyli dahil tiim gruplarda minimum degerin altinda gézlenmistir. Tiim
olgulara ait dogum 6ncesi MK 16kosit sayilar1 ve drneklerde gozlemlenen SCF ve G-CSF

konsantrasyonlari Cizelge 1’de sunulmaktadir.
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pg/ml

S, Yo, 5 Y0, s, Y, 9, 0, B
0D DD DD DD P

SCF ve G-CSF Duzeyleri

AS, KKP ve MP'de

SCF

Amniyon Sivisi

KK Plazmasi

Maternal Plazma

I

G-CSF

Sekil 2. AS, KKP ve MP'de dl¢iilen medyan SCF ve G-CSF sitokin diizeyleri.

Cizelge 1. 20 elektif sezaryen dogumdan elde edilen AS, KKP ve MP'de ELISA ile
belirlenen SCF ve G-CSF konsantrasyonlari.

SCF (pg/ml) G-CSF (pg/ml)
Maternal
Olgular | \oxositsayisi | AS | KKP | MP | AS | KkP | MP
(X108 h/ml)
1 10,9 324 | 1908 | 785 | 1418 | 97 56
2 14,3 622 | 1292 | 530 | 1564 | 118 | 56
3 8,5 171 | 1635 | 945 | 977 | 84 97
4 131 168 | 1461 | 779 | 970 | 178 | 106
5 11,0 110 | 1435 | 856 | 1754 | 249 | 237
6 8,7 280 | 1610 | 748 | 866 | 118 | 46
7 9,6 225 | 1204 | 573 | 1.390 | 87 | 109
8 10,4 133 | 1422 | 1061 | 613 | 188 | 177
9 10,3 169 | 1989 | 985 | 1.238 | 121 | 120
10 12,2 422 | 2180 | 803 | 727 | 85 47
11 7.0 517 | 1.089 | 1.889 | 1.159 | 68 57
12 8,3 203 | 2514 | 806 | 859 | 48 62
13 13,6 466 | 1.752 | 847 | 961 | 45 44
14 10,1 337 | 1.605 | 836 | 1.537 | 81 61
15 16,4 262 | 2138 | 809 | 2.060 | 57 48
16 11,4 602 | 2.014 | 1.006 | 852 | 80 70
17 11,1 280 | 2.304 | 1.047 | 973 | 72 47
18 9,0 432 | 1.769 | 952 | 3.996 | 95 53
19 9,6 327 | 1854 | 972 | 68L | 80 74
20 10,0 347 | 1810 | 1.143 | 2318 | 62 | 100
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6. TARTISMA VE SONUC

Kok hiicreler yasamin tiim evrelerinde g¢esitli kaynaklardan elde edilebilen Onemli
hiicrelerdir. Insan HKH'sinin basta Ki olmak iizere PK ve KK’da yogun bir sekilde
bulundugu uzun siiredir bilinen bir gercektir. KK’daki HKH miktar1 hematopoezi
tetikleyen G-CSF gibi sitokinlerle uyarilmis PK’dakine esdeger miktarlardadir.
Gliniimiizde farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilmak tizere yeterli miktarda HKH elde
etmek ve HKH nakli sonrasi engrafman basarisini arttirmak basta olmak tizere HKH'lerin
in vitro kosullarda manipiilasyonlar1 yaygin laboratuvar uygulamalari haline gelmistir. Bu
uygulamalarin temelini ise HKH kiiltiirleri teskil etmektedir. Cesitli destekleyici sitokin ve
biiyiime faktorleri kullanilarak gergeklestirilen kiiltiirler sayesinde HKH ekspansiyonu ve
farklilagsmasi saglanabilmektedir. HKH kiiltiirlerinde kullanilan pahali, eldesi ve saklama
kosullar1 zor olan rekombinant sitokinlere alternatif fizyolojik kaynaklarin belirlenmesi
giindeme gelmistir ve arastirilan kaynaklardaki hematopoezde rol oynayan sitokinlerin

diizey analizi bu a¢idan 6nem tasimaktadir (11).

Smirli sayida arastirmada, KK, MK ve AS’de hematopoietik sitokinler ve interlokinlerin
diizey analizi yapilmistir. Ancak, fetal donemde yasamin en yiiksek proliferasyon ve
farklilagma stireclerinde etkin olan biiyiime faktorlerinin kaynagina yonelik arayislar heniiz
emekleme asamasindadir. Mevcut kaynaklardaki sitokin ve biiylime faktorii diizeylerinin
tespit edildigi yayin sayist da kisithdir. Bu yaymlarin ¢ogu, sitokin diizeyindeki
degisikliklerle gebelikle iliskili hastaliklar arasindaki baglantiy1 saptamaya yoneliktir. Bu
nedenle arastirmalar, enflamatuvar sitokinlere odaklanmis olup hematopoezde kritik rol
oynayan G-CSF, IL-3 vb. diizeylerine yonelik kisithdir. Mevcut arastirmalarda da secilen
heterojen orneklem popiilasyonu saghikli veri elde edilmesini ve kiyaslamasimi
zorlagtirmaktadir. Bilgimiz dahilinde, mevcut literatiirde SCF ve G-CSF diizeylerinin
elektif sezaryen dogumlarda AS, KKP ve MP’deki konsantrasyonlarinin arastirildig: bir

¢alisma bulunmamaktadir.

Bu tez galismasi kapsaminda AS, KKP ve MP’de hematopoietik sitokinlerden tigii; G-CSF,
SCF ve IL-3 diizeyleri ELISA yontemi ile arastirilmustir. ilk arastirilan sitokin olan G-CSF
acisindan en zengin kaynak, AS olarak tespit edilmistir [AS'de 1.068 (613-3.996) pg/ml,
KKP'de 85 (45-249) pg/ml ve MP'de 62 (44-237) pg/ml].
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MP ve KKP’de saptanan G-CSF diizeyleri AS’dekine oranla diisiik olmakla birlikte, MP
ve KKP’deki G-CSF diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon
saptanmistir (p<0,05, r=0,458). Bazi sitokinler plasentadan gegebilirken bazilarinin
gecemedigi bilinmektedir. MP ve KKP konsantrasyonlarinda sadece G-CSF agisindan
saptanan anlamli korelasyon kendi basina yetersiz bir veri olmakla beraber, Calhoun ve
ark.’in galismasinda hayvan deneylerinde gergeklestirilen ¢aligmada da rapor edildigi tizere

G-CSF’nin plasentadan gegebildigine dair fikir vericidir (6).

G-CSF’nin fetal ve maternal dokulardaki bazal diizeylerinin AS’deki G-CSF yiiksekligine
etki ettigi diisiiniilebilir. Yenidoganda G-CSF’nin erigkine gore diizey disiikliigliniin bu
sekilde agiklanmasi s6z konusu olabilir. Ancak bunun ispatlanmasi i¢in daha ileri

calismalara ihtiya¢ vardir.

Literatirde, AS'de G-CSF diizeylerinin arastirildigi az sayida yayin mevcuttur ve bu
yayinlar gebelikteki ¢esitli klinik endikasyonlarla sitokin diizeyleri arasinda iliski kurmak
lizere gerceklestirilmistir. {laveten yaymlardan bir tanesi haricinde dogum sekli ayr1 bir
parametre olarak ele alinmamis olup bizim calismamiz sadece belirli bir dogum tipini ele

almak acisindan 6zgiindiir.

Bilgimiz dahilinde saglikli sezaryen dogumlardan elde edilen AS'de G-CSF diizeylere ait
verilerin rapor edildigi, 1995 yilina ait yalnizca bir ¢alisma vardir. Raynor ve ark.’in
gerceklestirdigi bu calismada AS’de mevcut olan G-CSF diizeyleri ELISA yontemi ile
Ol¢lilmiis ve dogum ya da intrauterin enfeksiyonun AS’deki G-CSF diizeylerine etkisi
arastirilmistir. Dogum o6ncesi AS’deki G-CSF konsantrasyonlar: ile dogum esnasindaki
konsantrasyonlarin karsilastirildig1 ¢alismada, G-CSF diizeyleri sirasiyla, 183 pg/ml ve 490
pg/ml olarak bildirilmistir. Saglikl1 sezaryen grubuna dahil olarak degerlendirilen yalnizca
7 olguda ise 490 pg/ml ortalama konsantrasyonda G-CSF rapor edilmistir (40). Bu deger,
bizim ¢alismamizda AS'de tespit edilen G-CSF diizeyinden daha diisiiktiir. Ancak, bizim
ortanca degerimiz 20 sezaryen olgusunun G-CSF diizeyini yansitmakta olup orneklem
biiyiikliigii daha saglikli veri saptanmasina olanak saglamistir. Benzer bulgular Saito ve
ark.’nin  gerceklestirdigi AS'de G-CSF diizeyinin saglikli  kontrol grubu ve
koryoamniyonitli hasta grup ile karsilastirmali olarak degerlendirildigi ¢alismada da

mevcuttur (41). Literatirde AS’de hematopoietik sitokinlerin arastirildigi  nadir
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caligmalardan olan bu iki arasgtirmada enfeksiyon varliginda G-CSF artis1 tespit edilmis

olup enfekte amniyon sivisindaki 16kositoz ile baglantisi kurulmustur (40, 41).

Lu ve ark.’nin gergeklestirdigi, Mayis 2017’de yayimlanan ¢ok yeni bir baska ¢alismada,
AS ve KKP’de birgok farkli belirteg ve sitokin diizeyi arastirilmistir. Bizim ¢alismamiza
benzer yontemlerle G-CSF basta olmak {izere arastirilan birgok farkli sitokinin preterm
yenidoganda beyin hasariyla iliskisi aragtirilmistir. Saglikli kontrol grupta ve farkli dogum
tiplerinde bizim verilerimize benzer sekilde, KKP'de ortanca 104 (45,12 - 177) pg/ml
konsantrasyonda G-CSF rapor edilmistir (10).

AS, KKP ve MP’de ikinci parametre olarak HKH proliferasyonunda kritik role sahip
oldugu ispatlanmig SCF arastirilmistir. Diger kaynaklara oranla KKP’de en yiiksek
konsantrasyonda (1.761 pg/ml; aralik: 1.089-2.514 pg/ml) tespit edilmistir. SCF’nin MP
konsantrasyonlarinin, KKP’den yaklasik 2 kat daha az oldugu gozlemlenmistir (852 pg/ml;
aralik: 530-1.889 pg/ml). AS’de ise SCF, karsilastirilan 6rnek gruplarina gore en az
diizeyde saptanmistir (309 pg/ml; aralik: 110-622 pg/ml). Bu durumun gebelik siirecinde
maternal immiin sistemin baskilanmasi sirasinda fetal dokularda artmis hiicre

proliferasyonu ve kan hacmi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (22).

KK, dogum esnasinda girisimsel olmayan yoOntemlerle toplanabilen, erken progenitor
HKH’lerce zengin bir materyal olmasina karsin ¢ogu zaman ¢ope atilan degerli bir
kaynaktir. Dogumda toplanmasini takiben kordon kani bankalarina ulastirilan KK’lar
genellikle, otomatik cihazlarda veya manuel santrifiij yontemiyle eritrosit ve plazma
deplesyonu ile yogunlastirilmis, diisiik hacimlerde saklanmaktadir. Ayrilan plazmasi,
enfeksiyon ve hastalik belirteglerinin arastirilmasi disinda bir klinik kullanim alanina sahip
degildir (42). SCF’nin KKP’de bulunan yiiksek konsantrasyonlari, toplanmayan KK’lar
gibi KKP’nin de ¢ogu zaman degeri bilinmeyen Onemli bir kaynak olduguna isaret
etmektedir. Kordon kani bankalarinin, genellikle toplanan KK’dan plazma deplesyonu
sonrasinda hali hazirda SCF agisindan zengin KKP havuzu olusturma potansiyelleri vardir.
HKH proliferasyonunda 6nemli rolii olan KKP'nin HKH nakli uygulanan hastaya KK ile
birlikte verildiginde, engrafman siiresinin azaltilarak nakil basarisinin arttirilabilecegi

diistinilmektedir.
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Literatiirde KKP ile desteklenen besiyerinin KI kaynakli progenitdr hiicrelerin veya KK
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonuna katki sagladigina dair veriler de
mevcuttur (13-16). KK CD34" hiicrelerin ex vivo ekspansiyonuna yonelik ¢alismalar giin
gectikce artmakta; proliferasyon hizimi ve ekspande edilen HKH’lerin engrafman
kapasitesini gelistirmeye yonelik ¢esitli yontemler arastirilmaktadir. Ekspande edilen KK
HKH’lerin klinik denemelerde bagarist gosterilmis olup yakin gegmiste Klinik
uygulamalarda biiyiik 6lgekli ekspansiyon denemelerine baslanmistir (43). Calismamizda
KKP’de saptanan vyiiksek diizeyde SCF varligi, KKP’nin progenitdr hiicrelerin

proliferasyonunu arttirici etkisini akla getirmektedir.

Yiiksek diizey G-CSF iceren AS ve yiiksek SCF iceren KKP basta olmak iizere, tim
kaynaklarin in vitro HKH kiiltiirlerine destekleyici etkilerinin arastirilmasi, bu tez
calismasmin 6nemli bir diger hedefidir. Literatiir, G-CSF’nin progenitéor HKH’lerin
graniilosit serilerine farklilasmasinda etkisine isaret etmektedir (18). Bu bilgi 1s1ginda
yiikksek G-CSF igerigine sahip oldugu tespit edilen AS’nin yani sira KKP ve MP in vitro
kosullarda HKH Kkiiltiir ortamina eklenmis ve kisa donem CFU olusumunu destekleyici
etkileri yoniinden incelenmistir. Ancak sezaryen olgulardan elde edilen toplam 21 6rnekte
(7 AS, 7 KKP ve 7 MP) baslatilan CFU olusturma kapasitesi degerlendirmeleri olumlu
sonu¢ vermemis olup temel hipotezimizi desteklememistir. Daha Once Barria ve ark.,
arastirmalarinda bizim yaklasimimizdan farkli olarak AS+rekombinant SCF ile in vitro
ekspansiyonun takibinde CFU-GM protokolii uygulandiginda hematopoezi arttirici etkiyi
gosterebilmislerdir (12). Bu bilgilerin 1s1ginda AS, KKP ve MP’nin kisa donem CFU
olusumunda yeterli etkiyi gdstermemesinin olasi iki nedeni oldugunu diisiinmekteyiz.
Bunlardan biri, AS de dahil olmak iizere arastirilan higbir kaynagin CFU ticari besiyerinde
bulunan sitokin karisimlarindaki G-CSF konsantrasyonlarina ulasamamasi olasiligidir. Bir
diger olasilik ise, G-CSF’nin tek basmna kiiltiirii destekleyecek nitel/nicel yeterlilikte
olmamasidir. Dolayisiyla AS, bizim de 6ngordiigiimiiz sekilde tek basina kullanimina
kiyasla, gorece yiiksek SCF konsantrasyonuna sahip oldugu ortaya konmus KKP ile
birlikte uygulanabilir. Boyle bir uygulamanin kisa dénem CFU olusumuna katkisinin
arastirilmasinda yarar bulunmaktadir. Ancak, her ne kadar KKP'de yiiksek SCF diizeyleri
saptanmis olsa da, HKH ekspansiyonunda kullanilan ticari sitokin kokteylindeki SCF'ye
kiyasla (KKP'de 1.761 pg/ml; ticari sitokin kokteylinde 30.970 pg/ml) ¢ok daha diisiik
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diizeyde SCF icermektedir. Bu nedenle KKP'nin fizyolojik SCF diizeyleri, ticari olarak
kullanilan sitokin kokteyline kiyasla HKH ekspansiyonunda yetersiz kalmaktadir.

Bu sonuglara iliskin degerlendirilmesi gereken onemli bir diger nokta ise bu ¢alismada
gergeklestirilen CFU testlerinin kisa donem koloni olusumunu belirlemeye yonelik
olmasidir. KK CD34" hiicre popiilasyonu farkli engrafman kapasitesine sahip hiicreler
acisindan ¢esitlilik gostermektedir. KK {initesi kisa ve uzun dénemli (sirastyla, STR ve
LTR) immiin yapilanma kapasitesi olan iki tip progenitor hiicre grubu i¢ermektedir ve
yiikksek ¢esitlilikte farklilasma kapasitesi olan uzun donem engrafman yetenegindeki
primitif HKH’lerin belirlenmesinde LTC-IC testlerinin daha belirleyici oldugu
bilinmektedir (44). Bu ¢alismay1 takiben, KK kaynakli LTR HKH’lerin LTC-IC testleri ile
in vitro uzun dénem engrafman kapasitelerinin arastirillmasina yonelik gerceklestirmeyi
planladigimiz c¢alismada, yiiksek G-CSF ve SCF igerikleri nedeniyle AS’nin tek basina
veya KKP ile birlikte CFU graniilosit-makrofaj serilerinin olusumunu arttiracagi

Oongoriilmektedir.

AS, KKP ve MP’de iiglincii parametre olarak diizey analizi gergeklestirilen IL-3 igin
ELISA sonuglari, test duyarlilik sinirinin altinda (<7,4 pg/ml) sonu¢ vermistir. Bu sonuglar
dogrultusunda arastirdigimiz higbir kaynakta anlamli diizeyde IL-3 saptanmamistir. 1L-3,
KK HKH’lerin in vitro proliferasyonunda ve kiiltiire IL-6 ile birlikte kullanildiginda kisa
ve uzun donem CFU olusumunda etkinligi kanitlanmig bir molekiildiir (45, 46). IL-3’{in
gebeligin farkli donemlerinde ve gebe olmayanlarda MP serolojik yontemlerle arastirildigi
Vassiliadis ve ark.’in ¢alismasinda, gebe olmayan grupta PK’da 3.800 pg/ml IL-3 varligi
gosterilmistir. Gebeligin birinci, ikinci ve liglincii trimesterlerinde MP’de IL-3 diizeylerinin
%14 oraninda azalarak doguma yaklasirken dogum esnasinda tekrar normal plazma
diizeylerine arttig1 rapor edilmistir (35). AS veya KKP’de IL-3 protein diizeylerine dair bir
aragtirma ise bulunmamaktadir. Lu ve ark. tarafindan 2006'da yayimlanan, Ki ve KK
mezenkimal kok hiicrelerinde cesitli sitokinlerin gen ifade diizeylerinin arastirildigi
calismada KI ve KK mezenkimal hiicrelerinde IL-3 gen ifadesine rastlanmadig
belirtilmistir (47).

Calismada, dogum oncesinde MK'da 6l¢iilen 16kosit sayisiyla aragtirilan sitokin diizeyleri

arasinda bir korelasyon saptanmamaistir. Lokositozun gebeligin normal sonlanma siirecinde

24



belirleyici oldugu bilinmektedir. Calismaya dahil ettigimiz olgularin tiimii elektif sezaryen
dogum gergeklestirmis olup gebelik dogal gidisatindan 6nce sonlandirilmistir. Bu nedenle
arastirilan  sitokinlerle 16kositoz arasinda anlamli bir korelasyon gosterilemedigi

diistintiilmektedir.

Hematopoezde kritik rol oynayan sitokinlerden SCF, bu ii¢ 6rnek arasinda KKP'de; G-CSF
ise AS'de onemli diizeylerde saptanmistir. Bu diizeyler CFU-GM igin tek sitokin kaynagi
olarak kullanildiginda koloni olusumunu miimkiin kilamamistir. Bu arastirma ile
literatiirde ilk kez SCF bu biyolojik drneklerde arastirilmis olup yeni arastirmalarin oniinii
acacak veriler elde edilmistir. ilaveten bu calisma, gebelik ve dogum tipi yoniinden
homojen bir popiilasyonda ve daha Oncekilere gore ¢ok daha standardize ydntemler
kullanilarak gergeklestirilen bir aragtirma olmasi nedeniyle de 6nceki yayinlardan farklilik

gostermektedir.
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[V. ULUSLARARASI KATILIMLI
DENEYSEL HEMATOLOJi KONGRE BILDIRISI

Maternal ve Fetal Serum Orneklerinde Hematopoietik
Sitokinler Olan Kok Hiicre Faktor (Stem Cell Factor=SCF)
ve Graniilosit

Yazarlar : Odrenci H. Yalim Akin, Pinar Yurdakul, Doruk C. Katlan, Gokgen Orgdl, M.Sinan
Beksag, Meral Beksag

Kurum : ANKARA UNIVERSITESI

GIRIS - AMAC

insan hematopoietik kik hicreleri (HKH) ve bu hiicrelerin proliferasyon ile diferansiyasyonunu
dizenleyen sitokinler kemik iligi (KI), gevre kaninda (PK) ve gobek kordon kaminda (KK) bulunur. HKH
naklinde kisa dénemli yapilanma sadlayan CD34+ HKH'lerin engrafman kapasitelerinin in vitro
belirlenmesine yonelik kullamilan en yaygin yéntem Colony-Forming Unit (CFU) testleridir (Radke vd.,
2013). CFU testleri, laboratuvar ortaminda Ki kogullarinin yan-kati besiyerinde taklit edilmesi ve ortama
disandan eklenen hematopoietik sitokinler aracihdiyla HKH'lerin  proliferasyon ve farkhilasma
potansiyellerinin belifrenmesi temeline dayanir. Bu testlerde kiltir ortamina baglica Stem Cell Factor
(SCF), Granulocyte - Colony Stimulating Factor (G-CSF), Granulocyte, Macrophage - Colony Stimulating
Factor (GM-CSF) olmak Gzere gesitli sitokin kokteylleri eklenerek hicrelerin kendini yenileme ve
farklilagma siregleri kontrol edilmektedir. Gindmizde bu amagla en yaygin kullanilan sitokin kaynad,
rekombinant insan proteinleridir. Bu proteinler, standart o&zelliklere sahip olmalan, hassas
konsantrasyonlarda kullanilabilmeleri yéntnden avantajh olmakla beraber, ¢ok digik miktarlann pahah
eldesi ve saklama kogullannin zorlugu agisindan dezavantajhdir (Tekkatte vd., 2011). Oysa glindmuzde
kullamlmayan, eldesi kolay, dodal otolog sitokin kaynaklan bir segenek olarak bu soruna g¢&zim
clugturabili. Simirl sayida arastirmada matemal ve fetal dolasimda, amniyon swvisinda (AS)
hematopoietik sitokinler ve interlGkinlerin dizey analizi ile hematopoiezi etkileyecek yiksek dizeyde
sitokin varligi gésterilmistir. Doguma yaklasan ginlerde anne kaninda siklikla gézlenen lékositoz da
destekleyici bir bulgudur.
Bu gahgma, gonilli badisgilardan elde edilen maternal plazma, KK plazma ve AS'deki, hematopoiezde
kritik rol oynayan SCF ve G-CSF sitokin dizeylerinin serclojik yéntemlerle belirlendigi ve bu kaynaklann
in vitro KK koloni potansiyeline olan etkisinin arastinldidi bir 6n gahigmadir.

METOD

Gahgmada 25 génalld bagisgidan KK, maternal kan ve AS érnekleri toplanmugtir. Toplanan &rneklerin bir
kismi, sitokin ddzeylerinin serolojik belirlenmesi amaciyla -200C'de saklamaya alinmis, kalan émekler
ise bekletilmeksizin CFU-GM testlerinde kullarulmigtir.

KK moneoniikleer hicreleri (MNC), Iscove’s Modified Dulbecco Medium (IMDM) igerisinde, 1-5x105
hicre/ml konsantrasyonda hazirlanarak, seri dilisyonlan yapilmig otolog KK plazmasi/maternal
plazma/AS eklenen sitokinsiz MethoCult (StemCell Technologies) besiyerlerinde inkibe edilmigtir.
Kontrol grubu olarak ise ayni konsantrasyonda KK kaynakhh MNC, rutin kullamimda olan zengin
besiyerine ekilmigtir. 370C'de, %5 CO2'liortamda 14 gin inkibasyon sonrasi koloni sayimlan
gergeklegtirilmistir.

1-2
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Saklanan omeklerdeki SCF ve G-CSF sitokin duzeyleri, 5 farklh dilisyonda standart, pozitif ve negatif
kontroller dahil edilerek human SCF ve G-CSF ELISA Kit (R&D Systems) ile dreticinin 6nerdigi protokol
dogrultusunda belilenecektir.

BULGULAR

CFU-GM koloni olugturma testlerinde pozitif kontrol grubunda beklenildigi sekilde CFU-GM kolonileri
olugmus, ancak KK plazmasi, maternal plazma ve AS'nin seri diliisyonlar halinde uygulandigi hicre
kaltirlerinde koloni gozlenmemigtir.

KK, maternal plazma ve AS drneklerinde SCF ve G-CSF sitokin ddzeyleri ELISA testi ile belirlenecek ve
sonuglar maternal kandaki I6kosit konsantrasyonlan ile kargilastirmal olarak poster sunumunda
paylagilacaktir.

SONUC

Belilenen alternatif sitokin kaynaklannin CFU-GM testlerinde etkinligi olmadigi belirlenmistir. Bu
sonug, bu kaynaklardaki sitokin kangimlannin grandlosit-makrofaj serisi koloni stimdlasyonunu inhibe
ettigini veya drneklerdeki hematopoietik sitokinlenn diger enflamatuvar sitokinlere oranla daha digik
konsantrasyonlarda oldugunu dagundirmektedir.

Bu dogrultuda galigmanin devaminda KK plazmasi, maternal plazma ve AS'deki SCF ve G-C5F sitokin
konsantrasyonlan karsilagtinldiginda en ylksek ve potent otolog sitokin kaynaginin tespitini takiben
hematopoietik sitokinlerin membran filtre yardimiyla konsantre edilerek HKH proliferasyonunda
rekombinant sitokin kokteyllerine alternatif clarak kullanilmasi ve daha ekonomik ve etkin bir alternatif
olarak rutin kullamma girmesi hedeflenmektedir.

ANAHTAR KELIMELER

Kordon kani, Maternal plazma, Amnion sivisi, Hematopoietik stokinler,CFU
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