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OZET

Giindiiz E. Graniilosit koloni stimule edici faktor ile mobilize periferik kok
hiicrelerin CD34 ve ALDH ekspresyonuna gore degerlendirilmesi. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dal Yan Dal Uzmanhk
Tezi, Eskisehir, 2008. Calismamizda kok hiicre nakli amaciyla tek bagina graniilosit
koloni stimule edici faktor ya da kemoterapi sonrasi graniilosit koloni stimule edici
faktor ile mobilizasyon yapilan hastalarin kendisinden ve saglikli dondrlerinden elde
edilen periferik kan ve {iriin 6rneklerinde, akim sitometri ile CD34 ve ALDH analizi
yaparak ALDH ekspresyonunun CD34 bakmaya alternatif olabilirligini ve CD34" ve
ALDH" hiicre miktarlariyla engrafman iliskisini saptamay1 amagladik. Calismaya
primer tanilar1 multipl miyelom, Hodgkin lenfoma, non-Hodgkin lenfoma, akut
miyeloid 16semi, akut lenfoblastik 16semi, kronik miyeloid 16semi , aplastik anemi ve
germ hiicreli testis timorii olan 37 hasta dahil edildi. Yeterli mobilizasyon
saglanamayan hastalar ¢alisma dis1 birakildi. CD34" ve ALDH" hiicre miktarlar1 hem
periferik kan hem iirlinden elde edilen 6rneklerde ve bakilan tiim giinler i¢in giiglii
yonde pozitif iliski gosterdi (p<0.001). CD34" ve ALDH" hiicre miktarlar1 ile sadece
trombosit engrafmani arasinda iliski saptandi (p<0.05), noétrofil engrafmaniyla iliski
saptanmadi. Ancak verilen CD34" hiicre miktar1 5.63x10%/ kg dan fazla oldugunda
ve ALDH" hiicre miktar1 6.58x10% kgdan fazla oldugunda nétrofil engrafman
siiresinin degismedigi gozlendi. Trombosit engrafman siiresi ise verilen CD34" hiicre
miktar1 5.42x10° kg dan fazla oldugunda ve ALDH" hiicre miktar1 7.90x10°%/ kg dan
fazla oldugunda degismiyordu. Bulgularimiza goére 1) Kok hiicrelerin
belirlenmesinde ALDH ekspresyonu CD34 yerine kullanilabilecek yararli bir
belirtegtir, 2) ALDH+ hiicre miktarimin >6x10%kg olmasi yeterli nétrofil ve

trombosit engrafmani saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kok hiicre nakli, mobilizasyon, CD34, ALDH, engrafman
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ABSTRACT

Giindiiz E. Evaluation of granulocyte colony stimulating factor mobilized
peripheral stem cells according to CD34 ve ALDH expression. Eskisehir
Osmangazi University, Faculty of Medicine Medical Speciality Thesis in
Department of Hematology, Eskisehir, 2008. In this study, we analysed CD34
and ALDH by flow cytometry after mobilization with only granulocyte colony
stimulating factor or granulocyte colony stimulating factor after chemotherapy in
periheral blood and stem cell product samples from patients and healthy donors who
were candidates for stem cell transplantation. Our aim was to investigate whether
ALDH expression can be an alternative to CD34 expression and whether CD34" and
ALDH" cell content was correlated with engraftment. Totally 37 patients with
following primary diagnosis were included in the study: multiple myeloma,
Hodgkin’s lymphoma, non-Hodgkin’s lymphoma, acute myeloid leukemia, acute
lymphoblastic leukemia, chronic myeloid leukemia, aplastic anemia ve germ cell
testis tumour. Patients mobilized insufficiently were excluded from the study. CD34"
and ALDH" cell amounts were strongly correlated in both peripheral blood and stem
cell products (p<0.001). CD34" and ALDH" cell amounts were correlated with
thrombocyte engraftment (p<<0.05) but not with neutrophil engraftment However we
observed that neutrophil engraftment time was not shorter with a given CD34" cell
>5.63x10% kg and ALDH" cell >6.58x10°%/ kg. Thrombocyte engraftment time was
not shorter with a given CD34" cell >5.42x10%kg and ALDH" cell >7.90x10%/kg.
According to our findings 1) ALDH expression is a useful marker that can be used as
an alternative to CD34, 2) ALDH" cells >6x10°/kg provide sufficient neutrophil and

thrombocyte engraftment.

Key words: Stem cell transplantation, mobilization, CD34, ALDH, engraftment
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kok hiicre nakli yapilan hastalarin dondrlerine ait tirtin

orneklerindeki CD34" ve ALDH" hiicre miktarlari



1.GIRIS

Kok hiicre nakli cesitli malign ve non-malign hematolojik hastaliklarin
tedavisinde kiir saglayan bir yontem olarak kabul edilir (1-3). Kok hiicre kaynagi
olarak daha hizli engrafman ve isleme bagl risklerin daha az olmasi1 nedeniyle
giiniimiizde periferik kana mobilize olan hiicreler kullamilmaktadir (4-6). Kok
hiicreler periferik kana 3-4 giinliik bir siire mobilize olmaktadir ve hastalarin %10-
20’sinde bu mobilizasyon olamamaktadir. Periferik kana kok hiicrelerin ne zaman
mobilize oldugunu saptamak halen sorun olarak siirmektedir.

Bugiin icin hematopoetik kok hiicrelerin periferik kana mobilizasyonunu
saptamada tercih edilen ve standart yontem haline gelen akim sitometri ile CD34
analizidir. CD34 analizi engrafman potansiyelini degerlendirmede de degerli bir
aractir. (7,8). Insan kok hiicreleri genel olarak CD34 gibi yiizey belirteclerinin
ekspresyonu ile karakterizedir fakat hematopoetik kok hiicrelerin timi CD34
eksprese etmez (19,20). Ayrica hematopoetik kok hiicreleri sadece yiizey fenotipine
dayanarak saflagtirmanin ilave baz1 kisithiliklar1 vardir (9-12,19). Bu nedenle insan
kok hiicrelerini tamamen fenotipik hiicre yiizey molekiillerine dayanmadan etkin
olarak saptayan metodlara ihtiya¢ vardir.

Yiizey fenotipi kullamimina esdeger bir saflagtirma stratejisi ilkel hiicrelerin
hematopoetik gelisim siiresince oksidatif hasardan korunmasiyla ilgili intraseliiler
enzim aktivitelerinin degerlendirilmesidir. Bu enzimlerden biri retinoid
metabolizmas1 ve hematopoetik kok hiicrelerin siklofosfamid gibi alkilleyici ajanlara
direncinde rol oynayan sitozolik aldehid dehidrogenaz (ALDH)’dir. ALDH’nin
hematopoetik progenitdr hiicrelerde pozitif, matiir hiicrelerde negatif oldugu acik
olarak gosterilmistir (13,14,22). Periferik kan ALDH" hiicre miktarimin kok
hiicrelerin periferik kana mobilizasyonunu gostermede kullanilabilecegi ileri
siiriilmiistiir. ALDH icin aynt zamanda CD34" uzun siireli engrafmandan sorumlu
daha ilkel hiicreleri saptadig1 ve kok hiicre miktarini belirlemede kullaniminin daha
iyi olabilecegi belirtilmistir (15-18,23).

Calismamzda 1) ALDH" hiicre miktarinin kok hiicrelerin periferik kana
mobilizasyonunu saptamada kullamilabilirligini, 2) ALDH" hiicre miktarinin kok

hiicre nakli yapilan hastalarda engrafmanla iliskisini arastirdik.



2. GENEL BILGILER
2.1. HEMATOPOETIK KOK HUCRELER

2.1.1. Tarihge

Erigkinlerdeki tiim kan elemanlarmin ortak bir ana hiicreden kaynaklandigi
goriisii ilk kez 1909°da Maximov(25) ve bu ana hiicrenin hastaliklardaki rolii
1916’da Danchakoff (24) tarafindan ortaya atilmistir. Maximow (25); morfolojik
goriinimil lenfosite benzeyen, ¢cogalma ve farklilasmasim saglayan mikroekolojik
nisler araciligiyla kana gegme yetenegi olan hematopoetik bir kok hiicre varoldugunu
ileri siirmiistiir.

Till ve McCulloch(26) irradiye edilmis farelere singeneik tiirde kemik iligi
verildigi zaman fare dalaklan iizerinde olusan kolonileri tanimlayarak kok hiicre ve
progenitor hiicrelerin olgun kan hiicre {iiretimi sagladiklarin1 deneysel olarak
ispatlamiglardir. Kemik 1iligi hiicrelerinin transplantasyon ve miyeloablasyon
yapilmis alicilarda hematopoezi yeniden saglama kapasitesi hematopoetik kok hiicre
(HKH)’lerin in vivo ol¢iimiinii saglamistir.

Pluznik (27) ve Bradley (28) kemik iligi hiicrelerini saymak ve tanimlamak
icin yontemler gelistirmislerdir. Son donemde kullanilmaya baglanan yeni yontemler;
kok hiicrelerin, ortak miyeloid ve lenfoid progenitorlerin, serilere 06zgii
progenitorlerin saflastirilmasini saglamis, bdylece hiicre ve kan hiicre gelisiminin

molekiiler biyolojisini anlamada biiyiik gelismeler kaydedilmistir (29-32).

2.1.2. Tanim

Kok hiicreler; boliinerek kendini yenileyen, sayilarin1 devamli sabit tutan ve
kan, karaciger, ve kas gibi 6zellesmis gérev yapan organlar olusturabilen farklilasma
yetenegindeki hiicrelerdir. Totipotent, pluripotent ve unipotent kok hiicreler olarak 3

grupta incelenirler:

Totipotent Kok Hiicreler: Sinirsiz farklilasma ve farkli yonlere gidebilme
ozelligindeki kok hiicrelerdir. Embriyo, embriyo sonrasi tiim doku ve organlar ile
embriyo dist membranlarin ve organlarin kaynagini olusturan kok hiicre tiirleri

olarak tanimlanirlar.



Pluripotent K6k Hiicreler: Organizmadaki bircok dokunun olusmasina

kaynak olusturan kok hiicrelerdir.

Unipotent Kok Hiicreler: Tek bir yonde farklilagsmak iizere programlanmis

hiicrelerdir.

HKH’ler; kemik iliginde, gobek kordonu kaninda ve periferik kanda bulunan,
erigkinde 6zel yontemlerle ve belli biiyiime faktorlerinin yardimi ile cogaltilabilen ve

kan hiicrelerine doniisebilen kok hiicrelerdir (33).
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Sekil 2.1. Hematopoetik kok hiicrelerden proliferasyon ve farklilagma ile tiim

tiplerde olgun kan hiicresi iiretimi.

Insanlar dahil tiim memelilerdeki kok hiicrelerin toplam sayisinin 2x10*
oldugu tahmin edilmektedir (34). Bu hiicrelerin sadece kiiciik bir kismi siklusa girer
ve giinliik 4x10“olgun kan hiicresi iiretimini saglar. Oldiiriicii dozda irradiye edilmis
hayvanlarda retroviral belirtecler kullanilarak yapilan calismalar HKH’lerin
intraven0z transplantasyon sonrast kanda goriilme zamanlarina gore kisa siireli ve
uzun siireli yeniden ¢ogalan hiicreler olarak ayrildigin1 gostermistir (35). Fakat cesitli
deneysel yaklagimlar ile HKH’lerin ¢ok daha heterojen bir grup oldugu saptanmistir
(36,37).



2.2. HEMATOPOETIK KOK HUCRE KAYNAKLARI

HKH’ler; kemik iligi, periferik kan, embriyo, gdbek kordonu kami ve kok

hiicrelerin in vitro cogaltilmalariyla elde edilebilir.

2.2.1.Kemik iligi

Hem allogeneik hem otolog kok hiicre nakli i¢in geleneksel olarak kullanilan
HKH kaynagidir. Kemik iligi toplama teknigi relatif olarak rutin hale gelmistir.
Genellikle posterior iliak krestten genel anestezi altinda toplanir. Daha 6nce pelvise
radyasyon alan hastalarda bu bolgeden yeterli kemik iligi elde edilemeyebilir ve
alternatif HKH kaynaklar1 gerekir. Kemik iligi damardan zengin bir organ
oldugundan toplanan kemik iligi miktarma bagl olarak onemli 6lciide kan kaybi

olusabilir.

2.2.2.Periferik Kan

HKH’ler periferik kanda diisiik diizeyde bulunur. Hematopoetik biiyiime
faktorlerinin uygulanmasi ya da sitotoksik kemoterapi sonrasi iyilesme doneminde
dolasan kok hiicrelerde >1000 kat artis oldugunun gézlemlenmesi bu alanda 6nemli
gelisme saglamistir.

Periferik kan kok hiicreleri CD347/CD38 Thy-1"dir ve miyeloid veya
lenfoid serilere 6zgii belirtegleri eksprese etmezler (Lin) (34). Ne fenotipik ne de
immiinolojik olarak kemik iligi kaynakli kok hiicrelere benzemezler. Hareketli
periferik kan kok hiicrelerinin S fazinda daha az hiicreleri vardir ve metabolik olarak
daha az aktiftirler (40).

HKH kaynag1 olarak periferik kan kullanilmasi durumunda; kemoterapi,
cesitli hematopoetik biiylime faktorleri ve bazi kemokin reseptor inhibitorlerini
iceren cesitli uyarilarla kana mobilize olan ve periferik kan progenitor hiicreleri
olarak adlandirilan hiicreler aferez yoluyla kandan kolayca toplanir (41,42). Toplama
islemi her biri yaklasik 4 saat siiren giinliik l6koferezlerle yapilir. Alinan kan
Iokositleri ayirmak amaciyla santrifiij edilir. Eritrosit ve trombositler ise islem
sirasinda hastaya ya da donore geri verilir. HKH’leri igeren 16kosit kismi toplanir ve
otolog nakil planlaniyorsa transfiizyona kadar -196 °C siv1 azotta saklanir (43).

Kemik iligi greftleriyle kiyaslandiginda periferik kan kok hiicrelerinin ¢esitli

avantaj ve dezavantajlar vardir.



Periferik Kan Kok Hiicre Transplantasyonunun Avantajlari:

1) Toplanmasi hastaneye yatmay1 veya genel anesteziye maruz kalmayi
gerektirmez.
2) Miyeloablatif tedaviden sonra daha kisa siireli sitopeni olur.

3) Malign hiicre icerme olasilig1 daha azdir (44).

Periferik Kan Kok Hiicre Transplantasyonunun Dezavantajlar::

1) Damar yolu gereksinimi

2) Hematopoetik kok hiicrenin mobilizasyonu icin cesitli faktorlere ihtiyac
duyulmast

3) Sitokin tedavisinin yan etkileri

4) Hematopoietik kok hiicre mobilizasyonunun her zaman basarili olmamasi

5) Immiin sistemdeki 16kositlerin aktif hale gelebilmesi

6) Alicida kronik graft versus host hastaligi (GVHD) olasiliginin artmasidir

(46).

2.2.3. Kordon Kani

HKH’ler dogum sonrasi plasentadan direkt olarak saglanan gobek kordonu
kanindan da elde edilebilir. Kordon kani, kemik iligi ve periferik kana kiyasla kok
hiicrelerden zengindir. Ayrica kordon kami kok hiicreleri relatif olark immatiir
olduklarindan immiinolojik bariyerleri daha kolay gecebilirler. Infiize edilen
hiicrelerin sayisi, dogasi ve alicinin Slciisiine gore degismekle birlikte kordon kani
iiriinii inflizyonu sonrasi gec¢ de olsa hematolojik engrafman ve immiinolojik iyilesme
gerceklesir. Plasental kanin kaynagi ve altta yatan hastaligin dogasina gore degisen
uzun siireli survi de saglanmistir.

Glintimiizde kordon kani, toplanabilen hiicre sayisinin azligi nedeniyle
siklikla ¢ocuk ve geng erigkinlerle kullanilmaktadir. Ancak ikili ya da iiclii kordon
kami kullanimi ile daha ileri yas hastaliklarda kullanimi artmistir. Kordon kami
alicisia verilen CD34" hiicre miktar1 yaklasik olarak allogeneik kemik iligi alicisina
verilen miktarn 1/10’udur. Bu durum kordon kani hiicrelerinin infiizyon Oncesi ex
vivo olarak arttinlmasini cazip bir diisiince haline getirmistir. Kordon kani

kullanilmast durumunda GVHD insidans1 ve siddeti kemik iligi kullanimina gore



daha azdir. HLA uyumlu ya da akraba dis1 donor bulunamamasi durumunda

alternatif kaynak saglar.

2.2.4. Embriyonik Kok Hiicreler

Insan embriyonik kok hiicreleri (blastosistler); murin kemik iligi ya da yolk
kesesi endotelial hiicre serileri ve fetal sigir serumu ile kiiltiire edildiginde CD34"
hematopoetik onciil hiicrelere farklilasabilir. Bu hematopoetik Onciil hiicreler yari
kat1 ortamda hematopoetik biiylime faktorleriyle kiiltiire edildiginde tipik miyeloid,
eritroid ve megakaryosit kolonileri olustururlar. Olusan bu embriyonik kok hiicreler

de transplantasyon i¢in diger bir HKH kaynag1 olusturur.

2.3. HEMATOPOETIK KOK HUCRE NAKLI

Bildirilen ilk kemik iligi nakli; 1939 yilinda, altina bagh aplazi gelisen bir
hastaya kan grup antijenleri aymi olan erkek kardesten alinan kemik iliginin
intravendz olarak verilmesi seklinde uygulanmistir. Transplantasyon basarisizlikla
sonuglanmis ve hasta 5 giin sonra kaybedilmistir (46). 1950°li yillarin baglarinda
laboratuar deneyleri ile kemik iligi hiicrelerinin intravendz uygulanmasinin
hayvanlar oldiiriicii dozda radyasyondan korudugu gosterilmistir (47). Bin dokuz
yiiz elliler sonu 1960’lar basinda son donem hematolojik malignitesi olan bazi
hastalarda basarisiz sonuglar elde edilmesine ragmen en azindan gegici engrafman
saglanabilmigstir (48). Kalic1 engrafman ilk kez 1965’te radyasyon ve kemoterapi alan
akut lenfoblastik 16semili (ALL) bir hastaya 6 farkli donérden elde edilen intravendz
kemik iligi infiizyonu sonrasi bildirilmistir. Maalesef hasta 20 ay sonra rekiirren

I6semi nedeniyle kaybedilmistir (49).

1960’larda  HLA sisteminin kesfi ve doku uyumulugunu saptama
metodlarinin gelisimi kemik iligi naklinde yeni bir donem baglatmistir. Ik basarili
kemik iligi nakilleri 1968’de siddetli kombine immiin yetmezligi ve Wiskott-Aldrich
sendromu olan ¢ocuklara uygulanmistir (50,51). Bin dokuz yiiz yetmis yedi ve
1980°de ilk basarili akraba dis1 nakiller bildirilmistir (52,53).

Akut ve kronik l6semiler, non-Hodgkin lenfoma (NHL), Hodgkin lenfoma
(HL), miyelodisplastik sendrom (MDS), multipl miyelom (MM) , miyeloproliferatif

hastaliklar, testis tiimorii ve ndroblastom gibi se¢ilmis solid tiimorler, aplastik anemi



ve amiloidoz hematopoetik kok hiicre nakli ile basarili bicimde tedavi edilen baslica

hastaliklardir.

2.3.1. Otolog Hematopoetik Kok Hiicre Nakli

Kemik iligi ya da sitokinle mobilize periferik kanin kurtarma tedavisi olarak
verilmesi hastaya daha yiiksek doz radyasyon ve kemoterapi verilmesine olanak
saglar. Hastaligin etkili kontrolii baslica yiiksek doz kemoterapi ve/veya radyasyon
etkisiyledir. 1Ilag direncini yenmek ve tiimor hiicresini oldiiriicli  etkiyi
iyilestirebilmek amaciyla ilaglar tolere edilen maksimum dozda verilir. Otoimmiin
hastaliklarda immiin sistemi diizenler. Otolog nakli takiben ortaya ¢ikabilecek
baslica problemler bulanti, kusma, alopesi, infeksiyon, kanama, mukozit ve
infertilitedir. Kemik iligi ile % 8-10 olan nakil iliskili mortalite mobilize periferik

kan progenitor hiicrelerinin kullanimiyla cogu merkezde % 1-3’e kadar diigmiistiir.

2.3.2. Allogeneik Hematopoetik Kok Hiicre Nakli

Allogeneik hematopoeitik kok hiicre nakli se¢imi altta yatan hastaligin tipi,
prognozu, remisyon durumu, hastanin performans durumu ve uygun donér varligina
gore yapilir. HLA uyumlu akraba ya da akraba dist donorler kullanilabilir.
Allogeneik naklin yararl etkileri hazirlama rejimi, daha da Onemlisi graft versus
timor etkisine baglidir. Genetik/metabolik hastaliklarda diizelme saglar.
Miyeloablatif ya da non-miyeloablatif sekillerde uygulanir. Sonucu etkileyen
faktorler; nakil aninda hastaligin durumu, donor tipi, hasta yasi ve varolan komorbid
durumlardir. Mukozit, kanama, infeksiyonlar, akut GVHD, venookluziv hastalik,
pulmoner komplikasyonlar erken donemde; relaps, kronik GVHD, infertilite,
bilytime gelisme geriligi, sekonder maligniteler ise ge¢ donemde ortaya cikabilecek

komplikasyonlardir (54).

2.4. KOK HUCRE MOBILiZASYONU

Kemoterapi ya da sitokin tedavisini takiben hematopoetik kok ve progenitor
hiicrelerin periferik kana ¢ikmasina mobilizasyon denir. Kok hiicre mobilizasyonuna
giden yol; HKH’lerin fare, kopek ve maymunlarin periferik kaninda varligini bildiren
birka¢ raporun yayinlanmasi ile 1960’larda baslamistir. Takiben diisiikk diizeyde
progenitorlerin kararli durum homeostazi sirasinda insan dolasgiminda da bulundugu

bildirilmistir (55).



Hematopoez siirecinde hematopoetik progenitor hiicreler ve pluripotent kok
hiicrelerin biiyiik cogunlugu kemik iliginde yerlesmis olmasina karsin, daha az
sayida ve sabit bir yogunlukta devamli olarak periferik kanda da bulunurlar (56).
Normal kosullarda kemik iligindeki hiicrelerin sadece % 1-3’ii CD34 eksprese eder.
Periferik dolasiminda ise bu hiicreler sadece % 0.01 - 0.1 oraninda bulunur. (57).

Mobilizasyon islemi yaralanma ve inflamasyon sirasinda olusan stres
sinyallerine yanit olarak kemik iligi deposundan kok hiicre ve progenitorlerin
saliniminin artmast seklindeki fizyolojik yaniti taklit eder.

Glintimiizde kok ve progenitor hiicrelerin tercih edilen ve temel kaynagi
mobilize hiicrelerdir ciinkii kemik iligi hiicrelerine kiyasla engrafman daha hizli olur
ve isleme bagli riskler daha azdir.

Kok hiicre mobilizasyonu mezenkimal stromal ve hematopoetik hiicreler
arasindaki fizyolojik etkilesimin bozulmasinm gerektirir. Mobilizasyon islemi;
notrofil ve osteoklastlarin, kemoterapi ve graniilosit koloni stimule edici faktor (G-
CSF) gibi sitokinlerle tekrarlayan stimulasyonu sonucu olusan aktivasyonu
tarafindan baglatilir. Membrana bagli kok hiicre faktorii (SCF) salinimi, progenitor
hiicre ¢cogalmasi, adezyon molekiillerinin aktivasyon ve/veya degradasyonu olur.

Mobilizasyon protokolleri baslangicta sadece kemoterapiye dayaliyken
sonraki yillarda G-CSF kesfedilmis ve bugiin icin standart mobilize edici ajan olarak

mobilizasyon protokolleri i¢inde yer almaya baslamistir.

2.4.1. Kemoterapi ile Kok Hiicre Mobilizasyonu

Kemik iligi ve dolasan kok hiicre havuzu arasindaki dinamik denge
kemoterapi uygulamasi ile belirgin olarak bozulabilir (58). Kemoterapi sonrasi
sitopeni donemini 16kosit ve daha on planda periferik kan progenitor hiicrelerin
rebound artis1 izler. Bu donemde periferik kan progenitor hiicre yogunlugu bazal
degerlerin 20-25 katina ulasabilir (59). Tek basina siklofosfamid (3-7 gr/mz) kok
hiicre iizerine 6nemli toksisitesi olmamasi nedeniyle uygun bir mobilizasyon ajani
olarak kullanilmistir (60-62). Mobilizasyon etkinligi icin en 6nemli faktor en az
birkag¢ giin 4. derece noétropeniye yol acan miyelosupresyondur (62). Mobilizasyon
amaclh uygulanan kemoterapinin kok hiicrelerin periferik kana gecisini saglamak
yan1 sira maligniteyi tedavi etmek ve tiimoriin kemoterapiye duyarliligim test etmek

gibi rolleri de vardir (59). Tek basina siklofosfamidin anti-tiimor etkisi sinirh



oldugundan hastaliga 6zgii farkli kombinasyon kemoterapi rejimleri de mobilizasyon
amach kullamilmistir. Tek basina kemoterapi ile kok hiicre mobilizasyonu; diger
alternatiflere gére daha simirli mobilizasyon etkinligi, sitopeniye bagh infeksiyon ve
kanama riskleri ve diizelme donemini belirlemede zorluk nedeniyle giiniimiizde

nadiren kullanilir.

2.4.2. Sitokinler ile Kok Hiicre Mobilizasyonu

Hematopoetik sitokinler periferik kanda dolasan HKH yogunlugunu gegici
olarak arttiran etkin ajanlardir. Hematopoez iizerine degisik basamaklarda farkli
etkilere sahip hematopoetik sitokinlerin (G-CSF, GM-CSF, SCF, flt-3 ligand,
trombopoetin, IL-1, IL-3, IL-8 vb) kemik iliginden periferik kana HKH
mobilizasyonunda degisik derecelerde etkili olduklani gosterilmistir (63). Bu
sitokinlerden, G-CSF ve GM-CSF maligniteli hastalarda otolog transplantasyon ve
saglikli donorlerde allogeneik transplantasyon alaninda periferik kan HKH diizeyini
artirmada daha etkin ve daha emniyetli olmalar1 nedeniyle yaygin olarak
kullanilmiglardir. G-CSF (Spg/kg/giin) mobilizasyon etkinligi acisindan GM-
CSF’den iistiindiir ve giiniimiizde var olan mobilize edici ajanlarin en giivenilir
olamidir (62). Daha yiiksek dozlarda (10 pg/kg/giin) daha etkin mobilizasyon
sagladig1 gosterilmistir. Giinliikk dozun ikiye boliinerek verilmesinin mobilizasyonu

arttirabilecegini gosteren bulgular da vardir.

Glinlimiizde standart kullamilan doz 10 pg/kg/giin olup G-CSF’nin verildigi
4.giinden itibaren periferik kana kok hiicre mobilizasyonu olmakta ve 4, 5, 6, 7.giin
kok hiicreler periferik kandan toplanabilmektedir.

G-CSF uygulamasi sirasinda en sik goriilen yan etkiler bas agris1 ve kemik
agrisidir (%80). Daha az siklikla halsizlik (%20), bulant1 (%10), norolojik (%6), grip
benzeri (%5) ve kardiyovaskiiler (%2) semptomlar goriilir (64,65). G-CSF
kesilmesini gerektiren ciddi yan etkiler ¢ok nadirdir. Akut ciddi yan etki olarak,
splenik riiptiir ve kapiller sizint1 sendromu bildirilmistir (66,67).

Diger sitokinler ise Ozellikle G-CSF ile birlikte mobilizasyon etkinligini

arttiric1 6zellikleri acisindan ¢esitli arastirmalarda degerlendirilmektedir.
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2.4.3. Kemoterapi ve Sitokinlerle Kok Hiicre Mobilizasyonu

Otolog  transplantasyonda  hematopoetik  sitokin ~ veya  sitokin
kombinasyonlarinin altta yatan hastaliga 6zgii kemoterapi protokolleriyle birlikte
uygulanmasi, tek basina sitokin veya kemoterapiye gore mobilizasyon etkinligini
belirgin olarak arttirir. Giiniimiizde en sik kullanilan mobilizasyon seklidir (59,68).

[Ik uygulamalarda etkin bir mobilize edici kemoterapi ajam olarak
siklofosfamid (4-7 gr/m2) kullanilmasina karsin, tek bagina anti-timor aktivitesi
diigiiktiir. Bu nedenle giiniimiizde, altta yatan hastaliga etkili ve mobilizasyon
etkinligi de yiiksek kombine kemoterapi protokolleri sitokinler ile birlikte yaygin
olarak  kullanilmaktadir (62,63). Sitokin ile kemoterapi uygulamasinda,
kemoterapinin mobilizasyon etkinligi yam sira, timor yiikiinii ve tiimor hiicre
mobilizasyonunu azaltici, kemosensitiviteyi test edici onemli fonksiyonel 6zellikler
de vardir.

Kemoterapiyi takiben Sug/kg/giin dozunda G-CSF baglanmasi ve beyaz kiire
sayist diisiip sonra artarken beyaz kiire sayisinin >1000 olmasi kok hiicre
mobilizasyonunun basladigi zamani gosterir. Periferik kandaki CD34" hiicre miktar
bakilarak uygunsa kok hiicre toplamaya baslanir. Periferik kandaki beyaz kiire
sayisinin  1000’den 5000-6000’lere sigramasinin oldugu hastalar genellikle kok
hiicrenin iyi mobilize oldugu hastalardir.

Kemoterapi ile birlikte uygulanan G-CSF dozundaki artig, sitokinlerin tek
basina uygulamasinda oldugu gibi mobilizasyon etkinligini arttirir. G-CSF dozu yan1
sira uygulanan kemoterapi dozu da mobilizasyon etkinliginde énemli olabilir.

Kemoterapi ve sitokin ile mobilizasyonun hastaneye yatis gerektirmesi, aplazi
doneminde gelisen infeksiydz komplikasyonlar, antibiyotik kullanim1 ve transfiizyon
gereksinimi gibi olumsuz yonleri de vardir (69). Ayrica uygulama siiresi sitokinlere
gore anlamli olarak daha uzundur ve afereze baslamak icin kesin bir planlama

yapilamaz (51).

2.4.4. Yeni Ajanlar ile Kok Hiicre Mobilizasyonu

G-CSF’'nin  uzun etkili varyantlann (pegfilgrastim) ve eritropoetin
(darbepoetin) mobilize edici ajanlar olarak klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir. Yar
Omiirlerinin uzun olmasi, hastaya rahatlik saglama ve toplama zamaninin daha esnek

olabilmesi gibi yararlar1 vardir.
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AMD3100, CXCR4/SDFla baglanmasinin geri doniisiimlii inhibitoriidiir.
CD34" hiicreleri periferik kana mobilize eder. SDF-1 ve CXCR4 arasindaki etkilesim
kok hiicrelerin homing ve gogiinde onemlidir. AMD3100, G-CSF ile uyarilmig
CD34" hiicre mobilizasyonunu ve aferezle toplanan CD34" hiicre sayisim Onemli
Olctide arttirir. Tek doz AMD3100 (240 pg/kg) ya da 5 giin G-CSF rejimi sonrasi
aferezle toplanan CD34% hiicre miktar1 kiyaslanabilir 6lciilerdedir. Onemli
toksisiteye rastlanmamistir ve gec graft yetmezligi gozlenmemistir. Otolog
hematopoetik progenitdr hiicre mobilizasyonunda AMD3100 ile birlikte G-CSF
kullanimi tek bagina G-CSF’ye iistiindiir. Yeni CXCR4 agonisti molekiiller (6rnegin
CTCE-0021) ile ilgili arastirmalar devam etmektedir (70).

2.4.5. Kok Hiicre Mobilizasyonunu Etkileyen Faktorler

Hemapoetik progenitor hiicrelerin toplanabilmesini etkileyen faktorler donor
ya da islemle iliskili olabilir. Donérle iliskili faktorler; yas, daha Once alinan
kemoterapiler, mobilizasyon rejimi ve mobilizasyon zamanindaki tombosit sayisidir.
Daha 6nce yogun tedavi alan, nitroziire vb baz1 ilaclan kullananlar ile HL, NHL ve
prelosemik sendromlar tiirii hastaligi olanlarda mobilizasyon giic olur. Allogeneik
dondrler icin ise mobilizasyonun gii¢ olacagim gosteren boyle bir veri mevcut
degildir (52). Islemle iliskili faktorler santral giris yolu ve hiicre ayiran aletlerdeki
farkliliklardir. Ancak bugiin icin HKH toplamanin optimum olmasinin temeli, donor
ya da hasta periferik kaninda giinlik CD34" hiicre miktarin1 sayarak toplamaya
baslama zamanina dogru karar verebilmektir (71-73).

Yeterli toplamanin mevcut olan en iyi habercisi toplama sabahi kandaki
mikrolitre (ul)’ye diisen CD34" hiicre sayisidir (74,75). Bazi yazarlar tek aferezde en
az 2-4x10 ¢ CD34* hiicre/kg toplamak i¢in ul’de belli miktarda (8-20/ul) CD34"
hiicre bulundugunda toplamaya baglamay1 tavsiye etmistir (76).

Gecmiste her merkez afereze baslamak i¢in kendine ait sayiyla karar verirdi
(77). Fakat bugiin aym teknolojiyi kullanan merkezlerin aymi sayiya ulagmasini
saglayan ticari testler gelistirilmistir. Daha da onemlisi tek platform teknolojisi ile
akim sitometride elde edilen CD34" hiicre sayisim kullanarak afereze ne zaman
baslanmas1 ve kag litre kan kullanilmasi gerektigini tahmin etmede kullanilan bir

formiil mevcuttur (78).
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2.5. ENGRAFMAN

Engrafman; hazirlik rejimini takip eden aplazi sonrasi hiicre serilerinin tekrar
ortaya cikarak tam kan tablosunun diizelmesi, verilen lenfohematopoetik hiicrelerin
konak¢ida yerlesmesi olarak tanimlanir. Klinik calismalarda standardizasyon
saglanmast amaciyla engrafman kriterleri konusunda genel bir goriis birligi
olusturulmustur.

Notrofil Engrafmani: Ardisik 3 giin boyunca desteksiz mutlak notrofil
sayisinin >0.5x10°/L olmast veya 1x10°/L oldugu ilk giin.

Trombosit Engrafmam: Ardisik 3 giin boyunca desteksiz trombositlerin
>20x10°/L olmast veya >50x10°/L oldugu ilk giin.

Lenfoid Engrafman: immiin yeniden yapilanma.

2.5.1. Engrafmana Etki Eden Faktorler

Hazirhik rejimi: Miyeloablatif olan rejimlerde olmayanlara ve indirgenmis
dozlara gore engrafman siiresi belirgin olarak uzamaktadir.

GVHD profilaksisi: Ozellikle uzun siireli metotreksat kullanimina bagh
notrofil engrafman siiresinin uzadigi blinmektedir.

Antimikrobiyal profilaksi: Kinolon profilaksisi altinda engrafman
hizlanirken trimetoprim-sulfametoksazol altinda uzama gostermektedir.
Kemik iligi stromal yapisi: Fibrozisli olgularda teorik olarak uzamig
engrafman beklenirken yapilan ¢alismalarda bu durum kanitlanamamustir.
Kok hiicre kaynagi: Periferik kok hiicre ile kemik iligine gore belirgin
olarak daha hizli nétrofil (2-6 giin daha kisa) ve trombosit (5-8 giin daha kisa)
engrafmani izlenmektedir.

Kok hiicre icerigi: CD34 miktan arttikca nétrofil ve trombosit engrafman
stiresi kisalmaktair.

Nakil sorasi1 biiyiime faktorii kullanimi: Nakil sonrasi biiyiime faktorii ile
hematopoetik toparlanma hizlanmaktadir.

Hipersplenizm: KML ve miyelofibrozisi olan masif splenomegalili olgularda

engrafman uzamakla birlikte rutin splenektomi onerilmemektedir (79).
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2.6. HEMATOPOETIK KOK HUCRELERIN TANIMLANMASI

2.6.1. Hematopoetik Kok Hiicrelerin In Vivo Degerlendirilmesi

Miyeloablasyon yapilmis alicilara transplantasyon sonrasi tiim hematopoetik
sistemi yeniden olusturabilmesi HKH’lerin belireyici 6zelligidir. Fare ve cesitli insan
olmayan primat tiirlerine uygulanan transplantasyonlar insan hematopoezi igin
degerli deneysel modellerdir. Insan HKH engrafmani, immiindiiskiin fare (6rnegin
NOD/SCID) ve fetal koyunlarlardaki ksenogeneik transplantasyon modelleriyle

degerlendirilebilir.

2.6.2.Hematopoetik Kok Hiicre ve Progenitorlerin In Vitro
Degerlendirilmesi

Uzun Siireli Kiiltiirler: Hematopoetik kiiltiir testleri; ¢ogalma ve
farklilagmanin degisik evrelerindeki hematopoetik hiicreleri saptamak ve bu
hiicrelerin hematopoetik dokular ve saflastirilmis topluluklardaki sikligin1 6lgmek
icin kullanilir. Kullanilan yontemden bagimsiz olarak, uzun siireli kiiltiirlerin
baslatilmasindan 1-3 hafta sonra gelisen hiicrelerin relatif olarak olgun hiicreleri
temsil ettigi diisiiniiliirken daha sonraki noktalarda olusan hiicrelerin (6rnegin 5-8
hafta sonra) ¢ok ilkel hiicrelerden (uzun siireli kiiltiir baglatan hiicreler, LTC-IC)
olustugu diisiiniiliir.

Koloni Testleri: Koloni olusturan hiicre (CFC) testleri multipotent ve tek
seriye Ozgii progenitorleri 6lgmekte kullanilir. En sik uygulanan islem uygun sitokin
kombinasyonlariyla desteklenen yar1 kat1 besin ortamina tek hiicre siispansiyonunun
yerlestirilmesidir. Daha immatiir olan progenitorler daha genis koloniler olusturur ve
kolonideki hiicrelerin matiirasyonu daha uzun zaman alir. Cesitli hematopoetik hiicre
tirlerinin 6zellikle ex vivo manipiilasyonlar sonrasi boliinme ve farklilagsma
yetenegini degerlendiren fonksiyonel testtir. Ek olarak, cesitli ila¢ ya da bilesiklerin

insan hematopoetik hiicreleri iizerine toksik etkisinin degerlendirilmesini saglar.

Fenotip ve Insan Hematopoetik Kok Hiicre izolasyonu

CD34: (D34 antijeni; CD43, CD45RA, PSGL-1 ve CDI164’ii iceren

sialomiisin ailesinin bir tiyesidir (20). CD34 proteininin molekiiler ve biyokimyasal
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analizi, bilinen herhangi bir proteinle sira benzerligi bulunmayan yiiksek oranda

glikozile bir 115-120 kD monomerik yiizey proteini oldugunu diisiindiiriir (80).
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Sekil 2.2. Insan CD34 molekiilii- Gangenahalli ve ark. (120 )’dan alinmugtir.

flkel insan hematopoetik hiicreleri iizerinde tanimlanan ilk farklilasma
belirtecidir. Aym1 zamanda insan HKH ve progenitorlerinin elde edilmesinde en sik
kullanilan belirtectir. Normal insan kemik iligindeki ¢ekirdekli hiicrelerin yaklasik
%1-4’tinde, kararli durumdaki insan periferik kan c¢ekirdekli hiicrelerinin <%0,1’inde
eksprese edilir (81).

CD34 antijeni evreye Ozgiidiir ve hematopoetik farklilagsmanin erken
evrelerindeki hiicreleri tanimlar. Bu nedenle bu popiilasyon ilkel pogenitorler ve
uzun siireli yeniden yapilanma saglayan kok hiicreler yani sira miyelid, eritroid,
megakaryositik ve lenfositik serilere ait progenitorleri de igerir (82-86). CD34"
hiicrelerin sayimminin kok hiicrelerin mobilizasyon islemi ve transplantasyon icin
kandan toplanmasinda yararli oldugu gosterilmistir. Yiiksek doz tedaviyi takiben 3
serideki erken ya da gec engrafman ve kan hiicrelerindeki iyilesmenin Onceden
tahmin edilmesinde de bilgi saglamaktadir (85,86).

Tiim serilerde klinik engrafman igin gerekli en az CD34" hiicre sayisi1 heniiz

bilinmemektedir ciinkii bu kok ve progenitor hiicre alt gruplarinin bilesimine gore
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degisebilir. Fakat kilogram viicut agirligi basina 5-10 milyondan fazla CD34" hiicre
iceren graftin hastalarin biiyilk kisminda mutlak nétrofil sayist ve trombositlerin
erken diizelmesini sagladigi ve engrafman yetersizligi riskinin ¢ok diisiik oldugu
bilinmektedir (82-87).

CD34" hiicre sayimu klinik olarak yararli olsa da nakil sonrasi hematopoezi
destekleyecek hiicrelerin siklik, canlilik ve hematopoetik potansiyelini her zaman
tahmin ettirmez.

CD34 insan kok hiicre belirteci olarak yaygin kullanilir ancak insan kordon
kan1 ve erigskin hematopoetik kaynaklarinda, HKH ve lenfopoetik potansiyeli olan
CD34  cok ilkel bir toplulugun varligina ait deliller mevcuttur. Bu CD34" hiicreler in
vivo ve in vitro olarak CD34" HKH’ler de olusturur. CD34" HKH fenotipi ilave
olarak CD38 ve lineage spesifik hiicre yiizey belirteclerinin yoklugu ve CD133
pozitif ekspresyonu ile karakterizedir (5).

Miyeloablatif tedavi sonrasi hematopoezin yeniden saglanmasi amaciyla
periferik kan kok hiicrelerinin daha sik kullamlmasi CD34" hiicrelerin tahmini icin
standart bir metod ihtiyacim1 dogurmustur. Akim sitometri, mobilize periferik kanda
progenitorlerin sayimi ve aferezle elde edilen iiriiniin engrafman potansiyelini
degerlendirmede degerli bir aractir (88,89). CD34" hiicreler icin cesitli sayim
sekilleri Onerilmis ancak islemler homojen olmadigindan tartismali veriler elde
edilmistir (82,90).

Kompleks yapisi nedeniyle CD34 antijenine karsi gelistirilen klonal
antikorlar farkli sensitivite gostermektedir. Noraminidaz ve proteaz enzimlerine
sensitifliklerine gére CD34 antijeninin 3 farkli epitopu vardir. Klas I epitoplar
ndraminidaz enzimine kismen veya tamamen sensitiftir. Klas II epitoplar sadece
glikoproteaz enzimine sensitiftir. Klas III epitoplar ise her iki enzimden de
etkilenmez.

Antikorun CD34 antijeninin hangi epitopuna kars1 gelistirildigi ve hangi
florokrom ile konjuge oldugu onemlidir. Uriin 6rneklerinde klas I antikorlarla
yapilan CD34 hiicre analizlerinde farkli neticeler elde edilirken, klas II ve III
antikorlarla yapilan analizlerde benzer sonuglar elde edilmistir. Diger yandan,
fluoresein izotiosiyanat (FITC) ile konjuge CD34 epitoplarinin diisiik baglanma

gosterdigi saptanmustir. Bu bilgiler 1s1§inda CD34"  hiicre analizinde CD34
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molekiiliiniin tiim glikolize varyantlarin1 ayirt eden klas II ve klas III antikorlarin ve
pikoeritrin (PE) konjuge olanlarin kullanilmasi 6nerilir.

Farkli tip CD34" hiicre analizlerinde CD45 antikorunun kullanim amaci;
eritrosit, normoblast, trombosit ve debristen beyaz kiireleri ayirmaktir. CD45
antikorlar1 olarak CD45’in tiim glukoformlarim1 saptayabilen pan CD45 antikorlari

kullanilmalidir.

CD34" Hiicre Sayiminda Standardizasyon Gerektiren Parametreler
1) Ornek alimu, laboratuara génderilmesi ve ¢alisilmasi

2) Kok hiicre toplamaya baslanacak periferik kan CD34" hiicre sayisi
3) Kullanilacak CD34 ve CD45 monoklonal antikor se¢imi

4) Canlilik degerlendirilmesi

5) Hiicrelerin ayrilmasi, lysing kullanimi ve sayilmasi

6) Absolii say1 belirleme

7) Ters pipetleme

8) Izotopik kontrol kullanma

9) Kap1 alma stratejileri ve analiz

Laboratuarlar Aras1 CD34 Analizinde Goriilen Farkhiiklarin Kaynaklar:
1) Secilen monoklonal antikor

2) Canliligin degerelendirilmesi

3) Beyaz kiire sayimi ve diliisyonda yapilan hatalar

4) Parlak ve zayif pozitif CD34" hiicreleri kap1 almada farklilik

5) Hesaplamada normoblastlar1 elimine ederek diizeltmeme

CD34" Hiicre Sayiminda Kullamlan Akim Sitometri Protokolleri
1) Milan-Mulhouse
2) SIHON
3) ProCOUNT
4) ISHAGE (International Society for Hematotherapy and Graft Engineering)
[k tanimlanan protokol Milan protokolii olup, daha sonra tam kan ve lyse-no-
wash ile direkt immiinfloresan-CD45 kullanilarak Mulhouse protokolii gelistirlmistir.

SIHON protokoliinde ise lazer boya soliisyonu (niikleik asit boyasi), anti CD14 ve
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antiCD66e kullanilarak non-spesifik baglanmanin elimine edilmesi ve daha uygun
kap1 alinmasi amaclanmigtir. Daha sonra ISHAGE protokolii tammmlanmustir.

ISHAGE protokoliinde 6nemli olan ardisik kapi alma stratejisidir ve ¢ok
merkezli ¢alismalarda en uyumlu sonuglar elde edilmistir. Anti-CD45-FITC ve anti-
CD34-PE iceren 2 tiip gereklidir. Izotop kontrolii gerekmez ciinkii kapi alma
stratejisiyle non-spesifik baglanma elimine edilir. Tlk dot plot grafikte CD45’e karst
side scatter (SSC) vardir ve tiim hiicreler bu dot plot grafikte goriiliir. Zay1f ve parlak
CD45 pozitif olan hiicreler birlikte R1 kapisi alinir. Bu kapu ile eritrositler, debris ve
plateletler elimine edilmis olur. Takiben R1 kapi hiicrelerinde CD34’e kars1 SSC dot
plot grafigi cizilir ve CD34" hiicre kapismi igine alan R2 kapisi alinir. Ugiincii dot
plotta CD45’e karsilik SSC dot plotta R1 ve R2’deki kriterleri birlikte igeren hiicreler
izlenir. Buradan da diisiik SSC ve diisiik-orta CD45 floresans gosteren hiicrelerde R3
kapisi alinir. Dérdiincii dot plot ise R1+R2+R3 hiicrelerini iceren FSC’ye kars1 SSC
olup secilen hiicrelerin lenfosit bolgesinde oldugu belirlenir ve R4 kapisi bu
hiicrelerde alinir. Besinci dot plotta CD45’e kars1 CD34 olup kapi alinmadan tim
hiicreler izlenir ve CD34" hiicrelerdeki diisitk CD45 floresansinin sinir1 gdzlenir. Son
dot plotta ise forward scatter (FSC)’ye kars1 side scatter (SSC) olup birinci dot plotta
sadece lenfositlerin kap1 alindigi R5’teki hiicreler izlenir ve buraya R4 kapisinin
aynis1 alinir ve boylece lenfositten daha kiiciik olan R4 kapisinin disina diisen parlak
CD45 elimine edilir. CD34 c¢alismasi 2 tiipte yapilir ve ortalama CD34" hiicre sayis1
kullanilir. Iki tiipiin degeri arasindaki fark %35’ten fazla ise test tekrarlamr. CD34"
hiicre sayis1i, CD45" hiicrelerdeki CD34" hiicrelerin yiizdesinin iiriin tam kan sayim
analizorlerinde ¢alisilarak saptanan beyaz kiire sayisi ile ¢arpilarak bulunur. Beyaz
kiire sayiminda normoblastlar ekarte edilerek sayim degeri alinmalidir.

ProCOUNT kitinde 3 floresan kanali da kullanildigindan canlilik
degerlendirme ya da CD34" hiicrelerin alt gruplarim belirleme miimkiin degildir(78).

HKH’ler Uzerinde Lineage Belirteclerinin Yoklugu: HKH’leri iceren ilkel
hematopoetik hiicreler spesifik kan hiicre tiplerinin terminal matiirasyonu ile iligkili
cesitli yilizey belirteglerini eksprese etmezler. Bu nedenle cesitli lineage
belirteclerinin eksprese edilmemesi ¢ogu hematopoetik hiicre popiilasyonundaki
immatiir hiicreleri farklilagmis hiicrelerden ayirmada kullanilabilir. Lin™ insan

hiicrelerini izole etmede siklikla kullanilan belirtegler glikoforin A, CD2, CD3, CD4,
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CDS, CD14, CDI5, CDl16, CD19, CD20, CD56 ve CD66b’dir. Lin hiicre se¢imi
secilen belirte¢ kombinasyonuna gére HKH’lerde 20-500 kat zenginlesme saglar.
Lin" ya da CD34" hiicrelerden zengin bir popiilasyonda progenitér aktivitesi
olan hiicrelerin siklig1 relatif olarak diisiiktiir (<%20) ve LTC-IC ve HKH siklig1
daha da diisiiktiir (sirasiyla <%1 ve <%0.1). HKH’ler, progenitorler ve daha olgun
hiicreler diger belirtecleri farkli eksprese etme 6zelliklerine gore ayrilabilir. HKH’ler
ve ilkel progenitor hiicreler ilizerinde olmayan ya da sadece zayif eksprese edilen
fakat bazi lineage committed progenitdr hiicre tiplerinde yiiksek oranda eksprese
edilen diger belirtecler CD33, CD71, HLA-DR ve CD45RA’dir. Kok hiicre
izolasyonu icin diger stratejiler Thy-1, c-Kit ya da CD133 gibi spesifik belirteclerle

kombine Lin” ve/veya CD34" hiicrelerin pozitif seleksiyonudur (94).

2.6.3. Kok Hiicre Tamimlama ve izolasyonunda Yeni Belirtec ve

Metodlar

Aldehid Dehidrogenaz (ALDH)

Insan kok hiicreleri genel olarak CD34 gibi yiizey belirteclerinin ekspresyonu
ile karakterizedir fakat yeniden ¢ogalan insan hematopoetik hiicrelerinin tiimii CD34
eksprese etmez. Ayrica hiicre ylizey fenotipi hiicre siklusu ilerledik¢e ve ex vivo
manipiilasyonla degisebilir (96-98).

Hematopoetik hiicreleri sadece yiizey fenotipine dayanarak saflastirmanin
bazi1 kisithliklari vardir:

1) Hiicre yiizey belirtecleri tiirler ve kok hiicre kaynagina gore degisebilir.

2) Insan kok hiicre fenotipi hiicre siklusu ilerlemesi, ex vivo kiiltiir ve in vivo
transplantasyonla degisebilir.

3) Transplante edilen kok hiicrelerin fenotipi azalmis fonksiyonel aktiviteye
ragmen sabit kalir.

4) Insan kok hiicrelerinin hematopoetik belirteglere dayanarak saflastiriimasi
kisith gelisim potansiyeli olan hiicreleri secebilir ve doniisiimlii kok hiicre ya da
progenitor fonksiyon gosterenleri dislayabilir.

Bu nedenle insan kok hiicrelerini tamamen fenotipik hiicre yiizey

molekiillerine dayanmadan etkin olarak izole eden metodlara ihtiya¢ vardir. Umut
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vaad eden yontemlerden biri HKH’leri fenotipten ziyade korunmus kok hiicre
fonksiyonuna gore izole etmektir.

Yiizey fenotipi kullamimina esdeger bir saflagtirma stratejisi ilkel hiicrelerin
hematopoetik gelisim siiresince oksidatif hasardan korunmasiyla ilgili intraseliiler
enzim aktivitelerinin degerlendirilmesidir. Bunlardan biri retinoid metabolizmas1 ve
HKH’lerin siklofosfamid gibi alkilleyici ajanlara direncinde rol oynayan sitozolik
ALDH’dir.

Insan kordon kanindan izole edilen, matiir seri belirtecleri olmayan ve ALDH
aktivitesi yiiksek olan HKH’lerin ilkel hiicre belirtecleri CD34 ve CD133’ii bol
miktarda eksprese ettikleri gosterilmistir. Klonojenik progenitor fonksiyon ve in vivo
yeniden yapilandirma yetenegi ise sadece ALDH aktivitesi yiiksek grupla simirh
kalmis, ALDH aktivitesi diisiik grupta saptanmamigtir (21). Insan kordon kaninda
CD34" kok ve progenitor hiicre kompartmanlarim ayirmada ALDH aktivitesini ilk
kullanan Storm ve arkadaslaridir. Farkli fonksiyonlart olan insan hematopoetik kok
ve progenitor hiicrelerinin prospektif izolasyonunda floresan bir substratin
(Aldefluor) ALDH aracili metabolizmasi ve daha sonra akim sitometri uygulanmasi
yararhidir denmektedir (22).

Aldefluor, kendisi ALDH’nin substrati olmayan bodipy-aminoasetaldehit
dietil asetal (BAAA-DA) seklindedir. BAAA-DA, dimetil siilfoksit (DMSO) iginde
¢Oziiniir ve ALDH i¢in floresan bir substrat olan bodipy-aminoasetaldehite (BAAA)
dontistiiriilmek i¢in asite maruz birakilir. BAAA yiiksiizdiir ve intakt canli hiicreleri
plazma membranlarindan serbestge difiizyona ugrar. Intraseliiler ALDH, BAAA’y1
serbest difiizyona izin vermeyen negatif yiikii nedeniyle hiicre icinde biriken bodipy-

aminoasetata (BAA) doniistiiriir.
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Aldefluor kiti i¢inde bulunan buffer BAA’nin hiicrelerden disar1 ¢ikmasini
engelleyen bir transport inhibitorii icerir. Sonug olarak, yiiksek miktarda ALDH
eksprese eden hiicrelerde BAA ve boylece floresans birikir. Bu floresans standart
akim sitometri ile ol¢iilebilmektedir.

BAAA’l1 hiicrelerin 10 kat daha fazla miktarda ALDH inhibit6rii dietil amino
benzaldehit (DEAB) ile inkiibasyonu ALDH™ hiicrelerin floresans yogunlugunda
onemli azalmayla sonuglanir ve negatif kontrol olarak kullanilir.

Mobilize periferik kan hiicrelerindeki ALDH sikligi %3.1+4.8 olarak
bildirilmistir. Kordon kaninda ALDH”SSC™ hiicre sikligr ise yaklasik %1 olarak
bulunmustur. Cesitli ¢aligmalarda CD34 eksprese eden ALDH"SSC" hiicrelerin
siklig1 kordon kani ve mobilize periferik kan hiicreleri arasinda kiiciik farkla %73-95
olarak bildirilmistir. CD34 eksprese eden ALDH"SSC" insan kemik iligi
hiicrelerinin siklg1 ise daha azdir (%49-59). ALDH™SSC" kordon kam ve kemik iligi
hiicrelerinin ~ biiyilk ¢ogunlugu, ALDH’nin ilkel hematopoetik hiicrelerde
ekspresyonu ile uyumlu olarak, CD34*CD38"° fenotipindedir. CD34*CD38"" olan
ALDH"SSC" hiicrelerin mobilize periferik kandaki sikligi sadece %0.75+1.2 olarak
bildirilmistir. ALDHSSC" hiicrelerin biiyiik kismu ilkel hematopoetik hiicrelerin
diger fenotipik Ozelliklerine de sahiptir (6rnegin CDI117 ve CD133).
ALDH"SSC"°CD133* hiicreler cok ilkel multipotent kok hiicreleri temsil edebilecek
kiiciik bir CD133"CD34" hiicre alt grubunu igerir.

ALDH" hiicrelerin %63’iinde lineage antijenler azdir veya bulunmaz. Lin
ALDH"SSC" hiicrelerin ¢ogu CD34"tir. CD34'ALDH™SSC" hiicreler lineage
antijen ekspresyonu agisindan heterojendir. ALDH™CD34" hiicrelerin ¢cogu lineage
antijenleri eksprese eder fakat ALDHY™ veya ALDH' hiicrlerden cok daha diisiik
diizeydedir ve lineage pozitif hiicrelere farklilasmakta olan committed Onciilleri
temsil edebilir. Kordon kanindaki ALDH”CD34 hiicrelerin %0.04’ten daha azi
Olclilemeyen lineage antijen ekspresyonuna sahiptir ve kemik iligindeki benzer
ALDH"CD34" gruplarin da CD38" oldugu bildirilmistir.

Genetik olarak immiin yetmezligi olan NOD/SCID ve NOD/SCID/32
mikroglobulin/knock out farelerde multilineage hiicre engrafman yetenegi saptanan

insan HKH’lerinin ALDH”SSC" ve ALDH"Lin" alt gruplarda oldugu bulunmustur.
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In vivo ve in vitro veriler ALDH aktivitesinin in vitro koloni olusturma
yetenegi olan committed progenitorler yani sira in vivo olarak farkli kinetik ve siireli
olgun kan hiicreleri olusturabilen farkli insan HKH alt gruplarindan zengin heterojen
bir hiicre toplulugunu tanimladig1 gosterilmistir.

Fallon ve ark (23) otolog mobilize periferik kan kok hiicre graftlariyla verilen
ALDH"SSC" hiicre saysi ile nétrofil ve trombosit diizelmesine kadar gegen siire
arasinda korelasyon oldugunu gostermislerdir. Bu sonuglar ALDH" hiicre sayiminin
CD34" hiicre 6l¢iimiine bir alternatif olabilecegini yani HKH’lerin fenotip yerine
fonksiyonel 6zelliklere dayali olarak tanimlanip sayilabilecegini gosterir (99).

CD133 hematopoetik, endoteliyal ve noral epiteliyal serilerin ilkel insan
progenitor hiicreleri iizerinde eksprese edilen bir yiizey molekiiliidiir. Daha 6nce
tamimlanan insan kok hiicre yiizey antijenleri ile homoloji gostermez. insan HKH’leri
fenotipik olarak daha kisith hiicrelere farklilastikga hizla azalir. Irradyasyon ve
transplantasyon sonrast hematopoetik kok ve progenitor hiicrelerin kemik iligi
mikrogevresine gociinde rol oynayabilir.

ALDH"CDI133"Lin~ grup baslica CD34" hiicreler ve nadir CD34CD38"
CD133"Lin" hiicreden olusan, NOD/SCID farelerde yeniden ¢ogalma potansiyeline
sahip oldugu gosterilen ilkel bir HKH hiicre grubunu icerir. ALDH"CDI133"Lin~
hiicreler hem kisa hem uzun dénemde yeniden ¢ogalan insan HKH’ler icerdigini
disiindiirecek sekilde seri nakil sonrasi alicilarda engrafman gostermistir (99).

Daha 6nce ALDH™ hiicrelerle yapilan tiim calismalarda SSC'°’ALDH" kordon
kan1 ve mobilize periferik kanin CD34" ve CD34"CD38" hiicrelerden zengin oldugu
gosterilmistir (94-96). Fakat CD34 ve ALDH ekprese eden hiicreler arasinda ¢akigsma
mevcuttur. ALDH"CD34"* hiicreler en ilkel hematopoetik progenitdrlerden
zengindir. Kisa siireli miyeloid progenitorler en bol ALDH™ CD34" hiicre grubunda
bulunur. ALDHCD34" hiicreler az miktarda ilkel progenitdr ve kisa siireli miyeloid
progenitor igerir. Kisa siireli kiiltiirlerde ALDH CD34" hiicrelerin ALDH"CD34"
hiicrelerden daha fazla daha fazla NK progenitorii icerdigi gosterilmistir. Ayni in
vitro kosullar altinda ALDH"CD34" hiicreler miyeloid nesiller olustururken ALDH"
CD34" daha ¢ok lenfoid nesiller olusturur.

ALDH ve CD34 ekspresyonu insan hematopoezinin gelisimsel asamalarini

ayirmada da kullanilabilir. En ilkel hematopoetik hiicreler ALDH ve CD34 eksprese
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eder. Erken miyeloid farklilasma siiresince CD34 ve ALDH ekspresyonu korunur.
Lenfoid farklilasma siiresince ALDH ekspresyonu CD34 ekspresyonundan Once
kaybolur. insan CD34 hiicreler NOD/SCID farelerde direkt kemik iligine enjekte
edilmezlerse engrafman gostermezler. Kemik iliginde en fazla yenilenme saglayan
hiicreler hem CD34 hem ALDH eksprese edenlerdir. ALDH™ CD34" hiicreler uzun
siireli NOD/SCID rekonstitiisyonda sadece sinirhi kapasiteye sahiptir ve sadece kisa
siireli in vitro kiiltiirlerde lenfoid potansiyelleri gosterilmistir. Fakat bazilarinin
transplantasyon sonrasi kisa siireli immiiniteyi yeniden olugturmasi miimkiindiir (22).

Kok hiicrelerin lineage deplesyonunu takiben yiiksek ALDH aktivitesine gore
secimi klinik uygulamaya ¢ok uygundur ve klasik fenotipik izolasyona gore bazi
avantajlarn  vardir. Boyama ve secim yoOntemleri etkilidir, yiiksek oranda
tekrarlanabilir ve asir1 hiicre manipiilasyonu yapmadan klinik uygulamalara adapte
edilebilir. Aldefluor substrati insan hiicrelerine toksik degildir ve insan hiicrelerinin
yeniden ¢ogalma fonksiyonunu degistirmez. Deoksiriboniikleik asit (DNA) arasina
girmez ve isaretli hiicrelerden etkili olarak temizlenme saglayacak sekilde ¢oklu
diren¢ pompast i¢in bir substrattir. Sonu¢ olarak ALDH seleksiyonu DNA’ya
baglanan boyalarla secime kiyasla relatif olarak daha giivenli goziikmektedir.
Yiiksek ALDH ekspresyonu cesitli kok hiicrelerin intrinsik bir 6zelligi oldugundan
bu yontemin modifiye edilmesi seriye sinirli olabilen karakterize edilmemis veya
degisken hiicre yiizey molekiilleri kullanmadan kok hiicreleri diger dokulardan
ayirmada standart bir yontem saglayabilir (21).

SSCALDH™ hiicreler BAAA boyasi ve FACS analizi kullanilarak toplanan
mobilize edilmis periferik kan 6rneklerinde sayilabilir ve izole edilebilir. BAAA ile
boyama yiiksek oranda tekrarlanabilen basit bir islemdir. BAAA’nin emisyon
spektrumu diger florokromlarla onemli Ol¢iide cakismaz boylece cok parametreli
FACS analizi ile ilave belirteclerin kombinasyonuna izin verir. SSCALDH"
hiicreler ilkel hematopoetik hiicrelerin fenotipik 6zellikler, kisa ve uzun siireli CFU
olusturma yetenegi, primer ve sekonder LTC’de yiiksek prolifreasyon potansiyeli,
multipl hematopoetik seriler olusturma ve otolog periferik kok hiicre nakli sonrasi
notrofil ve trombosit engrafmanmiyla korelasyon gibi bircok 6zelligini tasir.
BAAA’nin hiicrenin canliligim gosteren bir boya olmasi onu kriyoprezervasyon

uygulanan hiicrelerin ve canliligi bozulmus diger 6rneklerin boyanmasinda da yararl
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kilar. CD34’e dayali yontemler canli ve cansiz hiicreleri ayiramaz (139). BAAA
boyasi hem lineage negatif CD34" hiicreleri hem de CD34  hiicreleri kapsar.
SSC°ALDH" popiilasyonun bir alt grubu olan lineage negatif CD34 hiicrelerin
biyolojik 6nemi halen bilinmememekle birlikte yeni tanimlanan CD34 ilke]l HKH ve

lenfoid prekiirsorleri igerebilir (103,104).

BAAA boyama ve akim sitometrik hiicre tiplendirme hematopoetik hiicre
sayimina ilave olarak SSC°ALDH™ hiicrelerin izolasyonunda da yararli olabilir.
Lokoferezle toplanan 6rnegin HKH ve progenitorlerden zenginlestirilmesi klinik
yararlar saglayabilir. Transplant Orneginin hacminin azaltilmasi kok hiice nakli
sirasinda biiyiik hacimli sivi ve DMSO infiizyonunun toksisitesini en aza indirebilir
(105). SSCALDH™ hiicrelerin izolasyonu tiimor hiicreleriyle kontaminasyonun
temizlenmesinde yararli olabilir (105-108). SSC°ALDH"™ hiicrelerin izolasyonu T
hiicre eksiltme teknigi olarak da yararl olabilir (107,108). Bu yontem kullanilarak
yapilan T hiicre eksiltme otoimmiin hastaliklardaki otoreaktif T hiicrelerin ortadan
kaldirilmasinda da yararh olabilir. SSCALDH" hematopoetik hiicrelerin izolasyonu
gen tedavisi ve kok hiicrelerin ex vivo ekspansiyonunda da kullanilabilir (106-107).
Son olarak, bir¢ok dokudaki kok hiicreler yiiksek miktarda ALDH eksprese
edebileceginden SSCALDH" hiicrelerin tanimlanmasi hematopoetik sistem
disindaki barsak, karaciger ya da deri gibi diger dokulardan kok hiicrelerin izole

edilmesinde yararli bir yontem olabilir (113-116).

Side Population (SP) Fenotipi: Fenotipik ve fonksiyonel degerlendirmeler
ilkel hematopoetik hiicrelerin rhodamine-123 ve Hoechst 33342 gibi floresan
mitokondriyal ve DNA baglayict1 boyalarn disar1 pompalama yetenekleriyle
tanimlanabilecegini gostermistir. Tipik akim sitometrik profilleri nedeniyle Hoechst"
kok hiicre toplulugu side population (SP) fenotip olarak adlandirilir. SP hiicreler
cesitli hayvan tiirlerinin hematopoetik doklarinda da tanimlanmistir. SP fenotip non
hematopoetik dokulardaki kok hiicrelerin de o6zelligidir. SP hiicreler Lin ‘tir. SP
fenotipi tiimor hiicrelerin ¢oklu ila¢ direncinden de sorumlu olan membran
trasporterlerinin yiiksek oranda ekspresyonuna baglanmistir. Ilkel hiicrelerde birkag
coklu ilac tastyici molekiil eksprese edilmesine ragmen ABCG2 ya da BCRPI1

molekiiliiniin SP hiicrelerin Hoechst boyasini disar1 pompalayabilmesi i¢in gerekli ve
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yeterli oldugu gosterilmistir. ABCG2 ekspresyonu ilkel hiicrelerde en fazladir ve

farklilagsma oldukca azalir.

CD201 (EPCR): CD201(Endotelyal protein C reseptorii, EPCR), ilkel
hematopoetik hiicrelerde tanimlanan ilging bir belirtectir. Baslangicta endotelyal
hiicrelerde tamimlanmistir ve koagiilasyon ve inflamasyonun diizenlenmesinde rol
oynar. Protein ve aktive protein C dogal ligandlaridir. Fare hematopoetik kok
hiicrelerinin izolasyonunda yararli bir belirtec olabilir. Insan CD201/EPCR gen
ekspresyonu ilkel insan hematopoetk hiicrelerinde de bulunmustur ve insan HKH

saflastirilmasinda yararl olabilir (94).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta Grubu

Calisma icin ESOGUTF etik kurulundan izin alinmis (2007/229) ve
calismaya katilan hastalara gerekli aciklamalar yapilarak bilgilendirilmis yazili onay
alinmustir.

Calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim
Dali’nda prospektif olarak gerceklestirildi. Calismaya kok hiicre nakli uygulanmasi
planlandigr icin kok hiicre toplama islemi gerceklestirilen 22’si erkek, 15’1 kadin
toplam 37 hasta dahil edildi (Kadin/Erkek oram1 = 0,68). Yeterli mobilizasyon
saglanamayan hastalar calisma dis1 birakildi. Hastalarin yas ortalamasi1 45.62 + 13.48
yildi. Primer tanilar multipl miyelom (n=15), Hodgkin lenfoma (n=8), non-Hodgkin
lenfoma (n=5), akut miyeloid 16semi (n=4), akut lenfoblastik 16semi (n=2), kronik
miyeloid 16semi (n=1), aplastik anemi (n=1) ve germ hiicreli testis tiimorii (n=1)
seklindeydi. Kok hiicre nakli uygulanan hastalarin 27’sine otolog, 7’sine allogeneik
nakil yapildi. Uc hastaya ise calismaya hasta alindif1 siire icinde heniiz nakil
uygulanamamisti. Yeterli hiicre toplanamadigindan 7 hastaya bir kezden fazla
mobilizasyon yapildi. Yapilan mobilizasyon sayisi toplam 46’ya ulasti. Tek basina
G-CSF ile mobilizasyon sayis1 28, siklofosfamid ve G-CSF kullanilarak yapilan
mobilizasyon sayist1 18’di. G-CSF olarak tiim hastalarda filgrastim kullanildi.
Filgrastim; tek basina G-CSF ile mobilizasyon durumunda 10 pg/kg/giin dozunda,
siklofosfamidle kombine kullanildiginda 5 pg/kg/giin dozunda subkutan uygulandi.
Toplama islemine allogeneik nakil yapilan hastalarin donorlerinde ve tek basina G-
CSF ile mobilizasyon yapilanlarda filgrastimin 4.giinii, digerlerinde beyaz kiire sayis1
>1000 ve periferik kanda bakilan CD34" hiicre sayis1 >10/ul oldugunda baslandi.
Hastalarin toplama giinii periferik kanlarindan ve toplanan iiriinden alinan ornekte

CD34" ve ALDH" hiicre miktar1 analiz edildi.

3.2. CD34 Analizi

Tiip icine CD45FITC/CD34PE monoklonal antikordan (Beckton Dickinson,
USA) 20ul kondu. Uzerine periferik kan/iiriin 1x10%mm3 hiicreye ayarlanarak
antikorun iizerine 100 pl eklendi. Karanlikta oda 1sisinda 20 dk bekletildi. Uzerine 2

cc amonyum klorid kondu. Oda 1sisinda 1siktan koruyarak 10 dk bekletildi. 1800
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rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atildi. Iki kez 2 cc fosfat buffer salin
(PBS) ile yikandi. Pellet iizerine 500 pl PBS kondu. Resiispanse edildi. BD FACS
Calibur akim sitometri cihaziyla Cell Quest programinda en az 60.000 hiicre

saydirildi. ISHAGE protokoliine gore analiz edildi.

3.3. ALDH Analizi

Kuru Aldefluor (Aldagen, USA) vialinin icerisine 25 pl dimetil siilfoksit
(DMSO) ilave edildi ve oda sicakliginda 1 dk bekletildi. Bunun iizerine 25 pl 2N
HCI kondu ve iyice karistirildi. Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi iizerine 360 pl Aldefluor assay buffer eklendi ve karistirilldi. Eritrositin beyaz
kiireye oram1 2/1’den fazla ise amonyum kloridli soliisyonlarla eritrositler lize edildi.
Hiicreler Aldefluor assay buffer ile 1x10° ‘ya ayarlandi. Icinde 1x10°® hiicre olan 1
ml hiicre siispansiyonu hazirlandi. 2 tiip alinarak birine test, digerine kontrol yazildi.
Kontrol tiipiine 5 ul DEAB soliisyonu eklendi. Tiiplerin agz1 hemen kapatildi. Test
tiipiine icinde 1x10°% hiicre olan 1 ml hiicre siispansiyonu kondu. Test tiipiine 5 pl
Aldefluor reagent eklendi, karistirilldi ve 0.5 pl’si derhal kontrol (DEAB) tiipiine
kondu. Her 2 tiip de 37 derecede 30 dk inkiibe edildi. FACSCalibur akim sitometri

cihazinda CellQuest programinda 60 bin hiicre sayilarak analiz edildi.

3.4. Kok Hiicre Toplama islemi

Calismaya alinan hasta ve donorlerden periferik kok hiicre toplama islemi
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Aferez Unitesi’nde bulunan
Fresenius-AS-204 ve Fresenius Comtec modeli cihazlarla gerceklestirildi. Damar
yolu olarak 18G intraketle kateterize edilen antekubital ven ya da santral vendz
kateterler kullanildi. Islemlerde 10800 ml kan islenerek ortalama 400-460 ml kok
hiicre igeren iiriin toplandi. Periferik kok hiicre toplama programinda C4Y seti ve
mononiikleer hiicre toplama programinda P1Y seti kullanild. islem hiz1 50-60 ml/dk
kan akimi olarak gergeklestirildi ve 216-252 dk siirede bitirildi. Antikoagiilan olarak
ACD-A (ortalama 1:10 % 1) kullanildi.

Allogeneik nakil yapilan hastalar i¢in toplanan iiriinlerden kan grubu hasta ile
ayn1 olanlar hemen verildi. ABO uyumsuz iiriinler eritrosit veye plazma eksiltmesi
yapildiktan sonra verildi. Otolog nakil amaciyla toplanan kok hiicreler miktar

dusiiriildiikten sonra DMSO+Plazma+RPMI 1640 soliisyonu ile karistirilarak Planer
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Cryolll otomatik dondurma cihazi ile dondurularak sivi azot buhar fazinda -196

°C’de nakil zamania kadar sakland.

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizlerde SPSS for Windows 13.0 kullanildi. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro Wilk’s testi ile analiz edildi. Bagimsiz 2 grubun
karsilastirllmasinda Mann-Whitney U testi, bagimli verilerin karsilastirilmasinda
Wilcoxon Signed Rank testi kullanildi. Degiskenler arasi iligkilerin belirlenmesinde
Spearman Correlation Coefficient hesaplandi. Veriler ortalama + standart sapma

(S.S.) olarak 6zetlendi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Otolog ve Allogeneik Kok Hiicre Nakli Yapilan Tiim Hastalarin
Laboratuar Verilerinin Degerlendirilmesi

Calismamizda otolog kok hiicre nakli yapilmak amaciyla hastalarin
kendisinden ve allogeneik kok hiicre nakli yapilmak amaciyla saglikli donérlerinden
elde edilen periferik kan ve kemik iligi orneklerinden CD34 ve ALDH analizi
yapildi. Hastalarin hem periferik kaninda hem de toplanan iiriinde CD34" ve ALDH"
hiicre sayildi. Periferik kan ornekleri tek basina G-CSF ya da siklofosfamid+G-CSF
ile mobilizasyon sonras1 elde edildi. Yeterli iiriin toplanana kadar gecen giin sayis1 1-

3’til.

Tablo 4.1. Uriin toplama &ncesi hasta ve donorlerden elde edilen tam kan sayim1

sonuglar
1.GUN 2.GUN 3.GUN
Ortalama = S.S.

Hemoglobin 11.60 +2.39 11.75+2.21 1126 +2.18
(gr/dl) (n=46) (n=40) (n=17)
Beyaz Kiire 21108.70 + 19233.72 24690.24 + 15510.83 | 36388.24 + 23385.84
(x10%/p1) (n=46) (n=41) (n=17)
Absolii Notrofil Sayist 17308.89 + 16165.41 20295.0 + 13324.26 30176.47 +21970.62
(x10°/pl) (n=45) (n=40) (n=17)
Absolii Lenfosit Sayist 1575.55 + 1490.14 1685.00 + 1225.06 1452.94 + 800.87
(x10%/pl) (n=45) (n=40) (n=17)
Trombosit 164130.40 + 118850.70 | 133450.00 + 68522.86 | 111176.50 + 46248.29
(x10°/p1) (n=46) (n=40) (n=17)

Hasta ve donorlere ait tam kan sayim1 sonuglar1 toplama isleminin giinlerine

gore karsilagtinldiginda, 1. ve 2.giin hemoglobin (Hb) degerleri arasinda fark
saptanmazken 3.giine ait Hb degerleri 1 ve 2. giinlere gore anlamh diizeyde diisiik
bulundu (p<0.05). Beyaz kiire (BK) degerleri icin de 1. ve 2.giinler arasinda fark

saptanmadi. Uciincii giine ait beyaz kiire degerleri hem 1. hem de 2.giine gore
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yiiksek bulundu (sirasiyla p<0.05 ve p<0.01). Birinci giin elde edilen absolii nétrofil
sayist (ANS) ile 2 ve 3.giinler arasinda anlamh fark gozlenmezken 3.giinde 2.
giinden anlaml diizeyde fazlaydi (p<0.01). Absolii lenfosit sayilar1 (ALS) arasinda
giinlere gore fark saptanmadi. Trombosit degerleri ise 3.giinde 1 ve 2. giinlerden

anlamh diizeyde diisiik bulundu ( p<0.01).

Tablo 4.2. Hasta ve dondrlerden elde edilen periferik kan ve {iriin 6rneklerindeki

CD34" ve ALDH" hiicre miktarlar

1.GUN 2.GUN 3.GUN
Ortalama + S.S.
Periferik Uriin Periferik Uriin Periferik Uriin
Kan Kan Kan
CD34 % 0.67 +£0.93 1.90 +2.89 0.43+£0.82 1.30 £2.30 0.16+0.18 0.60 +0.62
(n=41) (n=42) (n=36) (n=36) (n=16) (n=16)
CD34/ul 45.90 + 4646.23 + 64.18 + 4379.32 + 42.12 + 2189.06 +
55.30 8479.76 109.53 9004.85 44.29 2250.58
(n=41) (n=42) (n=36) (n=36) (n=16) (n=16)
ALDH % 0.65+0.91 1.74 £2.54 0.43+£0.82 1.41+£2.40 0.18+0.19 0.67 +£0.68
(n=38) (n=39) (n=36) (n=36) (n=16) (n=16)
ALDH/pl 5249 + 3842.20 + 67.02 + 4691.70 = 5941+ 2505.33 +
66.54 6363.79 107.25 9337.44 67.90 2692.96
(n=38) (n=39) (n=36) (n=36) (n=16) (n=16)

Hasta ve donérlerden elde edilen periferik kan 6rneklerindeki CD34" hiicre
miktar1 % olarak degerlendirildiginde 1,2 ve 3.gilinler arasinda fark saptanmadi
(p>0.05). Mikrolitredeki CD34" hiicre miktar1 olarak bakildiginda ise 2.giin elde
edilen miktar 1.giin elde edilenden fazlaydi (p<0.05), diger giinler arasinda anlaml
fark yoktu. ALDH" hiicre miktari i¢in % ve mikrolitrede olarak giinler arasinda fark
saptanmadi (p>0.05). Birinci giin ortalama ALDH" hiicre 52.49+66.54/ul iken
CD34" hiicre 45.9+55.3/ul idi. ikinci giin ALDH" hiicre 67.02+107.25/ul, CD34"
hiicre ise 64.18+109.53; iiciincii giin ALDH" hiicre 59.41£67.9/ul, CD34" hiicre
42.12+44.29/ul idi. ALDH'CD34" hiicre birinci giin ortalama 6.59/ul, ikinci giin
2.84/ul, tictincii giin 17.29/ul idi. Periferik kanda birinci giin %12.5, ikinci giin %4,
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liciincii giin %29 ALDH" hiicre CD34" hiicreye gore daha fazla oldugu halde
toplanan {iriin analiz edildiginde ALDH" hiicre birinci giin %3, ikinci giin %6,
tictincii giin %11 daha fazla saptandi.

Hasta ve dondrlerden elde edilen iiriin 6rneklerindeki CD34" ve ALDH"
hiicre miktar1 % olarak degerlendirildiginde 1,2 ve 3.giinler arasinda anlamh fark
saptanmadi (p>0.05). Mikrolitredeki CD34" ve ALDH" hiicre miktar1 olarak
bakildifinda ise her ikisi icin benzer sonuglar elde edildi. Ikinci giin elde edilen
miktar 1.giin elde edilenden anlaml diizeyde fazlaydi (p<0.05), diger giinler arasinda

anlaml fark yoktu.

Tablo 4.3. Toplanan iiriinde kilogram basina elde edilen CD34 ve ALDH miktarlar

Ortalama % S.S.
1.GON 2.GUN 3.GUN TOPLAM VERILEN
CD34 Hasta/Kg 3.39+4.59 403 £7.27 2.06+1.94 10.21 £9.89 6.58 +4.31
(x10%) (n=42) (n=36) (n=16) (n=28) (n=26)
ALDH Hasta/Kg 3.50+4.74 430 +7.54 2324228 10.86 + 10.56 7.90 +8.18
(x10%) (n=39) (n=36) (n=16) (n=26) (n=24)

Toplanan iiriinde kilogram basina elde edilen CD34 miktar1 giinlere gore
karsilastirildiginda 2.giin elde edilen miktar 1.giin elde edilen miktardan anlaml
olarak fazlaydi (p<0.05). Birinci ve 3.giin ile 2. ve 3.giin arasinda anlaml fark
saptanmadi (p>0.05). Toplanan iiriinde kilogram basina elde edilen ALDH miktar
icin ise giinler arasinda fark saptanmadi (p>0.05).

Notrofil engrafman siiresi 11.12 + 4.15 giin, trombosit engrafman siiresi
11.31 £4.82 giin ve hastanede yatis siiresi 28.14 + 11.35 giin olarak hesaplandi.

Tiim hastalardaki kilogram basina verilen toplam CD34 ve ALDH miktar ile
notrofil engrafman siiresi arasindaki iliski incelendiginde istatistiksel olarak anlaml
iliski saptanmadi (p>0.05) (Sekil 1,2). Tiim hastalardaki kilogram basina verilen
toplam CD34 ve ALDH miktar1 ile trombosit engrafman siiresi arasindaki iligki
incelendiginde ise anlamli negatif iliski saptandi (p<0.05). Yani verilen triindeki
CD34" hiicre ya da ALDH" hiicre oram ne kadar fazlaysa trombosit engrafman siiresi
o kadar kisa idi (Sekil 4.3,4.4).
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Hastalara verilen CD34" hiicre ve ALDH" hiicre miktar1 ile notrofil ve
trombosit engrafmam arasindaki iliski incelendiginde verilen CD34" hiicre miktart
kg basina 5.63x10° dan fazla oldugunda ve ALDH" hiicre miktar1 6.58x10° dan fazla
oldugunda notrofil engrafman siiresinin degismedigi gézlendi. Trombosit engrafman
siiresi ise verilen CD34" hiicre miktar1 kg basina 5.42x10° dan fazla oldugunda ve

ALDH? hiicre miktari 7.90x10° dan fazla oldugunda degismiyordu.
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Sekil 4.1. Tiim hastalardaki kilogram basina verilen toplam CD34 miktar ile notrofil

engrafman siiresi arasindaki iligki

<)
o
20004 ©
- @
£
g r=-0.294
3
=
% 15,00
§ 0 o p=0.163
= n=24
£ 10,004 o® o
] 0 0 Qoo o
o| o
b

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Verilen ALDH Hasta/Kg (x106)

Sekil 4.2. Tiim hastalardaki kilogram basina verilen toplam ALDH miktari ile

notrofil engrafman siiresi arasindaki iliski
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Sekil 4.3. Tiim hastalardaki kilogram basina verilen toplam CD34 miktar ile

trombosit engrafman siiresi arasindaki iliski
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Sekil 4.4. Tiim hastalardaki kilogram basina verilen toplam ALDH miktar1 ile

trombosit engrafman siiresi arasindaki iligki
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Sekil 4.5. Tiim hastalardaki kilogram basina verilen toplam CD34 miktari ile toplam

ALDH miktar1 arasindaki iligki
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Kilogram basina verilen toplam CD34 ve ALDH miktar ile yatis siiresi
arasindaki iliski incelendiginde negatif yonde iliski oldugu gozlendi (p<0.05).

Hastalara infiize edilen kilogram basina toplam CD34 miktar1 ile toplam
ALDH miktar arasinda pozitif yonde kuvvetli iliski mevcuttu (p<0.001) (Sekil 4.5).
Ayrica periferik kandaki CD34" ve ALDH" hiicre miktarlar iiriindeki miktarlarla
korele idi (p<0.001).

Toplama igleminin 1.giiniinde (Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9), 2.giiniinde (Sekil 4.10,
4.11, 4.12 ,4.13), 3.giiniinde (Sekil 4.14, 4.15, 4.16, 4.17) periferik kan ve {iriin
orneklerinde bakilan CD34" ve ALDH" hiicre miktar1 arasinda hem % hem de
ul’deki miktar olarak bakildiginda kuvvetli bir dogrusal iligki saptandi.
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Sekil 4.6. Tiim hastalardaki toplama isleminin 1. giinii periferik kanda bakilan
CD34%’si ile ALDH%’si arasindaki iliski
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Sekil 4.7. Tiim hastalardaki toplama isleminin 1. giinii periferik kanda bakilan

mikrolitredeki CD34 miktar1 ile ALDH miktar arasindaki iliski
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Sekil 4.8. Tiim hastalardaki toplama isleminin 1. giinii elde edilen tiriinde bakilan

CD34%’si ile ALDH%’si arasindaki iligki
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Sekil 4.9. Tiim hastalardaki toplama isleminin 1. giinii elde edilen iiriinde bakilan

mikrolitredeki CD34 miktar1 ile ALDH miktar1 arasindaki iligki
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Sekil 4.10. Tiim hastalardaki toplama igleminin 2. giinii periferik kanda bakilan
CD34%’si ile ALDH%’si arasindaki iligki



500,00—

400,00

300,00

CD34+ Hiicre/ul

200,00—

100,00

0,007

R Sq Linear =
0974

Sekil 4.11. Tiim hastalardaki toplama igleminin 2. giinii periferik kanda bakilan
mikrolitredeki CD34 miktar1 ile ALDH miktar1 arasindaki iliski
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Sekil 4.12. Tiim hastalardaki toplama isleminin 2. giinii elde edilen iiriinde bakilan

CD34%’si ile ALDH%’si arasindaki iligki
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Sekil 4.13. Tiim hastalardaki toplama isleminin 2. giinii elde edilen {iriinde bakilan

mikrolitredeki CD34 miktar1 ile ALDH miktar1 arasindaki iligki
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Sekil 4.14. Tiim hastalardaki toplama igleminin 3. giinii periferik kanda bakilan
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Sekil 4.15. Tiim hastalardaki toplama igleminin 3. giinii periferik kanda bakilan

mikrolitredeki CD34 miktar1 ile ALDH miktar1 arasindaki iligki
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Sekil 4.16. Tiim hastalardaki toplama isleminin 3. giinii elde edilen iiriinde bakilan

CD34%’si ile ALDH%’si arasindaki iligki
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Sekil 4.17. Tiim hastalardaki toplama igleminin 3. giinii elde edilen {iriinde bakilan

mikrolitredeki CD34 miktari ile ALDH miktar1 arasindaki iligki

Toplama igleminin 1.giiniinde(Sekil 4.18), 2.giinlinde (Sekil 4.19), 3.giiniinde
(Sekil 4.20) elde edilen kilogram basina CD34" ve ALDH" hiicre miktar1 arasinda da

kuvvetli bir dogrusal iliski saptandi.
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Sekil 4.18. Tiim hastalardaki toplama isleminin 1. giinii elde edilen kilogram bagina

CD34 miktar ile ALDH miktar1 arasindaki iligki
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Sekil 4.19. Tiim hastalardaki toplama isleminin 2. giinii elde edilen kilogram bagina

CD34 Miktar1 ile ALDH miktar1 arasindaki iliski
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Sekil 4.20. Tiim hastalardaki toplama isleminin 3. giinii elde edilen kilogram bagina

CD34 miktar ile ALDH miktar1 arasindaki iligki

4.2. Otolog Kok Hiicre Nakli Yapilan Hastalarin Laboratuar Verilerinin
Degerlendirilmesi
Otolog kok hiicre nakli yapilan 27 hasta ayr bir grup olarak incelendiginde
hastalarin 17’si erkek, 10’u kadindi. Yas ortalamasi 46.62 + 13.45 yil olarak
bulundu. Hastalarin tiimiinde kok hiicre kaynagi olarak periferik kan kullanildi. Alti
hastaya yeterli mobilizasyon saglanamadigr icin birden fazla mobilizasyon
uygulandi. Mobilizasyon 16 uygulama i¢in siklofosfamid + G-CSF, 21 uygulama
icin tek basma G-CSF ile yapildi. Primer tanilar multipl miyelom (n=14), Hodgkin
hastaligi (n=7), Hodgkin dis1 lenfoma (n=2), akut miyeloid 16semi (n=2), kronik

lenfositik 16semi (n=1) ve germ hiicreli testis tiimorii (n=1) seklindeydi.
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Tablo 4.4. Otolog kok hiicre nakli yapilan hastalardan iiriin toplama 6ncesi elde
edilen tam kan sayimi sonuglari

1.GUN 2.GUN 3.GUN
Ortalama + S.S.
Hemoglobin (g/dl)
11.37£2.28 11.63 £2.00 11.32+£2.26
(n=37) (n=31) (n=15)
Beyaz Kiire (x103/ul)
20108.11 + 19215.06 22915.63 + 15090.55 34313.33 £24202.42
(n=37) (n=32) (n=15)
Absolii Notrofil Sayist
(x10%/pul) 16847.22 + 16936.17 18458.06 + 12713.32 27800.00 + 22365.89
(n=36) (n=31) (n=15)
Absolii Lenfosit Sayisi
(x10°/ul) 1430.55 + 1430.44 1474.19 £ 973.64 1400.00 + 823.75
(n=36) (n=31) (n=15)
Trombosit (x103/ul)
159270.30 + 118863.10 127580.60 + 59277.19 101333.33 +39407.52
(n=37) (n=31) (n=15)

Hastalara ait tam kan sayimi sonuglari toplama isleminin giinlerine gore

karsilastirildiginda 2.giine ait Hb degerleri 3.giinden fazla saptand1 (p<0.05). Uciincii
giin calisilan beyaz kiire sayis1 1 ve 2.glinden anlamli olarak fazlaydi (sirasiyla
p<0.05 ve p<0.01). ikinci giin elde edilen absolii nétrofil sayis1 3.giinde 2. giinden
anlamli diizeyde fazlaydi (p<0.05). Trombosit degerleri ise 3.giinde 1 ve 2. giinlerden
anlamh diizeyde diisiik bulundu (p<0.01).

Notrofil engrafman siiresi 9.51 + 1.50 giin, trombosit engrafman siiresi 9.55 +

1.42 giin ve hastanede yatis siiresi 23.62 + 4.60 giin olarak hesaplandi.



Tablo 4.5. Hastalardan elde edilen periferik kan ve iiriin 6rneklerindeki CD34" ve
ALDH" hiicre miktarlar

1.GUN 2.GUN 3.GUN
Ortalama + S.S.
Periferik Uriin Periferik Uriin Periferik Uriin
Kan Kan Kan
CD34%
0.73+0.97 220+3.17 0.42 +0.83 1.25+2.32 0.17£0.18 0.57 £0.63
(n=33) (n=32) (n=29) (n=29) (n=15) (n=15)
CD34/ul
4345 + 5715.50 £ 5583 + 4269.85 + 41.77 + 2239.08 +
56.60 9427.07 106.48 9069.77 45.83 2320.35
(n=33) (n=32) (n=29) (n=29) (n=15) (n=15)
ALDH%
0.69 £ 0.95 1.87£2.74 0.43 £0.86 1.35+245 0.17 £0.19 0.65+0.71
(n=31) (n=30) (n=29) (n=29) (n=15) (n=15)
ALDH/pl
49.59 + 4518.34 + 5935+ 4560.97 + 51.80 £ 2596.67 +
69.88 7008.25 110.343 9485.93 62.833 2761.70
(n=31) (n=30) (n=29) (n=29) (n=15) (n=15)
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Hastalardan elde edilen periferik kan drneklerindeki CD34" hiicre miktar1 %

olarak degerlendirildiginde 1,2 ve 3.glinler arasinda fark saptanmadi (p>0.05).

Mikrolitredeki CD34" hiicre miktar1 olarak bakildiginda ise 2.giin elde edilen miktar

l.glin elde edilenden anlamli diizeyde fazlaydi (p<0.05), diger giinler arasinda

anlamli fark yoktu. ALDH" hiicre miktar1 icin % ve ul’de olarak giinler arasinda fark

saptanmadi (p>0.05).

Hastalardan elde edilen iiriin 6rneklerindeki CD34" ve ALDH" hiicre miktari

% ve ul’deki miktar olarak degerlendirildiginde 1,2 ve 3.giinler arasinda anlamli fark

saptanmadi (p>0.05).
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Tablo 4.6. Toplanan iiriinde kilogram basina elde edilen CD34 ve ALDH miktarlar

Ortalama = S.S.
1.GUN 2.GUN 3.GUN TOPLAM VERILEN
CD34 Hasta/Kg 3.77+5.13 3.66 +7.08 2.12+1.99 10.94 +9.95 7.22+4.47
(x10% (n=32) (n=29) (n=15) (n=21) (n=21)
ALDH 3.62 +5.30 3.87 £7.43 241+233 11.47 +10.84 8.72 +8.93
Hasta/Kg (n=30) (n=29) (n=15) (n=19) (n=19)
(x10%

Toplanan iiriinde kilogram basina elde edilen CD34 miktar1 giinlere gore
karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark saptanmadi (p>0.05). Toplanan iiriinde
kilogram basina elde edilen ALDH miktar1 i¢in de benzer sonuclar elde edildi.

Kilogram bagsina verilen toplam CD34 ve ALDH miktar1 ile nétrofil ve
trombosit engrafman siiresi arasindaki iligki incelendiginde istatistiksel olarak
anlamh iliski saptanmadi (Sekil 4.21, 4.22, 4.23, 4.24). Kilogram basina verilen
toplam CD34 miktar ile toplam ALDH miktar1 arasindaki pozitif yonde kuvvetli
iliski saptand1 (Sekil 4.25).

Hastalara verilen CD34" hiicre ve ALDH" hiicre miktar1 ile notrofil ve
trombosit engrafmam arasindaki iliski incelendiginde verilen CD34" hiicre miktart
kg basina 5.40x10° dan fazla oldugunda ve ALDH" hiicre miktar1 6.53x10% dan fazla
oldugunda notrofil engrafman siiresinin degismedigi gézlendi. Trombosit engrafman
siiresi ise verilen CD34" hiicre miktar1 kg basina 7.22x10% dan fazla oldugunda ve

ALDH? hiicre miktar1 8.72x10° dan fazla oldugunda degismiyordu.
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Sekil 4.21. Otolog nakil yapilan hastalardaki kilogram bagina verilen toplam CD34

miktar ile notrofil engrafman siiresi arasindaki iliski
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Sekil 4.22. Otolog nakil yapilan hastalardaki kilogram basina verilen toplam CD34

miktari ile trombosit engrafman siiresi arasindaki iliski
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Sekil 4.23. Otolog nakil yapilan hastalardaki kilogram basina verilen toplam ALDH

miktar1 ile notrofil engrafman siiresi arasindaki iliski
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Sekil 4.24. Otolog nakil yapilan hastalardaki kilogram basina verilen toplam ALDH

miktari ile trombosit engrafman siiresi arasindaki iliski
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Sekil 4.25: Otolog nakil yapilan hastalardaki kilogram bagsina verilen toplam CD34

miktar ile toplam ALDH miktar1 arasindaki iliski

Kilogram basina verilen toplam CD34 ve ALDH miktar1 ile yatis siiresi
arasindaki iligski incelendiginde verilen CD34 miktar1 ve ALDH miktar1 ile yatig
siiresi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligski saptanmadi (p>0.05).

Toplama isleminin 1.giiniinde (Sekil 4.26, 4.27, 4.28, 4.29, 4.30), 2.giiniinde
(Sekil 4.31, 4.32, 4.33, 4.34, 4.35), 3.giiniinde (Sekil 4.36, 4.37, 4.38, 4.39, 4.40)
periferik kan ve iiriin 6rneklerinde bakilan CD34" ve ALDH" hiicre miktar1 arasinda
hem % hem de pl’deki miktar olarak bakildiginda kuvvetli bir dogrusal iliski

saptandi.
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Sekil 4.26. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama igleminin 1. giinii periferik
kanda bakilan CD34%’si ile ALDH%’si arasindaki iligki
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Sekil 4.27. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama isleminin 1. giinii periferik

kanda bakilan pl’deki CD34 miktar ile ALDH miktar1 arasindaki iliski
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Sekil 4.28. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama isleminin 1. giinii elde edilen

iiriinde bakilan CD34%’si ile ALDH%’si arasindaki iligki
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Sekil 4.29. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama isleminin 1. giinii elde edilen
iriinde bakilan pl’deki CD34 miktar1 ile ALDH miktar1 arasindaki iliski
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Sekil 4.30. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama isleminin 1. giinii elde edilen
kilogram bagina CD34 miktar1 ile ALDH miktar1 arasindaki iliski
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Sekil 4.31. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama igleminin 2. giinii periferik
kanda bakilan CD34%’si ile ALDH%’si arasindaki iliski
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Sekil 4.32. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama igleminin 2. giinii periferik
kanda bakilan pul’deki CD34 miktar1 ile ALDH miktar arasindaki iligki
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Sekil 4.33. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama isleminin 2. giinii elde edilen
iiriinde bakilan CD34%’si ile ALDH%’si arasindaki iligki
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Sekil4.34. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama isleminin 2. giinii elde edilen
iriinde bakilan pl’deki CD34 miktar1 ile ALDH miktar1 arasindaki iliski
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Sekil 4.35. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama isleminin 2. giinii elde edilen

kilogram bagina CD34 miktar1 ile ALDH miktar arasindaki iligki



48

0,70—

0,60

r=0.900

0,50
0,40

p<0.001
0,30

% CD34+ Hiicre

n=15

0204 ©

0,10
R Sq Linear =
0,846
T T T T T
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80

% ALDH+ Hiicre

0,00

Sekil 4.36. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama igleminin 3. giinii periferik
kanda bakilan CD34%’si ile ALDH%’si arasindaki iliski
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Sekil 4.37: Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama isleminin 3. giinii periferik
kanda bakilan pul’deki CD34 miktar1 ile ALDH miktar arasindaki iligki
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Sekil 4.38. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama isleminin 3. giinii elde edilen
iiriinde bakilan CD34%’si ile ALDH%’si arasindaki iliski



49

10000,00—

8000,00—
z 1= 0.982
% 6000,00—
3 p<0.001
i'; 4000,00—
é n=15

2000,00 —

R Sq Linear =
0,00— 0,98

000 200000 400000 6000,00 000,00 10000,00 12000,00

ALDH+ Hiicre/ul (Uriin)

Sekil 4.39. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama isleminin 3. giinii elde edilen
iriinde bakilan pl’deki CD34 miktar1 ile ALDH miktar1 arasindaki iliski
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Sekil 4.40. Otolog nakil yapilan hastalardaki toplama isleminin 3. giinii elde edilen
kilogram basina CD34 miktar1 ile ALDH miktar arasindaki iligki

4.3. Otolog Kok Hiicre Nakli Yapilan Hastalar Mobilizasyon Sekline
Gore Degerlendirildiginde Elde Edilen Laboratuar Verilerinin
Degerlendirilmesi
Otolog kok hiicre nakli yapilan 27 hasta mobilizasyon sekillerine gbre ayri
ayr incelendi. Tek basma G-CSF ile mobilizasyon yapilan grupta yas ortalamasi
38.18 = 14.75 yil iken, siklofosfamid + G-CSF grubunda 52.43 + 8.95 yildi. Aradaki
fark istatistiksel olarak anlamliyd1 (p<0.01).



Tablo 4.7. Otolog kok hiicre nakli yapilan hastalardan iiriin toplama Oncesi elde
edilen tam kan sayimi sonuglar1 (mobilizasyon sekline gore)

1.GUN 2.GUN 3.GUN
ORTALAMA +S8S.S.
Grup 1 12.78 £ 1.64 1249+ 1.79 12.51 £1.46
Hemoglobin (n=21) (n=21) (n=10)
(g/dD)
Grup 2 9.69 £ 1.52 9.84 +0.98 9.60 +0.84
(n=10) (n=10) (n=4)
Grup 1 31666.67 + 18199.54 29819.05 + 14141.59 44110.00 +23312.67
Beyaz Kiire (n=21) (n=21) (n=10)
(x10°/ul)
Grup 2 3727.27 £ 1955.04 9736.36 + 3851.56 14720.00 + 10368.55
(n=11) (n=11) (n=5)
Absolii Grup 1 26950.00 + 16699.68 23270.00 + 13280.42 34970.00 +23779.77
Notrofil (n=20) (n=21) (n=10)
Sayisi
(x10°/ul)
Grup 2 3160.00 + 1816.10 8950.00 +3791.29 13460.00 + 9639.65
(n=10) (n=10) (n=5)
Absolii Grup 1 2280.00 + 1414.80 1910.00 + 875.33 1830.00 + 583.19
Lenfosit (n=20) (n=20) (n=10)
Sayisi
(x10°/ul)
Grup 2 340.00 £ 236.64 530.00 + 266.87 540.00 £ 472.22
(n=10) (n=10) (n=5)
Grup 1 234619.00 + 102473.64 157142.90 + 43452.60 116000.00 + 31066.23
Trombosit (n=21) (n=21) (n=10)
(x10°/p1)
Grup 2 52200.00 + 30607.91 65500.00 + 34574.39 72000 + 40626.34
(n=10) (n=10) (n=5)
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Notrofil engrafman siiresi grup 1°de 9.90 £ 2.11 giin ve grup 2°de 9.25 £ 0.85

giin, trombosit engrafman siiresi grup 1°de 9.54 + 1.69 giin ve grup 2’de 9.56 + 1.26

giin olup 2 grupta birbirinden farkli degildi. Hastanede yatis siiresi grup 1 i¢in 26.00

+ 4.66 giin, grup 2 i¢in 22.00 £ 3.89 olarak hesaplandi. Grup 2’nin yatis siiresi grup

1’den anlaml1 diizeyde kisaydi (p<0.05).



Tablo 4.8. Hastalardan elde edilen periferik kan ve iiriin 6rneklerindeki CD34" ve
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ALDH" hiicre miktarlar
1.GUN 2.GUN 3.GUN
ORTALAMA *S.S.
Periferik Uriin Periferik Uriin Periferik Uriin
Kan Kan Kan
Grup 0.06 + 0.04 026+020 | 0.08+0.07 | 030%030 | 0.07+0.06 | 024+0.17
1 (n=17) (n=17) (=17) (n=17) (n=10) (n=10)
CD34%
Grup 1.28 £0.96 438+425 | 1.14+125 3.17+£3.49 0.36+0.19 1.24 £0.71
2 (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=5) (n=5)
Grup | 17.71 £13.40 1160.87 + 20.29 + 1556.87 + 38.33 1208.99 +
1 (n=17) 780.99 13.38 1288.01 53.07 899.85
(n=17) (n=17) (n=17) (n=10) (n=10)
CD34/pl
Grup | 38.04+27.31 9103.99 + 134.49 + 10419.50 + 48.66 + 429926 +
2 (n=9) 13857.40 170.71 14923.38 30.41 3010.66
(n=9) (n=9) (n=9) (n=5) (n=5)
Grup 0.07 £0.06 029020 | 0.08+0.05 0.30 +0.31 0.06+0.05 | 027021
1 (n=17) (n=17) (=17) (n=17) (n=10) (n=10)
ALDH%
Grup 1214093 3.67+351 | 1.17+139 | 3.06+3.59 0.40 +£0.19 1.42+0.75
2 (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=5) (n=5)
Grup | 23.05+19.39 1292.37 + 23.09 + 1531.19 + 50.65 + 1384.61 +
1 (n=17) 759.30 14.29 1309.24 75.15 1029.59
(n=17) (n=17) (n=17) (n=10) (n=10)
ALDH/ pl
Grup | 37.15£25.92 4450.32 + 139.30 + 11324.76 + 54.10 + 5020.80 +
2 (n=8) 4915.77 189.89 16374.19 33.14 3645.71
(n=8) (n=8) (n=8) (n=5) (n=5)

Hastalardan elde edilen periferik kan 6rneklerindeki CD34" hiicre miktar1 %

olarak degerlendirildiginde 1, 2 ve 3. giine ait degerler grup 2’de grup 1’den anlaml

diizeyde fazla bulundu (p<0.001). Mikrolitredeki CD34"

hiicre miktar1 olarak

bakildiginda 1.giin elde edilen miktar grup 2’de grup 1’den anlamh diizeyde fazlaydi

(p<0.001). 2.giine ait degerler de grup 2’de grup 1’den fazla bulundu (p<0.01).
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Uciincii giine ait miktarlar arasinda fark saptanmadi (p>0.05). ALDH" hiicreler icin
de benzer sonuglar elde edildi.

Hastalardan elde edilen iiriin 6rneklerindeki CD34" hiicre miktar1 % olarak
degerlendirildiginde 1, 2 ve 3.giin elde edilen miktar grup 2’de grup 1’den fazla
bulundu (sirastyla p<0.001, p<0.001 ve p<0.05 ). ALDH" hiicreler icin de benzer

sonuclar elde edildi.

Tablo 4.9. Toplanan iiriinde kilogram basina elde edilen CD34 ve ALDH miktarlari

ORTALAMA +8S.S
1.GUN 2.GUN 3.GUN
Grup 1.09 £0.76 1.51+1.26 1.19+£0.72
CD34 1 (n=17) (n=17) (n=10)
Hasta/Kg p<0.001 p<0.05 ns
(X10%
Grup 3.77£3.90 8.36 £ 11.66 398 +£2.51
2 (n=9) (n=9) (n=5)
Grup 1.22+£0.78 146 £1.29 1.32+£0.79
ALDH 1 (n=17) p<0.001 (n=17) p<0.01 (n=10) ns
Hasta/Kg
(X10%)
Grup 3.61 £3.98 9.14+£12.83 4.61 £2.95
2 (n=8) (n=8) (n=5)

G-CSF ile mobilizasyon yapilan hastalarda kilogram bagsina verilen toplam
CD34 ve ALDH miktar ile notrofil ve trombosit engrafman siiresi arasindaki iligki
incelendiginde istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmadi (p>0.05).

Kilogram basina verilen toplam CD34 miktar ile toplam ALDH miktar
arasindaki pozitif yonde kuvvetli iliski saptand1 (r=0.929, p=0.003, n=7).

Kilogram basina verilen toplam CD34 ve ALDH miktan ile yatis siiresi
arasindaki iligski incelendiginde verilen CD34 miktar1 ve ALDH miktar1 ile yatig
siiresi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmadi (p>0.05).

Siklofosfamid+G-CSF ile mobilizasyon yapilan grupta da benzer sonuglar
elde edildi.
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4.4.0tolog Kok Hiicre Nakli Yapilan Hastalar ve Allogeneik Kok Hiicre
Nakli Yapilan Hastalarin Saghkh Donérlerine Ait Laboratuar
Verilerinin Degerlendirilmesi
Otolog kok hiicre nakli yapilan hastalara ve allogeneik kok hiicre nakli
yapilan hastalarin donérlerine ait tam kan sayimi sonuglar1 Tablo 4.10°da; CD34 ve

ALDH sonuglar1 Tablo 4.11, 4.12 ve 4.13’te gosterildi.

Tablo 4.10. Otolog kok hiicre nakli yapilan hastalara ve allogeneik kok hiicre nakli

yapilan hastalarin donérlerine ait tam kan sayimi sonuglari

1.GUN 2.GUN
ORTALAMA +S.S.
Hasta
Hemoglobin 11.37£2.28 11.63 £2.00
(g/dl) (n=37) p<0.001 (n=31) p<0.001
Donéor
14.62+ 1.49 14.48 £0.93
(n=5) (n=5)
Hasta
Beyaz Kiire 20108.10 + 19215.06 22915.62 + 15090.54
(x103/ul) (n=37) n.s (n=32) p<0.001
Donéor
37440.00 + 16467.63 41820.00 + 8122.31
(n=5) (n=5)
Absolii Hasta
Notrofil Sayist 16847.22 + 16936.17 18458.06 + 12713.32
(x10% ul) (n=36) n.s (n=31) p<0.001
Donér
28200.00 + 7686.67 35840.00 + 7042.58
(n=5) (n=5)
Absolii Hasta
Lenfosit 1430.55 £ 1430.44 1474.19 £973.64
Sayisi (n=36) p<0.001 (n=31) p=0.001
(x10°*/ul) Donér
3360.00 + 1167.47 3700.00 + 1079.35
(n=5) (n=5)
Hasta
Trombosit 159270.27 + 118863.05 127580.64 + 59277.18
(x10%, ul) (n=37) p=0.05 (n=31) p<0.05
Donor
268600.00 + 85359.82 213600.00 + 66436.43
(n=5) (n=5)




Tablo 4.11. Otolog kok hiicre nakli yapilan hastalara ve allogeneik kok hiicre nakli

yapilan hastalarin dondrlerine ait periferik kan érneklerindeki CD34"

ve ALDH" hiicre miktarlar

1.GUN 2.GUN
ORTALAMA +8S.S.
CD34 % Hasta 0.73£0.97 0.42+0.83
(n=33) n.s (n=29) n.s
Donor 0.12 £ 0.09 0.12+£0.07
(n=5) (n=4)
CD34/ul Hasta 43.45 £56.60 55.83 £106.48
(n=33) n.s (n=29) n.s
Donor 56.35 £65.45 51.16 £32.59
(n=5) (n=4)
ALDH % Hasta 0.69 £0.95 0.43 +0.86
(n=31) n.s (n=29) n.s
Donor 0.16 £0.11 0.13+0.09
(n=5) (n=4)
ALDH/ul Hasta 49.59 +69.88 n.s 59.35£110.34 n.s
(0=31) (0=29)
Donor 66.73 + 60.81 56.85 +38.57
(n=5) (n=4)

Tablo 4.12. Otolog ve allogeneik kok hiicre nakli yapilan hastalara ait engrafman

zamanlari, yatis siireleri ve verilen CD34" ve ALDH" hiicre miktarlari

OTOLOG ALLOGENEIK
ORTALAMA *S8S.S.

Notrofil Engrafman Zamam

(Giin) 9.51 +1.50 18.33 £4.71 p<0.01
(n=27) (n=6)

Trombosit Engrafman

Zamam (Giin) 9.55+1.42 20.80 +£5.84 p<0.001
(n=27) (n=5)

Yatis Siire

(Giin) 23.62 £4.60 45.57 £12.99 p<0.001
(n=27) (n=7)

Verilen CD34 Hasta/Kg

(x10%) 7.22 +4.47 3.88+2.25 n.s.
(n=21) (n=5)

Verilen ALDH

Hasta/Kg (x10°) 8.72 +4.47 476 +3.10 n.s.
(n=19) (n=5)




Tablo 4.13. Otolog kok hiicre nakli yapilan hastalara ve allogeneik kok hiicre nakli
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yapilan hastalarin donérlerine ait iiriin 6rneklerindeki CD34" ve ALDH"

hiicre miktarlar:

1.GUN 2.GUN
ORTALAMA +8S.S.
Hasta
CD34 % 220+3.17 1.25+£2.32
(n=32) n.s (n=29) n.s
Donér
040+ 0.28 0.38 +£0.30
(n=7) (n=4)
Hasta
CD34/ul 5715.50 £ 9427.07 4269.85 +9069.77
(n=32) p=0.001 (n=29) p<0.01
Donér
238.02 +336.36 357.04 £ 265.65
(n=7) (n=4)
Hasta
1.87+2.74 1.35+2.45
ALDH % (n=30) n.s (n=29) n.s
Donér
0.52 +£0.40 0.45 +0.40
(n=7) (n=4)
Hasta
4518.34 +7008.25 4560.97 +9485.93
ALDH/pl (n=30) p=0.001 (n=29) p<0.05
Donér
337.91 £482.77 420.92 +£360.63
(n=7) (n=4)
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5. TARTISMA

Calismamizda elde ettigimiz bulgularla 1) Hematopoetik kok hiicrelerin
belirte¢ olarak CD34 gibi ALDH bakarak da degerlendirilebilecegini 2) Kok hiicre
mobilizasyonu yapilan hastalarda kok hiicrelerin periferik kana mobilize olup
olmadiginin ALDH" hiicre oranma bakarak belirlenebilecegini 3) Daha onciil kok
hiicreler olarak belirtilen ALDH*CD34  hiicrelerin periferik kana mobilize oldugunu
ve periferik kana kok hiicre mobilizasyonunun oldugu giinler icerisinde bu hiicre
miktarlarimin  farklilik gostermedigini 4) Kok hiicre nakli yapilan hastalarda
6.58x10°kg dan fazla ALDH" kok hiicre vermenin trombosit ve nétrofil engrafman
icin ideal oldugunu 5) ALDH"ligine bakarak kok hiicreleri degerlendirme
metodunun CD347ligine bakarak degerlendirmeye gore daha onciil hiicreleri de
gostermesi, Olii hiicrelerde pozitif olmamasi nedeniyle avantajli oldugunu ancak daha
az stabil olmasi nedeniyle kisa siirede analiz yapilmasi gerekliliginin dezavantaj
oldugunu gosterdik.

ALDH™liginin kok hiicrelerde neyi ifade ettigi birgok arastirmaci tarafindan
hayvan caligmalaryla irdelenmistir. ALDH’nin hematopoetik progenitor hiicrelerde
pozitif oldugu, matiir hiicrelerde negatif oldugu acgik olarak gosterilmistir. Hess ve
ark. (99) yaptiklar1 hayvan ¢alismasinda lineage negatif hematopoetik kok hiicrelerde
ALDH™1igi yam sira CD133™’ligini aragtirdilar. CD133 primitif insan hematopoetik,
endotelyal ve noral epiteliyal progenitor hiicrelerde eksprese edilen bir yiizey
molekiiliidiir. ALDH'CD133"Lin" hematopoetik onciil hiicrelerin ¢ogunda CD34"
iken bir kisminda CD34'CD38 CD133" oldugunu ve bu hiicrelerin ALDH" olup uzun
sireli engrafmandan sorumlu olan ©nemli hiicre grubu oldugunu gosterdiler.

Yine Storms ve ark. (22) yaptiklar1 ¢alismada ALDH" hiicrelerin ¢ogunda
CD34’iin de pozitif oldugunu ancak bazi hiicrelerin ya CD34 ya da ALDH eksprese
ettigini gosterdiler. Bulgularina gore; multilineage gelisim saglayabilen ilkel
progenitor hiicrelerin cogu ALDH'CD34™ hiicre grubundaydi ve kisa siireli miyeloid
progenitorlerden zengindi, ALDH CD34" hiicrelerde ise ilkel progenitor sayis1 ve
kisa siireli miyeloid potansiyel azdi. Armstrong ve ark.(116) yaptiklar1 hayvan
calismasinda ALDH'Lin™ hiicrelerin tipik primitif hematopoetik 6nciil hiicreler
oldugunu ve in vitro hematopoetik progenitér fonksiyonun Lin' ALDH" grupta Lin’

ALDH" gruptan daha yiikksek oldugunu gosterdiler. Bu hiicreler daha yiiksek
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telomeraz aktivitesi ve S fazinda en az hiicreye sahipti. Arastirmacilar yukarida
saptanan bulgular 1s183inda ALDHLin" hiicrelerin diger hiicrelerden ayrilarak izole
edilmesiyle en primitif hematopoetik kok hiicrelerin izole edilebilecegini ve klinik
uygulamalarda kullanilabilecegini belirttiler. Pearce ve ark. (117) da uzun siireli
engrafman saglayan Lin'CD34  side popiilasyon hiicrelerinin ¢ogunun ayni1 zamanda
ALDH" oldugunu gobek kordonu kaninda yaptiklar1 ¢alismada gosterdiler. Biitiin bu
aragtirmalardan ¢ikarilan sonu¢ ALDH'CD34 bir hematopoetik kok hiicre grubu
oldugu ve bunlarin klinik olarak 6nem tasidiklaridir.

Povsic ve ark. (118) ise ALDH" hiicreler periferik kana gegmekte midir ve
saptanabilir mi sorularmnin yamitin1 kardiyak kateterizasyon yaptiklar1 hastalarinda
ALDH aktivitesine bakarak arastirdilar. Mobilizasyon yapilmadan periferik kanda
dolasan onciil hiicrelerin saptanabilecegini gosterdiler. Fallon ve ark. (23) otolog kok
hiicre nakli i¢in kemoterapi+G-CSF ile mobilizasyon yaptiklar1 hastalarin periferik
kan orneklerinde ALDH™ hiicrelerin saptanabilecegini gosterdiler. ALDH" hiicre
grubu CD133*CD34"CD38Lin hiicrelerden zengindi ve kiiltiirde koloni olusturma
ozelligine sahipti. Bu da mobilize periferik kandaki ALDH" hiicrelerin ilkel
hematopoetik hiicrelerin fenotipik 6zelliklerine sahip olduklar sonucuna vardirdi.

Calismamzda periferik kana mobilize olan CD34" hiicrelerin aym zamanda
ALDH" oldugunu gozledik ve mobilize olan CD34" hiicre miktarlar1 ve ALDH"
hiicre miktarlar1 icin ilk ve sonraki giinler arasinda fark bulamadik. ALDH"
hiicrelerin periferik kana mobilizasyonunun CD34" hiicreler gibi G-CSF sonras1 3-
4.glinlerde oldugu ve ilk giinlerdeki kok hiicrelerin sonraki giinlerden daha immatiir
hiicrelerden olustugu da belirtilmektedir. Yani ALDH™ CD34  olan kok hiicrelerin
bulundugu ve bunlarin daha onciil kok hiicreler oldugundan bahsedilmektedir ve
daha erken periferik kana mobilize olduklar belirtilmektedir (101,102). ALDH" ve
ALDH'CD34" hiicrelerin  kiiltirde koloni olusturma yetenegi ALDH' ve
ALDH'CD34" hiicrelere gore ¢ok azdir (23). Bu nedenle G-CSF ile kok hiicre
mobilizasyonu sonrasi 5.giin yerine 4.giin kok hiicre toplanmaya baslanmasi
onerilmektedir (117). Biz de klinigimizde kok hiicre toplamaya baslama zamani
olarak 4.giinii tercih etmekte ve hastalarimizda bu nedenle 4.giinden itibaren

periferik kana mobilize olan kok hiicreleri degerlendirmekteyiz. Yaptigimiz
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calismada da bu nedenle genellikle G-CSF uygulamasinin 4,5,6.giinii toplanan kok
hiicre miktarlart kullanilmistir.

Daha immatiir olan progenitor hiicrelerin uzun siireli engrafman saglayan kok
hiicreler oldugu da ileri siiriilen diger bir durumdur (19,20,24,26). Bu nedenle bizim
calismamizda 4.giin ve sonrasi periferik kana mobilize olan CD34" hiicre miktarlari
ile ALDH" hiicre miktarlar karsilagtirilmistir. ALDH™ hiicrelerin miktar ilk giinde
sonraki giinlere gére CD34" hiicrelerin miktarindan goreceli olarak daha yiiksek
olsaydir bu durum erken progenitdr hiicrelerin daha O6nce mobilize oldugu savini
destekleyecekti. Ancak ¢aligmamizda boyle bir fark saptamadik. ALDH" hiicreler
CD34" hiicrelerden her giin i¢in daha fazla idi. Birinci giin ortalama ALDH" hiicre
52.49+66.54/ul iken CD34" hiicre 45.9+55.3/ul idi. Ikinci giin ALDH" hiicre
67.02+107.25/ul, CD34" hiicre ise 64.18+109.53; iigiincii giin ALDH" hiicre
59.41+67.9/ul, CD34" hiicre 42.12+44.29/ul idi. ALDH'CD34" hiicre birinci giin
ortalama 6.59/ul, ikinci giin 2.84/ul, iigiincii giin 17.29/ul idi. Fakat bu fark ilk giinde
diger giinlerden fazla degildi. Bu bulgular ilk giin mobilize olan kok hiicrelerin daha
onciil progenitdr hiicreleri icermedigini gosterdi. Hatta 3.giin ALDH'CD34  hiicre
oranlar1 daha fazla idi. Geg (3.giin) mobilize olan kok hiicrelerdeki ALDH" hiicre
oraninin en yiiksek olmasi bu giin mobilize olan ile onceki giin mobilize olan
hiicrelerin engrafman calismalarinin  yapilmast ile engrafman potansiyelleri
arastirilabilir goriinmektedir ve ayr bir arastirma konusudur. Yaptigimiz analizlerde
CD34"ALDH hiicre yok denecek kadar azdi. Bu nedenle degerlendirilmedi.

Diger ilging bir nokta da periferik kanda birinci giin %12.5, ikinci giin %4,
liciincii giin %29 ALDH" hiicre CD34" hiicreye gore daha fazla oldugu halde
toplanan {iriin analiz edildiginde ALDH" hiicre birinci giin %3, ikinci giin %6,
liciincii giin %11 daha fazla saptandi. Bu fark ALDH" hiicrelerin bir kisminin aferez
islemi sirasinda toplanamadigi diisiincesini akla getirmektedir. Bundan sonraki
calismalarda bu konunun ac¢ikliga kavusturulmasi gerekmektedir.

Arastirdigimiz diger bir nokta da mobilize olan kok hiicrelerde CD34™ hiicre
miktar1 ile ALDH" hiicre miktarlar1 arasinda nasil bir iliski olduguydu. K6k hiicreleri
topladigimiz giinler karsilastirildiginda kok hiicrelerin belirlenmesinde bugiin igin
standart belirte¢ kabul edilen CD34" hiicre miktar1 ile ALDH" hiicre miktarlar

arasinda giiclii bir korelasyon saptadik (p<0.001, r=0.983). Lioznov ve ark. (142)
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taze kemik iligi ve periferik kan 6rneklerinde ALDH+ hiicre sayisiyla CD34+ hiicre
sayistnin ¢ok iyi korele oldugunu gostermisler ve bu durumun SSC°ALDH™
hiicrelerin hemen tiimiinde ALDH ve CD34’iin birlikte eksprese edilmesine bagh
oldugunu ileri siirmiislerdir. Bizim ¢alismamizda da benzer bulgular saptanmis olup
ALDH"liginin kok hiicre mobilizasyonunu degerlendirmede kullamlabilecegini
gostermektedir.

Hess ve ark. (21) da gobek kordonundan elde ettikleri orneklerle yaptiklari
calisgmada ALDH" hiicrelerin igerdigi progenitdr hiicre miktarinin CD34" hiicrelerin
icerdigine benzer miktarda oldugunu gosterdiler.

Bulgularimiz ALDH" hiicre miktarinin 4,5,6. giinler i¢in CD34" hiicre
miktarindan fazla oldugunu ve bu da periferik kana CD34" onciil kok hiicrelerin de
mobilize oldugunu géstermistir. Yani CD34" hiicrelerin hemen hepsi ALDH" olup
ilaveten ALDH" CD34  bir hiicre grubu da mevcuttur. ALDH" CD34" hiicreler kok
hiicrelerin mobilize oldugu tiim giinlerde pozitif bulunmustur. Ayrica caligmamizda
gosterdik ki periferik kanda CD34" hiicre miktar1 artikga ALDH" hiicre miktar1 da
artmaktadir (p<0.001).

Periferik kandaki CD34" hiicre miktar1 ile toplanan iiriindeki CD34" hiicre
miktar1 arasinda 6nemli derecede korelasyon mevcuttu (p<0.001). Aym sekilde
periferik kandaki ALDH+ hiicre sayis1 arasinda da oOnemli korelasyon vardi
(p<0.001). Dolayisiyla periferik kandaki CD34" hiicre miktar1 gibi ALDH+ hiicre
miktar1 bize ne kadar ALDH+ hiicre toplanacagi konusunda bilgi vermektedir.

Periferik kandaki CD34" hiicre miktarinin genellikle 10/ul’nin iizerinde (8-
20/ul) olmast kok hiicre toplamaya baslama zamam icin kriter olarak kabul
edilmektedir (28). Bizim caligmamizda kok hiicre toplamada bu kritere uyuldu.
ALDH i¢in boyle bir kriter konulabilir mi sorusunun yanit1 calismamiza gore CD34
kriterinin de ALDH ig¢in kullanilabilecegidir. Clinkii CD34" hiicre miktar1 ile ALDH"
hiicre miktar1 korele idi ve diizeyleri arasindaki fark ALDH lehine ortalama %3 daha
fazla idi. Dolayisiyla ALDH 10/ul kok hiicre toplama i¢in baslama zamani olarak
kabul edilebilir.

Hematopoetik  kok  hiicreleri  sadece yiizey fenotipine bakarak
degerlendirmenin baz1 dezavantajlar1 vardir. Hiicre yiizey fenotipi tiirler ve kok hiicre

kaynagma gore degisebilir. Hiicre siklusu ilerlemesi, kiiltiir ve transplantasyon
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islemleri sirasinda degisime ugrayabilir. Azalmis fonksiyonel aktiviteye ragmen sabit
kalmaya devam eder. Doniisiimlii kok hiicre ya da progenitdr fonksiyon gosteren
hiicreleri dislayabilir (21).

Dondurma ve c¢ozme tiirii iglemler sirasinda membran hasarina ugrayan
hiicreler ALDH reaksiyonuna ait iiriinii kaybeder ve sonugta tiim ALDH" hiicreler
saptanamayabilir. Bu durum bir dezavantaj gibi goriinse de aymi zamanda ALDH
aktivitesine gore degerlendirilen hiicrelerin membran biitiinliigii korunmus hiicreler
oldugu anlamina gelir (122). ALDH 6lii hiicreleri boyamadigi i¢in dondurulup
coziilen kok hiicreleri verirken canlilik boyasi olan 7-aminoaktinomisin D (7-AAD)
ilave etmeden kullanim saglar.

Biz de ¢alismamizda hiicre yiizey belirteci olan CD34" hiicre bakmakla
ALDH" hiicre bakmammn laboratuar yontemi olarak zor ve kolay taraflarini
karsilastirdik. ALDH™liginin daha 6nciil hiicreleri ayirt etmesi literatiirde (6-9) de
bildirilen bir avantaj olarak goriilmekle birlikte ¢6ziinme islemi sonras1 CD34’ten
daha az stabil olmasi nedeniyle kisa siirede analiz gerektirmesi dezavantaj olarak
degerlendirildi. Ayrica monositler ALDH" popiilasyonu etkilediginden analizin
monositleri ayirarak yapilmasi gerekmektedir (17). Monositler diger I6kositlerden
daha fazla ALDH aktivitesine sahiptir bu nedenle ALDH reaksiyonu 6ncesi CD14
antikoru ile monositlerin boyanmas1 ALDH" popiilasyonun daha iyi ayirt edilmesini
saglar ya da CD45/SSC grafiginde monositlerin kapi alinarak analiz sirasinda
diglanmas1 gerekmektedir (122). Biz calismamizda CD45, CD34, ALDH’y1
boyamada kullandik ve ardisik kapilar alirken CD45/SSC grafiginde monositleri kap1
alarak analiz dis1 biraktik.

Arastirdigimiz bir diger nokta da nétrofil ve trombosit engrafmanini tahmin
etmede CD34" hiicre miktarinin m1 yoksa ALDH™ hiicre miktarinin m1 daha yararli
olduguydu. Otolog ve allogeneik nakil yapilan tiim hastalar icin bakildiginda
kilogram bagina verilen toplam CD34" ve ALDH" hiicre miktar1 ile nétrofil
engrafman zamani arasinda anlamhi iligki saptanmadi. Kilogram basina verilen
toplam CD34 ve ALDH miktari ile trombosit engrafman zamani arasinda ise anlaml
negatif iliski mevcuttu.

Hastalar sadece otolog nakil yapilan grup olarak incelendiginde kilogram

basina verilen toplam CD34" ve ALDH" hiicre miktarlar ile notrofil ve trombosit
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engrafman zamanm arasinda anlamli iligki saptanmadi. Tiim hastalar birlikte
degerlendirildiginde trombosit engrafmani ile olan negatif iligkinin sadece otolog
nakil yapilan hastalar olarak bakildiginda gozlenmemesi olgu sayisinin daha az
olmasiyla iligkili olabilir. Zaten tiim hastalar incelendiginde gozlenen negatif iliski de
kuvvetli bir iliski degildi. Iliskiyi inceledigimizde CD34"* veya ALDH" hiicrenin belli
miktardan fazla olmasi1 engrafman siiresini degistirmiyordu. Engrafman ile CD34" ya
da ALDH" hiicre miktar iligskisi ayrintih arastirildiginda ise iliski bagska yonden
gozlenebiliyordu. Bulgularimiza gére CD34" hiicre miktar 5.63x10° dan fazla
oldugunda engrafman siiresi degismiyordu.

Bazi c¢alismalarda (123,124) iiriindeki CD34" hiicre miktariin otolog
periferik kok hiicre nakli sonras1 engrafmana kadar gecen zamam tahmin etmede
yararh oldugu gosterilmistir. Fallon ve ark. (23) ALDH" hiicreler ilkel hematopoetik
hiicrelerin fenotipik ve fonksiyonel 6zelliklerine sahip olduguna gore sayilar1 otolog
transplantasyon sonrasi engrafman hakkinda bilgi verebilir mi sorusuna yanit
aradilar. Bu amagla otolog kok hiicre nakli yapilan 21 kanser hastasinda kilogram
basina verilen ALDH', canli CD34%, CD34'ALDH, ALDH'CD34" ve
ALDH'CD34" hiicre sayilarim degerlendirdiler. Kilogram basina verilen ALDH" ve
ALDH'CD34" hiicre miktarlar1 >5x10° olan hastalarda 11.giin nétrofil ve 20.giin
trombosit engrafmani goézlendi. Bu miktar <2x10° oldugunda hastalarm yaklasik
yarisinda trombosit engrafmaninda gecikme oldu. Nakil oncesi taze olarak elde
edilmis lokoferez 6rneklerinde bakilan CD34" hiicre sayistyla notrofil ve trombosit
engrafmani arasinda korelasyon gozlenmedi. CD34"ALDH hiicreler, taze CD34" ve
ALDH'CD34 hiicreler engrafmanla korele degildi ya da zayif korelasyon gosterdi.
Dondurulup saklanmis 16koferez drneklerindeki ALDH™ hiicrelerin viabilitesi CD34"
hiicrelerinkinden daha fazlaydi (p<0.001). Ancak su ana kadar arastirilan hem otolog
hem allogeneik nakil hasta sayilar1 sinirli oldugundan daha genis prospektif
caligmalara ihtiya¢ vardir.

Tiim serilerde engrafman saglanmasi i¢in gerekli olan minimum CD34"
hiicre sayis1 heniiz bilinmemektedir. Ciinkii bu say1r kok ve progenitor hiicre alt
gruplarina gore degiskenlik gosterebilir. Fakat kilogram basina 5-10 milyon CD34"
hiicre verilmesinin mutlak notrofil sayisi ve trombositlerde hizli iyilesme sagladigi

ve engrafman yetmezIligi riskinin ¢ok diisiik oldugu bilinmektedir. Hastalara en az
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2x10°kg CD34" hiicre verilmesi hedeflenmelidir ancak spesifik olgularda daha
diisiik sayilar kabul edilebilir (125).

Hizli ve kalici engrafman igin verilmesi gereken minimum CD34" hiicre
dozunu tanimlamak gii¢ olsa da 4-5x10° CD34" hiicre/kilogram iceren iiriiniin bunu
sagladig gosterilmistir. Kok hiicre dozunu bu miktarin iizerine ¢ikarmak ise sonugta
dramatik bir diizelme saglamamaktadir (126-128).

CD34" hiicre miktariyla transplantasyon sonuglari arasinda iligki oldugu ilk
kez Bensinger ve ark. (129) tarafindan vurgulanmistir. Zaucha ve ark. (130)
yaptiklar1 retrospektif ¢alismada artmis CD34" hiicre miktarimin daha hizli
engrafmanla iligkili oldugunu buldular. Fakat bu iligkinin biyolojik 6nemini kisitl
olarak degerlendirdiler. Ciinkii >12x106/kg ve 4—8x106/kg CD34" hiicre miktarlari
icin notrofil engrafman siireleri arasinda sadece 1 giin fark saptadilar. Trombosit
engrafman siireleri arasinda ise fark bulamadilar. Bu bulgular Gianni ve ark.
(131)’nin  belli bir degerden daha fazla progenitér hiicre vermenin notrofil
iyilesmesini hizlandirmadigin1 gosteren ¢alismasi ile uyumluydu.

Calismamizda notrofil ve trombosit engrafman siiresi tizerine kilogram basina
verilen CD34" ve ALDH" hiicre miktarlarinin etkisini karsilastirdik. Otolog ve
allogeneik kok hiicre nakli yapilan hastalar birlikte degerlendirildiginde kilogram
bagina verilen CD34" hiicre miktar1 ortalama 6.58 + 4.31x10° ve ALDH" hiicre
miktar1 ortalama 7.90 + 8.18x10° otolog nakil yapilan hastalar tek basma
degerlendirildiginde kilogram basina verilen CD34" hiicre miktar1 ortalama 7.22 +
4.47x10° ve ALDH* hiicre miktar ortalama 8.72 + 8.93x10° idi. Korelasyon grafigi
incelendiginde verilen CD34" hiicre miktar kg basma 5.63x10° dan fazla oldugunda
ve ALDH" hiicre miktar1 6.58x10° dan fazla oldugunda nétrofil engrafman siiresinin
degismedigi gozlendi. Trombosit engrafman siiresi ise verilen CD34" hiicre miktar
kg basina 5.42x10° dan fazla oldugunda ve ALDH" hiicre miktar1 7.9x10% dan fazla
oldugunda degismiyordu. Bu bulgumuz yukarida belirtilen yazarlarin ¢alismalariyla
uyumlu idi. Engrafman yetmezligi olan hastamiz olmadigi i¢cin en az verilmesi
gereken miktarlar konusunda yorum yapamiyoruz. Zaten bu konu calismamizin
amaclari arasinda yer almiyordu.

Bazi yazarlar (132,133) periferik kok hiicre toplamaya baslamak i¢in en iyi

zaman olarak kemoterapiye bagli nétropeni sonrasi beyaz kiire sayisinin >1000/ul
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oldugu donemi ileri siirse de diger yazarlarca (134,135) 3000/ul ya da 10000/ul gibi
daha yiiksek degerlerin toplama zamanin1 daha dogru belirleyebilecegi de ifade
edilmistir. Bu farkliliklar igin kesin bir agiklama mevcut degildir. Biz de
kemoterapi+G-CSF hastalarimizda BK>1000 oldugunda periferik kandaki CD34"
hiicre miktarim1 >10/ul oldugunda bulduk. Sadece G-CSF uygulandiginda ise
4.giinde periferik kanda CD34 baktik ve >10/ul ise kok hiicre toplamaya bagslandi.

Baz1 merkezler periferik kok hiicre toplamaya beyaz kiire sayis1 belirli bir
diizeye ulastiginda baslasa da beyaz kiire sayilari ve toplanan CD34" hiicre miktari
arasindaki iliski zayiftir (132-134). Periferik kan ve aferez iiriiniindeki CD34" hiicre
sayis1 arasinda ise yakin iliski mevcuttur (135,136). Periferik kan ve tiriindeki CD34
arasinda korelasyonun iyi olmadig1 ¢aligmalardaki hasta sayisi genellikle azdir ve
CD34 standardizasyonu oncesi yapilmis ¢calismalardir (141).

Calismamizda 1.giin periferik kanda bakilan beyaz kiire sayisi toplanan
CD34" ve ALDH" hiicre miktarlariyla (hasta/kilogram olarak) zayif yonde negatif
iliskili bulundu. Uriindeki beyaz kiire sayisiyla toplanan CD34* ve ALDH" hiicre
miktarlan arasinda iligki saptanmadi. Diger giinler icin hem periferik kan hem de
tiriinde bakilan beyaz kiire sayisiyla iliski mevcut degildi. Literatiirde belirtilen
periferik kan ve aferez iiriiniindeki CD34" hiicre sayis1 arasinda yakin iliski bizim
calismamizda da gozlendi.

Sonug¢ olarak c¢alismamiz hematopoetik kok hiicrelerinin belirlenmesinde
ALDH ekspresyonunun CD34 yerine kullanilabilecek yararli bir belirteg

olabilecegini desteklemistir.
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6. SONUCLAR

ALDH ekspresyonunun CD34 bakmaya alternatif olabilirligini ve
ALDH" hiicre miktartyla notrofil ve trombosit engrafmani arasindaki iliskiyi

arastirdigimiz bu calismaya 37 hasta alindi.

. Tim hastalar degerlendirildiginde; periferik kanda mikrolitredeki CD34"

hiicre miktar1 2.glinde 1.glinden fazlaydi (p<0.05).

Periferik kanda mikrolitredeki ALDH" hiicre miktarlar1 icin giinler arasinda
fark saptanmadi (p>0.05).

Periferik kanda 1.giin ortalama ALDH" hiicre 52.49+66.54/ul, CD34" hiicre
45.94£55.3/ul; 2.giin ALDH" hiicre 67.02+107.25/ul, CD34" hiicre
64.18+109.53; iigiincii giin ALDH" hiicre 59.41£67.9/ul, CD34" hiicre
42.12+44.29/ul idi.

Periferik kandaki ALDH"CD34 hiicre 1.giin ortalama 6.59/ul, 2.giin 2.84/ul,
3.glin 17.29/ul idi.

. Periferik kanda birinci giin %12.5, ikinci giin %4, ligiincii giin %29 ALDH"

hiicre CD34" hiicreye gore daha fazla oldugu halde toplanan iiriin analiz
edildiginde ALDH™ hiicre birinci giin %3, ikinci giin %6, iiciincii giin %11
daha fazla saptandi.

Uriin 6rneklerinde mikrolitredeki CD34* ve ALDH" hiicre miktar1 2.giinde
1.glinden fazlaydi (p<0.05).

Toplanan iiriinde kilogram basina elde edilen CD34 miktar1 2.giinde 1.giinden
daha fazlaydi (p<0.05).

Toplanan iiriinde kilogram basina elde edilen ALDH miktar1 icin giinler
arasinda fark saptanmadi (p>0.05).

Notrofil engrafman siiresi 11.12 + 4.15 giin, trombosit engrafman siiresi
11.31 +4.82 giin idi.

Kilogram basina verilen toplam CD34 ve ALDH miktar1 ile nétrofil
engrafman siiresi arasinda anlaml iligki saptanmadi (p>0.05).

Kilogram basina verilen toplam CD34 ve ALDH miktar1 ile trombosit

engrafman siiresi arasinda negatif iliski mevcuttu (p<0.05).
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Hastalara verilen CD34* hiicre miktar1 kg basma 5.63x10%dan fazla
oldugunda ve ALDH" hiicre miktar1 6.58x10%dan fazla oldugunda nétrofil
engrafman siiresinin degismedigi gozlendi. Trombosit engrafman siiresi ise
verilen CD34" hiicre miktar1 kg basmna 5.42x10°dan fazla oldugunda ve
ALDH" hiicre miktar1 7.90x10° dan fazla oldugunda degismiyordu.

Hastalara infiize edilen kilogram basina toplam CD34 miktar1 ile toplam
ALDH miktar1 arasinda pozitif yonde kuvvetli iliski mevcuttu (p<0.001).
Toplama isleminin 1,2 ve 3. periferik kan ve iiriin orneklerinde bakilan
CD34" ve ALDH" hiicre miktar1 arasinda kuvvetli bir dogrusal iliski saptandi
(p<0.001).

Toplama isleminin 1, 2 ve 3.giiniinde elde edilen kilogram basina CD34+ ve
ALDH+ hiicre miktar1 arasinda kuvvetli bir dogrusal iliski mevcuttu
(p<0.001).

Sadece otolog kok hiicre nakli yapilan hastalar degerlendirildiginde; nétrofil
engrafman siiresi 9.51 + 1.50 giin ve trombosit engrafman siiresi 9.55 + 1.42
giin idi.

Periferik kan Orneklerinde mikrolitredeki CD34"  hiicre miktar1 2.giinde
fazlaydi (p<0.05).

Periferik kan orneklerindeki ALDH" hiicre miktar1 i¢in giinler arasinda fark
saptanmadi (p>0.05).

Uriin 6rneklerindeki CD34" ve ALDH" hiicre miktarlari igin 1,2 ve 3.giinler
arasinda fark saptanmadi (p>0.05).

Toplanan iiriinde kilogram basina elde edilen CD34 ve ALDH miktar
giinlere gore karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark saptanmadi (p>0.05).
Kilogram bagsina verilen toplam CD34 ve ALDH miktar1 ile nétrofil ve
trombosit engrafman siiresi arasinda iliski saptanmadi (p>0.05).

Kilogram basina verilen toplam CD34 miktan ile toplam ALDH miktari
arasindaki pozitif yonde kuvvetli iliski mevcuttu (p<0.001).

Verilen CD34" hiicre miktar1 kg basina 5.40x10%dan fazla oldugunda ve
ALDH* hiicre miktar1 6.53x10°dan fazla oldugunda nétrofil engrafman

siiresinin degismedigi gozlendi. Trombosit engrafman siiresi ise verilen
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CD34" hiicre miktar1 kg basina 7.22x10%dan fazla oldugunda ve ALDH*
hiicre miktar1 8.72x10° dan fazla oldugunda degismiyordu.

Otolog kok hiicre nakli yapilan hastalar G-CSF (grup 1) ve siklofosfamid+G-
CSF (grup 2) ile mobilizasyon yapilanlar olarak degerlendirldiginde; notrofil
engrafman siiresi grup 1’de 9.90 + 2.11 giin ve grup 2’de 9.25 + 0.85 giin,
trombosit engrafman siiresi grup 1’de 9.54 £+ 1.69 giin ve grup 2°de 9.56 +
1.26 giin olup 2 grupta birbirinden farkli degildi (p>0.05).

25. Her iki grup i¢in kilogram basina verilen toplam CD34 ve ALDH miktari ile

26.

notrofil ve trombosit engrafman siiresi arasinda iliski saptanmadi (p>0.05).
Her iki grup icin kilogram basina verilen toplam CD34 miktar ile toplam

ALDH miktar1 arasindaki pozitif yonde kuvvetli iligki saptandi (p=0.003).



67

7. KAYNAKLAR

. Barge RMY, Brouwer RE, Beersma RFC, Starrenburg CW]J,
Zwinderman AH, Hale G, Waldmann H, Den Ottolander GJ,
Falkenburg JHF, Williemze R, Fibbe WE. Comparison of allogeneic
T-cell depleted peripheral blood stem cell and bone marrow
transplantation: Effect on stem cell source on short and long term

outcome. Bone Marrow Transplant. 2001; 27: 1053-8.

. Erich M, Leiler C, Lang P, Schilbach K, Schumm M, Bader P, Greil J,
Klingebiel T, Handgretinger R, Niethammer D, Sciegel PG. A
prospective comparison of immune reconstitution in pediatric
recipients of positively selected CD34" peripheral blood stem cells
from unrelated donors vs recipients of unmanipulated bone marrow

from related donors. Bone Marrow Transplant. 2003; 32: 379-90.

. Stewart DA, Guo D, Luider J, Auer I, Klassen J, Ching E, Morris D,
Chaudry A, Brown C, Russel JA. Factors predicting engrafment of
autologous blood stem cells: CD34+ subsets inferior to the total

CD34+ cell dose. Bone Marrow Transplant. 1999; 23: 1237-43.

. Henon PR, Liang H, Beck-Wirth G, Eisenmann JC, Lepers M, Wunder
E, Kandel G. Comparison of hematopoetic and immune recovery after
autologous bone marrow or blood stem cell transplants. Bone Marrow

Transplant. 1992; 9: 285-91.

. Siena S, Bregni M, Di Nicola M, Ravagani F, Peccatori F, Gandola L,
Lombardi F, Tarella C, Bonadonna G, Gianni AM. Durability of
hematopoiesis  following autografting with peripheral blood

hematopoietic progenitors. Ann Oncol. 1994; 5: 935-41.

. To LB, Haylock DN, Simmons PJ, Juttner CA. The biology and

clinical uses of blood stem cells. Blood. 1997; 89: 2233-58.

. Mohle R, Murea S, Pforsich M, Witt B, Haas R. Estimation of the

progenitor cell yield in a leukapheresis product by previous



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

68

measurement of CD34+ cells in the peripheral blood. Vox Sang. 1996;
71: 90-6.

Monacada V, Bolan C, Yau Y, Leitman S. Analysis of PBPC yields
during large volume leukapheresis of subjects with a poor mobilization

response to filgrastim. Transfusion. 2003; 43: 495-501.

Osawa M, Hanada K, Hamada H, Nakuchi H. Long-term
lymphohematopoietic reconstitution by a single CD34-low/negative

hematopoietic stem cell. Science. 1996; 273:242-5.

Bhatia M, Bonnet D, Murdoch B, Gan OI, Dick JE. A newly
discovered class of human hematopoietic cells with SCID repopulating

activity. Nat Med. 1998; 4: 1038-45.

Hess DA, Karanu FN, Levac K, Gallacher L, Bhatia M. Coculture and
transplant of purified CD34(+)Lin(-) and CD34(-)Lin(-) cells reveals

functional interaction between repopulating hematopoietic stem cells.

Leukemia. 2003;17: 1613-25.

Dorrel C, Gan OI, Pereira DS, Hawley RG, Dick JE. Expansion of
human cord blood CD34(+)CD38(-) cells in ex vivo culture during
retroviral transduction without a corresponding increase in SCID
repoulating cell (SRC) frequency: dissociation of SRC phenotype and
function. Blood. 2000; 95: 102-10.

Cai J, Weiss ML, Rao MS. In search of stemness. Exp Hematol. 2004;
32:585-98.

Jones R, Barber J, Vala M, M Collector , S Kaufmann. Assessment of
aldehyde dehydrogenase in viable cells. Blood. 1995; 85: 2742-46.

Kastan MB, Schlaffer E, Russo JE, Colvin OM, Civin CI, Hilton J.
Direct demonstration of elevated aldehyde dehydrogenase in human

hematopoietic progenitor cells. Blood. 1990; 75: 1947-50.

Kohn FR, Sladek NE. Aldehydrogenase activity as the basis for the
relative insensitivity of murine pluripotent hematopoietic stem cells to

oxazaphosphorins. Biochemist Pharmacol. 1985; 34: 3465-71.



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

69

Neiderreither K, Subbarayan V, Dolle P, Chambon P. Embryonic
retinoic acid synthesis is essential for early mouse post-implantation

development. Nat Genet. 1999; 21: 444-8.

Sahovic E, Colvin M, Hilton J, Ogawa M. Role for aldehyde
dehydrogenase in survival of progenitors for murine blast cell colonies
after treatment with 4-hydroxyperoxycyclophosphamide in vitro.

Cancer Res. 1988; 48: 1223-6.

Knudsen LM, Gaarsdal E, Jensen L, Nikolaisen K, Johnsen HE.
Evaluation of mobilized CD34+ cell counts to guide timing and yield
of large scale collection by leukapheresis. J Hematother. 1998; 7: 45-
52.

Lasky LA. Sialomucin ligands for selectins: a new familiy of cell

adhesion molecules. Princess Takamatsu Symp. 1994; 24: 81-90.

Hess DA, Meyerrose TE, Wirthin L, Craft TP, Herrbrich PE, Creer
MH, Nolta JA. Functional characterization of highly purified human
hematopoietic repopulating cells isolated according to aldehyde

dehydrogenase activity. Blood. 2004; 104: 1648-55.

Storms RW, Green PD, Saford KM, Niedzwiecki D, Cogle CR, Colvin
OM, Chao NJ, Rice HE, Smith CA. Distinct hematopoietic progenitor
compartments are delinated by the expression of aldehyde

dehydrogenase and CD34. Blood. 2005; 106: 95-102.

Fallon P, Gentry T, Balber AE, Boulware D, Janssen WE, Smilee R,
Storms RW, Smith C. Mobilized peripheral blood SSC'° ALDH™ cells
have the phenotypic and functional properties of primitive
haematopoietic cells and their number correlates with engraftment
following autologous transplantation. Br J Haematol. 2003; 122: 99-
108.

Danchakoff V. Origin of the blood cells. Anat Rec. 1916; 10: 397.

Gunsiulus E, Gastl G, Petzer AL. Hematopoietic stem cells. Biomed

Pharmacother. 2001; 55: 186-94.



26.

27.

28.

29

30.

31.

32.

33.

34.

35.

70

Till JE, McCulloch CE. A direct measurement of radiation sensitivity

of normal mouse bone marrow cells. Radiat Res. 1961; 14: 213.

Pluznik DH, Sachs L. The cloning of normal ‘‘mast’’ cells in tissue

culture. J Cell Physiol. 1965; 66: 319.

Bradley TR, Metcalf D. The growth of mouse bone marrow cells in

vitro. Aust J Exp Biol Med Sci. 1966; 44: 287.

. Civin CI, Strauss LC, Fackler MC, Trischmann TM, Wiley JM, Loken

MR. Positive stem cell selection-Basic science. Prog Clin Biol Res.

1990; 333: 387.

Mathews W, Jordan CT, Wiegand GW, Pardoll D, Lemischka IR. A
receptor tyrosine kinase specific to hemapoietic stem and progenitor

cell-enriched populations. Cell. 1991; 65: 1143.

Akashi K, Traver D, Miyamoto T, Weissman IL. A clonogenic common
myeloid progenitor that gives rise to all myeloid lineages. Nature.

2000; 404: 193.

Kondo M, Weissman IL, Akashi K. Identification of clonogenic
common lymphoid progenitors in Mouse bone marrow. Cell. 1997; 91:

661.

Kansu E. 4.Ulusal Kemik Iligi Transplantasyonu ve Kok Hiicre
Tedavileri Kongresi Konugma Metinleri. 1-4 Mart 2007; Karinna Otel
Uludag, Bursa.

Abkowitz JL, Catlin SN, McCallie MT, Guttorp P. Evidence that the
number of hematopoietic stem cells per animal is conserved in

mammals. Blood. 2002; 100: 2665.

Guenechea GE, Gan OI, Dorrell C, Dick JE. Distinct classes of stem
cells that differs in proliferative and self-renewal potential. Nat

Immunol. 2001; 2: 75.



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

71

Mazurier F, Doedens M, Gan OI, Dick JE. Rapid myeloerythroid
repopulation after intrafemoral transplantation of NOD-SCID mice

reveals a new class of human stem cells. Nat Med 2003; 9: 959.

Cao YA, Wagers AJ, Beilkack A, Dusich J, Bachmann MH, Negrin
RS, Weissman IL, Contag CH. Shifting foci of hematopoiesis during
reconstitution from single stem cells. Proc Natl Acad Sci USA. 2004;
101: 221.

Ozmen S, Findikgioglu F, Siemionow M. Kok Hiicreler. Tiirk Plast
Rekonstr Est Cer Derg. 2006; 3: 187-96.

Bensinger WI, Weaver CH, Appelbaum FR, Torok-Storb B, Storb R,
Buckner CD. Transplantation of allogeneic peripheral blood stem cells
mobilized by recombinant human granulocyte colony stimulating

factor. Blood. 1995; 85; 1655.

Storek J, Gooley T, Siadak M, Bensinger WI, Maloney DG, Chauncey
TR, Flowers M, Sullivan KM, Witherspoon RP, Rowley SD, Hansen
JA, Storb R, Appelbaum FR. Allogeneic peripheral stem cell
transplantation may be associated with a high risk of graft versus host

disease. Blood. 1997; 90: 4705.

Siena S, Bregni M, Brando B, Ravagnani F, Bonadonna G, Gianni
AM. Circulation of CD34+ hematopoietic progenitor cells in the
peripheral blood of high dose cyclophosphamide treated patients.
Blood. 1989; 74: 1905.

Liles WC, Broxmeyer HE, Rodger E, Wood B, Hiibel K, Cooper S,
Hangoc G, Bridger GJ, Henson GW, Calandra G, Dale DC.

Mobilization of hematopoietic progenitor cells in healthy volunteers by

AMD3100, a CXCR4 antagonist. Blood. 2003; 102: 2728.

Gunsiulus E, Gastl G, Petzer AL. Hematopoietic stem cells. Biomed

Pharmacother. 2001; 55: 186-94.



44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

72

McNiece IK, Stewart FM, Deacon DM, Temeles DS, Zsebo KM, Clark
SC, Quesenberry PJ. Detection of a human CFC with a high
proliferative potential. Blood 1989; 74: 609.

Runde V, de Witte T, Arnold R, Gratwohl A, Hermans J, van Biezen
A, Niederwieser D, Labopin M, Walter-Noel MP, Bacigalupo A,
Jacobsen N, Ljungman P, Carreras E, Kolb HJ, Aul C, Apperley J.
Bone marrow transplantation from HLA identical siblings as first line
treatment in patients with myelodysplastic syndromes: early

transplantation is associated with improved outcome. Bone Marrow

Transplant. 1998; 21: 255.

Osgood EE, Riddle MC, Mathew TJ. Aplastic anemia treated with
daily transfusions and intravenous marrow; a case report. Ann Intern

Med. 1939; 13: 357.

Lorenz E, Uphoff D, Reid TR, Shelton E. Modification of irradiation
injury in mice and guinea pigs by bone marrow injections. J Natl

Cancer Inst. 1951; 12: 157.

Thomas ED, Lochte HL, Lu WC, Ferrebee JW. Intravenous infusion of
bone marrow in patients receiving radiation and chemotherapy. N Engl

J Med. 1957; 257: 491.

Mathe G, Amie JL, Schwarzenberg L, Cattan A, Schneider M, Devries
MIJ, Tubiana M, Lalanne C, Binet JL, Papiernik M, Seman G,
Matsukura M, Mery AM, Schwarzmann V, Flaisler A. Successful
allogeneic bone marrow transplantation in man: chimerism, induced

specific tolerance and possible anti-leukemic effects. Blood.1965; 25:

179.

Gatti RA, Meuwissen HJ, Allen HD, Hong R, Good RA.
Immunulogical  reconstitution  of  sex-linked  lymphopenic

immunological deficiency. Lancet. 1968; 2: 1366.



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

38.

59.

60.

73

Bach FH, Albertini RJ, Joo P, Anderson JL, Bortin MM. Bone marrow
transplantation in a patient with the Wiskott-Aldrich syndrome. Lancet.

1968; 2:1 364.

O’Reilly RJ, Dupont B, Pahwa S, Grimes E, Smithwick EM, Pahwa R,
Schwartz S, Hansen JA, Siegal FP, Sorell M, SvejgaardA, Jersild C,
Thomsen M, Platz P, L’Esperance P, Good RA. Reconstitution in
severe combined immunodeficiency by transplantation of marrow from

an unrelated donor. N Engl J Med. 1977; 297: 1311.

Hansen JA, Clift RA, Thomas ED, Buckner CD, Storb R, Giblett ER.
Transplantation of marrow from an unrelated donor to a patient with

acute leukemia. N engl J Med. 1980; 303: 565.

Negrin RS, Blume KG. Principles of hematopoietic stem cell
transplantation. In: Lichtman MA, Beutler E, Kipps TJ, Seligsohn U,
Kaushansky K, Prchal JT,editors. Williams Hematology.New York:
Mc Graw Hill; 2008. p.303-304.

Cottler-Fox MH, Lapidot T, Petit I ve ark. Stem cell mobilization.
Hematology. 2003; 419-37.

Cagirgan S. 1.Ulusal Hemaferez Kongresi Kitabi, 9-10 Ekim 2003,
Cevahir Otel, Istanbul.

Rock G, Chin-Yee I, Cantin G, Giulivi A, Gluck S, Keating A, Keeny
M, Klassen J, Sutherland R. Quality assurance of progenitor cell

content of apheresis products. Transfusion Med. 2000; 10: 67-75.

Richman CM, Weiner RS, Yankee RA. Increase in circulating stem

cells following chemotherapy in man. Blood. 1976; 47: 1031.

Krause DS, Mechanic SA, Synder EL. Mobilization and collection of
peripheral blood progenitor cells. In: Apheresis: Principles and
Practice. Mc Leod BC, Price TH, Drew MJ, editors. AAAB Press,
Bethesda, 1997. p. 443-51.

To LB, Sheppard KM, Haylock DN. Single high doses of

cyclophosphamide enable the collection of high numbers of



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

74

hematopoietic stem cells from the peripheral blood. Exp Hematol.

1989; 18: 442-7.

Kotasek DD, Sheppard KM, Sager RE. Factors affecting blood stem
cell collections following high dose cyclophosphamide mobilization in

lymphoma, myeloma and solid tumours. Bone Marrow Transplant.

1992;9: 11-8.

Dreger P, Gluckman E, Schmitz N. Source of hematopoietic stem cells.
In: Blood and Marrow Transplantation, The EBMT Handbook.
Apperey JF, Gluckman E, Grathwol A, editor. 2000. p.69-90.

Korbling M. Mobilization regimens for harvesting autologous and
allogeneic peripheral blood stem cells. In Clinical Bone Marrow and
Blood Stem Cell Transplantation. Atkinson K, editors. 2nd ed.
Cambridge University Press, 2000.p.1127-46.

Beelen DW, Ottinger H, Kolbe K, Ponisch W, Sayer HG, Knauf W,
Stockschlidder M, Scheid C, Schaefer UW. Filgrastim mobilization and
collection of allogeneic blood progenitor cells from adult family

donors: first interim report of a prospective German multicenter study.

Ann Hematol. 2002; 81: 701-9.

Anderlini P, Przepiorka D, Seong D, Miller P, Sundberg J, Lichtiger B,
Norfleet F, Chan KW, Champlin R, Korbling M. Clinical toxicity and
laboratory effects of granulocyte colony stimulating factor (filgrastim)
mobilization and blood stem cell apheresisfrom normal donors and

analysis of charges for procedures. Transfusion. 1996; 36:590-5.

Becker PS, Wagle M, Matous S, Swanson RS, Pihan G, Lowry PA,
Stewart FM, Heard SO. Spontaneous splenic rupture following
administration of granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF):
occurrence in an allogeneic donor of peripheral blood stem cells. Biol

Bone Marrow Transplant. 1997; 3: 45-9.

De Azevedo AM, Goldberg TD. Life-threatening capillary leak

syndrome after G-CSF mobilization and collection of peripheral blood



68.

69.

70.

71

72.

73.

74.

75

progenitor cells for allogeneic transplantation. Bone Marrow

Transplant. 2001; 28: 311-2.

Kessinger A, Sharp JG. The whys and hows of hematopoietic
progenitor and stem cell mobilization. Bone Marrow Transplant. 2003;

31:319-29.

Desikan KR, Barlogie B, Jagannath S, Vesole DH, Siegel D, Fassas A,
Munshi N, Singhal S, Mehta J, Tindle S, Nelson J, Bracy D, Mattox S,
Tricot G. Comparable engraftment kinetics following peripheral-blood stem-
cell infusion mobilized with granulocyte colony-stimulating factor with or

without cyclophosphamide in multiple myeloma. J Clin Oncol. 1998; 16:
1547-53.

Arslan O, Moog R. Mobilization of peripheral blood stem cells.
Transfus Apher Sci. 2007;37: 179-85.

. Schots R, Van Riet I, Damiaens S, Flament J, Lacor P, Staelens Y,

Steenssens L, van Camp B, De Waele M. The absolute number of
circulating CD34" cells predicts the number of hematopoietic stem
cells that can be predicted by apheresis. Bone Marrow Transplant.
1996; 17: 509-15.

Mohle R, Murea S, Pforsich M, Witt B, Hass R. Estimation of the
progenitor cell yield in a leukapheresis product by previous
measurement of CD34" cells in the peripheral blood. Vox Sang. 1996;
71: 90-6.

Ford C, Chan K, Reilly W, Peterson F. An evaluation of predictive
factors for CD34" cell harvest yields from patients mobilized with

chemotherapy and growth factors. Transfusion. 2003; 43: 622-5.

Schwella N, Beyer J, Schwaner I, Heuft HG, Rick O, Huhn D, Serke S,
Siegert W. Impact of preleukapheresis cell counts on collection results
and correlation of progenitor cell dose with engraftment after high dose

chemotherapy in patients with germ cell cancer. J Clin Oncol. 1996;

14: 1114-21.



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

76

Ford C, Chan K, Reilly W, Peterson F. An evaluation of predictive
factors for CD34" cell harvest yields from patients mobilized with

chemotherapy and growth factors. Transfusion. 2003; 43: 622-5.

Tricot G, Jagannath S, Vesole D, Nelson J, Tindle S, Miller L, Cheson
B, Crowley J, Barlogie B. Peripheral blood stem cell transplants for
multiple myeloma: identification of favorable variables for rapid

engraftment in 225 patients. Blood. 1995; 85: 588-96.

Brecher M, Sims L, Schmitz J, Shea T, Bentley S. North American
multicenter study on flow cytometry of CD34" hematopoietic stem

cells. J Hematotherapy. 1996; 5: 227-36.

O’Connell B, Ng Y, Rapaport A, Fassas A, Tricot G, Cuttler-Fox M.
Maximizing collection of human peripheral blood progenitor cells

while minimizing the number of aphereses. Blood. 1999; 94: 4749a.

Arat M. Engrafman, tanimi ve belirlenmesi, kimerizm tayini. Kan ve

Kemik [ligi Transplantasyon Kursu Kitab1. 17-18 Ocak 2004.

Sutherland DR, Watt SM, Dowden GK, Karhi K, Greaves MF, Smart
JE,. Structural and partial amino acid sequence analysis of the human

hematopoeitic progenitor cell antigen CD34. Leukemia. 1988; 2: 793-
803.

Giilbag Z. CD34+ hiicre analizi. Hematolojide Uygulamali Hiicre
Kiltiir Teknikleri Kurs Kitab1 1. 20-25 Ocak 2003, Trabzon.

Haas R, Witt B, Mohle R, Goldschmidt H, Hohaus S, Fruehauf S,
Wannenmacher M, Hunstein W. Sustained long-term hematopoiesis
after myeloablative therapy with peripheral blood progenitor cell

support. Blood. 1995; 85: 3754-61.

Sutherland DR, Keating A. The CD34 antigen: structure, biology and
potential clinical applications. J] Hematother. 1992; 1: 115-29.

Civin CI, Almeida-Porada G, Lee MJ, Olweus J, Terstappen LW,

Zanjani ED. Sustained, retransplantable, multilineage engrafmet of



85.

86.

87.

88.

89.

90.

77

highly purified adult human bone marrow stem cells in vivo. Blood.

1996; 88: 4102-9.

Siena S, Bregni M, Brando B, Belli N, Ravagnani F, Gandola L, Stem
AC, Lansdorp PM, Bonadonna G, Gianni AM. Flow cytometry for
clinical estimation of circulating hematopoietic progenitors for
autologous stem cell transplantation in cancer patients. Blood. 1991;

77: 400-9.

Weaver CH, Hazelton B, Birch R, Palmer P, Allen C, Schwartzberg L,
West W. An analysis of engraftment kinetics as a function of the CD34
content of peripheral blood progenitor cell collections in 692 patients

after the administration og myeloablative chemotherapy. Blood. 1995;

86: 3961-9.

Van der WE, Richel DJ, Holtkamp MJ, Slaper-Coretnbach IC, van der
Schoot CE, Dalesio O, Nooijen WJ, Schomagel JH, Rhodenhuis S.
Bone marrow recostitution after high dose chemotherapy and

autologous peripheral blood progenitor cell transplantation: effect of

graft size. Ann Oncol. 1994; 5: 795-802.

Olivieri A, Offidani M, Montanari M, Ciniero L, Cantori I, Ombrosi L,
Masia CM, Centurioni R, Mancini S, Brunori M, Leoni P. Factors
affecting hematopoietic recovery after high dose therapy and

autologous peripheral blood progenitor cell transplantation.

Haematologica. 1998; 83: 329-37.

Ketterer N, Salles G, Raba M, Espinouse D, Sonet A, Tremisi P,
Dumontet C, Moullet I, Eljaafari-Corbin A, Neidhardt-Berard EM,
Boafia F, Coiffier B. High CD34" cell counts decrease hematologic
toxicity of autologous peripheral blood progenitor cell transplantation.

Blood. 1998; 91: 3148-55.

Bensinger W, Appelbaum F, Rowley S, Storb R, Sanders J, Lilleby K,
Gooley T, Demirer T, Schiffman K, Weaver C. Factors that influence
collection and egraftment of autologous peripheral blood stem cells. J

Clin Oncol. 1995; 13: 2547-55.



91.

92.

93.

94.

95

96.

97.

98.

99.

78

Kessinger A, Armitage JO. The evolving role of autologous peripheral
blood stem cell transplantation following high dose therapy for

malignancies. Blood. 1989; 74: 211-3.

Marti G, Johnsen H, Sutherland R, Serke S. A convergence of methods
for a worldwide Standard for CD34+ cell enumeration. J Hematother.

1998; 7: 105-7.

Sovolat H. Multicentric determination of CD34+ cells. In: Wunder E,
Sovolat H, Henon PR, Serke S, editors. Hematopoietic stem cells: The

Mulhouse Manual. Alphamed Press: Dayton, OH, 1994, p 61-6.

Cristopherson KW, Hangoc G, Mantel CR, Broxmeyer HE. Modulaton
of hematopoietic stem cell homing and engraftment by CD26.

Science.2004; 305: 1000-3.

. Bhatia M, Wang JC, Kappa U, Bonnet D, Dick JE. Purification of

primitive human hematopoietic cells capable of repopulating immune

deficient mice. Proc Natl Acad Sci USA. 1997; 94: 5320-5.

Dao MA, Arevalo J, Nolta JA. Reversibility of CD34 expression on
human hematopoietic stem cells that retain the capacity for secondary

reconstitution. Blood. 2003; 101: 112-8.

Nakamura Y, Ando K, Chargui J, Kawada H, Sato T, Tsuji T, Hotta T,
Kato S. Ex vivo generation of CD34(+) cells from CD34(-)
hematopoietic cells. Blood. 1999; 94: 4053-9.

http://www.stemcell.com/technical/aldh.aspx (16/08/2008).

Hess DA, Wirthlin L, Craft TP, Herrbrich PE, Hohm SA, Lahey R,
Eades WC, Creer MH, Nolta JA. Selection based on CD133 and high
aldehyde dehyrogenase activity isolates long term reconstituting

human hematopoietic stem cells. Blood. 2006; 107: 2162-9.

100.Storms RW, Trujillo AP, Springer JB, Shah L, Colvin OM, Ludeman

SM, Smith C. Isolation of primitive human hematopoietic progenitors
on the basis of aldehyde dehydrogenase activity. Proc Natl Acad Sci
USA. 1999; 96: 9118-23.



79

101.Schuurhuis GJ, Muijen MM, Oberink JW, de Boer F, Ossenkoppele
GJ, Broxterman HJ. Large populations of non-clonogenic early
apoptotic CD34 positive cells are present in frozen-thawed peripheral

blood stem cell transplants. Bone Marrow Transplant. 2001; 27: 487-
98.

102.Goodell MA, Rozenweig M, Goodell HK, Marks DF, DeMaria M,
Paradis G, Grupp SA, Sieff CA, Mulligan RC, Johnson RP. Dye efflux
studies suggests the existence of CD34-negative/low hematopoietic

stem cells in multiple species. Nat Med. 1997; 3:1337-51.

103.Gallacher L, Murdoch B, Wu DM, Karanu FN, Keeney M, Bhatia M.
Isolation and characteization of human CD34(-)Lin(-) and
CD34(+)Lin(-) hematopoietic stem cells using cell surface markers

AC133 and CD7. Blood. 2000; 95: 2813-20.

104.Zambelli A, Poggi G, Da Prada G, Pedrazzoli P, Cuomo A, Miotti D,
Perotti C, Preti P, Robustelli della Cuna G. Clinical toxicity of
cryopreserved circulating progenitor cells infusion. Anticancer Res.

1998; 18: 4705-8.

105.Jones RJ, Zuehlsdorf M, Rowley SD, Hilton J, Santos GW,
Sensenbrenner LL, Colvin OM. Variability in 4-
hydroperoxycyclophosphamide activity during clinical purging for

autologous bone marrow transplantation. Blood. 1987; 70: 1490-4.

106.Russo J, Hilton J, Colvin O. The role of aldehyde dehydrogenase
isozymes in cellular resistance to the alkylating agent
cyclophosphamide. In: Enyzymology and Molecular Biology of
Carbonyl Metabolism. H.-Weiner & T. Flynn, editors. p.65. New York.

107.Colvin  O. Pharmacologic purging and bone marrow. In:
Hematopoietic Cell Transplantation. S.Forman, editor. p. 217-24.

Blackwell Science, Inc. Malden.

108.0’Reilly RJ. T cell depletion and allogeneic bone marrow

transplantation. Seminars In Hematol. 1992; 29: 20-6.



80

109.Champlin RE, Passweg JR, Zhang MIJ, Rowlings PA, Pelz CIJ,
Atkinson KA, Barrett AJ, Cahn JY, Drobyski WR, Gale RP, Goldman
IJM, Gratwohl A, Gordon-Smith EC, Henslee-Downey PJ, Herzig RH,
Klein JP, Marmont AM, O'Reilly RJ, Ringdén O, Slavin S, Sobocinski
KA, Speck B, Weiner RS, Horowitz MM. T cell depletion of bone
marrow transplants for leukemia from donors other than HLA-identical

siblings: advantage of T cell antibodies with narrow specifities. Blood.

2000; 95: 3996-4003.

110.Elwood NJ, Smith CA. Current status of retroviral vector mediated
gene transfer into hematopoietic stem cells. Leuk Lymph. 2001; 41: 1-
18.

111.Emerson S. Ex vivo expansion of hematopoietic precursors,
progenitos and stem cells: The next generation of cellular therapeutics.

Blood. 1996; 87: 3082-8.

112.Shi Q, Rafii S, Wu MH, Wijelath ES, Yu C, Ishida A, Fujita Y,
Kothari S, Mohle R, Sauvage LR, Moore MA, Storb RF, Hammond
WP. Evidence for circulating bone marrow derived endothelial cells.

Blood. 1998; 92: 362-7.

113.Lagasse E, Connors H, Al-Dhalimy M, Reitsma M, Dohse M,
Osborne L, Wang X, Finegold M, Weissman IL, Grompe M. Purified
hematopoietic stem cells can differantiate into hepatocytes in vivo. Nat

Med 2000; 6: 1229-34.

114.Reyes M, Lund T, Lenvik T, Aguiar D, Koodie L, Verfaillie CM.
Purification and ex vivo expansion of postnatal human marrow

mesodermal progenitor cells. Blood. 2001; 98: 2615-25.

115.Shih CC, Weng Y, Mamelak A, LeBon T, Hu MC, Forman SJ.
Identification of a candidate human neurohematopoetic stem cell

population. Blood. 2001; 98: 2412-22.

116.Armstrong L, Stojkovic M, Dimmick I, Ahmad S, Stojkovic P, Hole

N, Lako M. Phenotypic characterization of murine primitive



81

hematopoietic progenitor cells isolated on basis of aldehyde

dehydrogenase activity. Stem Cells. 2004; 22: 1142-51.

117.Pearce DJ, Bonnet D. The combined use of Hoechst efflux ability and
aldehyde dehydrogenase activity to identify murine and human

hematopoietic stem cells. Exp Hematol. 2007; 35: 1437-46.

118.Povsic TJ, Zavodni KL, Kelly FL, Zhu S, Goldschmidt-Clermont PJ,
Dong C, Peterson ED. Circulating progenitor cells can be reliably
identified on the basis of aldehyde dehydrogenase activity. J Am Col
Cardiol. 2007; 50: 2243-8.

119.Hildebrandt M, Schuler M, Rautenberg K, Gerecke C, Ludwig WD.
Aldeyhde dehydrogenase positive hematopoetic progenitor cells in
peripheral blood and progenitor cell apheresis products:

characterization and correlation with kinetics of engrafment. Blood.

2005; 106: 313 (Abstract).

120. Gangenahalli GU, Singh VK, Verma YK, Gupta P, Sharma RK, Chandra R,
Luthra PM. Hematopoietic stem cell antigen CD34: role in adhesion and

homing. Stem Cells Development. 2006;15: 305-13.

121.Fischmeister G, Gardner H. Granulocyte colony stimulating factor
versus granulocyte macrophage colony stimulating factor for collection
of peripheral blood progenitor cells from healthy donors. Curr Opin

Hematol. 2000;7: 150-5.

122.Gentry T, Deibert E, Foster SJ, Haley R, Kurtzberg J, Balber AE.
Isolation of early hematopoietic cells, including megakaryocyte
progenitors, in the ALDH bright cell population of cryopreserved
banked UC blood. Cytother. 2007; 9:596-606.

123.Bender JG, Williams LB, Schwarzberg LS. Defining a therapeutic
dose of peripheral blood stem cells. ] Hematother.1992; 1: 329-41.

124.Siena S, Schiavo R, Pedrazzoli P, Carlo-Stella C. Therapeutic
relevance of CD34 cell dose in blood stem cell transplantation for

cancer therapy. J Clin Oncol. 2000; 18: 1360-1377.



82

125.Serke S, Johnsen HE. A European reference protocol for quality
assessment and clinical validation of autologous haematopoietic blood

progenitor and stem cell. Bone Marrow Transpl. 2001;27: 463-70.

126.Shpall EJ, Champlin R, Glaspy JA. Effect of CD34+ peripheral blood
progenitor cell dose on hematopoietic recovery. Biol Blood Marrow

Transplant. 1998;8: 84-92.

127.Glaspy JA, Shpall EJ, LeMaistre CF, Briddell RA, Menchaca DM,
Turner SA, Lill M, Chap L, Jones R, Wiers MD, Sheridan WP,
McNiece IK. Peripheral blood progenitor cell mobilization using stem

cell factor in combination with filgrastim in breast cancer patients.

Blood. 1997;90: 2939-51.

128.Schulman KA, Birch R, Zhen B, Pania N, Weaver CH. Effect of
CD34+ cell dose on resource utilization in patients after high dose
chemotherapy with peripheral blood stem cell support. J Clin Oncol.
1999; 14: 1227-33.

129.Bensinger WI, Weaver CH, Appelbaum FR, Torok-Storb B, Storb R,
Buckner CD. Transplantation of allogeneic peripheral blood stem cells
mobilized by recombinant human granulocyte colony stimulating

factor. Blood. 1995; 85; 1655.

130.Zaucha JM, Gooley T, Bensinger WI, Heimfield S, Chauncey TR,
Zaucha R, Martin PJ, Flowers MED, Storek J, Georges G, Storb R,
Torok-Storb B. CD34 cell dose in granulocyte colony stimulating
factor mobilized peripheral blood mononuclear cell grafts affects
engrafment kinetics and development of extensive chronic graft versus
host disease after human antigen identical sibling transplantation.

Blood. 2001;98:.3221-7.

131.Gianni AM, Bregni M, Siena S, et al. Rapid and complete
hemopoietic reconstitution following combined transplantation of
autologous blood and bone marrow cells: a changing role for high dose

chemo-radiotherapy. Hematol Oncol. 1989;7: 139-48.



83

132.Gianni AM, Siena S, Bregni M, Tarella C, Stern AC, Pileri A,
Bonadonna G. Granulocyte macrophage colony stimulating factor to
harvest circulating haematopoietic stem cells for auototransplantation.

Lancet.1989; 580-5.

133.To LB, Shepperd M, Haylock DN, Dyson PG, Charles P, Thorp DL,
Dale BM, Dart GW, Roberts MM, Sage RE, Jutter CA. Single high
doses cyclophosphamide enable the collection of high numbers of

hemopoietic stem cells from the peripheral blood. Exp Hematol.

1990;18: 442-7.

134.Kotasek D, Shepherd KM, Sage RE, Dale BM, Norman JE, Charles P,
Gregg A, Pillow A, Bolton A. Factors affecting blood stem cell
collections following high dose cyclophosphamide mobilization in

lymphoma, myeloma and solid tumors. Bone Marrow Transplant.

1992;9: 11-7.

135.Bensinger W, Singer J, Appelbaum F, Lilleby K, Longin K, Rowley
S, CIlift R, Hansen J, Shields T, Storb R, Weaver C, Weiden P,
Buckner CD. Autologous transplantation with peripheral blood
mononuclear cells collected after administration of recombinant

granulocyte stimulating factor. Blood. 1993; 81: 3158-63.

136.Stewart AK, Imrie K, Keating A, Anania S, Nayar R, Sutherland DR.
Optimizing the CD34+ and CD34+Thy-1 stem cell content of

peripheral blood stem cell collections. Exp Hematol. 1995; 23: 1619-
27.

137.Elliot C, Samson DM, Armitage S, Lyttelton MP, McGuigan D,
Hargreaves R, Giles C, Abrahamson G, Abboudi Z, Brennan M,
Kanfer EJ. When to harvest peripheral blood stem cells after
mobilization therapy: prediction of CD34 positive cell yield by
preceding day CD34 positive concentration in peripheral blood. J Clin
Oncol. 1996; 14: 970-3.

138.Schots R, Van Riet I, Damiaens S, Flament J, Lacor P, Staelens Y,

Steenssens L, van Camp B, De Waele M. The absolute number of



84

circulating CD34" cells predicts the number of hematopoietic stem
cells that can be collected by apheresis. Bone Marrow Transplant.

1996; 17: 509-15.

139.Williams O, Demirer T, Lilleby K, Buckner CD, Bensinger WL
Tempo of hematologic recovery correlates with peripheral blood
CD34" cell level in patients undergoing stem cell mobilization. J Clin

Apher. 1998; 13: 1-6.

140.Yu J, Leisenring W, Bensinger WI, et al. The predictive value of
white cell or CD34+ cell count in the peripheral blood for timing

apheresis and maximizing yield. Transfusion. 1999; 39: 442-50.

141.Williams O, Demirer T, Lilleby K, Buckner CD, Bensinger WL
Tempo of hematologic recovery correlates with peripheral blood
CD34" cell level in patients undergoing stem cell mobilization. J Clin

Apher. 1998; 13: 1-6.

142.Lioznov MV, Freiberger P, Kroger N, Zander AR, Fehse B. Aldehyde
dehydrogenase activity as a marker fort he quality of hematopoietic

stem cell transplants. Bone Marrow Transplant. 2005; 35: 909-14.



	İLK_SAYFALAR.pdf
	203531.pdf

