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insan hematopoietik kék hiicreleri (HKH) ve bu hiicrelerin proliferasyon ile diferansiyasyonunu
diizenleyen sitokinler kemik iligi (Ki), cevre kaninda (PK) ve gébek kordon kaninda (KK) bulunur. HKH
naklinde kisa donemli yapilanma saglayan CD34+ HKH'lerin engrafman kapasitelerinin in vitro
belirlenmesine yonelik kullanilan en yaygin ydntem Colony-Forming Unit (CFU) testleridir (Radke vd.,
2013). CFU testleri, laboratuvar ortaminda Ki kosullarinin yari-kati besiyerinde taklit edilmesi ve ortama
disaridan eklenen hematopoietik sitokinler araciligiyla HKH'lerin proliferasyon ve farklilasma
potansiyellerinin belirlenmesi temeline dayanir. Bu testlerde kiltlir ortamina baslca Stem Cell Factor
(SCF), Granulocyte - Colony Stimulating Factor (G-CSF), Granulocyte, Macrophage - Colony Stimulating
Factor (GM-CSF) olmak Uzere cesitli sitokin kokteylleri eklenerek hicrelerin kendini yenileme ve
farklilasma surecleri kontrol edilmektedir. Giinimizde bu amacla en yaygin kullanilan sitokin kaynag,
rekombinant insan proteinleridir. Bu proteinler, standart O&zelliklere sahip olmalar, hassas
konsantrasyonlarda kullanilabilmeleri yoniinden avantajl olmakla beraber, cok dustk miktarlarin pahali
eldesi ve saklama kosullarinin zorlugu agisindan dezavantajlidir (Tekkatte vd., 2011). Oysa giinimizde
kullanilmayan, eldesi kolay, dogal otolog sitokin kaynaklar bir secenek olarak bu soruna ¢oziim
olusturabilir. Sinirli sayida arastirmada maternal ve fetal dolasimda, amniyon sivisinda (AS)
hematopoietik sitokinler ve interldkinlerin diizey analizi ile hematopoiezi etkileyecek ylksek diizeyde
sitokin varligr gosterilmistir. Doguma yaklasan giinlerde anne kaninda siklikla gbzlenen |6kositoz da
destekleyici bir bulgudur.
Bu calisma, gonulli bagiscilardan elde edilen maternal plazma, KK plazma ve AS'deki, hematopoiezde
kritik rol oynayan SCF ve G-CSF sitokin diizeylerinin serolojik yontemlerle belirlendigi ve bu kaynaklarin
in vitro KK koloni potansiyeline olan etkisinin arastirildidi bir 6n calismadir.

METOD

Calismada 25 gonilli bagisgidan KK, maternal kan ve AS ornekleri toplanmistir. Toplanan 6rneklerin bir
kismi, sitokin dizeylerinin serolojik belirlenmesi amaciyla -200C'de saklamaya alinmis, kalan &rnekler
ise bekletilmeksizin CFU-GM testlerinde kullanilmistir.

KK monontikleer hiicreleri (MNC), Iscove's Modified Dulbecco Medium (IMDM) icerisinde, 1-5x105
hiucre/ml konsantrasyonda hazirlanarak, seri dilisyonlar yapilmis otolog KK plazmasi/maternal
plazma/AS eklenen sitokinsiz MethoCult (StemCell Technologies) besiyerlerinde inkiibe edilmistir.
Kontrol grubu olarak ise ayni konsantrasyonda KK kaynakli MNC, rutin kullanimda olan zengin
besiyerine ekilmistir. 370C'de, %5 CO2'liortamda 14 gun inkiibasyon sonrasi koloni sayimlari
gerceklestirilmistir.
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Saklanan orneklerdeki SCF ve G-CSF sitokin diizeyleri, 5 farkh diliisyonda standart, pozitif ve negatif
kontroller dahil edilerek human SCF ve G-CSF ELISA Kit (R&D Systems) ile Ureticinin dnerdigi protokol
dogrultusunda belirlenecektir.

BULGULAR

CFU-GM koloni olusturma testlerinde pozitif kontrol grubunda beklenildigi sekilde CFU-GM kolonileri
olusmus, ancak KK plazmasi, maternal plazma ve AS'nin seri dillisyonlar halinde uygulandigi hticre
kalturlerinde koloni go6zlenmemistir.

KK, maternal plazma ve AS 6rneklerinde SCF ve G-CSF sitokin diizeyleri ELISA testi ile belirlenecek ve
sonuclar maternal kandaki I6kosit konsantrasyonlari ile karsilastirmali olarak poster sunumunda
paylasilacaktir.

SONUC

Belirlenen alternatif sitokin kaynaklarinin CFU-GM testlerinde etkinligi olmadigi belirlenmistir. Bu
sonug, bu kaynaklardaki sitokin karisimlarinin granulosit-makrofaj serisi koloni stimilasyonunu inhibe
ettigini veya 6rneklerdeki hematopoietik sitokinlerin diger enflamatuvar sitokinlere oranla daha distk
konsantrasyonlarda oldugunu distndirmektedir.

Bu dogrultuda ¢alismanin devaminda KK plazmasi, maternal plazma ve AS'deki SCF ve G-CSF sitokin
konsantrasyonlar karsilastirildiginda en yiksek ve potent otolog sitokin kaynaginin tespitini takiben
hematopoietik sitokinlerin membran filtre yardimiyla konsantre edilerek HKH proliferasyonunda
rekombinant sitokin kokteyllerine alternatif olarak kullaniimasi ve daha ekonomik ve etkin bir alternatif
olarak rutin kullanima girmesi hedeflenmektedir.
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