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OZET

Amag: Yiksek doz kemoterapi veya hematopoietik kok hiicre (HKH) transplantasyonu
sonrasi olusan siddetli trombositopeni ¢ok ciddi klinik sorunlara yol agmaktadir. Son
zamanlarda, trombositopeni ve benzer durumlarin tedavisi igin ex vivo olarak farklilastirilmis
megakaryosit-progenitor hiicrelerin (MPH) hastalara verilmesi izerinde yogun arastirmalar
yapilmaktadir. Cesitli kaynaklardan elde edilen HKH’lerin MPH ve megakaryositlere
farklilagtirilmasiyla ilgili yeni tekniklerin gelistirilmesi temel ve klinik ¢alismalar
bakimindan biiyiik bir énem tasimaktadir. Bu ¢alismada, periferik kandan izole edilen
HKH’lerin ex vivo iki agamali likit kiiltiir ydntemiyle megakaryosite kadar farklilastiriimasi
amaclanmistir.

Yontem: Saglikli 3 dondrden izole edilen mononiiklear hiicrelerden CD34+ HKH’ler elde
edildi. Kok hiicreler, 6nce 12 giin boyunca trombopoietin (TPO) (50 ng/ml), interlokin-3 (IL-
3) (20 ng/ml) ve interlokin 6 (IL-6) (20 ng/ml) iceren serumsuz medyumda, daha sonra 9
glin boyunca IL-6 (20 ng/ml) ve TPO (50 ng/ml) igeren serumsuz medyumda inkiibe edildi.
Megakaryositlerin farklilasmasi, % CD34/41 oranlarina bakilarak akim sitometrik yontemle
izlendi. Hucrelerin morfolojik incelemeleri ise 151k, elektron ve floresans mikroskopla yapildi.
Bulgular: Morfolojik degerlendirmeler sonucunda kiiltliriin 7. giiniinden itibaren
megakaryositlerin olugsmaya bagladigi; kiiltiirtin 21. giiniinde olusan megakaryosit oraninin
ise >%70 oldugu saptandi.

Sonug: Elde edilen sonuglar, uygulanan iki asamali hiicre kiiltiir ydnteminin megakaryositleri
yiiksek oranda elde etmede etkin bir yontem olabilecegini ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte, imit vadeden bu metodun klinik uygulamalar agisindan gelistirilmesi gerekmektedir.
Anahtar Kelimeler: hematopoetik kok hiicre, iki asamali likit kiltiir, megakaryosit,
trombosit

Cikar Catismasi: Yazarlarin ¢ikar ¢atigmasi bulunmamaktadir.

ABSTRACT

Objective: Thrombocytopenia remains a serious problem in patients treated with high-
dose chemotherapy and bone marrow transplantation. In recent years, infusion of ex vivo
expanded megakaryocytes (Mk) progenitors into patients has been proposed as a strategy
for shortening the time of platelet engraftment. The development of in vitro culture methods
to obtain sufficient numbers of Mks from haematopoietic stem cells (HSC) is an important
target in basic and clinical research projects. The aim of this study was to develop a two-step
ex vivo expansion culture system of Mk progenitors from peripheral blood stem cells (PBSC).
Methods: PBSC were harvested from three healthy adult donors. CD34+ cells were isolated
and cultured in serum free media supplemented with thrombopoietin (TPO) (50 ng/ml),
Interleukin 3 (IL-3) (20 ng/ml) and Interleukin 6 (IL-6) (20 ng/ml) for 12 days followed by an
incubation with IL-6 (20 ng/ml) and TPO (50 ng/ml) for another 9 days. The differentiation of
Mks was monitored by flow cytometry (% of CD34+/41+ cells). The morphology of the cells
was studied by light, electron and fluorescence microscopy.

Results: Morphological analysis of cells generated after 7 days of culture showed typical
aspects of developing Mks. The percentage of CD41+ cells was higher than 70 on day 21.
Conclusion: The results obtained in this study demonstrated that this two-step culture
system is an effective method to obtain high rates of megakaryocytes. It is obvious that this
promising method needs further development for clinical applications.
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Giris

Yiiksek doz kemoterapi veya hematopoietik kok hiicre
(HKH) transplantasyonu sonrasi olusan siddetli trombo-
sitopeni durumlarinda hastalara trombosit siispansiyonu
verilmesinde 6énemli zorluklar yasanmaktadir. Trombo-
sitlerin yasam Omiirleri oldukg¢a kisa oldugundan, onla-
rin kan merkezlerinde uzun siire saklanmast miimkiin
degildir ve bu nedenle trombositopeni tedavisi giinii-
miizde ciddi bir sorun olmaya devam etmektedir. Boy-
le durumlarin tedavisi i¢in standart protokoller disinda
ex vivo olarak farklilastirilmis megakaryosit-progenitor
hiicrelerin (MPH) hastalara verilmesi stratejisi izerinde
yogun arastirmalar yapilmaktadir [1,2]. Cok kisa siirede
viicutta trombosite doniisecekleri i¢in trombositopeniyi
diizeltmede etkili olabilecekleri diigiiniilmektedir.
Megakaryositlerin  6nciil hiicreleri olan pluripotent
HKH’lerin ¢ogalip farklilasmasi sonucunda, olgun me-
gakaryositlerin olusmasina megakaryopoez adi verilir.
HKH’ler yiiksek ¢ogalma kapasitesine, kendini yenile-
yebilme ve en az 10 farkli kan hiicresine doniisebilme
yetenegine sahip ve sayilari olduk¢a az olan 6zellesmis
hiicrelerdir [3]. Oldukga aktif olan hematopoietik sistem
sayesinde saglikli bir yetiskinde, HKH’lerden giinde
yaklasik bir trilyon yeni kan hiicresi iiretilir. Bu hiicre-
lerin karekterizasyonunda gesitli hiicre ylizey antijenle-
ri kullanilmaktadir. insan HKH’nin yiizeyinde yiiksek
oranlarda CD 34, diisiik oranlarda c-kit, HLA-DR, CD
4, CD 90, CD 133 ve CD 45 antijenleri bulunur [4-6].
HKH’ler, kademeli olarak gelisme potansiyellerini kay-
bederek, megakaryosit ve trombositlerin de iiretildigi
0zgiil kan hiicre dizilerini olustururlar.

Megakaryopoez gesitli sitokin, kemokin ve transkripsi-
yon faktorlerinin rol aldigi, olduk¢a karmasik yapidaki
kemik iligi mikro-cevresinde ger¢eklesmektedir. 1994
yilinda megakaryopoezin diizenlenmesinden sorumlu
en O6nemli sitokin olan trombopoietin (TPO)’in saflas-
tirtlmasi ve klonlanmasi, bu hiicrelerin biyolojileri hak-
kinda detayli sonuglar elde edilmesine olanak saglamis-
tir [7,8]. Karacigerde siirekli olarak iiretilen TPO, ayni
zamanda HKH’lerin proliferasyonu ve canliligindan so-
rumlu olan fizyolojik bir biiyiime faktoriidiir [9]. Mega-
karyopoezde primer diizenleyici olan TPO, interlokin-3
(IL-3), interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-11 (IL-11) gibi
cesitli hematopoietik sitokinlerle sinerjistik etki goster-
mektedir. Bu etkisinden yararlanilarak cesitli sitokin
kombinasyonlariyla kemik iligi, kordon kani, periferik
kan gibi farkli kaynaklar kullanilarak yapilan ¢alisma-
larda, megakaryosit ve trombositlerin elde edilebildigi
gosterilmistir  [10-12]. Bununla birlikte, megakaryosit
ve trombositleri daha yiiksek oranlarda elde etmeye yo-
nelik daha verimli yontemlere ihtiya¢ oldugundan bu
konuyla ilgili arastirmalar yogun bir sekilde devam et-
mektedir.

Literatiirde IL-3‘tn megakaryopoezdeki roliyle ilgili
birbiriyle ¢eligkili ¢alismalar bulunmaktadir. Baz1 ya-
zarlara gore IL-3, MPH‘lerin proliferasyonunu arttirir-
ken, megakaryositlerde farklilasmay1 ve endomitozu
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inhibe etmektedir [13-15]. Buna karsin, Qudenrijin ve
ark (2001), TPO ve IL-3 ile kiiltiire ettikleri CD 34+ hiic-
relerden olduk¢a yiiksek oranlarda megakaryosit elde
etmislerdir [16]. IL-6 ise MPH’lerin proliferasyonunda
ve endomitozda rol oynamaktadir [17]. Buna ek olarak,
IL-6 ile IL-3%lin sinerjistik etki gostererek HKH’lerin
proliferasyonunu sagladigi da bildirilmistir [18]. Bu bil-
giler 15181nda, periferik kandan izole ettigimiz HKH’leri,
megakaryositlere farklilagtirmak i¢in “iki asamali likit
kiiltiir” yontemi gelistirmeyi hedefledik. Bu yontemde,
megakaryopoezin erken doneminde TPO, IL-3 ve IL-
6’nin sinerjistik etkilerinden; ge¢ déonemde ise TPO ve
IL-6’n1n sinerjistik etkilerinden yararlanmay1 planladik.

Gerec¢ ve Yontem

Bu calisma i¢in Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel
Etik Komite Baskanligi’'ndan izin alinmistir (06.06.208
tarih ve MAR-YC-2008-0086 protokol numarasi). Al-
lojenik kemik iligi transplantasyonu yapilacak hastala-
rin saglikli dondrlerinden alinan kanin bir boliimi bu
calismada kullanildi. Dondrlerin yazili onaylari alind1.
Allojenik kemik iligi transplantasyonu yapilacak hasta-
larin saglikli dondrlerine (n=3), mononiiklear hiicrelerin
mobilizasyonunu saglamak amactyla 5 giin boyunca 5
pg/kg G-CSF (Graniilosit koloni uyarici faktor) verildi.
5. giinde aferez cihazi kullanilarak mononiiklear hiicre-
lerin izolasyonu yapildi.

HKH [zolasyonu: Mononiiklear hiicrelerden CD 34+
HKH’lerin izolasyonu, “Easy Sep CD 34+ izolasyon”
kiti (StemCell Technologies Ich., Vancouver, BC, Kana-
da) kullanilarak iireticinin 6nerileri dogrultusunda man-
yetik ayrigtirma yontemiyle gergeklestirildi. Yontemin
esasl, insana karsi farede gelistirilmis olan iki CD 34
monoklonal antikoru ile manyetik nanopartikiiller ara-
sinda bir miknatis yardimiyla 6zel bir ¢apraz bag olus-
turulmasina dayanmaktadir.

Hiicre Safligimin ve Farklilasmasimin Akim Sitometrik
Analizi: 1zole edilen kok hiicrelerin hematopoietik ko-
kenli olup olmadiklarinin belirlenmesi i¢in insana kars1
farede gelistirilmis olan farkli fluorokrom isaretli CD
34, CD 41 ve CD 45 monoklonal antikorlar1 kullanildi.
Boyama islemlerinin ardindan hiicre siispansiyonu “Cell
Quest” programi iceren FACS Calibur akim sitometre
cihazinda (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ) oku-
narak degerlendirildi. Hiicre farklilagmasinin takibinde
ise % CD34-CD41 orani kullanildi.

Hematopoietik Kok Hiicrelerin ve Hiicre Farklilagmanin
Morfolojik Incelenmesi: 1zolasyonu yapilan CD 34+ kok
hiicreler, sito-santrifiij kullanilarak 800 rpm’de 5 daki-
ka stiresince g¢evrilerek lamlara yapistirildi. Metanolle
fikse edilmis preparat tizerine May-Griinwald ¢ozeltisi
konularak 10 dakika bekletildi. Daha sonra Giemsa bo-
yast ile 10 dakika boyand1 ve mikroskop altinda incelen-
di. Megakaryositlerin farklilasmasi hiicre kiiltiiriiniin 7,
14 ve 21. giinlerinde alinan hiicrelerin 151k mikroskopik
incelenmesiyle takip edildi.

Kok Hiicre Farklilasmasimin Immiinolojik Olarak Ince-
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lenmesi: Immiinolojik inceleme icin dncelikle sito-sant-
rifiigasyonla lamlara ¢okeltilmis olan hiicrelere, %4 ‘litk
paraformaldehit ¢ozeltisi eklenip 45 dakika inkiibasyo-
na birakildi. Daha sonra lamlar fosfat tamponu (PBS)
ile iki kere yikandi. Yikama islemini takiben hiicreler,
0zgiil olmayan baglanma bdlgelerini kapatmak i¢in %5
sigir serum albiimin (BSA) igeren PBS ile 1 saat siiresin-
ce bloklandi. Siire sonunda yikama islemleri tekrarlandi.
Daha sonra floreseyn izotiyosiyanat (FITC)- isaretli CD
41 antikoru ile hiicreler 2 saat boyunca inkiibe edildi ve
Olympus marka floresans mikroskopta incelendi.
Elektron Mikroskobu ile Inceleme: Kiiltiirden alinan
ornekler, %2.5 fosfat ile tamponlanmis gluteraldehid
soliisyonu ile bir gece siiresince fiksasyona birakildi.
Postfiksasyon icinse %1 osmiyum tetraoksit soliisyonu
kullanildi. Dereceli alkol serilerinden gegirilen 6rnekler
Epon 812 igine gomiildiikten sonra kesitler, JEOL (Tok-
yo, Japan) 1200 SX marka transmisyon elektron mikros-
kopta incelendi.

Iki Asamal Likit Kiiltiir Yontemi: Pozitif ayirma yonte-
miyle izolasyonu yapilan CD 34+ kdok hiicreler, %1 BSA,
glutamin ve 100 iinite/ml streptomisin-penisilin igeren
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) ile siis-
pansiyon haline getirildikten sonra, laboratuarimizda
gelistirilen iki asamali likit kiiltiir yontemiyle megakar-
yositlere kadar farklilagtirildi. Farklilastirma i¢in hiicre-
ler 6nce 12 giin siiresince 1L-3 (20 ng/ml), IL-6 (20 ng/
ml) ve TPO (50 ng/ml) igeren serumsuz ortamda inkiibe
edildi. Daha sonraki 9 giin boyunca sadece IL-6 (20 ng/
ml) ve TPO (50 ng/ml) igeren serumsuz ortamda inkiibe
edildi. Yontem, farkli zamanlarda ve birbirinden bagim-
s1z olarak 3 defa tekrarlandi.

Megakaryosit DNA Iceriginin (Poliploidi) Belirlenmesi:
Megakaryositlerin DNA igerigini belirlemek i¢in, kiil-
tiriin 14. ve 21. glinlerinde alinan 6rnekler kullanildi.
Biitiin iglemler 4 °C’de gergeklestirildi. 15 m1’lik Falkon
tiiplerine 500 pl hiicre siispansiyonu (5x10° hiicre ice-
ren) pipetlendi ve 1300 rpm‘de 10 dakika santrifiijlene-
rek st faz atildi. Hiicre ¢okeltisi igeren tiiplere, 95 ul
%1 PBS-BSA ve 5 ul FITC-isaretli IgG1 antikoru veya

5 upl FITC-isaretli CD 41 antikoru eklendikten sonra
tiipler iyice karistirildi ve buzdolabinda 1 saat inkiibas-
yona birakildi. Inkiibasyon sonrasi her bir tiibe %1°lik
paraformaldehit ¢dzeltisinden eklenerek buzdolabinda
45 dakika inkiibasyona birakildi. Yikama islemlerinin
ardindan iist faz atilarak hiicre ¢okeltisi lizerine 2mM
MgCl, %0.05 Saponin, 0.01 mg/ml propidyum iyodiir ve
10 U/ml RNaz A’dan olusan DNA boyama ¢o6zeltisinden
eklenerek bir gece buzdolabinda bekletildi ve ertesi giin
akim sitometreyle ol¢iilerek degerlendirildi.

Bulgular

HKH’lerin Karakterizasyonu: Mononiiklear hiicreler-
den izole edilen CD 34+ hematopoietik kok hiicreler,
FITC ve fikoeritrin (PE) isaretli CD 34, CD 41 ve CD
45 antikorlar1 ile ikili boyama yapilarak akim sitomet-
resiyle analiz edildi. izole edilen CD 34+ kok hiicre ora-
ninin %85-90 arasinda degistigi saptand1. Bilindigi gibi,
CD 41 megakaryosit ve trombositlere 6zgiil bir yiizey
antijenidir. Kok hiicrelerin megakaryositlere farklilasti-
g izlemek icin CD 41+ ‘ligi gozlenecegi icin baglangig

hiicrelerinin CD 41 icermedigini tespit etmek dnemliy-
di. izolasyon sonrasi yapilan analizlerde CD 41+’liginin
%]1’in altinda oldugu belirlendi. Sekil 1‘de manyetik izo-
lasyon sonrasi yapilan HKH’lerin CD 34/ CD 45 ve CD
34 / CD 41 boyamalarina ait akim sitometrik dot plot
diyagramlar1 verilmistir.

Diger taraftan HKH’lerin karakterizasyonunda kullani-
lan yiizey antijenlerinden biri de CD 45°dir. CD 45 anti-
jeni ayni zamanda l6kosit ortak antijeni olarak da isim-
lendirilir. Eritrositler hari¢ olmak iizere hematopoietik
hiicre serilerinin tiimiinde sentezlenmektedir. Yapilan
analizlerde, izole kok hiicrelerin CD 34+’ 1igi ile birlikte,
CD 45 pozitifligine de sahip oldugu belirlendi (Sekil 1).

HKH'’lerin Morfolojik Bulgulari: Hiicre izolasyonu so-
nucu elde edilen ve May Griinwald-Giemsa ile boyanan
CD 34+ HKH’ler 151k mikroskobunda incelenerek fo-
tograflari ¢ekildi. Sekil 2A‘da yiiksek niikleus / sitoplaz-
ma oranina sahip, oval (ya da ovale benzeyen) kok hiicre

goriilmektedir. Sitoplazmasi bazofilik boyanmistir.

W0 1
CD41 FITC

Sekil 1. Hematopoietik kdk hiicre izolasyonu sonrast hiicrelere ait akim sitometrik dot plot diyagramlari.
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Hiicre Farklilasmasinin Morfolojik Bulgulari: ki asa-
mali likit kiltiir yontemiyle farklilasan hiicrelere ait
ornekler 7, 14 ve 21. giinlerde alinarak May Griin-
wald- Giemsa boyasi ile boyand1 ve 151k mikroskobuyla
incelendi. Yapilan akim sitometri analizleri sonucunda,
kiltiiriin 7. giiniinden 21. glinline kadar CD 41+ hiic-
re sayisinin kademeli olarak arttigi belirlendi. CD 41
ylizey antijeni, sadece trombosit ve megakaryositik
hiicre serisinde (megakaryoblast, premegakaryosit ve
megakaryosit) bulundugu icin akim sitometresiyle bu
serideki hiicreler tek tek ayirt edilememistir. Bu neden-
le hiicrelerin morfolojik 6zelliklerine dayali gozlemler
yapild1 [ 19]. Kiiltiiriin 7. giinde alinan 6rneklerde mega-
karyoblast hiicrelerin daha baskin oldugu gozlendi. Bu
hiicreler, yiiksek bir niikleus/ sitoplazma oranina, az ve
bazofilik bir sitoplazmaya sahiptirler. Sitoplazmalarin-
da trombositlere 6zgii graniil olusumu yoktur. Megakar-
yoblastlara ek olarak daha seyrek olmakla birlikte olgun
megakaryositlerin de kiiltiir ortaminda bulundugu belir-
lendi (Sekil 2B). Ayrica yaptigimiz incelemelerde olgun
megakaryositlerin “proplatelet” adi verilen sitoplazmik
uzantilarinin olustugu ve bu uzantilardan ortama trom-
bosit saliniminin gercgeklestigi de gozlendi (Sekil 2C).

iki asamali yontemle yapilan kiiltiiriiniin 14. giiniinde
hazirlanan 151k mikroskobu preparatlarinda ise preme-
gakaryosit hiicreler ile olgunlagmis megakaryositlerin
daha baskin oldugu gézlemlendi. Premegakaryositlerde
sitoplazma hacmi artmis, hiicre membran biitinligi
heniiz bozulmamis ve graniiller olusmaya baslamistir.
Olgun megakaryositler ise loblara ayrilmis bir niikleu-

sa ve sitoplazmalarinda ¢ok sayida graniillere sahiptir
(Sekil 2D).

Kiltiirin 21. gilintinde hazirlanan preparatlarda, hiicre-
lerin ¢ok sayida sitoplazmik uzantilara sahip oldugu ve
biitiinliiklerinin kayboldugu belirlendi (Sekil 2E).
Ayrica immiinositokimyasal boyama metoduyla, kiiltiir
ortaminda bulunan hiicreler floresan isaretli CD 41 anti-
koruyla etiketlendi ve floresan mikroskobuyla incendi. Se-
kil 2F’de goriilen floresan 1simalar, hiicrelerin CD 41 an-
tikoruyla kuvvetli pozitif bir reaksiyon verdigini ve kiiltiir
ortaminda megakaryositlerin olustugunu gostermektedir.
Yapilan ince yapisal incelemede de kiiltiirde farklilasti-
rilan HKH’lerden olgun megakaryositlerin olustugu ve
ortama trombositlerin salindig1 belirlenmistir (Sekil 3).
Megakaryositlerin DNA Igeriklerine Ait Bulgular: Me-
gakaryositlerin olgunlagmasinin temel gostergelerinden
biri, yine bu hiicrelere 6zgii endomitoz olayidir. Endo-
mitoz ile 4n veya daha fazla DNA igerigine sahip olan,
tek ve/veya loblu niikleuslu oldukg¢a biiyiik megakar-
yositlerin olusumu saglanir. Bu g¢aligmada, kiiltiir or-
taminda farklilagsmaya baslayan megakaryositlerin ol-
gunlagsmalarini belirlemek icin DNA igerigi de 6l¢iildi.
Kiltiirtin 14. ve 21. giinlerinde alinan 6rnekler, akim si-
tometresiyle analiz edildi. Yapilan degerlendirmeler so-
nucu, kiiltiirlin 14. glinlinde 2n megakaryositlerin orani
%71,45+2 47; 4n megakaryositlerin oran1 %19,9+4,76 ve
>8n megakaryositlerin ise %8,65+2,45 oldugu belirlendi.
21. giinde 2n megakaryositler %85+;3,18 4n megakar-
yositler %12,1+2,42 ve > 8n megakaryositler %3,4+1,25
oraninda bulundu.

Sekil 2. A. izolasyon sonrasi heniiz farklilagtirilmamis CD 34+ hematopoietik kok hiicrenin 151k mikroskobu goriintiisii (Giin 0). B.

Kiiltiirin 7. giinline ait hiicrelerin goriintiisii. * isareti megakaryoblastlari;

isareti olgunlasmis megakaryositleri gostermektedir. C.

Olgunlasan megakaryositlerde “proplatelet” (—) adi verilen sitoplazmik uzantilarin olustugu goriilmektedir. D. Kiiltiiriin 14. giiniinde olgun

megakaryositlerin (

) baskin oldugu dikkat ¢ekmektedir. E. Kiiltiiriin 21. giiniine ait hiicre goriintiisii. Boya: May Griinwald- Giemsa, 100X

biiyiitme. F. Kiiltiir ortaminda FITC isaretli CD 41 antikoru ile kuvvetli pozitif reaksiyon veren megakaryositler, 40X biiyiitme.
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1000 nm

Sekil 3. Kiiltiirde farklilastirilan megakaryositlerin elektron mikroskobundaki goriintiisii. Olgunlagsan megakaryositlerden trombositlerin (t)

salindig1 goriilmektedir. N: Nukleus, dm: demerkasyon membrani.

Tartisma

Deneysel ve klinik hematolojinin iizerinde en ¢ok ¢a-
lisilan konulari, transplantasyonla hastalara verilecek
olan HKH’lerin ex vivo olarak ¢ogalmasini saglayan
kosullarin ve mekanizmalarin aydinlatilmasidir. Kemik
iligi veya mobilize edilmis periferik kandan izole edilen
HKH’lerin transplantasyonu, kanser tedavisi ve kemik
iligi transplantasyonu tedavisi durumlarinda kullanilan
standart bir tedavi yontemidir [20]. Diger taraftan, HKH
transplantasyonu veya yiiksek doz kemoterapi sonrasi
olusan siddetli trombositopeni hastalar i¢in ¢ok ciddi
sorun olusturmaktadir. Trombositopeninin tedavisi ko-
nusunda iki farkli yaklasim ileri siirilmistir [21]. Birin-
cisi; trombosit liretimini arttirmak i¢in megakaryopoe-
zin endojen olarak ¢esitli ajanlarla uyarimidir. Diger bir
yaklasim ise trombosit veya trombosit dnciil iiriinlerinin
hastaya transplantasyonudur. Bu iki yaklasimdan so-
nuncusu daha ¢ok ilgi ¢ekmistir. Trombositlerin yagam
Omiirlerinin kisa olmasi ve kan bankalarinda uzun siire
saklanamamalarindan dolay1 bu hiicrelerin 6nciilleri
olan MPH’lerin hastalara verilmesi ¢ok daha etkin bir
yontem olarak goziitkmektedir.

Megakaryositler ve megakaryositik hiicre serisini olug-
turacak olan HKH’ler esas olarak kemik iliginde ko-
numlanmis olmakla birlikte ¢ok az miktarlarda periferik
kanda da bulunmaktadir. Periferik kandan MPH’lerin
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izolasyonunun en 6nemli risklerinden biri, dolasimdaki
aktive trombositlerin veya trombosit mikropartikiille-
rinin CD 34+ HKH’lere yapisarak artefaktlar olustur-
masidir [22]. Yukarida agiklanan nedenlerin yaninda,
kiltiirde farklilastirilmaya calisilan megakaryositlerin
olusumunu takip edebilmek i¢in, CD34 ve CD45 boya-
malarina ek olarak, trombosit ve megakaryositlere 6zgiil
yiizey antijeni olan CD 41 boyamast da uygulanmistir.
Akim sitometre analiz sonuglari, baslangigtaki CD 34+
hiicre oraninin oldukga yiiksek (%85-90), CD 41 hiicre
oraninin ise negatif oldugunu gosterdi.

Megakaryopoez sitokin, kemokin ve ekstraselliiler mat-
riks proteinlerinin de i¢erisinde bulundugu karmasik bir
mikrogevrede gergeklesmektedir. Sitokinler, megakar-
yositlerin olgunlasmasinda ve trombositlerin salinimin-
da 6nemli bir role sahiptirler. Fakat bu rolleri heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. Yapilan calismalarda sito-
kinlerin kombinasyon ve dozlarinin, uygulanan strate-
jilerin ve HKH kaynaklarinin farkli olmasi bu sorunun
temelini olusturmaktadir. Ornegin, megakaryopoezde
primer diizenleyici olan TPO’nun diisiik dozlarda me-
gakaryositlerin olgunlasmasini uyarirken; 200 ng/ml ve
daha yiiksek dozlarda ise inhibe edici etkiye sahip oldu-
gu gosterilmistir [23,24]. IL-6 ve IL-3’lin de megakar-
yopoezdeki rolleriyle ilgili birbiriyle ¢eliskili caligsmalar
bulunmaktadir [13, 15, 25, 26].

Ozakpinar ve ark.



Bu bilgiler 1s181nda gelistirilen iki asamali likit kiiltiir
metodunda TPO, IL-3 ve IL-6 sitokin kombinasyonunu
kullanilmistir. Bu ¢alismanin amaci, megakaryopoezin
erken doneminde IL-3, IL-6 ve TPO’nun sinerjistik et-
kisi ile MPH sayisin1 arttirmak; ge¢c donemde ise TPO
ve IL-6’nin megakaryositlerin olgunlagmasina olan et-
kisinden yararlanip yiiksek oranlarda megakaryosit elde
edebilmektir. Bu yontemle CD 34+ hiicreleri farklilasti-
rirken, kiltiiriin 7, 14 ve 21. giinlerinde alinan 6rnekler
kantitatif olarak akim sitometrik yontemle; morfolojik
olarak 151k ve elektron mikroskobuyla ve immiinolojik
olarak floresan mikroskobuyla analiz edilmistir. CD 34
ve CD 41 antikoru kullanilarak yapilan ikili boyamayla,
kiiltiirdeki CD 34+ hiicre oraninin zamana bagli olarak
azaldigi, CD 41+ hiicre oraninin ise arttig1 belirlenmis-
tir. 21 giinliik farklilastirma sonucunda CD 41+ hiicre
oraninin ortalama % 74,01+12,3 oldugu saptandi (n=3).
Megakaryopoezin erken doneminde IL-3 ve TPO’nun
sinerjistik etkilerinden yararlanilan iki asamali kiiltir
yonteminin kullanildigi bir baska ¢alismada da yeterli
sayida fonksiyonel insan megakaryositleri elde edil-
mistir [27]. Bizim yontemimizden farkli olarak, bu ¢a-
lismada ilk 11 giin siiresince TPO ve IL-3’den olusan
serumsuz ortamda, sonraki 7 giinde ise sadece TPO
iceren serumsuz ortamda inkiibe etmislerdir. Chen ve
arkadaslar1 da kordon kanindan izole ettikleri HKH’leri
TPO, IL-6, IL-9, GM-CSF (Graniilosit-monosit koloni
uyarici faktor), SCF (kok hiicre faktorii), Flt-3 ligand ve
IL-3’den olusan serumsuz ortamda iki asamali olarak
farklilastirmislardir [28]. Bizim yontemimizden farkli
sitokin kombinasyonlari, dozlar1 ve zaman araliklarinin
kullanildig1 bu ¢alismada da yiiksek verimlilikte fonk-
siyonel megakaryositlerin elde edildigi rapor edilmistir.
Sun ve arkadaslar1 da kordon kani kékenli CD 34+ hiic-
releri, bizimkinden farkli sitokin kombinasyonlar1 ve
zaman araliklar1 kullanarak iki agamal1 yontemle > %70
‘den fazla bir oranda megakaryosite farklilastirmiglardir
[23]. Yapilan baska bir ¢aligmada ise IL-3, IL-6, SCF ve
TPO sitokin kombinasyonu kullanilan tek asamali yon-
temle, periferik kandan izole edilen kok hiicrelerin, ke-
mik iligi kokenli hiicrelere gore daha yiiksek bir oranda
megakaryosite farklilastigi rapor edilmistir [25].

Megakaryositlerin karakterizasyonu i¢in kullanilan
ozelliklerinden biri de bu hiicrelerin poliploidizasyonu-
dur [29]. Yapilan ¢alismalarda sadece 4N ve daha fazla
DNA igerigine sahip olan megakaryositlerin trombosit
iiretebilecegi ileri siiriilmistir [30]. Fakat daha disik
ploidi seviyesine (2N ve 4N) sahip megakaryositlerin de
trombosit tretebildikleri ve periferik kandan farklilas-
tirtlan megakaryositlerin, kordon kanindan elde edilen
megakaryositlerden daha yiiksek bir ploidiye sahip ol-
duklar in vitro olarak gosterilmistir [31]. Maltia ve ark
(2002) da periferik kandan kiiltiire edilen megakaryosit-
lerin 14. giinde %60 oraninda 2N ve %40 oraninda >4N
ploidi gosterdiklerini rapor etmislerdir. Yine bu calis-
mada kordon kanindan farklilastirilan megakaryositle-
rin ise %80 oraninda 2N ve %20 oraninda >4N ploidiye
sahip olduklar1 gosterilmistir [32]. Bu ¢alismada da iki
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asamali kiiltiir yontemiyle farklilastirilan megakaryosit-
lerin kiiltiirin14. giiniinde %70 oraninda 2N ve yaklagik
%30 oraninda > 4N ploidi gosterdikleri akim sitometre-
siyle belirlenmistir.

Calismadan elde edilen veriler ve literatiir bilgileri 151-
ginda IL-3%lin megakaryopoezin erken evrelerinde HKH
ve MPH’lerin proliferasyonunu arttirici etkisi oldugunu;
megakaryositlerin olgunlagmasi asamalarinda inhibitor
etkisi oldugu sdylenebilir.

Bu galismadan elde edilen sonuglara dayanarak, iki asa-
mal1 yontemin, periferik kandan izole edilen hematopo-
ietik kok hiicrelerin megakaryosit ve trombosite farkli-
lastirilmast i¢in verimli bir yontem oldugu sdylenebilir.
Cesitli kaynaklardan elde edilen hematopoietik kdk hiic-
relerin MPH ve megakaryositlere farklilastirilmasiyla il-
gili yeni in vitro tekniklerin gelistirilmesinin, temel ve
klinik ¢aligmalar bakimindan biiyiik bir 6nem tagidigini
diistiniiyoruz. Diger taraftan, gelistirilen iki asamali bu
yontemin bir biyoteknoloji “proses’ine ¢evrilerek insan
sagligini destekleyecek bir iiriin olugturmak tizere gelisti-
rilebilmesi igin yeni teknolojik gelismelere ihtiya¢ duyul-
maktadir. Bu dogrultuda gelistirilecek olan biyoreaktorler
ile megakaryositlerin tiim gelisim asamalarinda uygula-
nan kiiltiir kosullarinin optimizasyonu saglanarak klinik
uygulamalar i¢in yeterli sayida ve fonksiyonel megakar-
yosit veya trombositlerin iiretimi saglanmig olacaktir.
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