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1.GIRIS VE AMAC

Yakin tarihlerde, bir c¢ok hematopoetik buyume faktérii tanimlanmis ve
rekombinant olarak {iretilerek deneysel ve klinik c¢ahsmalarda kullamlmaya
baslanmugtir(1). Bu faktorler arasinda GM-CSF, G-CSF, etitropoetin, IL-1,-3,-5 ve -6
sayilabilir. Hematopoetik biiyiime faktoileri, hedef hiicrelerin proliferasyonu ve
matirasyonu yaninda, apoptozisi azaltarak hticrenin yasam siiresini de

etkilemektedirler(2)

Son yillarda yapisi, reseptérii ve fonksiyonlan hakkinda bilgiler edinilen kék hiicre
faktérli (SCF), multipotent hematopoetik koloni stimiilan faktdrlerden birisidit (3).
Hematopoezde etkili olan biiyiime faktérleri arasinda &nemH bir rol oynadig
gosterilmistir. Ozellikle IL-3 ve GM-CSF ile birlikte kullamldiginda in vitro ortamda

primitif hematopoetik hticreletin proliferasyonunu uyarmaktadir(1,2).

SCF, hematopoetik etkilerini hedef hiicre yiizeyinde bulunan c-kit reseptori

araciliftyla gerceklestirmektedir(4), C-kit transmembran tirozin kinaz Ieseptorleri
aflesinden olup(4,5) kemik iligindeki CD34+(pozitif) hiicrelerde ytiksek oranda
ekprese edilmektedit(6,7).

Faz-1 cahsmalarda, SCF uygulamasinin kemik flifinde hem primitif hem de
diferansiye progenitér hiicreleri artirdigi gésterilmistir. Bu ¢alismalar, SCFnin
aplastik anemi, kemoterapinin yol agtif1 sitopeni siiresinin ve otolog veya allojenik
kok hiicre transplantasyonlanindan sonra aplazi déneminin kisaltlmasi ve

transplantasyon éncesinde donérlerin k&k hiicre sayisinn arttimlmasi gibi bir ¢ok

kKlinik uygulamada kullamlabilecegi diistincesini dogurmaktadn(3,8,9).

Hemotopoezin yeniden yapilanmasi icin gerekli olan k&k hiicrelerinin saglandigi en
Onemli kaynagin, kemik iligi oldugu bilinmektedir. Son yilarda kok hiicre kaynag
olatak periferik kan da rutin olarak kullamilmaya baslanmistr. Aymca, fotal

dolagimda yiiksek oranda k&k hiicrelerin oldugu bilinmektedir ve yenidogan kordon
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kanindan elde edilen progenitor hiicre sayilarmin, etiskin kemik iligindekiler kadar
veya daha fazla sayida olduklan gosterilmigtir (8,10,11). Bu nedenle diger bir kok
hiicre kaynag olarak kordon kanmimin da kullammi glindeme gelmis ve nitekim
kordon kanindan elde edilen kdk huctrelerle yapilan transplantasyonlar
gerceklestirilmistir. Baslangigta, kordon kanindaki kok ve progenitor hiicre
sayflarmin  yeterli olmayabilecegi distiniilerek kordon kam ile yapilan

transplantasyonlarin ¢cogu ¢ocuk hastalarda uygulanmistir (6,12).

Ancak, kordon kanindaki kok hiicre ozelliklerinin difer kék hiicre kaynaklarindan
elde edilenlere gére daha farkh oldugunu ve yliksek repopiilasyon Kapasitesine
sahip oldugunu destekleyen in vitro birgok ¢alisma bulunmaktadir (6,7,13-16). Ek
olarak, kordon kani ile vapilan transplantasyonlarda aplazi déneminin kisalmasini
saglamak ve hematopoetik yeniden yapilanmay1 hizlandirmak i¢in, SCF'nin diger
sitokinlerle birlikte kullamiminin yararli olabilecegini destekleyen in vitro calismalar

da bulunmaktadir (6}.

Progenitér hiicrelerin  SCF'ye verecekleri yanitin belirlenmesinde progenitor
hiicreler icinde SCF reseptord tastyan hiicrelerin oranmi énemlidir. Kordon kanindaki
CD34 porzitif hiicrelerden c-kit eksprese edenlerin yiizdesinin periferik kandakilere
gore daha fazla oldugu gosterilmistir (6). Progenitdr hiicrelerin SCF'ye verecekleri
yanitin belirlenmesinde, progenitdr hiicreler icindeki SCF reseptorii tasiyan
hiicrelerin yiizdesi yaninda, herbir hiicrenin tasidigi reseptér yogunlugu da énemli
olabilir. Bildigimiz kadar ile kordon kani veya diger kok hiicre kaynaklarindan elde
- edilen progenitér hiicrelerin SCF teseptdt yogunluklarmin karsilastirildi@i Ingilizce

literatiirde yayinlanmis bit calisma bulunmamaktadir.

Bu c¢alismanmin amaci, saghkh 12 eriskinin periferik kan orneklerinden ve 12
yenidoganin kordon kanindan elde edilen mononiikleer hiicre popiilasyonlarinda

herbir hiicte basina diisen SCF 1eseptdr yogunlugunun flow-sitometrik yoéntemle

saptanmasidir.




2.GENEL BILGILER

2.1.Hematopoez

Gestasyonun ilk haftalarinda hematopoezin esas yeri yolc sac’ dir. Karacier ve
dalak, fotal hayatin 6. haftasindan 6-7. ayina kadar hematopoezin ana kaynaklaridr
ve dofumdan sonia 2. haftaya kadar hematopoeze devam ederler. Kemik iliginde
ise hematopoez fetal hayatin 6-7. ayinda baslar. Cocukluk ve eriskinlik déneminde
hematopoezin tek kaynagi kemik iliidir. Yenidogan déneminde tiim kemiklerdeki
ilikte hematopoez gortiliirken, cocukluk ¢agindan itibaren ézellikle uzun kemiklerde
progresif olarak yag dokusunun ilik yerine gecisi gozlenir ve yetiskinde iligin
%50'sini yag dokusu olusturur. Erigkin ¢agda hematopoezin devam ettigi kemikler;
stetnum, kaburgalar, vertebralar, kafa kemikleri, sakium ve pelvis ile femur ve
humerusun proksimal uglanidir. Kemik iliginin bu gorevi, normal kosullarda
yagamin sonuna Kadat devam eder. Ancak myelofibroz gibi patolojik durumlarda
kan yapimi kemik iligi disinda (karaciger ve dalak) da gerceklesebilit Bu duruma

ekstramediiller hematopoez denilir(17).

Kemik ili§inde kan hiicreleri, endotelyal hiicre ve fibroblastlarla ceviili sintizoid
denilen bolgelerde yapilir. Burada yapilan kan hiicreleri sintis denilen kemik iligi
bosluguna dokdlirler ve buradan da kana gecerler. Tum kan hiicreleri,
hematopoetik mikioceviede gelisirler. Hematopoetik mikrocevrede fibroblastlar,

ya§ hiicreleri, endotelya] hiicreler, makiofajlar ve mukopolisakkaritler bulunur (17).

2.1.1. Hemopoetik kok hiicreler

Tim kan hiicreleri, kemik iliginde bulunan pluripotent k&k hiicreden farklilasma
yoluyla gelisit. Ana kék hiicreden lenfoid ve myeloid dizileri olusturan kok hiicreler
gelisirler. Myeloid kok hiicre ise eritroid, graniilositik-monositik, ve megakaryositik
serilerin progenitér hiicrelerini olusturur. Plutipotent ve progenitor kok hicrelerin
mortolojik gértintimlerinin, kiiciik veya orta boy lenfosite benzedikleri cesitli kiiltur

ortamlarinda gosterilmistit. Saptanabilen en erken myeloid piekursér CFU-




GEMM'dir ve grantilosit, eritrosit, monosit ve megakaryositleri olusturur(17,18).
Lenfoid kok hiicreden farkls iki tip hiicre grubu olusur;

a) T lenfosit éncti hiicreleri: Bu hiicreler hayatin erken dénemlerinde timusa g0¢
ederek olgunlagma ve farklilasmalarina burada devam ederler. T lenfosit éncii
hticrelerinden sonucta olgun T lenfositleri olusur.

b) B lenfosit &ncii hiicteleri: Bu hiicrelerin gelisiminin kemik iliginde oldugu
dustintlmektedir. Bu hiicrelerden &nce olgun B lenfositleri meydana gelir. Daha

sonra antijenik uyarilarla B lenfositleri plazma hiicrelerine déntistirler(17,18).

Kok hicreletin farklilagma Ozelli§i yaninda kendini yenileme &zellikleri de
bulunmaktadir. Kemik ili§i yeni hiicre yapiminmn getgeklesti§i ana yerdir ve saglikli
bir erigkinde tiretim belirli bir hiz ve sayida ger¢eklesmektedir. Prekiuisér hiicreler,
bir hiicre dizisine gereksinimin arttifi durumlarda hemopoetik biliyiime
faktorlerinin etkisi ile tiretimi arttirabilitler. Tek bir kék hiicreden 20 bdltinmeyi

takiben 10° olgun kan hiicresi olusabilmektedir(17).(Sekil-1)




Pluripotent
kgk hikcre @

Lenfoid
kék hiicre

CFU-Meg CFU-GMEo

CFU-GME) ) CFU-Eo

D %

Trombosit Eozinofil Bazofil

Monosit @ % Notrofil B Lenfosit T-Lenfosit

gekil-1:Pluripotent kK hiicre ve diger progenitor hicrelerden kaynaklanan olgun
hticrelerin sematik gésterimi.

BFU-E, burst formming unit, ervthroid,

CFU-E, Colony forming unit, erythroid:

CFU-GEMM, Colorry forming unit, mixed grarmlocyte, erythroid, monecyte,megakaryocyte;
CEU-meg, Colotty forming urit, megakaryocyte;

CFU-GMEo, Colony forming unit, eozinofil:

CEU-GM, Colornty forming unit, gramdocyte, monocyte;

CFU-Basa, Colony forming unit, basophil,

CFU-Eo GM, grarudocyte, monocyte; Meg, megakarvocyte.
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2.1.2. Hemopoetik biiyiime faktorleri

Hemopoetik biytme faktorleri glikoprotein yapida hormonlar olup, progenitér
hiicrelerin  ¢ogalma ve farklilasmalann yaninda olgun kan hiicrelerinin
fonksiyonlarmni da diizenlerler (Tablo-1). Etkilerini lokal olatak iretildikleri yerde
veya dolastma Kkansarak plazmada gosteritler. Genelde, asil sentez edildikleri
hticreler; T lenfositler, monositler (ve makrofajlar), endotel hiicreleri ve fibroblastla
(stromal htcreler) dir(18) . Eritropoetin ise % 90 oraninda bobreklerden sentez
tzerindeki spesifik reseptdrletine baglanarak gosteritler. Bazi biiyiime faktoileri
normalde plazmada siirekli saptanabilirken, bazilar ise sadece inflamatuvar vb.
stimuluslar swrasinda saptanabilirler. Antijen veva endotoksinler, T lenfosit ve
makrofajlan aktive ederek IL-1 ve TNF salimmina neden olurlar, I1-1 ve TNF ise
endotel hticrelerini, fibroblastlari, diger T hiicreleri ve makrofajlan uyararak GM-
CSF, G-CSF, M-CSF, IL-6 ve diger biiylime faktétlerinin salinimina yol acailar (Sekil-
2). Bazi biiyime faktdrleri defisik hiicte gruplan tarafindan salgilanabilitken,
bazilari ise sadece bir hiicre grubu tarafindan salgilanabilmektedir: Ornegin, T
lenfositler goriindugii kadariyla IL-3 ve IL-5 salgilayan tek kaynaktir. Biiyiime
faktorlerinin énemli difer bir 6zelligi ise, hiicre gogalmas: ve farklilasmast tizerine
birden fazla faktérin sinerjistik etki gosterebilmesidir. Ek olarak, bir hiicreye etki
neden olabilmektedir, Asagida biiytime faktérlerinin bazi dnemli 6zelliklerine kisaca

deginilmistiz:

IL-1, genis bir biolojik aktiviteye sahiptir, ancak &zellikie inflamasyonla ilgili

olaylarda rol oynar. SCF, pluripotent k&k hiicre ve erken miyeloid ve lenfoid
progenitorler tzerine lokal olarak etki eder. IL-3 ve GM-CSE, multipotansiyel
biyiime faktérleridir, 11-3 erken progenitorler iizerine daha etkilidir. IL-3 aktivitesi,
grantlosit ve monosit tiretimi yaninda, artmis trombosit iretimine neden olur. IL-1
ve IL-6, SCF'nin etkiletini artirirlar. Eritropoetin, G-CSF, M-CSF ve IL-5 {eozinofilik
bliyime faktdrii) ge¢ progenitdr-prekirsér hiicreler {izerine etkilidirler. 1-6

megakaryosit olusumunda da rol oynamaktadir, Buytime faktorleri ayni zamanda




olgun hucrelerin yasam stresi ve fonksiyonunu da etkilemektedir. Ornegin, GM-
CSF olgun nétrofil, monosit ve eozinofillerden cesitli sitokinler salgilatarak
mikrobial Sldiirme yetenegini artirmaktadir. Biiytime faktorlerinin bir difer ortak
ozellifi ise programlanmis hiicte o&limil olatak tarumlanan apoptozisin

inhibisyonudut (2,17,19).

Hemopoetik bitylime faktorleri glinlimiizde bir ¢ok klinik kullanim alani bulmustur.
Omnegin, GM-CSF ve G-CSF k&k hiicre nakli yapilan hastalarda aplazi déneminin
kisaltilmasinda, miyelostipresif tedavi alan hastalarda gelisen nétropeninin
diizeltilmesinde; Eritropoetin, kronik bébrek yetmezligine bagh anemide; IL-2, renal

cell karsinomada kullanilabilmektedir (1).




Tablo-1: Hemopoetik Bilylime Faktorleri.

II-1 ve TNF: Stromal hiicreler tizetine etki ederek GM-CSF, G-CSF, M-CSF
ve IL-6 salimimini stimiile ederler
SCF: Pluripotansiyel hiicreler {izerine etki ederek proliferasyona neden olur

IL-3, IL-6, GM-CSF: Erken multipotansiyel hiicreler {izetrine etki ederier

G-CSF, M-CSF, IL-3, Eritropoetin:Geg progenitor hiicrelere etki ederler

Endotoksin
Fagositoz Antijen
1 GM-CSF 1
1L-3 i
¥-IEN K
Makrofaj Aktive T-hiicresi
iL-1
INF
4 / .
Fibroblast Endotel hiicresi

GM-CSE GM-CSF
G-CSF IL-3
M-CSF IL-5
-1 Ii-6
IL-6

Sekil-2: Bitytime faktdrlerinin {iretiminin regtilasyonu ve hiicresel kaynakiari.




: 2 1.3 Hemopoetik bityiime faktorlerinin reseptorleri

: _.'Bﬁyﬁme faktorleri cogunlukla, hedef hiicre ylizeyindeki yiiksek afiniteli 1eseptortine
= paglanarak hucre icinde bir dizi sinyal tretimine yol agmaktadir (5). Bir ¢ok
| ‘reseptot, hematopoetin reseptor familyasina ait olup hiicre zarmda bulunmaktadit
ve glikoprotein yapisindadr (17)(5ekil-3). Biytime faktoriiniin reseptore baglanmas:
- sonucu olusan dimerizasyon ve reseptéiiin intraseltiler boliimtindeki konfigiirasyon
: .. ‘degisiklikleri, hiicre icinde bir seri fosforilasyon olaymin basglamasina neden olur ve
~hiicre igine sinyal iletimi gergeklesir (19). Aralarinda SCF 1eseptriiniin de
bulundugu kiiciik bir reseptér grubu ise, ekstermal immiinglobulin benzeri yaptya
“sahiptir. Bu grupta reseptdrin hicre i¢i boliimu tirozin kinaz aktivitesine sahiptir.
..Bﬁyﬁme faktérintin reseptoriine baglanmasi ve reseptdr dimerizasyonu sonucu
“tirozin kinaz aktivitesine sahip hiicre ici bélim aktive edilir ve fosforilasyon olaylari

' baslar (4,5,17).

(@) (b)
Biiytime faktoriintin
Hiicre ici baglanmast
Bélim
Membian
BoHimi
Hiicre dist Proliferasyon ve/veya

Bolim diferansiasyon
S sinyali

sekil-3: Biyiime faktdriiniin hiicre yiizeyindeki reseptére (a) baglan-
masindan sonra (b) reseptdrde dimerizasyon ve sonrasinda
intrasehiletr kistmda degisiklik (6rn. fosforilasyon) olusur.
Takiben buytime sinyali hticre i¢ine iletilir.
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2.2, Kok Hiicre Faktérii (C-Kit Ligand)

Son yillarda yapisi, reseptorii ve fonksiyonlani hakkinda gesitli bilgiler edinilen
glikoprotein yapisinda, multipotent hematopoetik koloni stimulan bir faktordir
(2,3). Hematopoez disinda, spermatogenez, melanogenez ve mast htcre
gelismesinde, embriyogenez dénemi ve postnatal dénemde rol oynat (4,20). SCF,
hedef hticreler tizerindeki etkisini, hiicre zarinda bulunan c-kit adi verilen
reseptoriine baflanarak gdstermektedir (20,21). Hiicre zanna bagh veya plazmada
soliibl halde olmak tizere 2 formu bulunmaktadir. Membrana bagli formu 45 kDa ve
32 kDa olmak tizere 2 tip molekiilden olusmaktadir, solubl formu ise SCFnin
membran formundan proteolitik ayrilma ile olusur (31 kDa ve 23 kDa protein).
Eriskinde solubl SCF serum diizeyi yaklasik 3.3 ng/ml civarmdadir (4,20). SCF
iirettigi bilinen htcreler arasinda bagta kemik iligi stromal hiicreleri olmak tzere,
endotel hiicreleri, makrofajlar, sertoli hiicreleri, fetal karacier ve schwann hiicreleri
bulunmaktadir (22). Fonksiyonel olarak SCF mast hiicre prolifereasyonu ve
matiitasyonunu uyarir, ayrica diger biylime faktorleri (eritropoetin, IL-3, IL-6, I1-7,
GM-CSF ve G-CSF) ile sinerjik etki gostererek eritroid ve myeloid koloni

formasyonunu stimule eder. [L-7 ile bitlikte B-hiicre populasyonunu artiir (21-23).

SCF, ézellikle IL-3 ve GM-CSF ile birlikte kullanildiginda primitif hematopoetik
progenitér hiicreleri (BFU-M, HP-CFC ve LTBMC-IC) in vitro olarak prolifere
etmektedir (3). Bu primitif hematopoetik progenitdér hiicreler CD34+HLA-DR-
Ozelliginde olup in vive ilik tretme vyetenegindedir, bu yilizden pluripotent
"(24). Ayrnica, kotdon kanindan izole edilen hematopoetik hiicreler tizerine SC¥Fnin
etkisine bakilan bir calismada, kordon kam kékenli CD34+ hiticrelerin, ilik kaynakh
hiicrelere benzer olarak koloniler olusturdugu ve bu kolonilerin olusumunda IL-3 ve

GM-CSF ile birlikte SCF'nin sinerjistik etki gosterdigi de bildiritmistir (25).

AKIDENT:

BMBRRN L O e,
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2.2.1. SCF Reseptorii (C-Kit)
Hematopoezi etkileyen biiylime faktorleri, bu etkilerini hedef hiicre yiizeyinde

pulunan spesifik reseptorlere baglanarak gerceklestirirler. Son bir kag yilda tirozin

kinaz reseptorleri ve ligandlanmn hematopoezin regiilasyonunda 6nemli 710l
oynadigi anlagiimis ve yeni reseptérlerin varlig arastinlmaya baglanmistir (5). C-kit
olarak da bilinen SCF reseptérii, SCF'den once saptanmustir, yaklasik 145 kDa
molekiil aguhgnda olup, tip-3 transmembran tirozin kinaz reseptOr
familyasindandir ve PDGF ve M-CSF ile benzer yapl gdsterir (20,26). C-kit genleri
insanda 4. farede 5. kromozomda yer almaktadir (4,5, 27). Reseptorin hiicre dist

kismi1 YB5.B8 adi verilen monoklonal antikor kullanilarak identifiye

edilebilmektedir (28).

C-kit reseptérii, 58'lik immiinglobllin benzeri hiicre dis1 kisim ve 100 aminoasitten

olusan 78’lik hiicre i¢i kisim olmak izere 2 béliimden olusur {(29).

SCF ile stimulasyon sonrasinda c-kit dimerizasyonu olusur. SCF'nin reseptore
baglanmasinda, reseptdriin hiicze dist boliimiinde bulunan Ig benzeri yapinin
snemi bulunmaktadir. Dimerizasyon swasinda c-kitin  otofosforilasyona
ugramasiyla hiicre i¢i sinyalizasyon baslar. Bit cok mediatdér sistem hiicre ici
sinyalizasyonda rol oynaktadir. Bu sistemler arasinda PI-3 kinaz, PLC-y, P21ras, MAP
kinaz ve protein kinaz-C sayilabilir(4,30).

Bir cok sitokin gibi C-kit'in de solubl fe’septér formu tanimmlanmistiz. Soluble
reseptorler, sitokin biyoaktivitesi, sitokin transportu ve reseptor  sinyalinin

modiilasyonunda rol oynayabilirler (20,31). Biosentetik calismalarda soluble c-kit

ayriimast ile olustugu gosterilmistir (32). Yakin zamanlarda solubl c-kit reseptori
insan serumundan elde edilmistir (4). Soluble c-kit diizeylerinin arastirildif: bu
calismada 112 saghklt dondr serumunda c-kit diizeyi bakilmis ve 324= 10° ng/ml
olarak bulunmustur. Cinsiyet ve yas ile soluble c-kit diizeyi arasinda iliski

bulunamamuistir,
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SCF reseptorlerinin insanda, fetal karaciger, dalak, éri§kin kemik iliéi vé .perife.rik : 5
kandaki etken hematopoetik progenitor hiicreler, ptimer myeloid 16semik hiicreler,
endotel hiicreleri, mast hiicreleri, megakaryositler ve primordial germ hiicreleri ile
plasenta tarafindan exprese edildigi PCR ile gosterilmistir (4,5). Ayrica, melanositler,
beyin astrositleri ve glial htcreler, renal tubuler hiicreler, parotid asiner hiicreler,

tiroid ve meme epitel hiicreletrinden de cksprese edilmekteditler (33).

Hemopoetik setide c-kit daha ¢ok erken donem progenitdr hiicrelerde
saptanmaktadir. Hemopoetik hiicrelerde c-kit ekspresyonunun gosterilmesi icin
gesitli killtlir hiicrelerinde, hayvan ve insan hemapoetik hticrelerinde ¢aligmalar
CD8-) gbsterilmis fakat daha matiir olanlarda (CD4-CD8+, CD4+CD8-, CD4+CD8+)
gbsterilememistir (35). C-kit eksprese ettiZi saptanan diger murine hicreleri

peritoneal makrofajlar, B hiicreleri ve dalak, timus ve periferik kan kaynakli 1

lenfositleridir(34). Murine embriyonik kok hiicrelerinde reseptor  eksprese
edilmemektedir(34). Farelerdeki sonuglarin aksine insan periferik kanindan elde
edilen olgun hematopoetik hiicrelerde reseptor ekspresyonu gériilmemistir (36)
Benzer olarak bir baska calismada da insan B ve T hiicreleri ile grantilositlerde c-kit
reseptdt ekspresyonu belirlenememistir (37). Bununla beraber aymi grubun son
calismalarinda monosit ve graniilositlerin zayifta olsa reseptdri eksprese ettig
bildirilmektedir (38). C-kit reseptoril kemik iliindeki kok hiicreleri olusturan CD34
pozitif hiicrelerce eksprese edilmekte, fakat CD34 negatif hiicrelerce eksprese
edilmemektedir (36). Hematopoetik hiicte dizilerinde de c-kit varhigt arastinlmigtir.
Bir caigmada, 7/7 pre-B-cell ve 1/6 B-cell 16semi diziletinde reseptdr gosterilmis
ancak T-cell, myeloid, monositik, eritroid veya megakaryositik 1dsemi hiicre
dizilerinde gosterilememistir(39). Diger bir calismada PCR ile 10/10 pre B-cell ve
bazi matiir B-cell 16semik hiicre dizilerinde, pre T-cell ve bazi T-cell 16semik hiicre
dizilerinde gosterilmistir(38). Primer l6semilerde reseptdriin ekspresyonu bir ¢ok
grup tarafindan arastinlmistir. Bazi l6semilerde c-kit reseptorii belirgin olarak

eksprese edilmektedir(38). AML'de %93, T-ALL'de %75, B-ALL'de %100 orlamnda
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reseptor eksprese edilmektedir., KMIL’de kronik fazda reseptdr saptanamazken,
akselere fazdaki hastalarin  9%629unda ve blastik fazdaki hastalarin % 75’inde
saptanmaktadir(37). Reseptdr ekspresyonu ayrica MCF7 meme kanseri hiicre dizisi
ve 5637 mesane kanseri hiicre dizisinde de gosterilmistiz(38,40). SCF ve
reseptoruniin  16semi gelisiminde rolii olup olmadigi heniliz tam olarak

bilinmemektedir.

2.2.2. SCF’nin Hematolojik Etkileri

SCFnin hematolojik etkileri hayvan ve insanlarda yapilan cesitli in vitro ve in Vivo
caligmalar ile deZerlendirilmistir. SCF veya reseptériinde mutasyon olan farelerde
gelisme bozukluklan ve degisik hematolojik defektler (makrositik anemi ve mast
hiicre eksikligi) goriildiigi bildirilmektedir (22) ve subkutan rekombinant SCF (1-
SCF) injeksiyonlan ile bu bulgularin geriledigi gésterilmistir(41).

1-5CF uygulamas: ile farelerde gozlenen hematolojik etkilerin incelendigi bir
calismada asagidaki bulgular saptanmigtir(22); SCF'nin doza bagiml nétrofili, sola
kayma ve lenfositoz yaptigi, kemik iliginde mast hicre degraniilasyonuna yol actif,
kemik {lifinde sola kayma ile karakterize myeloid ve eritroid hiperplazi yaptif,
perifere salindiklan icin kemik il§inde matiir nétrofillerde azalma oldugu,
hemoglobin ve hematokrit degerlerinde ise artisa neden olmadig: gdsterilmistir.
Ayrica mast hiicre oranmin kemik ilifinde % 26 dizeylerine kadar ylkseldigi
gozlenmistir (22). Benzer olarak maymunlarda da SCF uygulamasini takiben
18kositoz, retikiilositoz, lenfositoz ve kemik iligi seliileritesinde belirgin artis oldugu
gorilmistiin(42,43).

1-3CF nin ratlarda tek dozda bile hizla myeloid ve eritroid prekiirsérlerde artis

yapmasi, insanlarda da bu etkinin aragtinlmasim gerekli kitmistir,

SCF, insanlarda erken hematopoetik kék hiicrelerin proliferasyonunu diger

hemotolojik biiyiime faktorleri ile birlikte artirmakta ayrica mast hiicre

proliferasyonu ve diferansiasyonunu saglamaktadir(44),
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SCFnin insan hematopoezisi izerine in vifro etkilerin arastinldif bir calismada
interlokin-3 ve GM-CSF ile birlikte kullamldifinda bir ¢ok primitif hematopoetik
progenitdr hucrenin (BFU-M, HP-CFC, LTBMC-IC) proliferasyonuna yol agtifi
gortilmiistiir(3).

SCF'nin etkilerinin insan kemik iligi kiltirlerinde bakildigi bir caligmada, GM-CSF
ve IL-3 ile birlikte HP-CFC koloni formasyonunu 12 kat arttirdifi goriilmiistir(3).
Aym calismada SCF'nin megakaryositopoezisi artirdigi gosterilmistir(3). SCF, in

vitro ortamda eritroid progenitér hiicreleride belirgin olarak arttirmaktadir(2).

2.2.3. SCF'nin potansiyel klinik kullanmm alanlar:

Kok hiicreler tizerine tek basina ve/veya diger sitokinlerle birlikte etkileri oldugu
bilinen SCF, rekombinant teknikle iiretilmeye baslandiktan sonra in vitro ve in vivo
esitli caligmalarda denenmis ve c¢esitli Klinik durumlarda uygulanmaya
baslanmistir. SCF'nin tedavideki yerinin arastinldidi faz-I calismalarda kullanilan
rekombinant metionil SCF'nin kemik ilig§inde hem erken hem de ge¢ dénem
progenitdr hiicreleri arthigi goriilmiistiir(45). Edinilmis aplastik anemi ve Fankoni
anemisinde stem cell faktoriin in vitro etkinlifinin arastirildigi bir ¢alismada,
aplastik anemili hastalarda SCF'nin hemopoetik progenitérlerin proliferasyonunda
etkili oldufu, ancak Fanconi anemisinde etkili olmadifi gdsterilmistir(9). Bu
cahigmalar, SCF uygulamasinin aplastik anemide, otolog veya allojenik kemik iligi
transplantasyonfarindan sonra greftin kalitesini artirmada etkili olabilecegini
distindurmektediz (3).

SCFnin potansiyel klinik kullanim alanlar1 asagida 6zetlenmistir:

1- Otolog kok hiicre nakilleti icin periferik progenitdr hiicrelerin ve
hematopoetik kék hiicrelerin in vivo mobilizasyonu(46),

2- KOk hiicre nakli icin dondrlerden alinacak olan kék hiicre sayilarinin
arttirllmasi(8),

3- Kemik iligi yetmezligi durumlarmin tedavisinde kullanimi (edinilmis veya
konstitiisyonel (Fanconi) aplastik anemi v.s)(46),

4- Kemoterapinin yol actig1 sitopenilerin siitesinin kisaltilmasi(45),

5- KOk hticre nakli veya gen transferi sirasinda kullaniimak tizere kemik iligi kok
hiicre sayisinin ex vivo ekspansiyonu(47,48).
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2.3. Kordon kanmuin hematolojide kullanumi

Kemik iligi kok hiicrelerin esas kaynagidir, bununla beraber kék hiicreleri periferik
kandan ve kordon kanindan da elde etmek miimkiindir. Insan gébek kordonu
kaninin hematopoetik kék hiicre kaynagl olarak kullamlabilecegi ilk kez 19807lerin
basinda Edward A.Boyse tarafindan ortaya atilmistir(49). Yakin tarihlerde bir ¢ok
pediatrik hastada (6rnegin; Fankoni anemisi, Talasemi major) HLA uyumlu veya
uyumsuz kardeglerden alinan kordon kami infiizyonu ile hematopoez yeniden
saglanmistir(11,50). Aymi sekilde yiiksek doz kemoterapiyi veya radyoterapiyi
takiben aplaziye sokulan kemik ilifinde yeniden hematopoezisin baglamasi i¢in
hematopoetik kok hiicre nakli gerekli olabilir, bu hiicrelerin ana kaynagl kemik iligi
olmasina ragmen, son klinik ¢alismalarda alternatif bir kaynak olarak insan gdébek

kordonu kaninin da kullanilabilecegi gosterilmistir (6,11,49,50).

Transplantasyondaki kritik soru, tek bir kordon kanindan toplanan kok ve
progenitér hiicrelerin engraftment i¢in yeterli olup olmayacagidir. Genellikle
hematolojik rekonstitiisyon olasihfini gésteren parametre 14. giinde bakilan CFU-
GM odlgtimiidiir. Bu élciimin 1.5-5x10° /kg olmasi genellikle kemik iligi ve periferik
kan kok hiicre transplantasyonlan icin yeterlidir(54). CFU-GM sayisimin kordon
kaninda 0.2x10°-25x10° arasinda oldufu saptanmustir. Bu gline kadar yapilan
calismalar kordon kaninda cocuk hastalarda engraftmani saglamaya yetecek
miktarda kok hiicre oldugunu géstermistir. Bununla birlikte kordon kaminda eriskin
bir hastada engrafmanin gerceklesmesine yetecek sayida hematopoetik énciil hicre
ve pluripotent hematopoetik kok hiicre olup olmadigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Bununla beraber kordon kani ile yapilan klinik deneyimlerde
minimum 6x10° CFU-GM bulunmasimn kemik iliginin rekonstitusyonu icin veterli
oldugu gosterilmistir (55). Broxmayer ve arkadaslari 75-150 ml arasindaki
miktarlarda kordon kanmin hem c¢ocuklarda hemde erigkinlerde allojeneik
transplantasyonu saglamaya yetecek sayida CFU-GM igerdigini gostermislerdir(39).
Ayrica aragtirmacilar kordon Kanindaki k&k hticrelerin kemik iligindekilerden, kisa

dénem hiicre kiiltiitleri ve bazi ézgin sitokinlerin varliginda daha fazla ¢ogalma

potansiyeline sahip oldugunu géstermislerdir(59,60).
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Kordon kaninin toplandiktan sonia 4°C - 25°C’de en az 3 glin canli ka1d1§1ﬁ1f1 '.
gosterilmesi, hastaneler arasmndaki nakil sirasinda zaman kisitlamasimin blyik

oranda ortadan kaldiilmasina yardima olmustur (S1).

Toplama islemi obstetrik ve transplant ekipleri tarafindan kullanilan bir ka¢ yontem
ile gerceklestirilmektedir. Bunlar arasinda; 1)Bebek dogduktan sonra plasenta
¢rkmadan kordonu kesmek, 2)Umblikal damarlardan plasenta ¢iktiktan sonia
drenaj, 3)Kordon ve/veya plasenta venlerden plasenta ciktiktan sonra aspirasyon,
4)Umblikal damarlann kantlasyonu ve umblikal damailann serum fizyolojik veya
uygun doku killtlird vasatlan ile yikanmasi, 5)Yukaridaki yoéntemlerin birlikte
kullanilmast, sayilabilir. Toplanabilecek kordon kant miktar 30 ile 300 ml arasinda
degismekle birlikte deneyimli arastirmaaiar tarafindan toplanan 110-120 ml kordon

kan yeterli sayiimaktadir(52,53).

flk basarih kordon kani kék hticre nakli 1988’de Fankoni anemili bir cocukta
gerceklestirilmistir(56). Bu giine kadarda bir ¢ok hastada kordon kamni kok htcreleri
ile basarili nakiller yapilmistir. Sonuglar su ana kadar umut vericidir. 26 ¢ocuk
hastanin degerlendirildigi bir ¢abismada; 19 tane HLA uyumlu, 7 tane HLA uyumlu
olmayan kardesten nakil yapilmustir. Toplanan ortalama kordon kan miktarn 100
ml ve ortalama cekirdekli hiicre sayisi 4x10’/kg, CFU-GM sayisi ise 2.4x10%kg
olarak hesaplanmistir. Notrofil sayisinin normale dénmesi icin gecen stire ortalama
23 giin, trombosit sayisinin notmale dénmesi icin gecen slire ise ortalama 45 gun
olarak bulunmustur. Bu siireler kemik iligi transplantasyonlan sirasinda

‘kaydedilenler ile benzerdir (57).

Hematopoetik kok hiicre kaynag olarak umblikal kordon kaninin kemik iligine gore
avatajlar1 ve dezavatajlar1 vardir. Avatajlarni arasinda, toplanmasimin kolay ve
emniyetli olusu, viral kontaminasyon riskinin disuk olusu, kesin kamtlanmamis
olsada GVHD’e daha az yol agmasi sayilabilir. Umblikal kordon kami

transplantasyonlari, HLA uyumlu kardesten yapilan 1 hiicrelerinden arindirilmamis

kemik iligi transplantasyonlari ile karsilastirtldifinda, transplantasyondan sonta
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akut GVH hastalifinin daha az siklikla goériildigii bildirilmistir (syj;, Bli,.l.{.orc.lan. ERHE

kaninda antijene 6zgii T lenfosit cevabinin zayif olmast ile aciklanmaktadir. Kordon'
kamimin diZer bir avantajida Ozellikle sitomegalovirlis gibi infeksiyéz ajanlarin
bebeklerde daha seyrek gériilmesidir(57). Kordon kant kok hiicreleri ile yapilan
transplantasyonlaimn dezavantajlarindan biri ise greft versus losemi etkisinin az
olmasidir(57,58). Ayrica, kotdon kanina anneden gelen T lenfositlerin karigmast
hayat: tehdit eden GVH hastalifina yol agabilir(58). Bu kontaminasyonu
engellemek i¢in toplama islemi sirasinda kordon kanmnin anne kani ile temas

etmemesine dikkat edilmelidir.

2.4. Flow Sitometre calisma ilkeleri

Flow sitometre, sivi bir ortam icinde dagilmis olarak bulunan htlicze veya
partikiillerin &zelliklerinin incelendigi bir tekniktir. Partikul veya hiicreler tek sira
seklinde 6zel bir bélmeden istenen hizda akarak gegetler. Bu sirada incelenecek olan
hiicrelerin tzerine belirli bir dalga boyunda laser 1511 génderilir ve hiicrelerden
yanstyan 1sigin ozellikleti aliclar tarafindan kaydedilerek, degerlendirilmek tizere
bilgisayaza aktarilir. Aliclaradan  biri  hiicrelerin - buyukliklerini, digeri
graniilaritesini ve bir diferi ise yansittiklar1 flouresans yoguniugunu algilar. Bu
bilgiler bilgisayar yardimi ile histogtamlar geklinde korele edilerek
incelenebilmektedir. Hiicreler tek sira halinde alicilarin éntinden gectigi icin, ¢ok
kisa bir siire icinde binlerce hiicrenin her birinin ozellikleri tek tek
kaydedilebilmektedir. Histogramlar tizerinde biiytikliik ve graniilaritelerine gore
degisik alanlarda toplanan hiicre poptilasyonlarinin etrafina cizilen penceteler ile
sadece istenilen popiilasyonlar lzerinde degetlendirme yapmak mumkiindr,
Flouresans ile baglanmis monoklonal antikorlar kullanilarak incelenen hiicrelerin
izerindeki antijenik yapilar taninabilmektedir. Béylece hiicre yiizey isaretleri
saptanarak normal veya patolojik hiicrelerin tiplendirilmesi yapilabilmekte ve
hastalik durumlannda tedavilere verdikleri yanitlar monitdrize edilebilmektedir.

Flow sitometre ile, sispansiyon haline getirilebilen her hiicre populasyonu tizerinde

calisma yapmak mimkindtir{(61).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Denekler:

Bu cahiyma, Akdeniz Universitesi Ttp  Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali
Laboratuvari’'nda Mart 1996-Mayis 1996 tarihleri arasinda gerceklestirildi.
Calismada, Akdeniz Universitesi Hastanesi Dogum Klinigi'nde, anne ve babalan
saglikli, normal gebelik siiresinde, vaginal yolla dogan ve dogum sonrasi problemi
olmayan 7 etkek, 5 kiz toplam 12 yenidogandan dogumu takiben alman umblikal
kordon kami Grnekleri ile yaslar 23 ile 36 arasinda degisen, bilinen herthangi bir
akut veya kronik hastalig1 olmayan ve ilac kullanmayan, 8 erkek, 4 kadin toplam 12

saghkli eriskinden alinan periferik kan Srnekleri kullanildi,

3.2. Kan érneklerinin alinmasz:

Saglikli erigkinlerden, 12 saatlik achg takiben saat 08°°-10°° arasinda, antekubital
venden, 19 gauge igne ile 5 mL kan ormegi steril heparinli tiplere alindi. Yeni
dogan grubunda ise kan ornekleri dogumu takibeden ilk yamm saatte umblikal
kordonun klemplenmesini takiben plasental tarafta kalan kisimdaki umblikal

venden, yine steril heparinli tiiplere ayni miktarlarda alindi.

3.3. Mononiikleer hiicrelerin ayrilmasi:

Hepazinli 5 mL kan &megi daha énce icine 5 mL Hystopaque (ficol-hypaque)(Sigma
Diagnostics, ST. Louis, USA) konulan silikath tlipe eklenerek monontikleer hiicreletin
aynstinlmast amaciyla 15 dakika stireyle 850 g (3750 devir/dk) de santrifiije edildi.
Santrifiij sonrasmda elde edilen mononiikleer hticreler fikol ve kontamine serum
- komponentlerinin uzaklastirilmas: amactyla 10 mL PBS (phosphate buffered saline)
soliisyonu iceren tiiplerde 10 dakika streyle 250 g (2000 devir/dk) de 2 kez tekrar
santrifuje edilerek yikandi. Santrifuj sonrasinda elde edilen mononiikieer hiicreler

PBS ile diliie edilerek son konsantrasyondaki hiicre sayismin 4x10°/ml olmas:

saglandi,
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3.4. Monoklonal antikorlar:
Kordon kanindan elde edilen mononiikleer hitcrelerdeki kok hiicre ylizdesinin flow
sitometyik yontemle saptanmasl amaayla FITC ile direkt olarak baglt mousé
monoklonal antikor (anti-human CD34-FITC, Becton Dickintson Immunocytometry
Systems, San Jose, CA, U.S.A) ve non-spesifik baglanmanin gosterilmesi icin anti-
CD34 ile ayn1 izotipte olan mouse monoklonal antikor (negative control 1gG1-FITC,

Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, U.S.A.) kullanldi.

3.5, SCF reseptor yogunlugunun saptanmast

Bunun icin Avidin-Biotin yontemi kullanildi:

Biotinlenmis rekombinant insar SCF (th-SCF) 'nin hiicre ylizeyindeki spesifik
reseptotlerine  baglanmasini saglamak i¢in daha dnce hazirlanan ve son
konsantrasyonunda ml’de 4x10° hiicre igeren iki kez yikanmig hicre
soliisyonundan 25 pL alinarak 12x75 mm boyutlarnndaki silikatl tlpler icine
xonuldu ve tizerine 10 uL rh-SCF (Fluorokine Human SCF Biotin Conjugate, R&D
Systems, British Bio Technology, Oxford, U.K.) eklendi. Diger bir tiipe ise negatif
kontrol olatak 10 pL bictinlenmis soya fasiilyesi tripsin inhibitorii konuldu, Tapler
60 dakika silzeyle +4°C’da inkiibe edildi. Inkibasyon sonrasinda tiiplere 10 pl
avidin-FITC (Avidin-fluorescein R&D Systems, British Bio Technology, Oxford, U.K)
eklenerek +4°C de 30 dakika stireyle karanlikta tekrar inkiibe edildi. Ardindan
hiicreler, reseptore bagh 1h-SCFye baglanmamis avidin-FITC fazlasim uzaklastirarak
non-spesifik boyanmay1 en aza indirmek ve spesifik baglanmayl stabilize etmek i¢in
hiicreler iki kez 2 ml RDF tamponu (saline-protein soliisyonu) ile-yikandL 0.2 ml
RDF tamponu ile tekrar soliisyon haline getirilen hiicreler flow sitometrik analiz icin

kullaniidy

3.6. Flow sitometrik analiz:
Flow sitometre ile yapilan analizler Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji
Bilim Dali Ozel Hematoloji Laboratuvarinda bulunan flow sitometre cihazi (Epics

Profile 1I, Coulter Flectronics, Inc., FL, US.A.) kullantlarak gerceklestirildi. Flow
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sitometre cihaz1 15 p ¢apmndaki boncuklar (Immunocheck, Coulter Electionics, Inc,
L, USA.) ile kalibre edildikten sonrta periferik kKan veya kordon kanindan elde
~edilen mononiikleer hiicreler flow sitometri cihazma verildi. Parcalanmis hiicre
aruklarn ve elektronik kirlilik 6n sagmim (forward scatler) izetinde ayarlama
yapﬂaxak uzaklastirildi. Mononiikleer hiicrelerin analizi, hiicrelerin buylkiik ve
' granﬁlaritelerine gbre dagilimlanm gdsteren On (forward) ve 90%1jk yan sagium
(right-angle light scatter) histogrami kullanilarak belirlenen analiz bolgesi icinde

gergeklegﬁrildi..

3.6.1. Periferik kan ve kordoﬁ kanmdan elde edilen mononiikleer hiicrelerde SCF
reseptor yogunlugunun saptanmast.

Once negatif kontrol (biyotinlenmis soya fasiilyesi tripsin inhibitorii) igeren
tiiplerde non-spesifik baglanma oram saptandi. Negatif kontrolden daha fazla
floresans yogunlufu gosteren olaylar SCF reseptort icin pozitif bolge olarak
pelirlendi ve bu analiz bolgesinde SCF reseptori tastyan hiicrelerdeki hiicre basma

diisen ortalama reseptét yogunluklannim arbitrary {initesi olarak ortalama fluotesan

kanal numarast (OFKN) kullanildi.

36.2. Kordon kamndan elde edilen mononiikleer hiicrelerde CD34 yiizdesinin
saptanmast:

Her denek icin hazirlanan ikiser tiipe 100%er pL mononiikieer hiicre siispansiyonu
konuldu. Birinci tiipe 20 pL negatif izotipik kontrol ikinci tiipe ise 20 pL
monoklonal mouse anti-human CD34 eklendi. Ornekler tiretici tirmanin dnerdigi
sekilde 30 dakika slireyle +4°C’de Kkaranlik bir ortamda inkiibe edildi. En ge¢ 10

dakika icinde flow sitometre ile dlciimler yapildi

Negatif izotipik kontrol iceren tiiplerde non-spesifik baglanma orani saptandi ve
CD34 icin negatif kontrolden daha fazla floresans yogunlugu gosteren olaylar CD34

pozitif ylizdesi olarak belirlendi.
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sitometre cihazi 15 p ¢capindaki boncuklar (frnmunocheck, Coulter Electronics, Inc,
FI, U.S.A) ile kalibre edildikten sonra periferik kan veya kordon kanindan elde
edilen mononiikieer hiicteler flow sitometri cihazina verildi. Par¢alanmis hticre
artiklann ve elektronik Kirlilik én sacanim (forward scaiter) tlizerinde ayarlama
yapilarak uzaklastinldi Monontikleer hiicrelerin analizi, hiicrelerin buytiklik ve
graniilaritelerine gére dagilimlarim gosteren on (forward) ve 90™1lik yan sacinim
(right-angle light scatter) histogrami kullanilarak belirlenen analiz bélgesi icinde

gerceklestirildi.

3.6.1. Periferik kan ve kordon kanmdan elde edilen mononiikleer hiicrelerde SCF
reseptor yogunlugunun saptanmast:

Once negatif Rontrol (bivotinlenmis soya fasiilyesi tripsin inhibitort) igeren
tiiplerde mon-spesifik baglanma orani saptandi. Negatif kontrolden daha fazla
floresans yogunlugu gosteren olaylar SCF 1esepttrii icin pozitif bolge olarak
belitlendi ve bu analiz bolgesinde SCF reseptorii tasiyan hiticrelerdeki hiicre basina
diisen ortalama reseptdr yogunluklarinin arbitrary {initesi olarak ortalama fluoresan

kanal numarasi (OFKN) kullanild1.

3.6.2. Kordon kanmndan elde edilen mononiikleer hiicrelerde CD34 yiizdesinin
saptanmadst:

Her denek icin hazirlanan ikiser tiipe 100’er pl. mononitkleer hiicie siispansiyonu
konuldu. Birinci tiipe 20 pl negatif izotipik Kontrol ikinci tiipe ise 20 pL
monoklonal mouse anti-human CD34 eklendi. Ornekler tiretici firmanin dnerdigi
éekﬂde 30 dakika siireyle +4°C’de karanlik bir ortamda inkiibe edildi. En gec 10

dakika icinde flow sitometie ile dictimler yapildi.

Negatif izotipik kontrol iceren tiiplerde non-spesifik baglanma oram saptandi ve

CD34 icin negatif kontrolden daha fazla floresans yogunlugu gosteren olaylar CD34

pozitif ytizdesi olarak belirlendi.
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3.7. Istatistik:

Istatistik analizler SPSS hazir istatistik paket programi (SPSS for Windows, Version
5.0.1, SPSS Inc,, IL, U.S.A.) kullamilarak gerceklestirildi. Eriskin periferal kamindan ve
yenidogan kordon kanindan elde edilen mononiikleer hiicrelerdeki SCF reseptdr
yogunlugunun bir gostergesi olan OFKN arasi karsilagtumalar “Mann-Whitney U”
testi ile yapildi. Mononiikleer hiictelerdeki CD34 yiizdesi ve yogunlugu ile SCF
reseptdr yogunlugu arasindaki korelasyonlar “Spearman korelasyon katsayist” ile test

edildi. Metin icerisinde, tablolarda gecen degerler ortanca (min-max){minimum-

maximum), sekillerde ise gerek “Box-Whisker plot” gerekse “Error bar plot”

(ortalama+SD) kullanildi. 0.05’den kiigtk p degeri anlaml: olarak kabul edildi,
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4.SONUCLAR

1. Kotdon kanindaki mononiikleer hiicrelerde ortanca CD34 pozitif hiicre ytizdesi

0.3 (0.1-2 8) olarak saptand1 (Tablo 2 ve 3)

Tablo 2: Kordon kanindaki mononiikleer hiicrelerde
CD34 pozitif hiicre ylizdesi

- Ortanca © Maximum
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T'ablo-3; Herbir olgunun kordon kanindaki mononiikleer
hiicrelerinde SCF reseptét ve CD34 yoZunlugu
ile CD34 ytizdeleri
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2. Kordon kanindaki mononikleer hiicrelerde hiicre ba§1na' dﬁ§ef1' SCF feseﬁtc‘iy’: : |
yogunlugunun bir gdstergesi olarak kullanilan ortanca OFKN 3..487(2‘.243-9'.‘216)
olarak saptandi (Tablo 3 ve 4). '

3. Saghikh eriskinlerin periferal kanundaki mononiikleer hiicrelerde, hiicre basina
diisen SCF reseptdr yogunlugunun bir gostergesi olarak kullanilan ortanca OFKN

3.510 (3.012-5.790) olarak saptandi (Tablo 4 ve S}.

Tablo 4: Kordon kani ve periferik kandaki monontikleer
hiicrelerde SCF reseptdr yoguniugu degetleri

4. Kordon kani ve eriskin periferal kan drneklerindeki mononiikleer hiicrelerde SCF

reseptér yoguntuklart (OFKN) arasinda anlambh fark bulunamadi {(p>0.05) (Sekil-

4A ve 4B).

5. Kordon kani monontikleer hiicrelerindeki SCF reseptér yogunluklan (OFKN) ile
CD34 yiizdesi arasinda anlamiz korelasyon saptanmadi (p=0.07).

6. Kordon kani1 mononiikleer hiicrelerindeki SCF reseptér yogunluklart (OFKN) ile
CD34 yogunlugu (OFKN) arasinda anlamh korelasyon saptanamadi (p=0.87)
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Tablo-5: Herbir saghkli eriskinin monontikieer
hticrelerindeki SCF reseptdr yogunlugu
(OFKN)

o SCF Reseptor yogunlugu
' (OFKN)
— 645

S 012

21 E_Q_;f}'ﬁ;f;? |
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Sekil-4: Erigkin ve kordon kant SCF reseptér yogunluklannin sematik
olarak karsitastirilmast. A: Erigkin, B: Kordon kant OFKN

degerlerini gostermektedir.
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5. TARTISMA

Hemotopoezin yeniden yapilanmasi i¢in gerekli olan kdk hticrelerinin salandif en -
énemli kaynagin, kemik iligi oldugu bilinmektedir. Son yillarda k6k hiicre kaynag
olarak periferik kan da rutin olarak kullanilmaya baslanmistir. Ayrica, fotal
dolasimda yiiksek oranda k6k hiicrelerin oldugu bilinmektedir. Dogum sirasinda
kordon kanindan elde edilen progenitér hiicre sayilarimin, erigkin  kemik
iligindekilere gdre esit veya daha fazla sayida olduklar: gésterilmistir (5,6,49). Bu
nedenle difer bit k&k hiicre kaynag: olarak kordon kanimin da kullanim giindeme
gélmi;s ve glintimiize kada: ¢ok sayida kordon kanindan elde edilen kék hiicreler ile
transplantasyon gergeklestirilmistit. Bu ¢aligmada kordon kamndan elde edilen
mononiikleer hiicre poptilasyonundaki CD34 pozitif hiicre ytizdesi ortanca 0.3 (0.1-
2.8) olarak saptanmistir, Daha dnce yapilan bazi calismalarda bu saymm % 1-2
arasinda oldugu bildirilmektedir (10). Bu ¢calismada CD34 pozitif hiicre ylizdesinin
beklenenden daha az oranda bulmasi, monontikleer hiicre seperasyonu suasinda

bazi k6K hiicrelerin kaybedilmesine baglh olabilir

Baslangicta, kordon kanindaki kék ve progenitdr hticre sayilarmn yeterli
olmayabilecegi dtistinulerek kordon kami ile yapilan transplantasyonlarin cogu
cocuk hastalarda uygulanmistir (6,11,62). Ancak kordon kanmndaki kok htcre
dzelliklerinin diger kok hiicte kaynaklarndan elde edilenlere gore daha farkhi
oldugunu ve yiiksek repopiilasyon kapasitesine sahip oldugunu destekleyen in vitro

bircok ¢calisma bulunmaktadu (6,7,13-16).

Genellikle hematopoezin yeniden yapilanma olasiifa 14.giin CFU-GM assay’leri ile
degerlendirilmektedir Daha 6nce yapilan calismalarda, kemik iligi ve periferal kan
transplantasyonlarinda  viicut agiriinin her kilogrami icin 1.5-5x10° CFU-GM
gerektifi saptanmistir (54). Kordon kanindan alinan drneklerde bu oranin daha

diisiik olmasi kordon kamndan yapilan transplantasyonlarin ¢ocuk hastalar i¢in

uygun olabilecegi sonucunu dogurmustur {63,64). Ancak kordon kaninda minimum
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kanm1 icin engraftmanin etkinliginin degerlendirilmesinde sadece CFU-GM
assay’lerinin yeterli olamayabilecegi diisindiitmiis ve kordon kamindaki progenitor
hiicrelerin niceliksel ve niteliksel olatak degerlendirilmesi i¢in cesitli calismalar

yapiimuistir (6, 16,55).

CFU-mix yiizdesi, CD34+CD33- k&K hiicre altgrup oram ve c-Kit expresyonunun
saptanmasi ile degerlendirilen bix cahsmada, kordon kanmdaki erken donem
progenitdr hiicre saylarnnin kemik iliginden daha yiiksek oldugu saptanmaistit
(6,24). Baska bir ¢alismada ise kordon kanmndaki CD34 pozitif hiictelerin periferik
kandaki CD34 pozitif hiicrelerden daha fazla yiizdede c-kit exprese ettikleri
gbsterilmistir (6). Yine ayni ¢alismada, PHA ile sittimiile edilmis kordon kam ile
periferik kan mononiikleet hiicrelerinde sitokin retiminin kordon kamnda daha
fazla oldugu ve hiicre siklusunun “ S  fazindaki progenitor hicre oraninin kordon
kaninda daha yiiksek oldugu saptanmigtir. Tiim bu calismalar, kordon kanindaki
k&K hiicre dzelliklerinin diger kok hucre kaynaklarindan elde edilenlere gore daha
farkli oldugunu ve yiksek repopiilasyon kapasitesine sahip oldugunu

desteklemektedir.

Progenitor hiicreletin SCFye verecekleri yanitin belirlenmesinde progenitor
hiicreler icinde SCF reseptdri tagiyan hiicrelerin  yiizdesi oOnemlidir. Kordon
kanindaki CD34 pozitif hilcrelerin periferik kandaki CD34 pozitif hiicrelerden daha
fazla ylizdede c-kit exprese ettikleri daha once gosterilmistir (6). Progenitor
_ hiicrelerin SCF'ye verecekleri yanitin belirlenmesinde, progenitdr hiicreler iclirdeki
SCF reseptéril tastyan hicrelerin ylizdesi yamnda, her bit hiicrenin tasidifl reseptor
yogunlugu da OGnemli olabilir. Bu amacla, bu calsmada, periferik kan kok
hiicrelerinden daha fazla ytzdede SCF reseptorii tagidigl bilinen kordon kani k6K
hiicrelerinin, hiicre basina dlsen reseptor yogunlugu acisindan da farkli olup

olmadigimn saptanmast hedeflenmistir.

Bu calismada kordon kanindan elde edilen monontikleer hiicreler ile erigskinlerin

periferal kanindan elde edilen mononiikleer hiicreler arasinda hiicre bagina diisen
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SCF reseptor yogunlugu arasinda aplamli fark bulunamamistiz. Bu durum .bi_rk.a'c.;

sekilde aciklanabilir:

1. Kordon kanindaki progenitor hiicreler ile periferal kandaki progenitor hiicreler |
arasinda hiicre basina diisen SCF reseptor ekspresyonu, yani yogunlufu
acismdan fark olmayabilit.

2. Bu calismada SCF reseptor dansitesi, kordon kar ve periferik kan &rneklerinden
elde edilen mononiikleer hiicre popiilasyonunda olclilmiistir. Bu nedenle SCF
resptdril tasiyabiime olasihf olan daha olgun hiicreier, drnedin ge¢ progenitor
hiicreler ve/veya monositlet, 1eseptdr yogunluunun saptanmasi i¢in kullanilan
OFKN degerlerini etkilemis olabilirler. Nitekim SCF reseptér yogunlugu ile CD34
yiizdesi ya da yogunlugu arasinda korelasyon saptanamamasl bu olasilig
desteklemektedir.

3. Efer her iki kaynaktan elde edilen kok hiicrelerin nitelik acisindan farkh
olduklan daha énce yapilan calismalar 1s18inda goz dniine alimrsa, bu ¢alismada
SCF 1eseptér yogunluklari acisindan fark bulunamamasi, daha fazla SCEF
reseptoru tasidigt bilinen xordon kani kok hiicrelerindeki SCF reseptdtlerinin

SCF'ye karsl olan afinitelerinin daha az olmasina bagl olabilir.

iik iki olasihigin test edilmesi icin, kordon kani ile periferik kandan elde edilen
monontikleer hiicrelerde, kok hucrelerin diger mononiikleer hiicrelerden ayrilmast
gerekmektedir. Bunun icin, CD34 pozitif hiicreler ile ¢ift renk caligmalar yapilarak
reseptdr yogunlugunun saptanmasi ve/veya diger bir kok hticre belirteci olan CD34
pozitif hiicre popiilasyonlarmin  sorting yontemi ile aymlarak, bu hiicre
‘popiilasyonlarmda calisilmas: yararl olabilir. Uciincit olasilifin test edilmesi iginse
K8k hiicre belirteci kullanilatak ayristirlan progenitor hiicrelerin ve daha olgun
hitcreletin  kiiltitr ortamlarinda SCFye verdikleri yanitlarin degerlendirilmesi

gerekmektedir.

Bazi preliminer klinik calismalarda, kordon kani ile yapilan transplantasyonlarda

hematopoezin tam olarak yeniden yapilanmasindan énce izlenen aplazi déneminin

uzun oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, kordon kanimndaki hematopoetik progenitor
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Baz preliminer klinik ¢ahsmalarda, kordon kani ile yapilan transplantasyonlarda
hematopoezin tam olarak yeniden yapilanmasindan dnce izlenen aplazi déneminin
uzun oldugu goézlenmistir. Bu nedenle, kordon kanindaki hematopoetik progenitor
hiicrelerin sayisini, icinde SCF'nin de bulundugu gesitli sitokinler ile arttirabilmek
igin cesitli ¢alismalar yapimastir (6). Gabutti ve ark. tarafindan yapilan bir
caligmada progenitdr hiicreler, hiicre diferansiasyonunda etkileri daha az oldugu
bilinen biiyiime faktorleri ile stimiile edilmis ve -6 + -3 + LIF + SCF
kombinasyonu ile LIF + SCF sitokin kombinasyonlarinin kordon kani progenitox
hiicrelerinin biiyiime ve diferansiasyonu iizerine etkileri arastirlmistir. Yedi gln
siireyle uygulanan sitokin kombinasyonlar1 ile BFU-E, CFU-mix ve CFU-GM
sayilarinda 20-30 kata varan art1g izlendigi bildirilmistir(6). Bu bulgular kerdon kani
ile yapilan transplantasyonlarda, aplazi déneminin kisaltilmas: i¢in SCFnin diger
sitokinlerle birlikte kullanimimi giindeme getirmektedir. Bu nedenle degisik
kaynaklardan elde edilen k6k hiicrelerin nicelik yaninda niteliklerinin de
saptanmasi, ozellikle rekombinant tekniklerin gelismesinden sonra yaygin Klinik

kuflanim alani bulan SCFnin de icinde bulundugu birgok biiylime faktoriniin

etkinliklerinin degerlendirilmesinde yararl olacaktir.
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6. OZET

SCF, son yillarda tesbit edilen hematolojik buyilime faktoriidiir. Etkisini daha ¢ok
kemik iliginde bulunan hematopoetik kok hiicreler tizetinde gostererek
proliferasyona neden olmaktadir. SCF, etkisini c-kit ‘ad1 verilen tirozin kinaz
reseptorit aracihl ile gerceklestirmektedir. C-kit eksprese eden htcrelerin
belirlenmesine yénelik calismalar az olup, reseptériin daha ¢ok kemik iligindeki

CD34 pozitif k6k hiicielerce eksprese edildigi bildirilmektedir.

Son yillarda, hematopoetik kok hticrelerin gébek kordonu karunda yogun olarak
bulundugu bildirilmistir, bu nedenle kordon kam kék hiicte transplantasyonlarinda
kullantma girmektedir. SCF reseptorii olan c-kit'in gébek kordonu kanindaki

dansitesini belitlemeye yonelik calismalat azdir.

Bu calismada saghkli 12 eriskinin periferik kan &rneklerinden ve 12 yenidogann
kordon kanindan elde edilen mononiikleer hiicre popiilasyonlarinda herbir hiicre
basma diisen SCF reseptér yogunlugu, flow-sitometrik yontemle saptanmigtir.
Ayrica yenidogan grubunda CD34 yogunlugu ve ylizdesi ile SCF reseptor dansiteleri

belirlenerek aralarinda istatistiksel anlamh iliski varhg arastirilmistir.

Saglikh eriskinler ile kordon kami monontikleer hiicrelerinde SCF 1eseptor
dansiteleri(OFKN) arasinda istatistiksel fark bulunamamistir(p>0.05). Kordon kani
CD34 yogunlugu ile SCF yogunlugu arasinda ve CD34 yiizdesi ile SCF reseptor
yogunlugu arasinda fark bulunamamistr(p=0.07). Bu durum birkag sekilde
aciklanabiliz:

]. Kordon kamindaki progenitor hiicreler ile periferal kandaki progenitor hicreler

arasimnda SCF reseptdr yogunlugu agisindan fark olmayabilir.

2. SCF r1esptori tasiyabilme olasithfl olan daha olgun htcreler ornegin, geg

progenitdr hiicreler ve/veya monositler, reseptdr dansitesinin saptanmasi igin

kullanilan OFKN degerlerini etkilemis olabilirler. Nitekim SCF resepto1r dansitesi
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jite CD34 yiizdesi arasinda  korelasyon SaPtéhama'rﬁaszl' buolasﬂlgl

desteklemektedir.
3, SCF reseptor dansiteleri acisindan fark bulunamamasi, dahd fazla SCF r.esep."cézlﬁ
tasidig1 bilinen kordon Kami kok hticielerindeki SCF reseptorlerinin SCF'ye karst .

olan afinitelerinin daha az olmasina bagli olabilir.

Degisik kaynaklardan elde edilen k&k hticrelerin nicelik yanmda nitelikierinin de
saptanmasl, Ozellikle rekombinant tekniklerin gelismesinden sonta yaygin Klinik

kullanim alami bulan SCFnin de iginde pulundugu bir¢ok biiyime faktortinun

etkinliklerinin degerlendirilmesinde yararh olacaktir.
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