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OZET

Yiksek Lisans Tezi

EX VIVO GRANULOSITER KOLONI OLUSTURAN INSAN GOBEK KORDON KANI
HUCRELERININ KOK HUCRE FENOTIP ANALIZI

Emine Beguim GENCER
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danisman: Prof. Dr. Meral BEKSAC

Insan gébek kordon kam (KK) kaynakli Hematopoietik kok hiicre (HKH)’lerin klinik uygulama
icin yeterli niteliklere sahip olup olmadigini1 gosteren standart yontemler mevcuttur. Akim sitometri
yontemi ile CD34" hiicre mutlak sayis1 KK iinitesi segimindeki HLA uyumundan sonraki se¢im
kriteridir. Fenotipik bir belirleyici olan CD34" hiicre sayis1 kadar, bu hiicre fraksiyonlarin ve
islevselliginin ortaya konmasi, uzun donem ve kisa donem hiicreleri tamimlamak icin de
kullanilmaktadir. K6k hiicre dondurarak saklama sirasinda ve eriterek ¢ozme sonrast HKH kalite
ve sayisinin belirlenmesi de onemli bir gereksinimdir. KK HKH igerigini belirlemeye yonelik
islevsel bir yontem olan ex vivo koloni olusturma (CFU-GM) testleri bu gereksinimleri karsilamaya
yonelik olarak gelistirilmistir. Hiicre fraksiyonlarinin iglevsel niteliklerini hizli bir sekilde
belirlemek icin aldehit dehidrogenaz (ALDH) aktivite tayini yontemi gelistirilmistir. Bu tez
caligmasi ile KK hiicrelerinde toplanmayi takiben kabul kriterlerini saglayan taze 6rneklerde ve
dondurup ¢dziilme sonrasi érneklerde calisilan CFU-GM kapasitesi, akim sitometrik CD34" ve
ALDH aktivitesi arasindaki iliskinin analizi hedeflenmistir. Arastirmaya 35 KK 06rnegi dahil
edilmis, tiim orneklerde bu ii¢ parametre analiz edilmistir. Orneklerin 30’u eritrosit ve plazma
ayrigtirma islemi sonrasi; 5’1 arastirmaya ayrilmis -196°C’de saklanma sonrasi ¢oziildiikten sonra
calismaya dahil edilmistir. Taze 6rneklerin ortalama hiicre igerigi toplam c¢ekirdekli hiicre (TNC)
(93,27 + 30,1 x10%Unite), CD34" hiicre (3,85 + 2,55 x10%/Unite), ALDH pozitif (ALDH") hiicre
(3,14 = 2,55 x10%Unite), CFU-GM sayis1 (13,2 + 9,81 x10%/Unite), CFU-GEMM sayis1 (19,3 +
13,65 x10°/Unite) ve dondurulup ¢6ziilmiis 6rneklerde, TNC (71,76 + 29,77 x10%Unite), CD34"
hiicre (5,44 + 5,08 x10°%Unite), ALDH" hiicre (2,9 * 2,82 x10%Unite) ,CFU-GM sayis1 (6,18 +
3,44 x10°Unite) ve CFU-GEMM sayisi (4,57 + 3,22 x10%/Unite) aktiveteleri analiz edilmistir.
Taze orneklerde CD34 ile CFU-GM (r=0,722 p<0,001) ve CFU-GEMM (1=0,723 p<0,001) arasi
iliski ; ALDH ,CFU GM (r=0,624 p<0,001), CFU-GEMM (r=0,451 p=0,12) ve CD34 ile ALDH

(r=0,670 p<0,01) arasu iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
2014, 68 sayfa

Anahtar kelimeler: insan Gébek Kordon Kani, Hematopoietik Kok Hiicre, CFU GM, ALDH
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ABSTRACT

MSc Thesis

PHENOTYPICAL ANALYSIS OF EX VIVO GRANULOCYTE COLONY FORMING HUMAN
UMBLICAL CORD BLOOD CELLS

Emine Beguim GENCER
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof. Meral BEKSAC

There are presently a few methods available in the scientific literature to determine sufficiency and
qualification of the hematopoietic stem cells (HSC)’s extracted from human umbilical cord blood
(UCB) to use in the clinical applications. Flow cytometry procedure to determine the absolute
number of CD34" cells is the main CB unit selection criterion after HLA matching. The number of
CD34" cells and subpopulations, is also being used to identify the cell functionality fraction of the
evaluation of long term (LTR) and short term repopulating (STR) capacity. In stem cell banking
the quality and number of HSC is also an important requirement. In order to determine
functionality ex vivo colony forming, UCB HSC unit-glanulocyte macrophage (CFU-GM) tests
have been developed as the main method which has strong engraftment prediction potential of the
CB unit. One of the recent methods described for the rapid and accurate detection of functional CB
cell fractions is ALDH activity measurement in CB cells. In this thesis, CB cells collected
according of the following acceptance criteria CFU-GM capacity, flow cytometric enumaration of
CD34" cells and measurement of ALDH positivity has been targeted to analyze the relationship
between them. 35 samples of UCB included in this study and analyzed in all the samples for the
mentioned three parameters. 30 samples have been studied following erythrocyte and plasma
separation; another 5 samples which were cryopreserved at -196 °C and used after thawing. The
total number of nucleated cells of fresh samples (TNC) (93,27 + 30,1 x10%/Unit), CD34" cell counts
(3,85 * 2,55 x10°%/Unit) ALDH positive (ALDH") (3,14 + 2,55 x10%Unit), CFU-GM (13,2 + 9,81
x10°/Unit), CFU-GEMM (19,3 + 13,65 x10°/Unit) and in freeze-thaw samples TNC (71,76 + 29,77
x10%/Unit), CD34" (5,44 + 5,08 x10%/Unit), ALDH * (2,9 + 2,82 x10%Unit ) ,CFU-GM (6,18 + 3,44
x10%/Unit) and CFU-GEMM (4,57 + 3,22 x10°%Unit) were analyzed. In fresh samples relationship
between CFU-GM, CD34 (r = 0.722, p <0,001), and CFU-GEMM (r = 0,723, p <0,001) ALDH,
CFU GM (r = 0,624, p <0,001), and the relation between CFU-GEMM (r = 0,451, p = 0,12) and
CD34, ALDH (r = 0,670, p <0,01) were found to be statistically significant.

2014, 68 pages

Key words: Human umbilical cord blood, Hematopoietic stem cells, CFU GM, ALDH
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1. GIRIS

Gilinlimiizde kan ve bagisiklik sistemi hastaliklarinin tedavisinde doku uyumu tasiyan
bireylerden hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN) en basarili ve yasam kurtarici tedavi
yontemidir. Kordon Kani (KK) 1989 yilindan beri kullanilan 6nemli bir alternatif HKH
kaynagidir?, Bu kok hiicre kaynagindan nakiller giderek artmakta ve giinimiizde 10
000’den fazla sayida hastaya uygulanmis bulunmaktadir. HKHN acisindan kemik iligi (K1)
ve cevre kan (CK) ile birlikte, insan gobek kordon bagindan toplanan KK da 6nemli bir
kok hiicre kaynagini olusturmaktadir. KK kaynakli HKH’lerin klinik uygulama icin yeterli
niteliklere sahip olup olmadigim gésteren standart yontemler mevcuttur®. International
Society of Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) yontemi baz alinarak akim
sitometri yontemi ile cluster of differentiation (CD)34" hiicre mutlak sayisinin belirlenmesi
(KK) iinitesinin degerlendirilmesinde klinik secim kriteridir®. CD34" sayisi kadar, CD34"
hiicreler arasindaki fraksiyonlarin ve farkli fraksiyonlarin islevselliginin ortaya konmasi ve
dondurma/¢ézme sonrast CD34" HKH kalite ve sayisinin belirlenmesi de onem
tasimaktadir. Yapilan calismalarda, KK HKH’deki CD34" hiicre popiilasyonundaki gesitli
hiicrelerin engrafman yeteneklerinin nakil bagarisini farkli sekilde etkiledigi gosterilmistir.
KK HKH igerigini belirlemeye yonelik kullanilan ikinci yontem ex vivo koloni olugturma
(CFU-GM) testleridir. Bu ex vivo kiiltiir testleri, yar1 kat1 besiyerinde belirli HKH tiplerinin
tiremesine ve bu kolonilerin kantitatif/semi kantitatif degerlendirilmelerine olanak saglar.
CFU-GM testlerinin insan periferik kanindaki CD34 hiicre sayisi ile iligkisi daha onceki
caligmalarda ortaya konmustur®®. Emek yogun ve zaman kaybettirici dogalari, daha da
onemlisi standardizasyonda yasanan guclikler CFU-GM testlerini rutin uygulama
olmaktan ¢ikarmaktadir®. Bu nedenle CFU-GM testlerinden daha pratik ve fonksiyonel
hiicre fraksiyonlarin1 saptamaya yonelik yontem arayist devam etmektedir. Standart
ISHAGE yontemi ile paralel kullanilabilecek, hem sayr hem islev hakkinda bilgi
verebilecek, hizli, duyarli/6zgiil yontemler arastirilmaktadir®. Fonksiyonel hiicre
fraksiyonlarinin hizli belirlenmesinde kullanilan yontemlerden diger bir tanesi de, KK
hicrelerindeki ALDH aktivitesinin belirlenmesi yontemidir. Normal kosullarda kisa
donem progenitor hiicrelerdeki ALDH aktivitesi daha diisiiktlir ve boyanmadaki kantitatif
farkliliklar sayesinde uzun ve kisa donem progenitdr hiicreler bu yontemle ayirt
edilebilmektedir’. ALDH aktivitesi yiiksek olan HKH popiilasyonlarmin HKH nakilleri

sonrast engrafmanla iliskisine dair ¢eligkili yaymlar vardir®®°, Buna karsilik KK nakli



sonrasi kalici engrafmani saglayan hiicre toplulugu olduguna dair hayvan galismalar
bulunmaktadir. Pearce ve ark farelerde ALDH" ile CD34" birlikteliginin % 63 oraninda,
her iki parametreyi de igermeyen hiicre oraninin % 28.4 oldugunu gostermisler, akabinde
fareye nakil sonrasi sadece ALDH" hiicrelerin engrafman olusturdugu, ALDH
negatiflerin(ALDH") yeniden popiile olamadigim gostermislerdir °. Storms ve ark ise
ALDH aktivitesi yuksek (ALDH parlak) ve ALDH aktivitesi diisiik (ALDH zayif)
hiicrelerin CD34"" olmasina gore ii¢c ayri popilasyon olusturduktan sonra sadece ALDH
parlak ve CD34" hiicreler arasinda hem kisa hem de uzun sureli engrafman olusturma
yiizdesinin en yiiksek oldugunu gostermislerdir’’. Engrafman sonrasi miyeloid koloni
olusturma says1 agisindan en yiiksek kapasitesi olanlar ALDH parlak CD34" hiicreler olup
bunlart Lin~ CD34" hiicreler izlemistir. En az koloni (1/60 oraninda) ALDH CD34"
hiicrelerle elde edilmistir. Boxall ve ark istirahat fazindaki CD133" KK hiicrelerinin %75
inin aym zamanda ALDH" oldugunu oysa CD133" ama G1 fazindaki hiicrelerin ancak

%4-11 oraninda ALDH" oldugunu géstermisleridir'.

Goriildiigii iizere CD34" HKH’ler homojen bir topluluk degildir. CFU-GM koloni sayist ile
standart akim sitometri yontemiyle saptanan CD34" hiicre sayisi arasindaki iliskinin
belirlenmesi gereksinimine yonelik arastirmalar gerceklestirilmistir. KI ve cevre kok hiicre
nakillerinde, nakil basarisi listine CFU-GM ve CD34 dozuna bagl bir etki oldugu kesin
olmakla beraber, KK igin ispatlanmis korelasyonu gosterecek yeterli ¢aligma literatiirde
yer almamaktadir. Ilaveten dondurma islemi éncesi ve dondurma-¢dzme sonrasi apoptozise
ugrayan veya Olen hangi tip progenitor hiicrelerin oldugu bu tez aragtirmasi baslandiginda
heniiz yayilanmamisti. Lee ve ark’ nin yakin zamanda yayimlanan arastirmasi CD34,

ALDH ve CFU-GM koloniler arasindaki iligkiyi géstermislerdirl?’.

Bu arastirma ile hem taze hem de dondurma siirecinden ge¢mis repopilasyon kapasiteleri
farkli HKH alt tiplerinin ¢ farkli yaklagim bir arada kullanilarak belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu analiz ile farkli gelisim evrelerindeki kok hiicrelerin ve progenitorlerin
saptanmasii saglayan, hizli, ekonomik ve prediktif degeri gii¢lii bir HKH analiz

yonteminin secilmesi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Hematopoietik Kok Hucre (HKH)

Erigskin kok hiicreler, canli organizmalarda doku ve organlarda bulunan kok hucrelerdir.
Erigskin kok hiicreler kendilerini yenileme 06zelliklerine sahiptirler ve ihtiyag halinde
farklilagsma gostererek doku ve organlarin tamirini, yenilenmelerini ve yasamlarini devam
ettirmelerini saglamaktadirlar. Son yillarda arastirilan birgok dokuda eriskin kok hiicreler
bulunmaktadir. Bu hiicrelere en giizel Ornek olarak hematopoetik kok hiicreler

gosterilebilir'?.

2.2. insan Gobek Kordon Kam

HKH c¢esitli dokulardan elde edilir. En fazla KI, daha az olarak CK veya KK hatta fetal
doneme ait karaciger, dalak gibi dokularda da bulunmaktadir. Gebelik boyunca anneyle
rahimdeki bebek (fetus) arasindaki baglantiyr saglayarak bebegin besin ile oksijen
gereksinimini karsilayan gobek kordonundaki kana KK denilir. Dogum sirasinda atilan KK
ilk kez 1988’de kok hiicre nakli amaciyla kullanilmistir. ABD’de yasanan Molly Nash
olgusu bu konu igin ¢ok iyi bir drnektir. Fanconi aplastik anemi tanis1 konan bu ¢ocugun
hemsire olan annesinin bir sifa bulmak konusundaki gayretleri, onlar1 diinyada ilk kez
preimplantasyon genetik tani ve ex vivo fertilizasyon ile saglanan bir vericiye ulastirmistir.
Ex vivo fertilizasyon ile elde edilen, Fanconi mutasyonuna sahip olmayan 12 embriyodan,
HLA wuygun olan 5’1 dort embriyo transfer denemesinden sonra besincide gebelik
basarilmistir. Bebekten toplanan kordon kani kardesine basarili bir transplantasyon ile

15 Bu basarili

aktarilarak normal hematolojik degerlere kavusmasi saglanmistir
deneyimin ardindan malign olan veya olmayan degisik tanilara sahip hastalarda da basarili

sonuglar yaymlanmistir.

KK, eriskin kanindan daha yiiksek yogunlukta kok hiicreler barmdirir. KK telomeri uzun
hematopoietik onciil hiicrelerden ¢ok zengin bir kaynaktir. Bu hiicrelerin proliferasyon hizi
perifer kandakilerden daha yiiksektir. Yeni dogan, bagisiklik sisteminin heniiz
sekillenmedigi, immatiir ve dolayisiyla yeni konaga uyumun en iyi gergeklesebildigi
modeldir. Hiicre sayilari erigskindeki ile benzer olmakla birlikte ¢ogu immatiirdlr ve sitokin
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yapimi diisiiktiir. Bu nedenlerden dolayr KK nakillerinde rejeksiyon ve graft versus host
hastalig1 gibi istenmeyen reaksiyonlar daha az gelismektedir. Gobek kordon kanindan elde
edilen HKH’ler alici-verici arasinda tam human leukocyte antigen (HLA) uyumu
gerektirmemesi (4/6 uyum kabul edilebilir) ve erigkin HKH’ye oranla 1 log daha az sayida
kok hiicre ile nakil gerceklestirilebilmesi olumlu 6zellikleridir. HLA uyumsuz KK
nakillerinin K1 nakillerine gére daha iyi sonu¢ verdigi ancak sinirlayici faktériin alicinin
viicut agirligl oldugu bilinmektedir. Etnik azinliklarda kullanilabilirligi ve dondurulmus ve
saklanmis hazir bir HKH kaynagi olmasi da diger avantajlar1 arasindadir 31617 By
Ozellikleri nedeniyle eskiden dogum eylemi sonrasinda ¢Ope atilan KK, artik tedavi
amaciyla kullanilan bir kok hiicre kaynagi haline gelmistir ve dogumu hemen takiben
toplanarak ilerde kullanilmak tizere 6zel kosullarda saklanmaya alinabilmektedir. KK, tek
kok hiicre kaynagi degildir. Bugiin i¢in tibben kabul goéren tek kullanim alani, kan ve
bagisiklik sistem hastaliklarinin tedavisidir. KK kok hicre nakli tedavisinden yarar goren
durumlar arasinda akut l9semiler, kalitsal kan hastaliklar1 (talasemi), metabolik ve immun
yetmezlik sendromlari, akkiz kemik iligi yetmezlikleri dahil olmak iizere toplam 70
hastalig1 icermektedir. KK az hacimde (yaklasik 100 ml) oldugu i¢in igerdigi toplam HKH
miktar1 da KI veya bilyiime faktorii ile uyarilmis periferik kandan elde edilebilenden daha
azdir. Bu nedenle KK ¢ogunlukla ¢ocuklarda kullanilmistir. Ancak son donemde birden
fazla bebekten toplanan drlnlerin tek bir hastaya da basariyla kullanilabildiginin goriilmesi
sonucu giderek artan oranda eriskinlerde de kullanilmaya baslanmistir. Diinyada en ¢ok
kullanildig1 durum, kok hiicre nakli tedavisi gereken ancak aile bireyleri arasinda veya tiim
diinyadaki 1 milyondan fazla verici arasinda doku gruplart uygun bir verici bulunamayan
hastalarin tedavisi amaciyla kullanimidir. K6k hiicre arastirmalarinda deneysel diizeydeki
sonuglar KK’nmn ilerde insanlarda doku tamiri konusunda da kullanabilecegi isaretlerini

vermektedir.

Ik basarili uygulamay: takiben 1990’11 yillardan itibaren KK bankacilign gelismeye
baslamistir. ABD‘de New York Blood Center, Avrupa‘da Barcelona ve Diisseldorf taki
ornekleri takip etmistir. Buglin International NetCord Foundation for the Accreditation of
Cellular Therapy (FACT/ NETCORD)’1 olusturan 50’den fazla KK bankasi akraba

olmayan kok hiicre kaynaklarinin énemli bir kismini olusturmaktadir.'®*°



Cizelge 2.1. Hematolojik hastaliklar1 tedavi amagh nakilde kok hiicre kaynagi olarak
kullanilan KI ile KK karsilastirilmas: (Kok Hiicre Biyolojisi ve Klinik
Uygulamalar Kitab1 29.boliimden adapte edilmistir).

Ki KK
Kok Hucre ve Lenfosit | Dahafazla Daha az
Icerigi
HLA-DRB1 tiplendirme | %16-56 %80
orani
Uygun verici bulma suresi 3ay 1 aydan az
Sanal-reel orani %30 %1’den az
Nadir haplotip icermesi % 2-10 % 20
Engrafmam etkileyen HLA uyumu HLA uyumu ve hiicre sayisi
Harvest ve uygulama Zor Kolay
Dondr lenfosit inflizyonu Var Yok
Viral bulasma riski Var Yok
Kalitsal hastalik riski Yok Var
Vericiye riski Var Yok
GVHH riski Daha fazla Daha az
Engrafman Daha hizli Daha yavas
Nakil Sonras1 CMV riski Daha az Daha fazla
Nakil Sonrasi HHV-6 | Daha az Daha fazla
enfeksiyon riski
NuKks riski Daha az Daha fazla
Kok hiicre ve lenfosit icerigi | Daha fazla Daha az

2.3. Hematopoietik Kok Hiicre (HKH) Olgiim Yoéntemleri

Kok hicre belirteclerini kullanarak kdk hiicre tipini belirlemek, giiniimiizde en yaygin

bagvurulan yontemlerdendir. Hiicrelerin ylizeyinde yer alan, hiicrede sinyal yolaklar

Uzerinde veya hicre-hiicre yapisma molekiilleri olarak rol oynayan bu belirtegler genel

olarak CD olarak bir baglik altinda toplanmis olup, hiicre tiiriine gore ¢ok 6zgiin veya ¢ok

yaygin olarak bulunabilirler. Ornegin; en yaygin HKH CD belirtegleri, CD34 ve CD45 ’tir.

Buna karsin mezenkimal kok hiicreleri ayirt etmek i¢in CD29, CD73 gibi belirtegler

kullanilir. Daha az oranda CD133 de erken progenitorleri saptamak i¢in kullanilirken

CD38 bu hiicrelerde negatiftir.




Dondurma oOncesi toplanan hiicrelerin yeterli miktarda ve canliliga sahip oldugu
kanitlanmalidir. Kordon kani iizerinde mutlaka yapilmasi gereken diger bir inceleme
toplanan kan hacmi, toplanan hiicre sayisi toplam ¢ekirdekli hiicre sayis1 (TNC), kok hiicre
sayisinin  akim  sitometrik veya CFU-GM kiiltir yontemleriyle tayinidir®®>. CD34
transmembran glikoproteini KK’daki 6nemli HKH belirtecidir. Bugiinkii uygulamada,
CD34" hiicre mutlak sayisinin belirlenmesi KK {initesi se¢imindeki HLA uyumundan
sonraki en énemli klinik secim kriteridir®??. Biiyiime faktorii ile indiiklenmemis bir
kaynak oldugu i¢in CD34"ligi %1 diizeyindedir. Verici alic1 tespitinde en onemli
noktalardan birisi verilecek kok hiicre sayisinin 2 x 10° kék hiicre/kg’dan az olmamasini
saglamaktir. EBMT, kok hiicre tayininin standardizasyonu i¢in merkezler arasinda bir
kalite kontrol programi gelistirmistir. Kok hiicre naklinde kullanilacak KK’nin toplanma
Oncesinden baslayarak tiim asamalarda ulusal ve uluslararasi akreditasyonlara sahip

laboratuvar ve KK bankalarinda test edilerek saklandiginin belgelenmesi gereklidir.

2.3.1. Canhlik (7 AAD) - CD34" Hematopoetik K6k Hiicre (HKH) Tayini

Giinimiizde CD34" hiicrelerin akim sitometrik analizi, HKH sayisinin belirlenmesinde en
sik bagvurulan yéntemdir. Islemin 1 saatten kisa siirmesi, aferez iinitelerinin es zamanh
islemleri i¢in bu yontemi ideal hale getirmektedir. Buna karsin bir¢cok akim sitometri analiz
yontemiyle standardizasyonda yasanan problemler nedeniyle optimize olmayan veriler elde
edilmektedir. Ginimizde HKH canliliginin akim sitometri analizi ile belirlenmesinde altin
standart ISHAGE protokoludiir®?*. ISHAGE, 7-aminoactinomycin D (7-AAD) boyasinin
olii hiicreleri boyamasiyla geriye kalan her canli 10.000 CD45" 15kosit arasindan 10-20
CD34" hiicre segilebilecek hassasiyete sahiptir. Fluorescein isothiocyanate (FITC) ile
isaretli 10kosit CD45 ve Phycoerythrin (PE) ile isaretli konjuge CD34 antikorunun

kullanilmas1 basit ve hizl analizi olanakli kilmaktadir®.

2.3.2. Ex vivo HKH Koloni Olusturma (CFU-GM/GEMM) Y 6ntemi:

Kantitatif olarak CD34" HKH ve TNC sayisinin belirlenmesi klinik nakil basarisini
o6ngormek icin her zaman yeterli olmamakta ve bu nedenle engrafman potansiyelini
degerlendirmeyi saglayan farkli testlerin 6nemi de vurgulanmaktadir *"?°. CD34" hiicreler

arasindaki fraksiyonlarin ve farkli fraksiyonlarin islevselliginin ortaya konmasi, diger
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yandan dondurma/¢ézme sonrast1 CD34" HKH kalite ve sayisinin belirlenmesi dnem
tasimaktadir *°, KK tinitesi kisa ve uzun dénemli (sirasiyla, short term repopulating-long
term repopulating STR-LTR) immiin yapilanma kapasitesi olan iki tip progenitdr hiicre
grubu icermektedir ve 6zellikle LTR progenitorler kalici engrafmanda rol oynamaktad1r7’27
. Farkli HKH tiplerinin in vivo fonksiyonlarini belirlemek adina laboratuvarda en sik
kullanilan ydntem CFU-GM testleridir #%%*?°. Bu ex vivo kiiltiir testleri, yar1 kati
besiyerinde tireyen farkli 6zellik ve evresindeki HKH tipleri ve bunlarin kantitatif/semi
kantitatif degerlendirilmelerine olanak saglar. Ancak, kalic1 engrafman olusturma 6zelligi
gosterilmis LTR HKH’nin dretilmesi agisindan yetersiz kalan CFU-GM testleri, zor ve
zaman kaybettirici olmalar1 nedenleriyle daha az tercih edilmektedir®. Her ne kadar, CFU
besiyerinde tireme gosteren hicreler kendini yenileme kapasitesi diigiikk progenitorler olsa
da ex vivo testlerle belirlenen CFU dozunun, engrafman siiresini ve KK nakil basarisini
belirlemede stinliiginii vurgulayan yaymlar da meveuttur>??°?". Ozellikle, Ki ve CK
kok hucre naklinde nétrofil engrafmanini tayin etmek i¢in en anlamli klinik kriter oldugu
daha dnceki yillarda ve yaymlarda belirtilmistir **%2°?%2° Ancak bu kriterle baglanti KK
nakli i¢in belirsizligini korumaktadir. Migliacco ve ark ¢alismalarinda, CFU-GM sayisinin
yiiksekliginin TNC’ye oranla kordon graft'lerinde daha iyi nétrofil ve platelet engrafmani
sagladigin1 gostermislerdir 26 Ancak dondurma dncesi gergeklestirdikleri denemeyi, ¢cozme
asamasinda tekrarlamadiklari i¢in, sonug¢larin klinik anlami tartigmali kalmistir. Yakin bir
zaman Once, Lori ve grubu, akraba disi KK nakli uygulanan 42 yuksek riskli 16semi
hastalarin1 dahil ettikleri bir calismada *°, TNC sayis;, CD34 dozu ve CFU-GM koloni
sayis1 arasinda CFU-GM in akraba dis1 KK nakillerinde bir cok yasam gostergesi icin tek
anlamli parameter oldugunu gostermislerdir. Ozellikle, hastaliksiz sagkalim oranini sadece
CFU-GM dozu ile iligkili bulmuslar ve KK se¢im kriteri olarak mutlaka sec¢im
parametreleri arasina eklenmesi gerekliligi iistiinde durmuslardir. Dolayisiyla, CD34 sayisi
ile birlikte, hiicre popilasyonlarinin ve fonksiyonel islevlerinin belirlenmesinin nakil
basarisina biiyiik katkis1 oldugu ve bunu hizli ve standardize bir sekilde gerceklestirecek

CFU-GM alternatiflerine ihtiya¢ duyuldugu bir gergektir.

Ex vivo deneyler gesitli gelisim asamalarinda HKH’nin frekanslar1 ve biiylime 6zellikleri
hakkinda fikir elde etmek i¢in kullanmilir. HKH’ler kiiltiirde ¢ogalma ve farklilasma
kapasitesine sahip olmasina ragmen smirli yenileme o6zelligi gosteren kisa donem
progenitor hiicrelerin saptanmasina olanak tanir. Fakat ayn1 zamanda kiiltiirde saptanan

hlcreler multipotansiyel (¢esitli kan hiicre tiplerini olusturabilecek yetenekte) veya farkl
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iki soy farklilagmasina gidebilecek yetenektedir (eritrosit, granulosit, monosit/makrofaj
veya trombosit).

Hiicreler yar1 kat1 metil seliiloz besiyerinde kiiltiir edildiginde, topluluk olusturan hiicreler
koloni olusturan hiicre (CFC) olarak adlandirilir ve net bir sekilde ayirt edilebilecek
kiimeler veya Kkoloniler olustururlar. Metilseltiloz besiyeri pH degisikliklerinden

etkilenmediginden CFC deneyleri i¢in standart yar1 kat1 matriks olarak kullanilmaktadir.

Metilseliloz besiyerinde optimal ekim ve inkiibasyon sartlar1 saglanmak kosuluyla,
gbzlenen her koloni tek basmna bir progenitor olarak kabul edilir. Standart CFC
deneylerinde, CFC’lerin hangi hematopoetik kokene farklilasacagi, olusan koloni

morfolojileri baz alinarak sayilir ve siniflandirilir.

Morfolojilerine Gore Koloni Olusturan Hiicre Birimi (CFU) Tipleri:

CFU-GEMM (Colony Forming Unit / Granulocyte Erythroid Macrophage
Megakaryocyte): Graniilositer, eritrosit, makrofaj, magakaryosit, koloni olusturan birimi.
CFU-GEMM Kkolonileri daha sonra CFU-GM ve BFU-E kolonilerine ve alt gruplarina
farklilasir. Bahsi gegen alt gruplara farklilasma Sekil 2.1.’de sematize edilmistir. Sekil 2.2.
ve Sekil 2.3. ise CFU-GEMM Kkolonilerinin inverted mikroskopta cekilmis fotograf

goruntdleridir.

Bu tez c¢alismasinda kullanilan fotograflar, Ankara Universitesi Biyoteknoloji

Enstitiisii’nde bulunan inverted mikoskobuna bagli kamera ile ¢ekilmistir.



CFU-GEMM
e N
CFU-GM BFl’-E

2N

CFllJ-G CFI.ll-M CFll.l-E

Myeloblast Monoblast Eritrosit
N N |

Eozinofil Bazofil Notrofii Monosit

Sekil 2.1. CFU-GEMM kolonilerinin farklilasma sonrasi olusturduklari hiicre gruplar
(StemCell Technologies Technical Manual versiyon 4.0.0’dan modifiye
edilmistir).

CFU-GM ve CFU-GEMM kolonileri nakil sonrast engrafmanda rol oynayan HKH o6nciil
kolonilerdir.



Sekil 2.3. CFU-GEMM inverted mikroskop géruntust (10X objektif)
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BFU-E (Burst Forming Unit / Erythroid): Parcalanmis eritrosit koloni olusturan hiicre
birimi. 200 eritroblast ve fazlasi halinde tek koloni veya ¢ogul kiimelenme olustururlar, alt
kiimelere ayrilarak smniflandirabilirler. BFU-E, CFU-E‘ye kiyasla immatiirdiir. BFU-E
parcalama etkisini gosterebilmesi icin eritropoietin (EPO) ve sitokinlere ihtiya¢ duyarken,
optimal koloni olusturabilmek i¢in ise interlokin -3 (IL-3) ve “stem cell factor’’ (SCF)’ye
ihtiya¢ duymaktadir. BFU-E kolonilerine ait inverted mikroskop goriintiileri Sekil 2.4 ve
Sekil 2.5’te yer almaktadir.

Sekil 2.4. BFU-E kolonisi inverted mikroskop gorintisi (4X objektif)
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Sekil 2.5. BFU-E kolonileri inverted mikroskop goruntiisii (10X objektif)

CFU-GM (Colony Forming Unit / Granulocyte-Macrophage): Granilositer-Makrofaj
koloni olusturan birim. En az 20 graniilositten (CFU-G) ve makrofajdan (CFU-M) olusan
veya her ikisini de olusturan kolonidir. CFU-GM kolonileri temel olarak binlerce hiicreden
olusan kiime olusturabilirler. Sekil 2.6. ve Sekil 2.7.’de CFU-GM kolonilerinin inverted

mikroskopta ¢ekilmis goriintiileri yer almaktadir.
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2.3.3. ALDH (Aldehit Dehidrogenaz) Enzim Aktivitesi

ALDH enzimi, hiicre i¢i aldehit yikimi1 ve oksidasyonundan sorumlu olan ve, KK, Ki ve

S1L3L32 fnsan primitif progenitor hiicrelerinde

CK hicrelerinde bulunan bir enzimdir
yiiksek ALDH aktivitesi oldugu bilinmektedir™"*"*?. ALDH aktivitesi, enzim kinetikleri
kullanilarak, hiicre lizatlarinda NAD" substratinin NADH’ ye rediiksiyonu ve bunun 37°C,
340 nm dalga boyunda olciimii yoluyla hesaplanabilir® Simdiye kadar ALDH*
progenitorleri fenotiplendirmeyi hedefleyen ex vivo ¢alismalarla, in vivo miyeloproliferatif
ozelliklerini arastirmaya yonelik arastirmalar Ki’de yap11m1§t1r3’5’27’33’34. ALDH" HKH
icinde, hem STR hem de LTR progenitorlerin var oldugu, fenotipik &zelliklerine bagl
olarak ALDH aktivitesi yiliksek olan progenitdrlerin hayvanda kisa ve uzun donem
engrafman saglayabildigi, CFU kolonilerinin farkli oranlarda ALDH aktivitesi
gosterebilecegi ve ALDH, CD34 ko-ekspresyonunun 6zellikle engrafman basarist yiiksek

35111213334 By, zelligin, floresanla

progenitdrler oldugu cesitli ¢alismalarda gosterilmistir
isaretli substrat varliginda gosterilmesi ise (ALDH aktivite tayini) son yillarda primitif
HKH popllasyonlarinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaya baglamugtir®>*%, Gentry ve
ark caligmalarinda, ALDH aktivitesinin kisa donem progenitor hiicrelerde az olmasinin
ayirt edici bir kriter oldugunu Vurgulamlslardlrss. CD34" ve ALDH artmis enzim aktivitesi
gosteren HKH’lerin yiiksek re-popiilasyon potansiyeli olan HKH’ler oldugu hem ex vivo
caligmalarda hem de non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency (NOD/SCID)
fare kullanilan hayvan deneylerinde gosterilmistir’****3, CK HKH’lerindeki ALDH
aktivitesinin yiiksek HKH kalitesi ve artmis engrafman ile iliskileri gosterilmistir %9,
Liaznov ve ark, ALDH"liginin her zaman CD34 sayis1 ile korele olmadigim, ALDH
aktivitesinin CFU dozu ve nakil sonrasi donor kimerizmine dair daha gii¢lii bilgi verdigine
dikkat ¢ekmislerdir. Yine ayni ¢alismada ortaya konan ¢ok onemli bir baska bulgu da,
CD34 sayisinin kanin fiziksel kosullarindan daha fazla etkilendigi ve ALDH aktivitesine
kiyasla klonojenik potansiyele dair daha az bilgi verdigi olmustur ***, KK ve CK’mndaki
progenitor fenotiplendirmesine yonelik ¢aligmalarda, en stk CD34 ko-ekspresyonu, yiiksek
CD133 ve disik CD38 CD45RA aktivitesi gosteren hiicrelerde daha yiksek ALDH

aktivitesi oldugunu belirtmislerdir "33,
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KK’da ALDH aktivite dlgimi ile HKH fenotiplendirmesine yonelik en genis kapsamli
caligmalardan birinde, tim light scatter low (SSC'°) olan ALDH' CD34*, ALDH CD34"
ve ALDH® CD34" olmak iizere 3 farkli grup progenitor karakterize edilmistir™. ALDH
aktivitesinin, KK {initesi kalitesini belirlemedeki etkinligini degerlendiren ¢alisma sayisi
sirhdir*®®. Boxall ve ark CD133" HKH’lerdeki ALDH aktivitesini arastirmuslardir*?.
Gentry ve ark, dondurulmus KK iinitelerindeki ALDH" hiicre fraksiyonlarinda, CD133+
grubu seg¢misler ve farkli CFU kolonilerindeki ALDH aktivite ve fenotipleri
saptamislardir®®, Christ ve ark’ in ¢alismasinda, CD34, CD133 ve ALDH" olan KK HKH
alt tipleri degerlendirilmistir’. CD34" hiicrelerin dértte birinin ve CD133" hiicrelerin iicte
ikisinin ALDH" olarak tespit edildigi calismada ALDH aktivitesinin uzun dénem
engrafman belirteci olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. ALDH™ hiicrelerin uzun
donem ve ALDH" hiicrelerin de kisa donem HKH belirteci olarak kullanilabilecegini

" Farkhh ALDH aktivitesi gosteren KK kokenli primitif

Oneren yaymlar da mevcuttur
progenitdr hicrelerin kisa-uzun donem hicre kiltird ve NOD/SCID farelere transfer
sonras1 engrafman kapasitelerinin saptandigi Storms’un ¢alismasinda ise, ALDH CD34"
progenitdrlerin kisa donem myeloproliferatif 6zelliklerinin diisiik olmasina ragmen, kisa
dénem natural killer (NK)olustuma yeteneklerinin yiiksek oldugu gosterilmistir ™. Ex vivo
CFU testlerinde, hem ALDH" hem de negatif popiilasyonun oldugu da aymi calismada
bildirilmistir. Literatiirdeki az sayidaki calismaya ragmen, KK STR ve LTR progenitorlerin
ALDH aktiviteleri ve fenotipleri ile CFU kolonilerindeki hticrelerin alt tipleri tam olarak

aciga cikarilamamistir.
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3. GEREKCE ve AMAC

Glinimiizde HKH arastirmalari, hizli ve/veya yeterli immiin yapilanmay1 saglayacak
progenitor hiicrelerin karakterize edilerek secici kullanimina yonelmistir. Diger HKH
kaynaklarina oranla daha yavas engrafmanla karakterize olan KK naklinde, KK {initesinin
kalitesinin dogru belirlenmesi kritiktir. KK naklinde karsilasilan sorunlardan bir tanesi,
hiicre canliligt ve sayisi yiksek bir KK graftinin nakil sonrasi basarisiz olmasidir.
Genellikle yilksek CD34" hiicre ile nakle giden hastalarda engrafman basaris1 yiiksektir

2022 gy sonu¢ kismen

ancak nadiren de olsa basarisiz nakil gergeklesebilmektedir
islevselligini yitirmis, donma sonrasi nekroz/apoptozise tetiklenmis CD34" hiicrelerin
naklediliyor olmasiyla veya drindeki uzun dénem progenitorlerin oran/engrafman

yeteneklerinin farkli olmasiyla aciklanabilir**?3,

CFU olusturan hiicre dozu, dondurma/¢ozme sonrasi KK engrafman basarisini
ongorebilecek onemli kriterlerden biridir, zira progenitor HKH islevselligi CFU-GM
testleriyle ortaya konabilir. Yaklastk 20 yil 6nce Ki nakil basarisindaki 6nemli
belirteclerden biri olarak gelistirilen CFU-GM yo6ntemi ile CD34" hiicrelerin ancak kiigiik
bir fraksiyonunu kapsar. Sonuc¢ icin en az bir hafta gerektirmesi, laboratuvar
standardizasyon zorluklari gibi dezavantajlarindan &tiiri  klinik  pratikte  aktif
kullanilamamaktadir. Oysa HKH islevsel analizine ihtiya¢ vardir. Bizim g¢alismamizin
temelini olusturan konvansiyonel akim sitometri yontemlerine komplementer ALDH
kullanimi, hem yeni islenmis KK’da hem de dondurma/cdzme sonrasi KK’da CD34 hiicre
sayist ve kalitesiyle birlikte, CFU dozunun tahmin edilmesine ve CFU yapilmaksizin

engrafman suresinin ve graft basarisinin 6ngoriilmesine olanak saglayabilir.

Ki ve CK HKH alt tiplerinin ALDH ve CD34" ifadelerine gére belirlenmesine yonelik
aragtirmalar  mevcuttur. HKH  fonksiyonlarmin  belirlenmesinde  bu  fenotipik
degerlendirmeler ile CFU-GM kolonileri arasinda yiiksek korelasyon goriilebilmektedir
37140 KK da kriyoprezervasyon dncesi ve ¢ézme sonrast ALDH aktivitesinin CFU-GM
kolonileriyle iliskisi bu tez arastirmas1 baslandiginda heniiz yaymlanmamist. Ote yandan
CFU-GM, daha ¢ok STR hakkinda bilgi vermekte olup, LTR hiicre serileri daha fazla
emek ve maliyet gerektiren uzun donemli hicre kilttrt testleri (long term cell culture,

LTCC) ile saptanabilmektedir. Dolayisiyla, ex vivo kiltir testlerinde Greme gosterebilen ve
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gosteremeyen, yiuksek engrafman kapasitesine sahip HKH ve progenitor alt tiplerinin
ALDH aktivitesi yoluyla kisa siirede belirlenmesi ¢ok Onemlidir. Beklenen sekilde,
ALDH" HKH, CFU-GM koloni sayisi ile CD34 Kkantitatif degerlendirmesinden daha
uyumlu sonu¢ vermesiyle, ALDH aktivitesi, CFU-GM yapilmaksizin, KK bankaciliginda

hizli ve daha bilgi verici bir yontem olarak tercih edilebilir.

Bu tez ¢aligmasinin birincil amaci, nakil 6ncesi KK Unitesi klinik kalitesini belirlemek igin
kullanilan temel yontem olan ISHAGE akim sitometri yontemiyle belirlenen CD34"
HKH’nin, CFU-GM koloni sayis1 arasindaki iliskiyi belirlemektir. KI ve CK hiicre
nakillerinde, nakil basarisi tizerinde CFU-GM ve CD34 dozuna baglh bir etki oldugu

oldukga kesin olmakla beraber KK igin yaymnlanmis az sayida yaym bulunmaktadir®®“,

Ikinci amac olarak donma Oncesi ve donma-cozme sonras1 CD34 ve CFU-GM koloni
tayini ile, hem donma-¢6zme sonras1 KK kalitesindeki olasi degisikligin takibi, hem de KK
initesinin kalitesini belirlemek i¢in kullanilan iki temel yontemin karsilastirilmasina

olanak saglayacaktir.

Uglincli amag ise, giiniimiizde hizla énem kazanan fonksiyonel akim sitometrik analiz
testlerinden biri olan ALDH analiz testi ile, yeni islenmis dondurulmus ve ¢oziilmiis KK
unitelerinde HKH ve progenitor alt tip belirlenmesidir. Bu yaklagimla, konvansiyonel akim
sitometri yontemi ve CFU testleriyle karsilastirmali olarak ALDH yOdnteminin etkinliginin

belirlenmesi amaglanmaktadir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. insan Gobek KK Uniteleri

Arastirma i¢in Ankara Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar’dan Etik Kurul onayr 11 Mart
2013 tarihli, 04-173-13 sayili kararla alinmistir (EK1). Bu ¢alismada, KK kaynagi olarak
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Dogum Poliklinigi (KDP), Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi KDP’de gerceklesen sezaryen ve normal
dogumlardan, AUKKB bilgilendirilmis onam ve tibbi hikaye anket formu doldurularak
toplanan KK finiteleri kullanilmistir. Dogum sirasinda pediatrik kan torbasina (KANSUK,
Katalog No: 1KN0062040) toplanmis olan KK, anne kanlar1 ve anket-onamlarla birlikte,
0zel hazirlanmig KK toplama kiti i¢cinde +4°C transfer cantasinda KK bankasina
ulastirilmigtir. Calismaya, uluslararasi kriter ve standartlara uyan 30 adet KK Unitesi se¢im
kriterlerine gore; >70 cc baslangi¢c hacmine sahip olmasi ya da baslangi¢ ¢ekirdekli hiicre
sayis1 degeri 100x10"den biiyiik ise isleme protokolii baslatilirken, hacmi >100 cc’den
biiyiik olup TNC degeri 100x10'/kgden kiicik olan KK initeleri pre-CD34* analizi
yapilmak {izere Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Hastanesi Hematoloji
Laboratuvar’ina gonderilir ve CD34" hiicre sayis1 hacim degeriyle garpilarak toplamda
CD34+ hiicre sayist 1.5x10° /kg’nin tizerinde olan KK finiteleri de islemeye alinir. Bu rutin
islemede kullanilan KK f{initelerine ek olarak daha once sivi azotta dondurmayi takiben
kriterlere uymadig: tespit edilmis(aile hikayeleri, anne kan1 6rnek eksikligi gibi kriterlere
uygun olmama agisindan) ve nakilde kullanilmayacak grup olan “arastirma” grubuna dahil
edilmis 5 KK (nitesi ise bu 30 6rnek disinda deneme amacli yapilmis ve ¢alismaya dahil
edilmistir. Toplam 35 KK nitesi, CFU GM, CD34" hiicre sayimi ve ALDH aktivite tayini
i¢in kullanilmistir (30 KK (nitesi donma 06ncesi ve 5 KK donma-¢6zme sonrasi olacak
sekilde).

4.2. Insan Gébek KK Unitesinde Plazma/Eritrosit Deplesyonu

KK Bankasi’na ulagsmis olan KK {initesinin uygun sartlar altinda gelip gelmedigi kontrol
edildikten sonra (1s1 takibi, anket onam kontroll) tartilir ve kiitlesi not edilir. d=m/v
formulii kullanilarak hacmi hesaplanmis KK, hacim >70 cc ise AUTF Cebeci Kampiisi

Merkez Laboratuvarina tam kan test analizi yapilmak Uzere 1 cc KK 6rnegi gonderilir.
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Analiz sonucunda 16kosit sayis1 (WBC) hacim ile ¢arpilarak toplam TNC hesaplanir. TNC
degeri 100x10’/kg degerinden bityiik ise KK icin eritrosit deplesyonu siireci baslatilir. Bu
kriterleri saglamiyor ise KK imha edilir. Kriterleri saglayan KK, floresan mikroskopta
akridin oranj boyasi kullanilarak (20 pl kan + 10 pl akridin oranj) baslangi¢ c¢ekirdekli
hiicre canliligini belirlenir. Eritrositleri ¢oktlirmek amaciyla kullanilan Hydroxy-Ethyl-
Starch (HES) (Varihes, Baxter ) soliisyonu (1/5 (v/v)) eklenir. Takiben eritrosit ve plazma
deplesyonu icin 6zel Sepax Kkitlerine (Biosafe, CS-530.4) baglanan KK torbasi, Sepax S-
100 (Biosafe) cihazina yerlestirilir. Sepax cihazi kullanilarak KK’nindan plazma, kirmizi
kan hucreleri ve kok hlcreden zengin buffy coat kismi ayrilir. Ayrilan plazmadan alinan
ornekler Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Hastanesi Merkez Laboratuvari’na
gonderilip, viral, bakteriyel ve fungal enfeksiyon belirtecleri icin tarama testleri
gergeklestirilir. Kalan plazma, dondurmaya dayanikli vial'lere aktarilarak (Greiner bio one,
Katalog No: E10090L9) -80°C’de derin dondurucuda (Sanyo/MDF-U5386S) dondurulur.
Ayrilan kirmizi kan hiicrelerinden Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Serpil Akdag Kan
Merkezi’nde kan grubu tespiti gergeklestirilir. Bu asamada, CFU-GM kilturd icin uygun
miktarda Ornek alimir ve geri kalan kisim sivi azotta uzun siireli saklama amach
dondurulur. Dondurulacak buffy coat hiicrelerine, Coolmix (Biosafe/AS-210) karistiricili
sogutucu icinde, 25ml/saat hiz ile koruyucu dimetilsulfoksit (DMSO) Dextran 40
(CryoSure-DEX40, Katalog No: WAK-DMSO-10), inflizyon pompasi (Medima-S)
vasitasiyla +4°C derecede verilir. Uygun sekilde etiketlenen iiriin, etiketli dondurma kaseti
icinde kademeli dondurucuda (Freezer 2100 Series) -80°C dereceye kadar yavas yavas
dondurulur ve takibinde buhar fazinda uzun sireli saklama igin -196 °C’de sivi azot

tankina (Taylor-Wharton Cryoce Labs 40K) aktarilir.

4.3. Dondurulmus Insan Gébek KK Unitesinin Eritilmesi ve DMSO’nun

Uzaklastiriimasi

Bes KK (nitesi 37 °C su banyosunda ¢6ziildiikten sonra, 10 ml alinarak konik tabanli tiipe
aktarilir. DMSO’nun uzaklastirilmasi igin KK {initesine yikama protokolii uygulanir: 4/8
oraninda %10 Dekstroz igeren Dextran 40 (BioFleks, Katalog No: BO5AA05), 1/8 %20
Albumin igeren insan serumu (Centurion Pharma, Katalog No: JO6BA02) ve 3/8 fosfat
tamponundan (Lonza, Katalog No: 17-516F) olusan yikama soliisyonu kullanilir. Ornegin;

50 ml’lik yikama soliisyonu hazirlamak i¢in 25 ml Dextran 40, 6,25 ml insan serum
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albumini ve 18,75 ml fosfat tamponu kullanilir. Su banyosundan ¢ikarilan KK dnitesi 1:1
oraninda yikama soliisyonu ile muamele edilir ve 400g’de 10 dk santrifiij (NUVE/NF
1200R) edilir. Siipernatan uzaklastirilarak yikama islemi tekrarlanir. Ikinci yikamanin
ardindan siipernatan tekrar uzaklastirilarak, ¢okelti 1:1 yikama soliisyonuyla siispansiyon

haline getirilir.

4.4, Insan Gobek KK Unitelerinin Canhlik ve CD34" Hiicre Sayis1 Belirlenmesi

Otuz KK iinitesi Sepax sonrasi ve dondurma oncesi; bes dondurulmus KK iinitesinden 37
°C su banyosunda ¢ozuldiikten ve DMSO uzaklastirildiktan sonra (yikama protokoliine
gore) CD34" hiicre sayis1 belirlenir ve dncelikle tam kan sayrmi yapilir. Eger hiicre miktar:
cok yiiksekse (yaklasik 40x10° h/ml’den fazla ise) akim sitometri cihazimin duyarlilik
siirlaria uygun sekilde dillisyon yapilir. Diliisyon sonrast 100 pl kan 6rnegi alinir ve
canlilik tayini icin 20 pl 7-AAD (Beckman Coulter Katalog No: IM3630c) boyasi ve
CD34 sayisi belirlemek igin CD34 ve CD45 (Beckman Coulter, Katalog No: IM3630c) 20
ul antikorlariyla isaretlenir. 20 dk inkibasyon sonunda lizis solisyonu (distile su ile 1/10
oraninda diliie edilmis) eklenir (Beckman Coulter, Katalog No: [IM3630c) ve lizis
soliisyonunda 10 dk inklibasyon sonunda tzerine 2 ml absolute count bead iceren sollisyon
eklenir (Beckman Coulter, Katalog No: 1M3630e). Daha sonra akim sitometri cihaziyla
degerlendirilerek (Beckman Coulter Cytomics FC500 Navios) CD34" hiicre sayist
belirlenir. Elde edilen sonug diliisyon yapilmigsa dilusyon faktoriiyle ¢arpilir.

4.5. Insan Gobek KK Kok Hiicrelerinin Akim Sitometri ile Fenotipik Analizi ve
ALDH Aktivite Tayini

Otuz KK iinitesi Sepax sonrasi ve dondurma 6ncesi; bes dondurulmus KK {initesi 37 °C su
banyosunda c¢oziildiikten ve DMSO uzaklastirildiktan sonra hiicre silispansiyonlarinda
ALDH aktivitesi arastirilmistir. ALDH aktivitesi (ALDEFLOUR Assay Kit, StemCell
Technologies, Katalog No: 1700) 6lgimii yapilarak, parlak sinyal veren hiicrelerle ve
zayif sinyal veren kok hiicre fraksiyonlarmin ayrimi saglanmistir. ALDEFLOUR kit

sisteminin yontemi kisaca su sekildedir:
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Baslangigta hiicreler 10° /ml olacak sekilde siispansiyon haline getirilir. Eritrosit lizisi
yapilmak istenirse, ilk basamak olarak KK orneklerine lizis soliisyonu (Amonyum klordir)
(StemCell Technologies, Katalog No: 7850) eklenir. 10-15 dk lizis tamponunda bekletilen
hiicreler, 5 dk siireyle 300 g ‘de santrifiij edilir. Stipernatan atilir, hiicre pelleti 2 ml yikama
tamponuyla tekrar siispansiyon haline getirilir. iki kez santrifiij kullanilarak yikama
gerceklestirilir. Silipernatan atildiktan sonra hiicreler 1500 pl ABC transport inhibitor
iceren assay buffer (StemCell Technologies, Katalog No: 1702) ile resuspanse edilerek ve
tekrar hiicre sayimi1 yapilarak (1)(106 h/ml olacak sekilde sulandirim gergeklestirilir). Her
bir deneyde bir deney bir de kontrol tiipii kullanilir. Kontrol tlipiine ALDH aktivitesini
baskilayan inhibitor dietilaminobenzaldehit (DEAB) (Stemcell Technologies, Katalog No:
1705) solisyonundan 5 pl eklenir. -20 °C’den ¢ikarilan Aldeflour reaktifi (Stemcell
Technologies, Katalog No: 1703) deney tlpine ve kontrol tiipiine ireticinin Onerdigi
miktar olan 10 pl olarak eklenir. Iki tiip de sikica kapatilip vortekslenerek su banyosunda
30 dk inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasinda tiim tiipler 5dk 300 g’de santrifiij edilir.
Siipernatan atildiktan sonra kontrol tiiplerine 500 pl assay buffer (Stemcell Technologies,

Katalog No: 1701) konur. Test tplerine ise 100 pl assay buffer eklenir.

Daha sonra FITC ile boyali ALDH (StemCell Technologies, Katalog No: 1703), PE
(Beckton Dickinson, Katalog No: 550257) ile boyali CD73 antikoru, Phycocyanin 5 (PC5)
ile isaretli CD90 antikoru (Beckton Dickinson, Katalog No: 555597), Allophycocyanin
(APC A-750) ile isaretli CD38 antikoru (Beckman Coulter, Katalog No: A86049),
Phycocyanin 7 (PC7) ile isaretli CD34 antikoru (Beckman Coulter, Katalog No: A21691)
ve krom oranj (KO) ile isaretli CD45 antikoru (Beckman Coulter, Katalog No: A96416)
eklenecektir. Karisim 4°C’ de 15 dk inklbe edilerek, stre dolunca test ttplerine 1,5 ml
CellWash (Stemcell Technologies, Katalog No: 1702) eklenerek 5dk 300 g‘de santrifiij
edilir. Uzerine 500 pl Aldeflour assay buffer eklenen hiicrelerden akim sitometri cihazinda
veri toplanir. ALDH parlak reaksiyon veren hiicre grubu ALDH pozitif / (+) olarak kabul
edilir.

4.6. Ex vivo Koloni Olusturma (CFU) Yontemi

Otuz KK (nitesinden (Sepax sonrasi DMSO eklenmesi Oncesi; eritrosit deplesyonu

yapilmis buffy coat kismindan) alinan 100 pl kan 6rnegi ve 5 KK (nitesini 37 °C su
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banyosunda ¢o6ziildiikten ve yikadiktan sonra alinan 100 pl kan 6rnegine 80 pl HetaSep
(StemCell Technologies, Katalog No: 7806) ve 300 ul hicreler % 2 f6tal sigir serumu
(FBS) iceren Iscove Modifiye Dulbecco Besiyeri’nde (IMDM) (StemCell Technologies,
Katalog No: 7700) eklenir ve %5 CO, iceren 37°C etiivde (Sanyo /CO0, Incubator / MCO-
18AIC) 20 dk sureyle inklbe edilir.Yirmi dk inkubasyondan sonra dibe ¢oken eritrosit
pelletine dikkat edilerek siipernatan ayri bir tiipe almir. Daha sonra elde edilen
mononikleer kok hicrelerin Thoma lamui ile hiicre sayimi gergeklestirilir. Thoma lamiyla
hiicre sayimi i¢in kan orneginden 20 pl alinir ve 380 pl %3 asetik asit iceren metilen
mavisi (StemCell Technologies, Katalog No: 7060) ile sulandirilir (1/20 sulandirim).
Thoma lamina bir miktar 6rnek alinir ve l16kosit sayimi i¢in uygun olan 16 mm?’lik dort
farkli bolge sayilir. Sekil 4.1.’de Neubauer marka Thoma laminda sayim yapilan alanlar

gosterilmistir (Koselerde bulunan 4x4°lik kareler) .

~§in’""
Hiisiesit

-------

Sekil 4.1. Neubauer Thoma lami (http://www.microbehunter.com sitesinden alinmigtir).

Lokosit saymmi i¢in 6zel olan bu dort bolgeki cekirdekli hiicre sayisi toplanir ve 4’e
boliiniir. Cikan deger sulandinm faktériiyle ve 10* ile garpilarak ml’deki hiicre sayisi

bulunur.

Ornegin; Toplam 4 karede 400 hiicre sayild: ise; 400:4 x20x10* =20x10° h/ml olarak

hesaplanir.

Thoma lam1 sayiminda ulasilan deger baz alinarak, ekim 6ncesi hucreler % 2 fotal sigir

serumu (FBS) iceren IMDM’de (StemCell Technologies, Katalog No: 7700) ekim igin
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konsantrasyonu 5x10° h/ml olacak sekilde diliie edilir. Son hiicre siispansiyonundan 300 pl
alinarak 3 ml MethoCult™ Express (StemCell Technologies, Katalog No: 4447) besiyerine
ekim yapilir. MethoCult™ Express ve hiicreleri iceren tiiplerdeki karisimm homojen olmast
icin tlpler vortekslenir ve olusan hava kabarciklarinin iistte toplanmasi i¢in 5 dk beklenir.
MethoCult™ Express igeren hiicre karisimini hiicre kiiltiir plaklarina aktarmak icin 6zel 3
ml’lik enjektorler (StemCell Technologies, Katalog No: 28110) ve 16 gauge igneler
(StemCell Technologies, Katalog No: 28110) kullanilir. MethoCult™ Express iceren hiicre
karisimindan enjektorle 2.2 ml alinarak iki farkli 35 mm’lik hiicre kiiltiir plaklarina
(StemCell Technologies, Katalog No:  27100) ekim gergeklestirilir (1.1°er ml
besiyeri+hiicreler 2 ardisik 35mm’lik plaga ekilir). Hiicre kiltir plaklari 37°C’de %S5

CO2’li ortamda ve %95 nemli ortamda 7-14 giin boyunca inkiibasyona birakilir.

Hiicre kiiltiir plaklar1 7. ve 14. giinlerde, inverted 1sik mikroskobunda (Olympus/1X51) 4X
ve 10X objektifinde incelenerek olusan kolonilerin morfolojik degerlendirmesi ile

fenotipik analiz gergeklestirilir, sayilar1 belirlenir ve not edilerek karsilastirma yapilir.

4.7. istatistiksel analiz

SPSS programi kullanilarak, bagimli gruplar arasi iliski Pearson’s r ve r? degerleri
hesaplanarak korelasyon analizi ve Student’s t-test ile de gruplar arasi farkliliklar

degerlendirilerek, p<0,05 anlamlilik sinir1 olarak kabul edilir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. KK Uniteleri

KK toplama kiti i¢inde +4°C transfer cantasinda AUTF KK Bankasi’na ulastirilan KK
Uniteleri ¢calismaya, uluslararas: kriter ve standartlara uyan 30 adet KK tinitesi islemeye
almmistir. Bu KK Unitelerine ek olarak daha 6nce sivi azotta dondurmay1 takiben kriterlere
uymadigi tespit edilmis (tibbi 6ykiide uygunsuzluk, anne kan 6rnegi eksikligi kriteri gibi
standarda uymama) “arastirma” grubuna dahil edilmis 5 KK Unitesi de ¢alismaya dahil
edilmistir. Cizelge 5.1 AUTF KKB’ye bagis amagli gelen KK iiniteleri arasindan herhangi
bir kriter aranmaksizin segilen 30 KK iinitesinin agirlik, hacim ve total TNC sayilari
verilmistir. Hacmi >100 ml ve TNC >100x 107/kg olan 6rneklerden (Ornek 3, Ornek 4,
Ornek 5, Ornek 10, Ornek 24, Ornek 26) 1 ml kan &rnedi alinarak CD34" analizi icin
AUTF Hematoloji Laboratuvarina gonderilmis ve sonucu 1,5x10° h/ml degeri iizerinde
olup ,eritrosit deplesyonu yapilmistir. Cizelge 5.2°de ise arastirma grubundan segilen ve

calismaya dahil edilen 5 KK iinitesinin ayn1 veriler yer almaktadir.

Cizelge 5.1. AUTF KKB’ye ulasan KK iiniteleri arasindan ¢alismada kullanilmak igin
sec¢ilen 30 KK iinitesinin hacim ve TNC miktarlar1

ORNEK WBC (LOKOSIT) | KKAGIRLIK | KK HACIM TNC
NO MIKTARI DEGERI DEGERI
i} (x10° h/ml) (9) (ml) (x10/Unite)
Ornek 1 9,6 140 110,8 105,6
Ornek 2 9,3 141 111,7 103,2
Ornek 3 6,9 151 120,9 82,8
Ornek 4 6,0 153 123,1 73,8
Ornek 5 9,0 122 93,6 84,2
Ornek 6 9,9 165 134,6 132,7
Ornek 7 9,8 148 118,4 115,6
Ornek 8 11,8 117 89,1 105,0
Ornek 9 17,0 161 131,0 221,0
Ornek 10 7,6 148 118,0 89,7
Ornek 11 7.4 168 137,2 101,4
Ornek 12 7,6 163 132,4 100,3
Ornek 13 13,1 124 95,8 1245
Ornek 14 11,2 168 137,1 153,4
Ornek 15 17,4 120 92,0 160,1

24



Cizelge 5.1. (devam)

ORNEK WBC (LOKOSIT) | KKAGIRLIK | KK HACIM TNC
NO MIKTARI DEGERI DEGERI
] (x10° h/ml) Q) (ml) (x10’/Unite)
Ornek 16 9,1 154 124,1 112,8
Ornek 17 8,6 159 128,9 110,1
Ornek 18 8,7 156 126,0 109,6
Ornek 19 13,4 170 139,9 186,3
Ornek 20 11,8 193 161,1 190,0
Ornek 21 9,7 175 144,1 139,7
Ornek 22 14,2 164 133,2 188,9
Ornek 23 12,9 136 107,0 136,7
Ornek 24 7,7 157 127,2 97,8
Ornek 25 12,2 133 104,1 126,8
Ornek 26 7,2 161 130,8 93,6
Ornek 27 8,2 179 147,9 120,5
Ornek 28 16,6 160 129,8 214,1
Ornek 29 7,7 212 179,3 137,8
Ornek 30 15,8 170 139,3 219,6
Cizelge 5.2. KK iinitesinin islenip saklanmasi sonrasi standarda uymadigi tespit edilip

arastirma grubuna dahil edilen 6rneklerden segilen 5 KK {iinitesinin hacim ve
TNC degerleri

ORNEK | WBC(LOKOSIT) | KK AGIRLIK | KK HACIM TNC
NO MIKTARI DEGERI DEGERI
(xlO6 h/ml) (9) (ml) (x107/L"Jnite)
Ornek 1 6,9 133 104,1 71,8
Ornek 2 6,7 189 157,4 105,1
Ornek 3 12,2 148 117,8 142,7
Ornek 4 8,7 132 105,8 91,4
Ornek 5 11,1 123 94,2 113,7
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5.2. insan Gobek KK’sinda Canliik Oranlari ve CD34" Hiicre Miktarlar:

KK (nitelerinin Sepax ile eritrosit deplesyonu sonrasi flow sitometri analiz sonuglarindan
elde edilen CD34" hiicre sayisi, eritrosit deplesyonu sonucu lokosit sayisi, canliligs ve TNC
miktarlart Cizelge 5.3.’de gosterilmistir ve bes dondurulmus ¢oziilmiis KK Unitesinin
analiz sonuglar1 Cizelge 5.4.’de goriilmektedir. Sekil 5.1.’de 7-AAD ile isaretlenmis bir
KK {initesinin canlilik oran1 goriilmektedir (%94,1). Sekil 5.2. ise ayn1 KK {initesi igin pan
l6kosit belirteci olan CD45 hiicreler arasindan PE ile boyanmis CD34" hiicre yiizdesini
gostermektedir (%0,4). Sekil 5.3.’de bu KK unitesinin hesaplanmis mutlak CD34" hiicre
sayist goriilmektedir. Eger baslangigta bir diliisyon yapilmigsa bu ¢ikan deger diliisyon
faktoriiyle ¢arpilarak pl’de ki hiicre sayisi hesaplanmistir.

FS INT LIN

[A] FL4 INT LOG/SS INT LIN

SSINT LIN

rrrrmm rrrrmnm I Illlllll T TTrr

100 101 102 103

7 AAD PC5

Sekil 5.1. Ornek 30 akim sitometri analiz sonrasi 7-AAD canlilik tayini sonug grafigi
(Canli hiicreler 7-AAD", 6lii hiicreler 7-AAD" olarak isaretlenmistir).
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SSINT LIN

Frrrrn LR e rrrn LI |

100 101 102 103

CD34 PE

Sekil 5.2. Ornek 30 akim sitometri analizi sonucu PE ile boyanmis CD34 Hiicreler

File:- BEBEK SEMERCI KORD 2506 001.LMD
Gate:- C [AAND BANDC]
Compensation:-

Region Abs Count %Gated

Sekil 5.3. Ornek 30 akim sitometrisi ile hesaplanan mutlak CD34" hiicre sayis1

Cizelge 5.3. Eritrosit deplesyonu sonrasi dondurulma oncesi 30 KK (nitesinin l6kosit
sayis1, CD34" miktarlari ve canlilik yiizdeleri

ORNEK | CD34 HUCRE | WBC(LOKOSIT) | CANLILIK TNC
NO SAYISI SAYISI
(h/pl) (x10° h/ml) (%) (x10'/Unite)
Ornek 1 66 33,8 99,5 67,6
Ornek 2 128 36,9 99,4 73,8
Ornek 3 241 30,7 92,5 61,4
Ornek 4 181 26,1 92,8 52,2
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Cizelge 5.3. (devam)

ORNEK CD34 HUCRE | WBC(LOKOSIT) | CANLILIK TNC
NO SAYISI SAYISI
(h/ul) (x10° h/ml) (%) (x10"/Unite)

Ornek 5 60 23,4 99,9 46,8
Ornek 6 204 49,7 99,9 99,4
Ornek 7 122 48,3 93,9 96,6
Ornek 8 199 33,4 99,6 66,8
Ornek 9 433 70,7 93,8 1414
Ornek 10 82 32,0 83,5 64
Ornek 11 63 42,2 93,4 84,4
Ornek 12 47 41,4 98,9 82,8
Ornek 13 189 47,1 93,8 94,2
Ornek 14 178 56,1 99,0 112,2
Ornek 15 582 54,8 94,1 109,6
Ornek 16 105 39,7 98,0 79,4
Ornek 17 63 43,9 98,9 87,8
Ornek 18 128 40,0 99,5 80,0
Ornek 19 198 61,9 84,5 123,8
Ornek 20 410 77,2 99,2 1544
Ornek 21 249 49,7 95,4 99,4
Ornek 22 102 39,7 97,6 79,4
Ornek 23 102 43,3 89,3 86,6
Ornek 24 124 36,2 97,0 72,4
Ornek 25 279 40,8 98,9 81,6
Ornek 26 67 37,1 96,6 74,2
Ornek 27 283 47,8 98,4 95,6
Ornek 28 265 84,4 98,8 168,8
Ornek 29 320 55,2 99,2 110,4
Ornek 30 303 75,6 94,1 151,2

Cizelge 5.4. KK initesinin islenip saklanmasi sonrasi standarda uymadigi tespit edilip
aragtirma grubuna dahil edilen 6rneklerden secilen 5 KK iinitesinin 16kosit
sayisi, CD34" miktarlar1 ve canlilik yiizdeleri

ORNEK CD34 HUCRE WBC(LOKOSIT) CANLILIK
NO SAYISI SAYISI

(h/pl) (x10° h/ml) (%)
Ornek 1 179 23,4 62,6
Ornek 2 144 35,8 57,0
Ornek 3 168 30,4 54,6
Ornek 4 143 28,5 40,3
Ornek 5 725 61,3 55,0
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5.3. Insan Gobek KK CD34 Kok Hiicrelerinin ALDH Aktivite Diizeyi

Otuz taze KK ornegi ve bes donma ¢oziilme sonrast KK orneginde ALDH aktivitesi
(ALDEFLOUR Assay Kit, StemCell Technologies) olgiimii yapilarak, parlak sinyal veren
hiicreler pozitif kabul edildi. ALDH" hiicrelerde CD34 analizleri yapilirken kap1 parlak

pozitif hiicrelerde agildu.

Sekil 5.4.’te akim sitometride ALDH analizi sonras1t ALDH" hiicre popiilasyonunu, Sekil
5.5’te ALDH" hiicreler arasinda CD34" hiicre popiilasyonunu, Sekil 5.6.’da ayni1 anda
ALDH® CD90" CD34" CD38 olan hiicre popiilasyonunu, Sekil 5.7.’de CD34" hiicre
popiilasyonunu, Sekil 5.8. CD34" hiicreler arasinda ALDH" hiicre popiilasyonunu, Sekil
5.9.’da CD90" CD73" hiicre populasyonunu gosteren grafik yer almaktadir.

Cizelge 5.5.’te taze KK 6rneklerinde ALDH" hiicre alt tiplerinin dagilimina gére veriler

gosterilmistir. Cizelge 5.6. ise dondurulup ¢6ziilmiis 6rneklere ait verileri icermektedir.

BEBEX OZCAN ALDH 1405
002
[Ungated]

Gate Number
(L 100.853

A
~

20
A 2~

Sekil 5.4. Akim Sitometri ALDH analizi sonras1 ALDH" hiicre popiilasyonu grafigi
(ALDH" hiicre toplulugu A ile gosterilmistir.)
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OZCAN AlDH 1305
002

_____ A

B+- : 71,05%]

B+- : €.28%

- —~— - - e

CD38 APC AT7TSO
Gate Number 2cTotal 2sGated
304 0.20 100.00
O 0,00 0.0C
75 0.07 24 .67
13 0.01 2,28
216 0_21 71_05

Sekil 5.5. Akim Sitometri ALDH analizi sonrast ALDH" hiicreler arasinda CD34" hiicre
populasyonunu gosteren grafik

BEEBER OZC AN ALDH 1=05
o002
[CF)]
[ TCG-+ = | CG =+ : S0_00%]
S50,00%

| Illlll‘

Ll II.IIII

L llIJl.l

CG--
O, 00=

CD38 APC ATSO

Numbersr S6eTotal 22Gated
100,00

o000

S0.00

O.,00

S0 00

=
=
k

Sekil 5.6. Akim Sitometri ALDH analizi sonras1 ayn1 anda ALDH" CD90" CD34" CD38"
olan hcre populasyonunu gosteren grafik
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107
CD34 PC7

Gate Number 2%6Total 26Gated
All 100.853 100,00 100,00

=

Sekil 5.7. Akim Sitometri ALDH analizi sonras1 CD34" hiicre popiilasyonunu gésteren
grafik

BEEBEK OZCAN AL DH 1305

0,46 100,00

0,01 3.23
0,07 15.52
O,143 29.96
0,23 51.29
0,08 16,38

Sekil 5.8. Akim Sitometri ALDH analizi sonras1 CD34" hiicreler arasinda ALDH" hiicre
populasyonunu gosteren grafik
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ALDH BEBEK YETGIN 2006
002

L]
C++ : 71,30%

C--:
10,00% C+-:

107 10°
CD73 PE

Gate Number %Total %Gated
324 0,22 100,00

0 0,00 0,00

0 0,00 0,00

93 0,06 28,70

231 DL 71,30

Sekil 5.9. Akim Sitometri ALDH analizi sonras1 CD45" olup CD90" CD73  hiicre
populasyonunu gosteren grafik

Cizelge 5.5. Taze KK drneklerinde ALDH™ hiicre alt tiplerinin dagilimi

ORNEK CD34" ALDH™ ALDH" CD34" ALDH"
NO hiicre sayis1 | hiicre sayisi hicreler hicreler hicreler
(h/pl) (h/ul) arasinda arasinda arasinda CD 90"
CD34" ALDH" CD 34" CD 38
hiicre sayis1 | hiicre sayisi hiicre sayisi
(h/pi) (h/pi) (h/pi)
Ornek 1 24,3 18,8 14,4 17,14 1,7
Ornek 2 193,9 127,0 121,6 129,53 4,6
Ornek 3 348,6 12,2 13,8 338,62 0,6
Ornek 4 166,6 103,9 96,8 131,59 8,7
Ornek 5 108,2 6,1 5,4 99,75 0,3
Ornek 6 293,3 238,2 230,9 269,44 3,2
Ornek 7 151,8 128,8 122,7 143,66 4,5
Ornek 8 2634 216,7 207,2 254,08 4,2
Ornek 9 305,7 266,5 246,5 293,52 8,7
Ornek 10 128,1 118,1 116,5 121,86 4,1
Ornek 11 94,9 87,1 78,1 82,02 1,8
Ornek 12 68,9 58,6 58,1 65,15 5,4
Ornek 13 348,2 314,5 302,7 332,16 51
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Cizelge 5.5. (devam)

ORNEK CD34" ALDH™ ALDH" CD34" ALDH"
NO hiicre sayis1 | hiicre sayisi hicreler hicreler hicreler
(h/pl) (h/ul) arasinda arasinda arasinda CD 90"
CD34" ALDH" CD 34" CD 38
hiicre sayis1 | hiicre sayisi hiicre sayisi
(h/ul) (h/ul) (h/ul)
Ornek 14 333,2 244,0 2319 262,98 6,9
Ornek 15 192,8 150,8 144,3 172,11 10,1
Ornek 16 152,6 152,6 144,4 145,87 14,9
Ornek 17 79,3 79,3 72,7 75,92 7,7
Ornek 18 66,9 55,0 50,8 56,67 2,4
Ornek 19 265,8 213,2 199,4 231,74 28,9
Ornek 20 306,7 188,1 172,7 280,90 10,3
Ornek 21 470,0 424,2 406,1 447,11 25,0
Ornek 22 144,6 107,3 102,1 46,58 4,9
Ornek 23 91,8 109,9 52,0 74,84 53
Ornek 24 149,5 100,9 97,2 129,42 16,4
Ornek 25 119,4 88,4 84,4 103,31 3,1
Ornek 26 90,0 68,5 66,1 80,53 2,8
Ornek 27 276,2 224,7 214,2 259,22 14,4
Ornek 28 275,0 233,1 217,7 241,07 0,3
Ornek 29 4428 386,9 356,7 400,84 39,8
Ornek 30 316,5 256,8 233,3 295,69 25,3

Cizelge 5.6. Arastirma grubundan segilen dondurulup ¢ézme sonrast ALDH" hiicre alt tip
dagilimi

ORNEK CD34" ALDH" ALDH" CD34" ALDH"
NO hiicre sayis1 | hiicre sayisi hicreler hicreler hicreler
(h/ul) (h/ul) arasinda arasinda arasinda CD 90"
CD34" ALDH" hiicre | CD 34" CD 38
hiicre sayisi sayisl hiicre sayisi
(h/ul) (h/ul) (h/ul)
Ornek 1 179 37,8 34,8 49,08 17,4
Ornek 2 144 78,6 70,3 84,78 18,6
Ornek 3 168 104,9 95,6 125,71 49,9
Ornek 4 143 111,1 96,5 157,05 47,1
Ornek 5 725 391,7 304,7 581,41 77,7

5.4. Koloni Olusturma (CFU) Yontemi

Otuz KK (nitesinden (Sepax sonrasi DMSO eklenmesi Oncesi; eritrosit deplesyonu
yapilmig buffy coat kismindan) alinan kan ornegi ve dondurulup ¢oziilen bes KK

tinitesinden alinan kan oOrnegiyle ekim yapilmistir. Yedinci ginde ureyen koloniler
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sayilirken 14. giinde bu koloniler CFU-GM, CFU-GEMM ve BFU-E olarak farklilasmis alt

smiflari sayilmistir. Sayimlar tecrubeli {i¢ kisi tarafindan ayr1 ayr1 yapilmistir.

Sekil 5.10.’da 22. Ornege ait 14. giindeki inverted mikroskop goriintist, Sekil 5.11.’de 25.
ornege ait 14. giin inverted mikroskop gorintisi, Sekil 5.12. ve Sekil 5.13.’de Ornek 21’in
7. gin inverted mikroskop goruntileri, Sekil 5.14., Sekil 5.15. ve Sekil 5.16.’da ise
sirasiyla Ornek 25, Ornek 21 ve Omek 28’in inverted mikroskopta ¢ekilmis 14. gin

gorintiileri yer almaktadir.

Cizelge 5.7. ve Cizelge 5.8. ’de taze 30 KK (Unitesindeki ve dondurulup ¢6ziilme sonrasi 5
KK 7. gun ve 14. giin koloni sayim sonuglar1 alt tip koloni sayilariyla birlikte verilmistir.
Cizelge 5.9. ve Cizelge 5.10.” da ise her bir KK unitesinin koloni sayilariyla, uUnitede
bulunan toplam TNC sayisi ile ¢arpilarak hesaplanmis CFU-GM ve CFU-GEMM toplam

koloni sayis1 bulunmaktadir.

Sekil 5.10. Ornek 22 14. giinde BFU-E kolonisi (1 koloni -10X objektif)
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Sekil 5.12. Ornek 22 7. giin kolonileri (4X objektif - 4 adet CFU-GM kolonisi)
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Sekil 5.14. Ornek 25 14. giin kolonileri (4X objektif - 2 CFU-GM, 3-4 CFU-GEMM
kolonisi)
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Sekil 5.15.  Ornek 21 14. gun kolonileri (4X objektif - 1, 2, 4 CFU-GM, 3 CFU-GEMM
kolonisi)

Sekil 5.16. Ornek 28 14. giin kolonileri (4X objektif - 1 CFU-GM, 2-4 CFU-GEMM
kolonisi)
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Cizelge 5.7. Taze KK (nitelerinde 7.ve 14. giin koloni sayim sonuglari

ORNEK CFU 7. GUN CFU 14. GUN SAY'IM
NO SAYIM SONUCLARI(KOLONI/PLAK)
SONUQLARI CFU-GEMM CFU-GM BFU-E
(KOLONI/PLAK)
Ornek 1 30 5 9 13
Ornek 2 63 5 20 42
Ornek 3 31 39 2 1
Ornek 4 64 60 20 55
Ornek 5 36 20 12 10
Ornek 6 78 22 11 5
Ornek 7 62 19 8 35
Ornek 8 38 27 10 8
Ornek 9 64 33 27 33
Ornek 10 32 34 9 43
Ornek 11 18 9 6 20
Ornek 12 28 4 5 20
Ornek 13 60 14 13 30
Ornek 14 34 7 5 28
Ornek 15 125 24 35 74
Ornek 16 70 15 17 36
Ornek 17 29 8 8 23
Ornek 18 78 30 9 35
Ornek 19 35 19 9 31
Ornek 20 83 32 18 33
Ornek 21 78 33 23 30
Ornek 22 70 26 17 27
Ornek 23 13 5 6 7
Ornek 24 38 17 9 19
Ornek 25 65 22 22 26
Ornek 26 45 10 13 18
Ornek 27 70 15 16 39
Ornek 28 61 14 17 31
Ornek 29 74 14 10 45
Ornek 30 59 38 17 12
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Cizelge 5.8. Arastirma grubuna dahil edilen dondurulup ¢oziilmiis 5 KK (nitesinde 7. ve
14. giin koloni sayim sonuglar1

) CFU 7. GUN CFU 14. GUN SAYIM
ORNEK SAYIM SONUCLARI(KOLONI/PLAK)
NO SONUQLARI CFU-GEMM CFU-GM BFU-E
(KOLONI/PLAK)
Ornek 1 23 3 10 14
Ornek 2 18 4 16 6
Ornek 3 6 6 4 3
Ornek 4 26 9 13 4
Ornek 5 16 8 4 16

Cizelge 5.9. Taze 30 KK unitesinde CFU-GM ve CFU-GEMM hiicre sayilari

ORNEK NO CFU-GM CFU-GEMM
(x10°/Unite) (x10°/Unite)
Ornek 1 6 3
Ornek 2 15 4
Ornek 3 1 24
Ornek 4 10 31
Ornek 5 6 9
Ornek 6 11 22
Ornek 7 8 18
Ornek 8 7 18
Ornek 9 38 47
Ornek 10 6 22
Ornek 11 5 8
Ornek 12 4 3
Ornek 13 12 13
Ornek 14 6 8
Ornek 15 38 26
Ornek 16 13 12
Ornek 17 7 7
Ornek 18 7 24
Ornek 19 11 24
Ornek 20 28 49
Ornek 21 23 33
Ornek 22 13 21
Ornek 23 5 4
Ornek 24 7 12
Ornek 25 18 18
Ornek 26 10 7
Ornek 27 15 14
Ornek 28 29 24
Ornek 29 11 15
Ornek 30 26 57
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Cizelge 5.10. KK iinitesinin islenip saklanmasi sonrasi standarda uymadig: tespit edilip
arastirma grubuna dahil edilen 6rneklerden sec¢ilen bes KK tiinitesinde CFU-
GM ve CFU-GEMM hiicre sayilari

ORNEK CFU-GM CFU-GEMM

NO (x10°/Unite) (X10°/Unite)
Ornek 1 5 1
Ornek 2 11 3
Ornek 3 2 4
Ornek 4 7 5
Ornek 5 5 10

5.5. Istatistiksel Analiz Sonuclar:

SPSS programi kullanilarak, bagimli gruplar arasi iligki Pearson’s r ve r? degerleri
hesaplanarak korelasyon analizi ile yapildi. Student’s t-test ile de gruplar arasi farkliliklar
degerlendirilerek, p<0.05 anlamlilik sinir1 belirlendi.

Cizelge 5.11. ve Cizelge 5.12. otuz taze KK {initesinde ve donma ¢6ziilme sonrasi 5 KK
unitesindeki hesaplanmis degerleri verilmistir. Cizelge 5.13. ve Cizelge 5.14. ise 30 taze
KK iinitesinde ve donma ¢6ziilme sonras1 5 KK {initesindeki karakteristik analiz degeleri
yer almaktadir. Cizelge 5.15. ise CFU-GM / CFU-GEMM koloni sayilarina karsi KK
tinitesindeki hematopoietik aktiviteyi gosteren korelasyon degerleri ve Cizelge 5.16. ise

taze KK tinitelerinin tiim parametrelere gore istatiski dagilim verilerini géstermektedir.
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Cizelge 5.11. Taze KK ‘da tinitedeki hesaplanmis degerler

ORNEK CD34" ALDH" CD34" ALDH" ALDH" CFU-GM CFU-
NO hiicree sayist hiicr6e sayist "ALDH+ "CD34+ CDQO: (x10%/Unite) GEMM
(x10°/Unite) | (x10°/Unite) hucrae sayisi hucree sayist CD34_ (X10%/Unite)
(x10°/Unite) | (x10°/Unite) CD38
(x10%/Unite)
Ornek 1 1,32 0,38 0,34 0,29 0,03 6 3
Ornek 2 2,56 2,54 2,59 2,43 0,09 15 4
Ornek 3 4,82 0,24 6,77 0,28 0,01 1 24
Ornek 4 3,62 2,08 2,63 1,94 0,17 10 31
Ornek 5 1,2 0,12 2,00 0,11 0,01 6 9
Ornek 6 4,08 4,76 5,39 4,62 0,06 11 22
Ornek 7 2,44 2,58 2,87 2,45 0,09 8 18
Ornek 8 3,98 4,33 5,08 4,14 0,08 7 18
Ornek 9 8,66 5,33 5,87 4,93 0,17 38 47
Ornek 10 1,64 2,36 2,44 2,33 0,08 6 22
Ornek 11 1,26 1,74 1,64 1,56 0,04 5 8
Ornek 12 0,94 1,17 1,30 1,16 0,11 4 3
Ornek 13 3,78 6,29 6,64 6,05 0,10 12 13
Ornek 14 3,56 4,88 5,26 4,64 0,14 6 8
Ornek 15 11,64 3,02 3,44 2,89 0,20 38 26
Ornek 16 2,1 3,05 2,92 2,89 0,30 13 12
Ornek 17 1,26 1,59 1,52 1,45 0,15 7 7
Ornek 18 2,56 1,10 1,13 1,02 0,05 7 24
Ornek 19 3,96 4,26 4,63 3,99 0,58 11 24
Ornek 20 8,2 3,76 5,62 3,45 0,21 28 49
Ornek 21 4,98 8,48 8,94 8,12 0,50 23 33
Ornek 22 2,04 2,15 0,93 2,04 0,10 13 21
Ornek 23 2,04 1,09 1,50 1,04 0,11 5 4
Ornek 24 2,48 2,02 2,59 1,94 0,33 7 12
Ornek 25 5,58 1,77 2,07 1,69 0,06 18 18
Ornek 26 1,34 1,37 1,61 1,32 0,06 10 7
Ornek 27 5,66 4,49 5,18 4,28 0,29 15 14
Ornek 28 53 4,66 4,82 4,35 0,01 29 24
Ornek 29 6,4 7,74 8,02 7,13 0,80 11 15
Ornek 30 6,06 5,14 5,91 4,67 0,51 26 57
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Cizelge 5.12. Donma ¢oziilme sonras1 KK iinitelrtindeki hiicre degerleri

ORNEK| CD34" ALDH* ALDH* CD34* ALDH* | CFU-GM CFU-
NO | hiicre sayisi | hiicre sayis1 |CD34" hiicre| ALDH" CD90" (x10%/Unite)| CEMM
(x10%/Unite) | (x10%Unite) sayisi hiicre sayisi CD34" (x10%Unite
(x10%/Unite) | (x10%/Unite) |  CD38"
(x10%/Unite)
Ornek 1 3,58 0,76 0,70 0,98 0,35 5 1
Ornek 2 2,88 1,57 1,41 1,70 0,37 11 3
Ornek 3 3,36 2,10 1,91 2,51 1,00 2 4
Ornek 4 2,86 2,22 1,93 3,14 0,94 7 5
Ornek 5 14,5 7,83 6,09 11,63 1,55 5 10
Cizelge 5.13. Otuz KK (nitesinin karakteristik analizi
Degiskenler Ortalama = SSD Ortanca Arahk

TNC sayisi 93,8 + 30,1 85,5 46,8-168,8
(x107/Unite)

CD34 " hiicre sayisi 3,85+ 2,55 3,6 0,94-11,64
(x10%/Unite)

ALDH " hiicre sayis 3,14 + 2,55 2,6 0,12-8,48
(x10%/Unite)

ALDH" hiicrelerde 2,97 £ 2,02 2,4 0,11-8,12
CD34" hiicre sayisi

(x10%/Unite)

CD34" hiicrelerde 3,72+ 2,28 2,9 0,34-8,94
ALDH" hiicre sayisi

(x10%/Unite)

ALDH" hiicrelerde 0,19+ 0,19 0,1 0,005-0,795
CD90" CD34" CD38"

hiicre sayis1

(x10%/Unite)

CFU-GM 13+10 11 1- 38
(x10°/Unite)

CFU-GEMM 19+£14 17 3-57
(x10°/Unite)
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Cizelge 5.14. Dondurma ¢6ziilme sonrasi 5 KK iinitesinin karakteristik analizi

Degiskenler Ortalama £ SSD Ortanca Arahk
TNC sayisi 71,8 +£29,8 60,8 46,8-122,6
(x10'/Unite)

CD34" hiicre sayisi 5,44 + 5,08 3,36 2,86-14,5
(x10%Unite)
ALDH" hiicre sayisi 29+282 2,09 1,57-7,83
(x10%/Unite)
ALDH" huicrelerde 241+£212 1,91 0,70-6,09
CD34" hiicre sayisi
(x10%/Unite)
CD34" hiicrelerde 3,99 + 4,34 2,51 0,98-11,63
ALDH" hiicre sayisi
(x10%/Unite)
ALDH" hiicrelerde 0,84+£0,5 0,94 0,32-1,55
CD90" CD34" CD38"
hiicre sayisi
(x10%/Unite)
CFU-GM 6+3 5 2-11
(x10°/Unite)
CFU-GEMM 5£3 4 1- 10
(x10°/Unite)
Cizelge 5.15. CFU-GM/CFU-GEMM  Kkoloni  sayilarma karsi KK  iinitesindeki
hematopoietik aktiviteyi gosteren korelasyon degerleri
Degiskenler CFU-GM CFU-GEMM
(x10°/Unite) (x10°/Unite)
TNC r=0,569 p=0,001 r=0,382  p=0,037
(x10” h/Unite)
CD34" r=0,722  p<0,001 r=0,723  p<0,001
(x10%/Unite)
ALDH" r=0,624  p<0,001 r=0,451 p=0,120
(x10%/Unite)
ALDH" CD34" r=0,618  p<0,001 r=0,435 p=0,016
(x10%/Unite)
CD34" ALDH" r=0,423  p=0,020 r=0,558 p<0,001
(x10%/Unite)
ALDH" CD90" r=0,412  p=0,240 r=0,256  p=0,172
CD34" CD38"
(x10%/Unite)
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Cizelge 5.16. Taze KK’nin tiim parametrelere gore istatistiki dagilim degerleri

Degiskenler TNC CD§4+ ALI?H+ ALDHJ'__CD34+ CD34" ALDH+ ALDH"* CD90" CFU-GM CFU-GEMM
(x10” h/Unite) (x10%/Unite) | (x10%Unite) | (x10%Unite) (x10%/Unite) CD 34" CD38 | (x10°/Unite) | (x10°/Unite)
(x10%/Unite)
TNC r=0,586 r=0,681 r=0,685 r=0,501 r=0,461 r=0,569 r=0,382
(x10” h/Unite) p=0,010 p<0,001 p<0,001 p=0,050 p=0,010 p=0,001 p=0,037
CD34" r=0,670 r=0,666 r=0,768 r=0,416 r=0,722 r=0,723
(x10%/Unite) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,022 p<0,001 p<0,001
ALDI—_|_+ r=0,999 r=0,786 r=0,586 r=0,624 r=0,451
(x10%/Unite) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,120
ALDH®* CD34" r=0,786 r=0,568 r=0,618 r=0,435
(x10%/Unite) p<0,001 p=0,010 p<0,001 p=0,016
CD34" ALDH" r=0,431 r=0,423 r=0,558
(x10%/Unite) p=0,001 p=0,020 p<0,001
ALDH" CD90" r=0,412 r=0,256
CD34" CD38" p=0,240 p=0,172
(x10%Unite)
CFU-GM r=0,567
(x10°/Unite) p=0,001
CFU-GEMM

(x10° Unite)




6. TARTISMA ve SONUC

Gilintimiizde HKH aragtirmalari; bagisiklik sistemini baskilayict tedavi ve nakil sonrasi:
HKH tanimlamasi, izolasyonu, en ¢ok da hizli ve/veya yeterli immiin yapilanmay1
saglayacak hiicrelerin karakterize edilerek, secici kullanimia yonelmistir. Diger HKH
kaynaklarina oranla daha yavas engrafmanla karakterize olan KK naklinde, KK {initesinin
kalitesinin dogru belirlenmesi kritiktir. KK naklinde karsilasilan sorunlardan bir tanesi,
hiicre canliligi ve sayist yiksek bir KK’nin nakil sonrasi graft'inin basarisiz
sonuclanabilmesidir. Genellikle yiilksek CD34" hiicre ile nakle giden hastalarda engrafman
basaris yiiksektir ancak nadiren de olsa basarisiz nakil gerceklesebilmektedir®. Bu sonug
kismen islevselligini yitirmis ve donma sonrasi nekroz/apoptozis tetiklenmis CD34"
hiicrelerin naklediliyor olmasiyla kismen de kisa veya uzun donem progenitorlerin
engrafman yeteneklerinin farkli olmasiyla agiklanabilir™®, Akim sitometri ile paralel
ALDH aktivite belirlenmesi y6nteminin, daha o6nce CD34" HKH alt tiplerinin
belirlenmesindeki etkinligi kanitlanmistir. Bu yontemler, HKH fonksiyonlarinin

belirlenmesinde CFU-GM testlerine oranla daha yiiksek korelasyon gosterebilmektedir®**

Yaptigimiz  ¢alismada bulgular ALDH® hiicre popiilasyonuyla CD34" hiicre
popillasyonunun oldukga yiiksek korelasyon gosterdigini (r=0,670 p<0,001) kanitlamistir.
KK tinitelerinin tiim bahsi gegen parametrelerin analizi ilk kez bu ¢alismada yapilmistir ve
Cizelge 5.16°da gosterilmistir (TNC sayisi, CD34" hiicre sayisi, ALDH" hiicre sayisi,
ALDH" hiicreler icinde CD34" hiicre sayisi, CD34" hiicreler igine ALDH" hiicre sayis1 ve
ALDH" CD90" CD34" CD38 ~ hiicre sayisi, CFU-GM ve CFU-GEMM koloni sayilari)
TNC ile CD34+ arasi iliski dahil parametrelerin hepsinin birbirleriyle pozitif korelasyonu
gorilmektedir (r=0,586 p=0,01).
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CD34* Hiicre Yiizdesi ALDH* Hiicre Yiizdesi

CD34* ALDH Hiicre Yiizdesi ALDH* CD34 Hiicre Yiizdesi

Sekil 6.1. ALDH * olup CD34 ve CD34" olup ALDH" olan hiicre popiilasyonu oranlar

Arastirmamizin sonucunda taze kordon kami Orneklerinde TNC’nin % 4,04 + 0,2’ sinin
CD34" ve % 3,25 £ 1,2’sinin ALDH" oldugu; CD34" hiicrelerin % 90,5 + 45,9’unun
ALDH", ALDH" hiicrelerin % 94,4 + 5,3’iiniin CD34" hiicrelerden olustugu goriilmiistiir.
Boylece HKH' lerin ¢ok biiyiik kismmin hem ALDH" hem de CD34" hiicrelerden olustugu
gozlendi. Ote yandan ALDH® hiicrelerin  %5,6’simin - CD34  hiicre  popiilasyonu
olusturmasi, CD34" hiicrelerin ise % 9,5’nin ALDH™ hiicreler olmasi diger onemli bir
bulgudur (Sekil 5.16). Daha énceki yaymlarda CD34" lerde ALDH orani degisik oranlarda
bildirilmistir. Bunun klinik agidan onemi tam olarak bilinmemekle birlikte baska bir
arastirma konusu olabilir. Bizim disimizda CFU-GEMM ve CFU-GM ile ALDH/CD34
birlikteligini arastiran tek arastirma 2014 yilinda yaymlanmistir. Lee ve ark’ lar: 245 KK
tinitesinde ALDH ile CD34 arasinda dondurma 6ncesi ve sonrast TNC ,CD34", ALDH"
CD34" ve CD34 ALDH" hiicre popiilasyonlarmin sadece CFU-GM ve CFU-GEMM ile

korelasyonunu arastirmis ve alt tiplendirme yapmamistir',

CFU dozu dondurma/¢ézme sonrasi KK engrafman basarisini dngorebilecek Onemli
kriterlerden biridir, ¢linkii farkli HKH alt tiplerinin islevselligi ancak CFU-GM testleriyle

ortaya konabilir. CD34 hiicre sayisi ve Kkalitesiyle birlikte, CFU dozunun tahmin
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edilmesine ve CFU yapilmaksizin engrafman siiresinin ve graft basarisinin dngdriilmesine
olanak saglayabilir. Calismamizda klinik segim kriteri olarak kullanilan CD34" hiicre
sayisiyla CFU-GM (r=0,722 p<0,001) ve CFU-GEMM (r=0,723 p<0,001) kolonileri
arasinda oldukca vyiiksek korelasyon saptanmistir. Bunun yamisira ALDH® hiicre
populasyonuyla yine CFU-GM (r=0,624 p<0,001) ve CFU-GEMM (r=0,451 p=0,12)
arasinda CD34’le korelasyonuna yakin yiiksek korelasyon gosterilmektedir. Bulgularimiz
kisa siirede sonug veren maliyeti diisiik akim sitometrik yontemlerle analizin; pahali, emek
ve zaman gerektirmesinin yaninda optimizasyon problemleriyle siklikla sorun yasanilan ex
vivo koloni yerini alabilecegini gostermektedir. ALDH aktivitesi, CFU-GM yapilmaksizin,
KK Unitesinin islenmesini takiben fonksiyonel ve daha az fonksiyonel HKH ve progenitor
alt gruplarinin belirlenmesine de olanak saglayabilir. CFU-GM testleri en fazla STR
hakkinda bilgi vermekte olup, LTR hiicre serileri daha fazla emek ve maliyet gerektiren
uzun donemli hucre kulttrd testleri (long term cell culture, LTCC) ile saptanabilmektedir.
Dolayisiyla, CFU-GM testlerinde reme gosterebilen ve gosteremeyen, ylksek engrafman
kapasitesine sahip HKH ve progenitor alt tiplerinin ALDH aktivitesi yoluyla kisa surede

belirlenmesi klinik a¢idan ¢ok énemlidir.

Arastirmamizda dondurup ¢oziilmiis 6rneklerde de taze drneklerde oldugu gibi CD34" ve
ALDH" hiicre oranlarmin degistigi goriilmiistiir. Say1 azligi nedeniyle korelasyon
bakilamamis ancak CD34 diisiik gibi goriilen 6rneklerin ALDH™ lerden zengin olabildigi

gorilmiistiir.

ISHAGE yontemi ile saptanan CD34" *ligi ile ALDH birlikte yapilan analizlerdeki CD34"
’ligi arasinda % 10'u asmayan bir sapma goriilmiistiir. Akim sitometrik analizlerde
yontemin standardizasyonu agisindan bu goézlemin dikkate alinmasi gereklidir. Bu
durumun sebebi kullanilan yontem arasindaki farkliliklardan kaynaklanmasi olabilir.
ISHAGE yobnteminde mutlak hiicre sayimi yapilirken, yikama islemi yapilmamaktadir.
ALDH ile birlikte analizde ise hicrelerde On yikama yapildiktan sonra eklenen
antikorlardan baglanmayanlar1 uzaklastirmak icin 2. yikama islemi yapilmaktadir ve

boncuk kullanimi s6z konusu olmayip , degerler % WBC iizerinden hesaplanmaktadir.

Akim sitometri analizi ile mutlak CD34" hiicre sayis1 hesaplanirken ALDH benzeri
belirteclerin analize eklenmesi sayesinde, CD45"" CD34" CD38"" erken/gec alt

popiilasyonlarm ve hatta son yillarda 6nemi daha ¢ok vurgulanan CD34~ ALDH®
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fenotipinde hiicre tanimlanmasi miimkiin olmustur. Calismamizda Klinik ag¢idan 6nemli
olabilecek CD34~ ALDH" ve ALDH" CD34 hiicre popiilasyonuna rastlanmistir. Bu alt
tiplendirme sayesinde potansiyeli yiiksek ALDH" progenitor gruplarin saptanmasi, tipki ex
Vivo expansiyon yapilmis ya da pluripotensi indiiklenmis hiicre bankaciliginda oldugu gibi,
ALDH" hiicrelerin segici bankaciligmin yapilmasma da olanak saglayabilir. Rutin
kullaniminin yam sira, ALDH" ézellige sahip olan progenitdrlerin secici kullanimi hiicresel
tedaviler i¢in de alternatif bir kaynak teskil edebilir. Kontrollii randomize bir Klinik
calismada, ALDH" K1 hiicrelerin otolog naklinin iskemik olgularda ve bir baska ¢alismada
da isitme kaybinda tedavi edici etkisi gosterilmisir***2. Kurtzberg ve grubu tarafindan
pediatrik hastalarin dahil edildigi faz 1 ¢alismasinda da KK ALDH" hiicreleriyle
zenginlestirilmis KK naklinde, ALDH akitivitesi yiksek hicrelerin tedavi edici etkisi ispat

edilmistir .

Intrinsik ALDH enzim etkinliginin dayanikli bir biyolojik fonksiyon olmasi nedeniyle,
ozellikle uzun siire dondurulmus KK gibi HKH kaynaklariin kalitesinin 6ngdriillmesinde,
islevsel bir analize dayanan CFU-GM koloni sayisi ile birlikte degerlendirildiginde sadece
CD34" hiicre sayis1 belirlemeye oranla HKH miktarim1 daha gergekei olarak belirleyebilir.
ALDH aktivitesi, giivenilirligi ve etkinligi kanitlanmig sitometrik temele dayanmasi ve
hizli bir test olmasiyla gelecekte ex vivo CFU testlerinin yerine gecebilir. ALDH
kullamlarak akim sitometri ile engrafman kapasitesi yiiksek CD34" progenitor ve kok
hicre fraksiyonunu tespit edebilmek, CFU dozunun dnceden tahminine olanak saglayarak,
kiltlir sisteminin dezavantajlarini ortadan kaldirabilir. ISHAGE rehberi benzeri standart bir
protokoliiniin olmamas1 ve yontemin heniiz yeterince standardize edilmemis olmasi, KK
nakillerinde zaman faktorinin daha az onem tasimasi, CFU-GM ve CD34 analizlerinin
yaygin uygulaniyor olmasi gibi nedenlerle ALDH ile KK literatiiriindeki yaymn sayisi
kisithidir. Oysa KK ile HKH nakillerinde engrafman sorunlar1 ge¢ yeniden yapilanma ve
hatta engrafman yetmezligi ile kendini gostermektedir. Bu olas1 basarisizliklar1 énceden
belirleme gereksinimi, pratik ve hizli sonug veren, baslangi¢ ve dondurma/cdézme sonrasi
yalmzca CD34" HKH sayisina degil, kisa/uzun dénem yapilanma saglayabilen HKH’leri
saptayacak molekiiler belirteclere gereksinimi olusturmaktadir’ . Yeterli optimizasyon
ve standart yontemle karsilastirma sayesinde, ALDH aktvitesi Ol¢limiine dayali akim
sitometri analizi KK’daki HKH’lerin proliferatif potansiyelleri hakkinda fikir verebilecek
ve nakil i¢in KK se¢iminde kriter olarak kullanilabilecek standart yontemler arasinda yer

alabilir.
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