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1. GIRIS

1.1.Aferezis (Hemaferezis)

Aferez, kanin bir komponentinin aliip geri kalaninin hastaya veya dondre
geri verilmesi igslemi olarak tanimlanmaktadir.Hemaferezis, aferezis ile esanlamli
olarak kullanilmaktadir.Sitaferezis ise aferezin bir cinsi olup kanin hiicresel

elamanlarinin ayrilip geri kalanin hastaya veya donore geri verilmesi islemidir.

Kan komponentlerini birbirinden ayirmak amaciyla g¢esitli teknikler
kullanilmaktadir.Bunlar santrifiij, filtrasyon ve adsorbsiyondur.Santrifiij tekniginde
kan komponentleri 6zgiil agirliklarina gére birbirinden ayrilir.Filtrasyon tekniginde
kan komponentleri birbirlerinden biiyiikliiklerine gore ayrilir.Adsorbsiyon teknigi
daha ¢ok immunoadsorbsiyon islemleri i¢in kullanilan bir uygulamadir.Biyoaktif
membranlar kullanilarak istenilen elamanlar plazmadan ayrilabilmektedir.Bunlardan
santrifiij teknigi aferez cihazlarinda en ¢ok kullanilandir.Baz1 aferez cihazlarinda ise

bu tekniklerin kombinasyonu (Ornek.:Fenwall Autoferesis C cihazi) kullanilmaktadir.

Aferez cihazlar1 devamhi akim veya aralikli akim teknigi ile caligir.Devamli
akim teknigi ile ¢alisan cihazlarin 6zellikleri; az ekstrakorporeal hacim, kisa islem
stiresine sahip olmalari,buna karsilik ¢ift kol gerektirmeleri (bir giris,bir ¢ikis) ve
taginabilir olmamasidir. Aralikli akim ile c¢alisan cihazlar ise, daha fazla
ekstrakorporeal hacim ve uzun islem siiresine sahiptir.Buna karsilik taginabilir olup

tek kol (tek giris-cikis) gerektirirler (Ilhan, 1997, Boliim 24).

Giliniimilizde aferez teknigi; plazmaferezis, trombosit aferezi, eritrositaferezis,
graniilositaferez, lenfositaferez, periferik kok hiicre aferezi gibi yaygin kullanim
alanina  sahiptir. Aferezis uygulamalar1 hastalara ve saglikli  dondérlere
yapilabilmektedir.Uygulanan kisiye gore terapdtik aferez (hastaya tedavi amach
islem yapilmasi) ve dondr aferezi (saglikli vericiden kan komponenti toplanmast)
olarak ikiye ayrilir. Bu iki islem ayni yontemi kullanir ancak amaclar1 farklidir

(McCullough, 1997 Béliim 2, Arslan, 2002,s:1).



1.2. Kok Hiicre Aferezi

Farkl1 hiicre tiplerine dontisebilme ve kendisini yenileyebilme giiciine sahip
olan hiicrelere kok hiicre denmektedir. Eriskinde kemik iliginde bulunan kan
(hematopoietik) kok hiicresinden laboratuvarda ya da insan bedeninde yeni kan kdk
hiicreleri, hatta farkli hiicreler elde etmek miimkiindiir. Kan kok hiicrelerinin kemik
iliginden kana geg¢isinin arttirilmasi yani mobilizasyonu ile ¢evre kaninda kok hiicre
miktar1 daha da artmaktadir.Bu bilgi ile kan kok hiicrelerinin ¢evre kanindan kolayca

toplanabilecegi gergegi ortaya ¢ikmistir (Goldman, J.M ve ark, 1978).

Cevre kaninda canli kan kok hiicrelerinin bulundugunun kanitlanmasi dolagan
kan kok hiicrelerinin, klinikte yliksek doz tedaviyi izleyerek kan yapiminin yeniden

diizenlenmesinde kullanimini giindeme getirmistir (Richman, C.M ve ark 1995).

Aferez cihazlarindaki teknolojik ilerlemelerin kok hiicrelerin kemik ilgi
yerine periferik kandan elde edilmesine biiyiik yardimlar1 olmustur. Periferik kan kok
hiicre toplanmasi1 daha az agrilidir, daha ucuzdur ve kemik iligine gore periferik kok
hiicreler ile yapilan nakillerde daha hizli bir hematolojik iyilesme olur (Korbling ve

ark 1995).

Bu cihazlarla yapilan allojeneik kok hiicre toplanmasinda hiicre canliliginin

olumsuz yonde etkilenmedigi gosterilmistir (Bakanay, S.M ve ark., 2006).

Allojeneik kok hiicre kaynagi olarak periferik kan kok hiicrelerinin kullanimi

giderek artmaktadir (Arat, M ve ark 2004).

Periferik kan kok hiicre aferezinin ne zaman yapilacagt ¢ok O6nem arz
etmektedir. Aferez 6ncesi dolasimdaki CD34 pozitif hiicrelerin miktarinin bilinmesi
periferik kok hiicre aferezinin zamanlamasi ve basarisi i¢in ¢ok dnemlidir (Demirer,

T ve ark 2002).

Periferik kok hiicre aferezinde hastalardan veya goniillii vericiden 16koferez ile
icinde CD34+ hiicrelerinde bulundugu mononiikleer hiicreler toplanir.Kan kok

hiicresinin kemik iliginden kana en fazla gectigi giinii yakalamak ve o giin afereze



baslamak gereklidir.Bu sekilde yiiksek miktarda kok hiicre elde edilir.Genel olarak
mobilizasyon teknigi kandaki kok hiicrelerin sayisini arttirmak i¢in kullanilir.Bunun
icin kullanilan ila¢ G-CSF(koloni stimulan faktér) yada GF(biiyiime faktorii) dir.

Otolog kok hiicre aferezi icin G-CSF, kemoterapi ile beraber kullanilir.

Hastaya inflize edilen CD34 pozitif hiicrelerinin sayisinin hesaplanmasi
onemlidir. Bunun i¢in ideal viicut agirligi veya ayarlanmis ideal viicut agirhigi baz

alabilir (Topcuoglu ve ark 2007).

Kok hiicre transplantasyonlart kok hiicrelerin kaynagmma gore kemik iligi
transplantasyonu, periferik kan kok hiicre transplantasyonu, kordon kani
transplantasyonu olarak tice ayrilir.Ayrica kok hiicrenin temin edildigi dondre
gorede otolog kok hiicre transplantasyonu, allojenik kok hiicre transplantasyonu ve

sinjeneik kok hiicre transplantasyonu olarak kategorize edilirler.

Tiirkiye’de 1992 yilinda ilk otolog periferik kok hiicre nakli ve 1993 yilinda ilk
allojeneik periferik kok hiicre nakli Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji

Bilim Dali’nda yapilmistir (Glirman ve ark 1995).

1.3. Kok Hiicrelerin Dondurulmasi (Kriyoprezervasyonu) ve Saklanmasi

Hematopoietik kok hiicrelerinin, elde edilmesinden hastaya inflizyonuna
kadar gecen siirede canlilik ve fonksiyonlarini tam olarak koruyabilecegi bir
ortamda saklanmasi, hematopoietik yeniden yapilanmada Onem arz etmektedir.
Uygun sekilde donduruldugu ve saklandigi zaman kok hiicreler, hematopoietik
yeniden yapilandirma kapasitelerini yillarca koruyabilir (2.Ulusal Hemaferez

Kongresi Egitim Kitab1 sayfa 47, 2005).

Uzun siireli (hafta, ay, yil) saklama gereksiniminde kék hiicrelerin —80°C
veya daha diisiik 1silarda, canliliklarini siirdirmeleri i¢in gerekli islemlerden
gecirildikten sonra dondurularak saklanmasi gerekir.Hematopoietik kok hiicrelerin

dondurularak saklanmasinda temel teknik basamaklar soyledir:



1. Dondurma oncesi:
»  QGerekiyorsa eritrositlerin azaltilmasi

» Kiriyoprotektan ilavesi (Dimetilsiilfoksid-DMSO-; Hidroksietil starc-
HES-)

* Dondurularak saklama isleminin hiicreler {izerine olumsuz etkilerini
azaltan plazma proteinleri (otolog plazma veya plazma protein

konsantreleri) ile islem

2. Sogutma-dondurma dénemi: Programli kademeli sogutma veya dogrudan

-80°C dondurucuya yerlestirilmesi

3. Saklama: Nitrojen likit veya buhar fazinda saklama veya -80°C mekanik

dondurucuda saklama.

Dondurma islemi esnasinda kriyoprotektanlar son derece Onemlidir.Bu
ajanlar donma sirasinda olusan olumsuz soliisyon etkilerini su-lipit-protein
kompleksinin kristalize olmasini engelleyerek ve hiicre ile disarisin1 eszamanlt likit

fazdan donma fazina gecirerek termal hasari onler.

Farkli hiicreler i¢in optimal sogutma hizlar1 farklilik gosterir ve en uygun
sogutma hizi da kullanilan kriyoprotektana ve konsantrasyonuna gore degiskenlik
gosterir.Programli-kademeli  hiicre dondurucular1 dondurma isleminin farkh
fazlarinda irlintin  istenilen hizda dondurulmasimi saglar. %10 DMSO
konsantrasyonunda hazirlanmis hematopoietik kok hiicreler -40°C’ye kadar -1-
2°C/dakika, daha sonra -5°C/dk hizda -80- -120°C’ye kadar sogutulur. Bu noktada
iriin programli dondurucudan alinarak uzun siireli saklama i¢in tercihe gore likit
veya buhar fazinda nitrojen ortamina yerlestirilir. Giinlimiizde hematopoietik kok

hiicre iiriinlerini merkezlerin ¢ogu nitrojenin likit fazinda -190°C’de saklar.



1.4. Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi

Dondurulmus hiicreler tekrar 1sitilirken iki 6nemli sorun hiicre harabina yol
acmaktadir. Birincisi, 1sinma sirasinda hiicre i¢inde kristal olusumunun baslamasi ve
hiicrede mekanik hasarm ortaya ¢ikmasi Ikincisi, donma sirasinda gelisen olaylarin
tam tersinin, ¢oziilme sirasinda gergekleserek ekstraselliiler alanin hipotonik karakter
kazanmasidir.Bu olayin nedeni; ekstraselliiler ortamin, intraselliiler ortamdan once
¢Oziilmesi sonucu olusan ani serbest sivi salinimidir. Bu hipotonisite hiicrelerin
siserek patlamasma yol acar. Ozellikle bu olay, kuvvetli penetran
kriyoprezervatiflerin varliginda daha belirgindir (1.Hemaferezis Atdlye Caligmasi

Egitim Kitab1 Sayfa 55, May1s 2002).

Bu iki olaydan hiicreleri koruyabilmenin en iyi yolu, ¢6ziinmenin
dondurmanin aksine ¢ok hizli yapilmasidir. Hiicreleri ¢6ziinme sirasindaki ozmotik
soktan (diliisyon soku) koruyabilmenin bir yolu da hiicre dis1 osmolaritenin
korunabilmesi i¢in penetran olmayan (HES gibi) kriyoprezervatiflerin, penetran

kriyoprotektanlarla beraber kullanilmasidir.

Ayrica irlin ¢ozildiikten sonra iirlin diliie edilirken bu diliisyonun yavas
yapilmas1 da osmotik soktan korunmak i¢in gereklidir (hiicre i¢inde yogun bulunan
DMSO ‘nun diliisyonla azalan osmotik gradiente bagli olarak hiicreden disar1 ¢ikisi
icin zaman taninmalidir). Bu nedenle donma esnasindaki etkilerden korunmada ¢ok
etkin olan penetran kriyoprezervatiflerin beraber kullanilmasi, en ideal
kriyoprezervatif karistmi olacaktir.Bu karisimin getirecegi bir diger avantajda iiriin
¢oziindiikten sonra 37°C’ye gelen iirtindeki dimetilsiilfoksit’in hiicrelere olan direkt
toksik etkisinin konsantrasyonun diisilk olmasi nedeniyle daha az zarar verecek

olmasidir (Rowley ve ark 1993).

1.5. Otolog Kok Hiicre Transplantasyonu

Otolog kok hiicre transplantasyonu, hastadan elde edilen ve ayn1 hastaya geri
verilen kok hiicreleri tanimlar.Yiiksek doz kemoterapi alan hastalarda kemik iligi

yetmezligi olmakta ve hasta 6lmektedir.Bunu dnlemek i¢in hastanin hematopoietik



kok hiicreleri toplanir ve uygun sartlarda dondurulur,daha sonra hastaya yiiksek doz
tedavi verilir. Dondurulan kok hiicreler 24 saat sonra eritilerek katater araciligi ile
hastaya geri verilir.Otolog kok hiicre transplantasyonu kemosensitif malignitelerde

yiiksek doz kemoterapi verilmek i¢in yapilan iglemdir.

Otolog kok hiicre transplantasyonu, kemik iligi ve periferik kan kok hiicre
olarak iki tipte yapilir.Otolog periferik kan kok hiicre toplanmasinin avantajlari;
hiicrelerin kolay ve fazla miktarda toplanmasi,genel aneztezi gerektirmemesi,
toplanan hiicreler arasinda kemik iligine gore daha az malign hiicre olmasi ve
hematopoietik iyilesmenin hizli olmasidir (To, L.B ve ark 1992, Duncan, N ve ark

1996).

Otolog kok hiicre transplantasyonunun agamalari; hasta se¢imi,mobilizasyon
rejimi ve kok hiicre aferezi, kok hiicrelerin dondurulmasi, yiiksek doz kemoterapi,

dondurulan hiicrelerin eritilerek hastaya verilmesi seklinde olmaktadir.

1.6. Allojenik Kok Hiicre Transplantasyonu

Allojenik kok hiicre transplantasyonu, goniillii vericiden elde edilen ve
hastaya verilen kok hiicreleri tanimlar.Allojenik kok hiicre transplantasyonu kemik
iligi, periferik kok hiicre ve gébek kordon kani olarak {i¢ sekilde yapilabilir. Allojenik
kok hiicre transplantasyonunun amaci;belirli bir hazirlama rejimi  sonrasi
hematopoietik veya immiinopoietik orijinli bir maligniteyi yok etmek, bu sekilde
bosaltilan kemik iligi kavitesine wverici orijinli hematoimmiinopoietik dokuyu

olusturacak kok hiicreleri yerlestirmektir.

Allojenik kok hiicre transplantasyonunun agamalari; hastaya transplant karari
verilmesi ve hazirliklar, verici se¢imi, hasta ve vericinin hazirlanmasi, hazirlik rejimi,
kok hiicre toplanmas1 ve inflizyonu, graft versus host hastaligi profilaksisi, destek

tedavisi ve engraftman takibi seklinde olmaktadir.



1.7. Kok Hiicre

Kok hiicreler genel olarak kendi kendini yenileyebilen, ¢ok yonli
farklilasabilen klonojenik hiicreler olarak tanimlanir (Till, McCulloch,1961;Metcalf
ve Moore, 1971).Kdk hiicreler, organizmanin yasami boyunca belirsiz periyotlarda
kendi kendine boéliinebilme kabiliyeti olan hiicrelerdir.Uygun kosullarda ve uygun
sinyaller esliginde kok hiicreler organizmayr olusturan diger hiicrelere
dontisebilirler.Bu, kok hiicrelerin kalp hiicreleri,deri hiicreleri ve sinir hiicreleri gibi
belirli sekil ve fonksiyona sahip olgun hiicrelere gelisebilme potansiyelidir.Kok
hiicreler, sadece doku ve organlarin gelisiminden ve yenilenmesinden sorumlu
biyolojik birimler olmayip aynmi zamanda dogal seleksiyonla evrim gegiren

birimlerdir (Irving, L. Weissman, 2000).
Kok hiicreler; totipotent, pluripotent, unipotent olarak ii¢ tiire ayrilirlar.

Totipotent kok hiicreler, sinirsiz farklilasma ve farkli yonlere gidebilme
ozelliginde olan kok hiicrelerdir. Bu hiicreler; embriyo, embriyo sonrasi tiim doku ve
organlar ile embriyo dis1 membranlarin ve organlarin kaynagini olusturan kok hiicre
tiirleri olarak tanimlanirlar.Déllenmis yumurta’ya “totipotent” denir.Latince totus’un
anlami biitiin demektir. Totipotent hiicre embriyoyu olusturan tiim hiicreleri, dokulari
ve uterusta embriyonun gelisimini destekleyecek doku ve hiicreleri olusturma

potansiyeline sahiptir.

Pluripotent kok hiicreler organizmada birgok dokunun olusmasina kaynak
olusturan kok hiicrelerdir.Birgok bilim adami pluripotent terimini mezoderm,
endoderm ve ektoderm dedigimiz li¢ embriyonik germ tabakasinin hepsinden olusan
hiicreleri veren kok hiicreleri tanimlamak i¢in kullanir. Bu li¢ embriyo germ tabakasi
viicuttaki tiim hiicrelerin embriyonik kaynagidir. Viicudu olusturan bir¢ok farkli

0zellesmis hiicrelerin tiimii bu germ tabakalarinin birinden kdken alir.

Unipotent kok hiicreler multi-potensiyel kok hiicresi ve bu hiicrelerin
boliinmeleri sonucu olusan ve tek bir yonde farklilagsmak {lizere programlanmis olan
hiicrelerdir. Unipotent kok hiicre terimi sadece belirli bir hiicreye kadar
farklilasabilen yetiskin organizmalardaki hiicreler i¢in kullanilan bir terimdir. Bu

0zellik dokularin devamli olarak kendi kendini yenilemesine olanak saglar.
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Sekil 1. Kok Hiicreleri ve Hematopoez

1.8. Embriyonik Kok Hiicre

Embriyonik kok hiicreler embriyonun gelismesinin en erken donemlerinden
koken alir ve blastosit olarak adlandirilir. Embriyonik kok hiicreler, blastositin i¢
hiicre tabakasindan embriyo uterin duvarina yerlesmeden Onceki asamasinda
olusurlar. Embriyonik kdk hiicreler kendi kendini yenileyebilir ve pluripotenttir. Ug
germ tabakasindan koken alan hiicrelere doniisebilir Insandaki ilk embriyonik kok
hiicre, 1998 yilinda Thomson ve arkadaslar tarafindan elde edilmistir (Thomson, J.A
1998). Simdiye kadar yapilan c¢aligmalar embriyonik kok hiicrelerin gelecekte
oncelikle norodejeneratif, diabet ve myokard enfarktiisii gibi hiicre dejenerasyonu ve
Oliimiiyle karakterize hastaliklarin hiicre nakli ile gergeklestirilebilecek tedavilerinde,
erken donem embriyonik gelisimin molekiiler ve genetik diizeyde incelenmesinde,
kanser tedavisinde ve ilag fonksiyon testlerinde kullanilabilecek yegane hiicresel

kaynak olabilecegini gostermektedir.

1.9. Eriskin Kok Hiicre

Erigskin kok hiicreler, erigkin bireylerden elde edilen, bir¢ok hiicre tipine
dontisebilen hiicrelerdir. Diger biitiin kok hiicreler gibi eriskin kok hiicreler de iki

temel Ozellige sahiptirler: Kendilerinin es kopyalarini iiretebilirler ve uzun dénemde



hiicre proliferasyonu saglayabilirler. Ozel islevleri yerine getirecek gelismis hiicre

tiplerine dontigebilirler.

Tipik olarak kok hiicreler tam farklilasma fazindan biraz 6nce ara hiicre tipine
dontigiir. Bu ara hiicre tipine prekiirsér veya progenitor (Oncii) hiicre denir.
Progenitor hiicreler fetal veya eriskin dokularda kismen farklilagmis hiicrelerdir,
daha sonra bdliinerek tam farklilasirlar. Bu hiicrelere, kararli veya belli bir gelisme

yoluna yonelmis hiicreler denilebilir.

Erigkin kok hiicreler tiim dokularda dagilmiglardir ve bulunduklar1 yere gore
farkli davranirlar.Erigkin bir kok hiicre olarak siniflanabilmek i¢in, organizmanin
yasam1 boyunca, hiicrenin kendini yenileme 6zelligine sahip olmasi sarttir. Bu kriter
kok hiicrenin dogasinin temel kurali olsa da in vivo olarak gostermek ¢ok zor hatta

imkansizdir.

1.10. Hematopoietik Kok Hiicre

Hematopoietik kok hiicreler, kandan ve kemik iliginden izole edilen, kendi
kendilerini yenileyebilen, ¢esitli 6zellesmis hiicrelere farklilagabilen, kemik iliginden
kan dolagimina mobilize olabilen ve apoptosiz(zararli ve gereksiz olan hiicrelerin
kendi kendini yok etme islemi) denilen programlanmis hiicre oliimiine gidebilen
hiicrelerdir. Hematopoietik kok hiicreler, hiicre populasyonu iginde en iyi
tanimlanmis hiicrelerdir. Till, McCulloch, Wu, ve Siminovitch’in ¢igir agan
deneyleri ile baslayarak lethal (6ldiiriicii) dozda radyasyona maruz kalmig
konakgilarin dalaklarinda klon olusturabilen (klonojenik) kemik iligi hiicrelerinin
myeloeritroid koloniler olusturdugu ortaya konmustur (Till ve McCulloch, 1961;
Becker ve ark 1963). Bazi vakalarda bu klonojenik hiicreler ikincil konakgilara
transfer edildiginde yeniden biitiin kan hiicre serilerini olusturdugu goézlenmistir

(Siminovitch ve ark, 1963).

Kan hiicreleri viicuttaki herbir hiicre tipinin immiin korunmasindan ve
devamli bakimindan sorumludur. Bu yiizden siirekli olarak deri hiicreleri ile birlikte

viicutdaki diger dokulara gore kendi kendini en fazla yenileme yetenegine sahiptir.



Kan ve immiin (bagisiklik sistemi) hiicrelerini olusturan kok hiicreler hematopoietik

kok hiicreler olarak bilinir.

Erigkin dokularindaki kok hiicreler, fenotipik ve fonksiyonel olarak
tanimlanmalartyla birlikte direkt olarak klinikte kullanilmaya baglanmistir. Bunun
en iyi Ornegi, hematopoietik kok hiicrelerin otolog ve allojeneik transplantasyonda
kullanimlaridir. Hematopoietik kok hiicreler kemoterapi ve/veya radyoterapi ile
miyeloablasyon saglanan hastalara verildiginde adezyon molekiilleri sayesinde
kemik iligine yerlesir ve yeni kan hiicrelerini olusturur, yani engraftman 6zelligi
gosterir.  Allojenik kemik iligi transplantasyonu ile losemiler, kemik iligi
yetmezlikleri, miyelodisplastik sendromlar tedavi edilirken, yiiksek dozda
kemoterapi uygulanmasina imkan saglayacak otolog kemik iligi transplantasyonu ile
cogu solid ve hematolojik tiimdrlerin tedavisi miimkiin olmaktadir. Kemik iligindeki
hematopoietik kok hiicreler pluripotent 6zellikte olup en azindan 10 farkh
fonksiyonel (nétrofil, monosit/makrofaj, bazofil, eozinofil, eritrosit, trombosit, mast
hiicreleri, dentritik hiicreler, B ve T lenfositler) hiicre tipini olusturabilir

(Bellantuono, 1. 2004).

Hematopoietik kok hiicrelerinin, kemik iliginde varligin1 gésteren en énemli
bulgu, miyeloablasyona ugratilmis kisiye verilen kemik iliginin hematopoietik
yapilandirmayr  saglamasidir.Hematopoietik ~ kok  hiicrelerin  hematopoietik
yapilandirmay1 saglamasinin en 6nemli sebebi, hematopoietik kok hiicrelerin kendi
kendini yenileme yeteneklerinin olmas1 ve daha olgun hiicre gruplarina

farklilagsmasindandir (Herzog ve ark 2003).

1.11. Normal insan Kan ve Kemik iligi Hiicre Kiiltiirlerindeki Koloni Tipleri

Biitiin hematopoietik koloniler, tek tek hiicrelerin bdliinerek ve farklilagsarak
morfolojik olarak taninabilir progenitdr olusturmasiyla gelisir. Koloni ¢aligmalarinda
rutin olarak kullanilan kosullar altinda progenitdrlerin hemen hepsi bdliindiik¢e
farklilasir ve sonug olarak belirli ve dnceden tahmin edilebilen bir inkiibasyon stiresi
sonunda biitlin hiicreler olgunluga ulasir ve bundan sonra koloni boyutu daha fazla

artmaz. Bu, her koloni tipinin degerlendirilmesi agisindan en iyi zamandir; ¢iinkii
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olgun hiicreler zaman iginde lizis (par¢alanma)e ugramaya baslayacaklardir. Koloni
gelisiminin bu 06zelligi, progenitdr gelisiminin degisik safhalarinin olusturduklari
kolonilerin boyutlarina gére birbirlerinden ayrilmasini saglar. Ornegin koloni daha
bliyiik (koloninin i¢indeki hiicre sayis1 daha ¢ok) oldugunda proliferatif kapasite

daha biiytiktiir ve koloninin orijin aldig1 progenitér daha primitiftir.

1.12. Eritroid Koloniler

Metilselliilloz besi yerlerinde eritropoietik progenitorler olgunlastiklarinda
degisken sayida hemoglobinize eritroblast kiimelerinden olusan koloniler olustururlar.
Normalde ortamda yeterli miktarda eritropoietin yoksa, bu kiimeler gelisim
gostermez; ancak eritroid progenitdr proliferasyonunun erken asamalar1 bagska
faktorler tarafindan da stimule edilmektedir. Bu nedenle eritropoietin yoklugunda
bile BFU-E ‘den biiyiime, gelisme durmadan 6nce 6nemli miktarda hiicre ortaya
cikabilir. Hemoglobinize eritroblast kiimelerinin son sayist koloninin boyutunu
tahmin etmek acisindan uygun bir Ol¢ek olusturur ve eritroid progenitér hiicre
farklilasmasinin degisik asamalarindan koken alan kolonilerin tanimlanmasina izin
verir.Ancak bu kiimelerin birbirinden ayr1 varliklar olarak goriinmeleri kiiltiir
sartlarindaki degisikliklerden kolayca etkilenir. Bunlardan bir tanesi ortamda
¢ozlilmiis olan metilselliilozun son konsantrasyonudur. Ortam daha viskoz oldugunda
eritroblast kiimelerinin biiyiik bir hiicre kiimesi halinde kalma egilimi artar. Tersine
ortam daha az viskoz oldugunda bu kiimelerin daha ¢ok sayida kiiclik kiimelere

parcalanma egilimleri artar.

Ortamda bulunan biiyiime faktorlerinin tipleri ve konsantrasyonlar eritroid
koloni morfolojisini siddetle etkileyen diger bir parametredir. Eritroid kolonilerinin
skorlama sayiminda koloniyi yapan kiimelerin sayisinin yani sira koloninin igindeki

toplam hiicre sayis1 da bir kriter olarak dikkate alinmalidir.
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1.13.CFU-E (Eritroid Koloni Olusturan Uniteler)

CFU-E, en kiiciik ve hizli olgunlasan eritroid kolonilerinin olusumuna yol
acan progenitdrlere verilen isimdir. Olgunlastiginda CFU-E’ den orijin alan koloniler
maksimum yaklasik 100-200 eritroblast iceren 1-2 kiimeden olusur. Skorlamada
gecerli olmast ic¢in her kiimenin en azindan 8 eritroblast igermesi gerekir.
Eritroblastlar metilselliilloz i¢inde hemoglobin igeriklerine bagl olarak verdikleri
belirgin kirmizi-portakal rengi ile taminirlar. Orijinal siispansiyonda CFU-E’ den

orijin alan kolonilerin ¢ogu, kiiltiirdeki 10-12 giin icerisinde olgunluga ulagmais olur.

Bu siireden sonra koloni igindeki hiicrelerde lizis baslayabilir. Eger koloni
skorlamasi 14 ve daha ileri giinlerden sonra yapilirsa kolonilerin goriintii olarak lizise

ugramis kahverengi eritroblastlar icerecegi akilda tutulmalidir.

1.14. BFU-E

BFU-E terimi, CFU-E’ den daha primitif olan eritroid progenitér sinifini
tanimlamakta kullanilir.BFU-E’ nin ayirict 6zelligi CFU-E’ ye oranla daha biiyiik,
coklu kiimeli koloniler olusturmasina imkan veren daha yiiksek profileratif
kapasitesidir. Burst terimi, boyut olarak biiylimiis ancak daha Once renksiz olan
eritroid kolonilerinde hemoglobinin aniden belirmesi nedeniyle
kullanilmistir.Eritroid BFU’lar bazen tiziim salkimi morfolojisi seklinde tanimlanir.
Boyut olarak 3 kiiciik kiime ya da 1 biiyiik kiime ve 200 eritroblast igeren
kolonilerdir. On alt1 ya da daha fazla kiime ve on bin ya da daha fazla hiicre i¢eren
kolonilere kadar ulasirlar.Rekombinat growth (biiyiime) faktér kombinasyonlari
iceren metilsellilloz ortaminda yetistirilen eritroid koloniler skorlanirken hiicre
kiimelerini birbirinden net olarak ayirmak olduk¢a zordur. Bu nedenle koloni
boyutunun belirlenmesi daha sik olarak kolonideki hiicre sayisinin bir tahminine

dayanmaktadir.
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1.15. Olgun BFU-E

Olgun BFU-E’ ler CFU-E’ lerin en yakin onciilleri olan BFU-E’ leri
tanimlamakta kullanilir. Olgun BFU-E ler en az ii¢ en fazla sekiz eritroblast kiimeleri
iceren ve mature koloni olarak boyutu 100-500 hiicre arasinda olan orta boydaki
eritroid kolonileri olugturma yetenekleri ile tanimlanir. Olgun BFU-E ler tarafindan
olusturulan koloniler genellikle inkiibasyondan sonra 10-12 giin i¢inde tam olarak
hemoglobinize olurlar ve 16-18’inci giinden sonra skorlandiklarinda lizise ugramis

kahverengi eritroblast igerdikleri gozlenir.

1.16. Primitif BFU-E

Primitif BFU-E’ler dokuz ya da daha fazla hemoglobinize eritroblast
kolonileri igeren progenitér olarak tanimlanir (500’Un iizerinde hiicre igeren
koloniler). Bu koloniler, en ¢ok 16kosit conditioned ortam igeren metilselliilozda 18
giinliik inkiibasyondan sonra ya da rekombinant biliylime faktorleri kullanildiginda
14-16 giin sonra degerlendirilir. Daha erken donemlerde kolonilerin pek ¢ogu
hemoglobinize olmaya  baglamistir ve bu nedenle yanlislikla graniilopoietik
kolonilerle karistirilabilir. Baz1 nadir durumlarda boyut olarak ¢ok biiyiimiis eritroid
koloniler 18’inci glinden sonraya kadar bile tam olarak hemoglobinize olmayabilir.
Primitif BFU-E’ ler bazen ¢ok erken eritroid progenitor hiicre farklilagmasi ile ilgili
Ozelliklerin arastirllmasinin  kolay olmasi agisindan 9-16 eritroblast kiimesi
olusturanlar ve 16’ dan fazla eritroblast kiimesi olusturanlar olmak {izere daha alt

gruplara ayrilabilir.

1.17. Graniilopoietik Koloniler

Graniilositler, makrofajlar ve her ikisinin klonojenik progenitorleri bu
hiicrelerden minimum 20-50 adet igeren koloni olusturma yeteneklerine gore
tanimlanir. Gelistirilen skorlama kriteri her labaratuvarda ayr1 ayridir.Granulopoietik
progenitdrler yarikati ortamda gelistirilen ilk klonojenik hematopoietik hiicrelerdir ve

o donemde CFU-C (colony forming unit-culture) olarak adlandirilmistir.Ciinkii o
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donemde ek farklilasma potansiyellerinin olup olmadigint belirlemek miimkiin
degildi.Daha sonralar1 CFU-C’ lerin biiyiik ¢ogunlugunun graniilosit veya makrofaj
farklilasma yolu ile smurli olan progenitdr populasyonunu temsil ettigi
anlagildigindan CFU-G (granulosit koloni olusturan iiniteler), CFU-M (makrofaj
koloni olusturan tiniteler), CFU-GM (granulosit,makrofaj -koloni olusturan tiniteler)

terimleri kullanima girmistir.

Onceleri in-vitro olarak elde edilen granulopoietik kolonilerinin hemen hepsi
notrofil ve/veya makrofaj kolonileriydi ancak daha sonralari eozinofil ve bazofil
(mast hiicreleri) kolonileri tanimlanabilmistir.Eozinofil ve bazofiller tipik olarak
makrofajlarla karigmis olarak goriilmezler ve ortamda bir miktar farkli goriiniisleri
vardir.Lokosit-kondisyone ortam iceren metilselliiloz besiyerleri ayni kiiltiirde hem
eritroid hem de graniilopoietik progenitér tiretmek icin kullanilir.Bu nedenle
skorlama yapmadan oOnce Kkiiltiirler 18 giinlilk olana kadar beklemek gerekir,aksi
halde erken donemdeki hemoglobinize olmamis eritroid koloniler nedeniyle

graniilosit ve makrofaj kolonilerinin sayisini oldugundan fazla saymak miimkiindiir.

Genellikle nétrofil ve makrofaj kolonileri homojen morfoloji gdstermekte
olup koloninin merkezinde daha konsantre, hiicre ¢eperinde ise daha az yogun bir
hale yer alir.Notrofiller kiigiikk hiicrelerdir. Makrofajlar daha biiyiikk olma
egilimindedir bazilar1 ise ¢ok biiyiik hiicrelere doniisiir. Rutin ¢alismalarda bazofil
koloniler nadiren gozlenir. Eozinofil kolonilere 6zellikle periferik kanda bulunan
progenitorlerden elde edilen kiiltiirlerde daha siklikla rastlanir.Graniilosit ve
makrofaj kolonilerini boyutlarma gore ayrimlamak daha zordur.Eger yeterince
yiikksek bir cut off degeri belirlenirse (6rnegin 500-1000 hiicre)degisik o6zellikleri

olan graniilopoietik progenitorler ayirt edilebilir.

1.18.Multi-Lineage Koloniler

CFU-GEMM (Koloni-olusturan {initeler graniilosit, eritrosit, makrofaj,
megakaryosit) multiple-lineage hiicreleri igeren ve siklikla eritroid hiicrelerin de
dahil oldugu kolonileri olusturan progenitorlere verilen isimdir.Bu tiir koloniler

16kosit liremesi i¢in uygun ortam iceren besiyerlerinde minumum 18 giinden sonra,

14



rekombinant biiylime faktorii kullanilan kiiltiirlerde ise 14-16 giinden sonra

degerlendirilebilir.

1.19. Koloni Kiiltiir Ortam ve Hesaplama Prosediirleri

Insan kani ve kemik iliginde bulunan hematopoietik progenitdrler uygun
metilselliilloz bazli ortamda kiiltiire edildiklerinde koloniler olusturur. Belirli eritroid
progenitdrler CFU ya da BFU olarak adlandirilir ve ayrica her kolonideki olgun

hiicreler tip (lineage) ve sayisina gore asagidaki gibi siniflandirilir:

CFU-E (Colony-forming unit-eritroid) 1-2 kiime icinde 8-200 eritroblast

olusturur.

BFU-E (Burst-forming unit-eritroid) 3 ya da daha fazla kiime ya da bunlara

esit sayida eritroblast olusturur.

CFU-GM (Colony-forming unit-graniilosit ve makrofaj) 20 ya da daha fazla

graniilosit ve makrofaj olusturur.

CFGEMM (Colony-forming unit-graniilosit, eritroid, makrofaj, megakaryosit)

Adi gegen ilk iki tiirden de bazi hiicreler iceren 20 ya da daha fazla hiicre olusturur.

Lokosit conditioned ortam stimulan (uyaran) olarak kullanildiginda CFU-E
ve olgun BFU-E’ den ortaya ¢ikan koloniler inkiibasyondan sonra 10-12 giin i¢inde
diger tip koloniler de 18 giin sonra skorlanmalidir.Rekombinant biiyiime faktorleri
kombinasyonlar1 igeren metilselliiloz kiiltiirlerinde koloni biiyiimesi daha hizli
olur.Bu kiiltiirlerde biitiin kategorilerdeki koloniler inkiibasyondan sonra 14-16
giinler arasinda skorlanabilir. Ayrica bu kosullar altinda bazi graniilopoietik koloniler
cok biiyiikk boyuta ulasir ve bu nedenle 16 giinden sonra bazi CFU-E orijinli
kolonilerin tanimlanmasina engel olabilir.Ancak kiiltlirler cok erken skorlandiginda
bazi eritroid koloniler halen hemoglobinize olmamalar1 nedeniyle yanliglikla

graniilopoietik olarak skorlanabilir.

Koloni sayilari ve tiirlerinin saptanmasi en iyi sekilde yiiksek kaliteli diiz alan

objektifleri olan ve 20-30X, 80X ve 150X biiyiitme saglayan invert mikroskop
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kullanilarak saglanir. Sayimi kolaylastirmak i¢in her petri kutusu dnce kapagi kapal
olarak 60mm gridli doku kiiltiiri petri kutusu i¢ine konur, boylece 35mm lik petri
kutusunun i¢indeki birbirini izleyen satir ve siitunlar izlenebilir.Fotografta gorildigii
gibi gridle 60mm lik petri kutusu renkli kece kalem kullanilarak 4 kadran olusturacak
sekilde + isareti ile boliiniir. Ancak sayimda kiiltiir petri kutusu + isaretinin kesisme
noktasina yerlestirildiginde kiiltiir yariya veya dortte bire boliinerek sayim yapilacak

alan kiigiiltiiliir.

Koloni sayist yiiksek olup gerektirdiginde kullanilan petr kutusu bdlmesinin
sayim sirasinda biitiin kutuyu temsil ettifinden emin olmak icin Oncelikle biitiin
kutuyu kiigiikk biiyiitmede gozden gegirmek gereklidir.Bu alandaki deneyim
gostermistir ki, kiiltiir petri kutusunun kutuyu saga sola degil yukar1 asagi olarak
hareket ettirilerek vertikal olarak tarandiginda sayimi daha kolay olmaktadir. Her
calisma en az iki kere degerlendirilmelidir.Daha sonra petri kutusundaki
metilselliiloz kiiltlir vasatinin hepsindeki belirli bir bolimii ya da hepsindeki
ortalama koloni sayisi orjinal hiicre siispansiyonundaki degisik tiirdeki progenitor
hiicrelerinin ortalama sayilarin1 hesaplamada kullanilacaktir. Bu hesap son elde
edilen metilselliilloz vasatinda birim hacme diigen hiicre sayisina dayanmaktadir. Bir
labaratuvarda sayim kriterinin tutarli olmasini saglamak i¢in diizenli olarak degisik
caligsanlar tarafindan yapilan sayimlarin capraz karsilagtirmalar1 yapilmalidir. Ayrica
her zaman kiiltiir vasatlarin1 ¢alkalamamaya dikkat edilmelidir; ¢ilinkii metilselliiloz,
kati olmayan viskdz bir sividir ve Kkiiltlir vasatt kaba hareketlerle manipule

edildiginde koloni formasyonu bozulacaktir.
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Large BFU-E.

Sekil 2 A: Insan hemopoetik hiicre kolonilerinin tanilayici goriintiileri
Fotograf 1: 8 eritroblasttan daha biiyiik bir kiime i¢eren CFU-E kolonisi
Fotograf 2: 20 hiicreden biiyiik kiime i¢eren CFU-E kolonisi
Fotograf 3: 200 hiicreden fazla kiime iceren BFU-E kolonisi
Fotograf 4: BFU-E kolonisi
Fotograf'5: 3-8 kiime iceren BFU-E kolonisi
Fotograf 6: 16 kiimeden fazla BFU-E kolonisi (binlerce eritroblast)
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CFU-GM.

Small CFU-GEMM.

Sekil 2 B: Insan hemopoetik hiicre kolonilerinin tanilayici gériintiileri

Fotograf 7: Coklu kiimeler i¢ceren BFU-E kolonisi

Fotograf 8: CFU-GM kolonisi

Fotograf 9: U¢ ayrimlanabilir kiime iceren CFU-GM kolonisi
Fotograf 10: Iki CFU-GM kolonisi

Fotograf 11: CFU-GM kolonisi

Fotograf 12: CFU-GEMM kolonisi
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Photo 14 I
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Large CFU-GEMM and BFU-E. Two BFU-E.

Photo 15 I

Photo 16 I
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Two BFU-E.

) CFU-M (left); small erythroid (center low); GFU-G (right).

| Photo 17 ]

_Photo 18 f :
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Sekil 2 C:

CFU-GM and large BFU-E. CFU-GM (left); BFU-E (center); CFU-GM (right)

Insan hemopoetik hiicre kolonilerinin tanilayict goriintiileri

Fotograf 13: CFU-GEMM ve BFU-E kolonileri

Fotograf 14:1ki BFU-E kolonisi

Fotograf 15: Iki BEU-E kolonisi

Fotograf 16: Iki CFU-GM ve bir kii¢iik eritroid koloni

Fotograf 17: CFU-GM ve biiyiik BFU-E (>16 kiime) kolonileri

Fotograf 18: U¢ farkh koloni: CFU-GM (solda), BFU-E (orta) ve CFU-GM (sag)
kolonileri

Stem Cell Technologies
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1.20. AMAC

Bu c¢alismada amacimiz transplantasyon i¢in toplanan gerek otolog gerekse

allojeneik periferik kan iiriinlerinde:

1) CD34+ hiicre sayis1 ile invitro koloni olusturma yeteneginin

degerlendirilmesi,

2) Transplantasyon sonrasi engraftman kinetikleri iizerine grafttaki CD34+
hiicre sayist ve koloni olusturma birimlerinin etkisinin olup olmadiginin

gosterilmesi,

3) Periferik kan Oncii hiicrelerin infiizyon giinline kadar dondurulup
infiizyon i¢in eritildikten sonra koloni olusturma yetenekleri ve

engraftman kinetikleri lizerine etkilerinin yeniden degerlendirilmesidir.
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2. GEREC VE YONTEM

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali Aferez Unitesinde
Mart 2006-Agustos 2006 tarihleri arasinda allojeneik (n=21) ve otolog periferik
hematopoetik hiicre (n=27) toplanan ve Kok Hiicre Transplantasyon Unitesinde
hematopoetik hiicre transplantasyonu yapilan toplam 48 hasta ¢aligmaya alinmstir.

Hasta 6zellikleri tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1: Hasta Ozellikleri

Allojeneik Periferik Otolog Periferik
Kok Hiicre Nakli Kok Hiicre Nakli
Ortanca yas (dagilim)(y1l) 35 (16-62) 43 (21-66)
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 9/12 11/16
Tani, n AML, 13 HDL, 6
ALL, 4 HL, 9
KML, 1 MM, 11
MDS, 1 PNET, 1
HDL, 1
PNH, 1
Hazirlik Rejimi Bu-Cy, 13 BEAM, 6
Cy-TBL 5 ICE, 6
Bu-Cy-ATG, 1 RICE, 1
Flu-Bu-ATG, 1 CVB, 1
Flu-Mel, 1 Mel200, 11
Mell40, 1
Bu-Mel, 1
Transplantasyon sonrasi CsA-Mtx(6), 18 -
immunproflaksi CsA-MMF, 3

Kisaltmalar: AML: Akut myeloblastik l6semi, ALL: Akut lenfoblastik l6semi, KML: Kronik miyelositer
l6semi,MDS: Miyelodisplastik sendrom, HDL: Hodgkin disi1 lenfoma, HL: Hodgkin lenfoma, PNH:
Paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri, MM: Multiple myeloma, PNET: Primitif noroendokrin tiimér,
Bu: Busulfan; Cy: Cyclophposphamide; TBI: Total beden isinlamasi; ATG: Antitimosit globulin; Flu:
Fludarabine; Mel: Melphalan;, BEAM: BCNU, Etoposide, Cytosine arabinoside, melphalane; ICE:
Ifosphamide, Carboplatin, Etoposide; R: Rituximab;, CVB: Cyclophosphamide, etoposide and BCNU,
CsA: Cyclosporine-A, Mtx(6): Kisa donem Methotrexate, MMF: Mycophenolate mofetil.
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2.1. Periferik Hematopoetik Hiicre Mobilizasyonu ve Toplanmasi

Allojeneik grupta hastalarin HLA uyumlu kardes vericilerinden imzali
goniillii olur formu alindiktan sonra 10 mcg/kg/giin 2 esit dozda cilt alt1 5 giin G-CSF
uygulanmistir. Besinci giin sabah G-CSF uygulanmasindan 2 saat sonra klinigimiz
aferez linitesinde aferez yontemi ile fenwal amicus version 2.51 kullanilarak
cogunlukla bir giinde, yalnizca bir olguda iki giinde CD34+ hiicre toplanmustir.
Allojeneik kok hiicreler ayni giin hastalara santral vendz katater ile gerekli on-

medikasyon sonrast infiize edilmistir.

Otolog grupta mobilizasyon i¢in tiim hastalara bir hasta disinda kemoterapi
ve takiben G-CSF 10 mcg/kg/giin uygulandi. Lokosit sayisi 1x10°/L gectiginde
perifer CD34 sayimi1 yapildi. 10/mclyi gectikten sonra aferez yontemi ile ortanca 2
aferez seansinda (1-4 seans) hedeflenen 2x106/kg CD34+ kok hiicre toplandi. Otolog
kok hiicrelerin saklanmasi i¢in dondurulacak {iriin miktarina gore uygun
kryoprezervasyon torbasi secilir, toplam karisim hacminin %10°u olacak sekilde
dimetilstilfoksit (DMSO) eklenir,liriin ve %10 DMSO hacminden sonra toplam torba
hacmini tamamlamak i¢in otolog plazma eklenir, torbalarin havasi ekstraktor ile
cikartilarak ¢elik kasetler icerisinde nitrojen tanklarinin buhar fazinda 24 saat siireyle

saklanir veya programli dondurucuyla -100°C’ye kadar dondurularak daha sonra sivi

nitrojen boliimiine alinarak -196°C’de infiizyon giiniline kadar saklanir.

2.2. Otolog Kok Hiicrelerin Eritilmesi

Dondurulmus kok hiicreler igerisinde steril distile su bulunan benmaride
37°C’de kriyoprezerve edilmis (dondurulmus) iiriin torbalar1 koruyucu bir torba igine
koyularak hasta basinda c¢oOziilmesi saglanir. Coziinen iirlinden hiicre canlilig

(viyabilite)na bakilir.
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2.3. Hematopoetik Hiicrelerin Infiizyonu:

Hem allojeneik hem de otolog grupta hematopoetik hiicreler hastalara gerekli

on-medikasyonu takiben santral vendz kateter ile infiize edildi. Otolog grupta

transplantasyon sonrasi +5.glinde hastalara 5 mcg/kg/giin dozunda G-CSF intravendz

veya cilt alt1 yolla nétrofil sayis1 3 giin iist iiste 0.5x10°/L tizerinde oluncaya kadar

verilir.

2.4. Kiiltiir Yontemi ve Koloni Olusturan Birimlerin Sayimi:

2.4.1. Gereken malzemeler:

1-

2.

10-

11-

12-

Methocult Besiyeri (H3434, Stem Cell Technologies)
Amonyum klorit solusyonu (07800, Stem Cell Technologies)

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) ve %2 Fetal Bovine
Serum (07700, Stem Cell Technologies)

Kiint u¢lu igneler (28110 Stem Cell Technologies)

Daha once test edilmis kiiltiir ekim kaplarn (27100, Stem Cell

Technologies)

Gridded scoring dishes (27500, Stem Cell Technologies)
15 ve 50 mI’lik falkon tiip

Steril pastor pipeti

Santrifiij

100 ve 1000 mikrolitrelik otomatik pipetler

Steril pipet ucu

100mm’lik petr kutusu
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13- Distile su
14- %5 CO2, %95 nem igeren inkiibator

15- Laminar Flow Hood

2.4.2. Kok Hiicre Kiiltiir Protokolu

1- Uriinden 1cc tiipe alinir

2- Uzerine 3cc NH4CL(amonyum klorit) eklenir.
3- Buzda 3 dakika vortekslenir.

4

Karigim iizerine 4cc FBS (%2 Fetal Bovine Serum igeren Iscove’s

Dulbeccos Medium9 1:1 oraninda konur.

5- 1000g’da 20 dakika santrifiij edilir.

6- Siipernatan atilir,pellet iizerine Scc FBS eklenip 1 dakika vortekslenir.

7- 300g’da 10 dakika santrifiij edilir.

8- Siipernatan atilip 2cc FBS eklenip vortekslenir.

9- Hiicre siispansiyonu ve FBS’den 1:40 olacak sekilde yeni bir steril tiipte

diliisyon hazirlanir. (Ornegin 800mikrolitre FBS icine 20 mikrolitre hiicre

stispansiyonu seklinde)

10- Hazirlanan diliisyondan bir ependorfa steril pipetle 200mikrolitre 6rnek
alimir tam kan saymmi yapilir, WBC sayis1 1,0x10"3 olacak sekilde

ayarlanir.
11- Steril tiipten 300mikrolitre ¢ekilip yari-kat1 besiyeri i¢ine verilir.

12- 3 cc enjektdr ucuna takilan 16 gauge kiit igne ucu ile tamami enjektore
cekilip 35mm’lik 2 petr kutusuna es ekim yapilir.Bu es ekimde her bir

petr kutusuna 1,1cc ekilir.
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13- 100mm’lik petr igine hiicre ekilen 2 petr kutusu ve distile su bulunan 3.
bir petr yerlestirilir.Distile su igeren petr kutusunun agzi agik olacak

sekilde 100mm’lik petr kapag: kapatilir.
14- 37C’de inkiibatore konur.

15- Hasta ve/veya donériin adi.tarih ve ekilen hiicre WBC’si ve hacmi hiicre

kiiltiir defterine kaydedilir.
16- 14-18 giin sonra degerlendirme yapilir.

Degerlendirmede 2 petri kutusundaki hiicrelerin sayiminin ortalamasi ile
koloni sayisinin tespiti seklinde olur.Bu koloni sayisinin CFU birimine hesaplanmasi

asagidaki formiille olur:

WBC x 10°/ml x Hacim(ml) « CFUx 10"
Diliie iirin WBC x 10% ul x Diliie iiriin hacim/pl

[nflizyon esnasinda verilen koloni olusturan birimler hastzmin viicut agirhgina (kg)

boliinerek hesaplanir.
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METHOCULT ORTAMINDA iNSAN
HEMATOPOIETIK CFC OLGUMU

Hiicrelerin
Hazirlanmasi

Hticrelerin
MethoCult'a
eklenmesi

MethoCult®

ol il — ) J Kiiltiir ortaminda
i B s o ekilmesi ve

enkiibasyonu

Kolonilerin
saylimasi

Sekil 3:
Stem Cell Technologies
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2.5. Engraftman Kinetikleri:

Mutlak nétrofil sayist ardisik 3 giin 0,5x10°/L ve 1,0x10°/L gectigi ilk giin
notrofil engraftmani ve trombosit transfiizyonu ihtiyaci olmaksizin trombosit
sayisinin ardisik 3 giin 20x10°/L ve 50x10°/L gectigi ilk giin trombosit engraftman

olarak kabul edilmistir.

2.6. istatistik:

Sayisal degiskenler ortanca ve dagilim araligi olarak hesaplandi. ki grup
arasindaki karsilastirmalar parametrik olmayan Wilcoxon ve Mann-Withney U testi
kullanilarak yapildi. Ikiden fazla gruplar arasindaki karsilastirmalar tek yonlii Anova
testi ile analiz edildi. Korelasyon analizleri i¢in Pearson iki degiskenli korelasyon
analizi kullanild1. Istatistiksel olarak p degeri 0,05 altinda ise anlamli kabul edildi.
Tiim istatistiksel degerlendirmeler SPSS 11.5 hazir bilgisayar programi kullanilarak

yapilmuistir.
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3. BULGULAR

3.1. Graft Kalitesi:

Allojeneik hematopoetik hiicre transplantasyonu (Allo-HHT) grubunda
hastalara ortanca 149 ml (83-298 ml) hacminde, ortanca 4,94x10%kg (1,14-
10,43x10%kg) CD34+ hiicre infiize edilmistir. Otolog-HKN grubunda ise ortanca 62
cc hacimde, ortanca 5,5x106/kg (1,07-15,40 x106/kg) CD34+ hiicre infiize edilmistir.

Infiize edilen graftin icerigi ayrintili olarak tablo-2’de gdsterilmistir.

Tablo 2: Infiize edilen graftin kalitesi

Allojeneik grup Otolog grup
Ortanca lokosit say1st (x10°/kg) 309,43 253,48
(Dagilim) (190,70-410,28) (100,05-334,29)
Ortanca ¢ekirdekli hiicre sayis1 (x10%/kg) 6,58 2,54
(Dagilim) (3,98-15,60) (0,76-10,38)
Ortanca mononiikleer hiicre sayis1 (x10%/kg) 4,59 1,41
(Dagilim) (1,72-10,32) (0,42-8,53)
Ortanca CD34" hiicre (x10°/kg) 4,94 5,50
(Dagilim) (1,14-10,43) (1,07-15,40)
Ortanca CD3" hiicre (x107/kg) 2110 -

(0,90-5,50))

3.2. Kiiltiir Ozellikleri

Allojeneik grupta ortanca 182 mcl (72-429 mcl) graft kiiltiire ekildi. Ortanca

17 giin (14-18 giin) sonra koloni olugturan birimler sayildi. Kiiltiirdeki ortanca CFU-
E 4,00 (4-16), BFU-E 76,0 (1-268), CFU-GM 76,00 (5-156) ve CFU-GEMM 4,00

(1,00-12,00) idi.
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Otolog grupta ortanca 200 mcl (69-600 mcl) graft kiiltiire ekildi. Ortanca 16
giin (14-18 giin) sonra koloni olusturan birimler sayildi. Kiiltiirdeki ortanca CFU-E
4,00 (0-30), BFU-E 56,0 (0-196), CFU-GM 68,00 (1-192) ve CFU-GEMM 4,00 (0-
20,00) idi.

Ayrica otolog grupta 13 hastada kriyoprezerve edilen graft infiizyon igin
eritildiginde ortanca 300 mcl (165-476 mcl) kiiltiire ekim yapildi. Ekim sonrasi
ortanca 17 glinde (16-19 giin) koloni olusturan birimler degerlendirildi. Ekim 6ncesi
hiicre canlilig1 ortanca % 80°di. Ortanca CFU-E 4,00 (0-8,00), ortanca BFU-E 24,00
(4-112), ortanca CFU-GM 40,00 (0-128,00) ve ortanca CFU-GEMM 4,00 (0-12,00)
idi.

Otolog grupta bu 13 hastada graftinin kiiltlir 6zellikleri kriyoprezervasyon
oncesi ve sonrasi karsilastirildiginda koloni olusturan birimlerin kriyoprezervasyon
sonrasi eritildikten sonra koloni olusturma birimlerinin anlamli olarak azaldig

saptandi1 (Tablo 3).

Tablo 3: Graftin kriyoprezervasyon Oncesi ve kriyoprezervasyon-eritme islemi

sonrast koloni olusturan birimlerin karsilagtirilmasi

Kriyoprezervasyon
Oncesi Sonrasi D
Ortanca CFU-E (dagilim) 4 (0-30) 4 (0-8) 0,043
Ortanca CFU-E x10*/kg 0,27 (0,0-0,46) 0,32 (0,0-3,05) 0,018
Ortanca BFU-E (dagilim) 100 (7-196) 24 (4-112) 0,012
Ortanca BFU-E x10*/kg 6,75 (0,57-12,62) 1,28 (0,32-9,29) 0,006
Ortanca CFU-GM (dagilim) 96 (1-128) 40 (0-128) 0,002
Ortanca CFU-GM x10*/kg 5,85 (0,09-10,28) 2,89 (0,0-6,97) 0,002
Ortanca CFU-GEMM (dagilim) 8 (0-20) 4 (0-12) 0,002
Ortanca CFU-GEMM x10*/kg 0,44 (0,0-2,34) 0,21 (0,0-0,46) 0,005
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3.3. Infiize Edilen Graftta Koloni Olusturan Birimler

Kiiltiirdeki koloni olusturan birimler graftin 16kosit miktar1 ve hacmine gore

degerlendirilerek, grafttaki toplam koloni miktarlar1 hesaplandi (Tablo 4).

Tablo 4: Infiize edilen grafttaki koloni olusturan birimlerin miktar

Allojeneik Grup Otolog Grup
Ortanca CFU-Ex10"/kg 0,91 (0,53-2,70) 0,47 (0,0-3,05)
Ortanca BFU-Ex10"/kg 14,00 (0,40-59,10) 5,93 (0,0-20,01)
Ortanca CFU-GMx10%/kg 14,19 (2,01-40,11) 5,85 (0,09-26,68)
Ortanca CFU-GEMMx10"/kg 0,88 (0,16-2,69) 0,65 (0,0-2,34)

3.4. CD34+ Sayisi ve Koloni Olusturan Birimler Arasinda Iliski

CD34+ hiicre sayisi ile tiim koloni olusturan birimler arasinda negatif yonde
anlaml bir iligki saptand1 (p<0,05). Koloni olusturan birimler kendi aralarinda pozitif

yonde anlamli iligki gosterdi.

3.5. Engraftman Kinetikleri

Otolog grupta 2 hasta transplantasyon sonrasi erken donemde engraftman
olmadan enfeksiyon nedeni ile dldiikleri igin, 25 hasta {izerinden degerlendirme
yapilabilmistir. Ortanca nétrofil engraftmanlart (> 0,5x10°/L ve > 1x10°/L)
10.giinlerde (8-14 ve 9-15.giin), ortanca trombosit engraftmanlar1 (> 20x10°/L ve >

50 x10°/L) 11.giin (9-17.giinler) ile 14.giinde (9-23.giinler) gerceklesmistir.

Allojeneik gruptada 2 hasta transplantasyon sonrasi hematolojik toparlanma
olmaksizin ciddi enfeksiyon nedeni ile 6lmiistiir. Bu nedenle degerlendirmeler 19
hasta iizerinden yapilabilmistir. Ortanca nétrofil engraftmanlari (> 0,5x10°/L ve >

1x10°/L) 14. giin (10-22) ile 15.giin (11-34.giin), ortanca trombosit engraftmanlar1 (>
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20x10°/L ve > 50 x10°/L) 15.giin (11-34.giinler) ile 15.ginde (12-27.giinler)
gerceklesmistir.

3.6. Engraftman Kinetikleri ve Graftdaki CD34+ Hiicre Sayis ile Tliski

Engraftman ile verilen CD34+ hiicre sayisi arasinda korelasyon analizi
yapildiginda hem otolog hem de allojeneik grupta bir iligki saptanmadi. Ayrica
ortanca CD34+ hiicre sayis1 veya persentile gore gruplandirildiginda engraftman

stirelerinin benzer oldugu goriildii.

Otolog grupta infiize edilen CD34+ hiicre sayisi ile engraftman kinetikleri
arasinda bir korelasyon analizinde bir iliski saptanmadi. Ancak, CD34+ hiicre
sayisin1 persentile gore (dagilimina gore <% 25, % 25-% 75, > % 75) 3 gruba
ayirdigimizda, CD34+ hiicre sayis1 3,2x10%kg iizerinde ise engraftman siirelerinin
kisaldigy, istatistiksel olarak ndtrofil >1,0x10°/L de istatistiksel olarak anlamli oldugu

bulundu (Tablo 5).

Tablo 5: Graftaki CD34+ 10e6/kg hiicre sayis1 ve engraftman kinetikleri

<3,20 3,20-7,64 >7,64
Engraftman p
(n=6) (n=13) (n=6)
11,5 10,0 10,0
N6t>0,5x10°/L 0,095
(10-13) (9-12) (8-14)
12,5 10,0 10,0
Not>1,0x10°/L 0,048
(10-14) (9-12) (9-15)
12,0 11,0 9,5
Tro>20x10°/L 0,223
(10-17) (9-15) (9-15)
16,5 14,0 12,5
Tro>50x10°/L 0,236
(10-23) (10-17) (9-22)
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3.7. Engraftman Kinetikleri ve Koloni Olusturan Birimler ile iliskisi

Hem notrofil hem trombosit engraftmani ile infiize edilen {iriindeki koloni

olusturan birimler arasinda bir iligki olup olmadig1 degerlendirildiginde:

Allojeneik grupta istatistiksel olarak anlamli bir iligski saptanmamistir (Tablo

6). Otolog grupta CFU-GEMM ile nétrofil engraftmanlart (Grafik 1,2) ve BFU-E ile

trombosit > 50x10°/L arasinda negatif yonde bir iliski saptandi (Tablo 6, Grafik 3).

Otolog grupta CFU-GM sayis1 ortancanin iizerinde ise notrofil engraftman siiresini

kisalttig goriildii [10 giine (9-13 giin) kars1 11 giin (9-15 giin), p=0,06].

Tablo 6: Engraftman kinetikleri ile koloni olusturan birimler arasinda iliski

Allojeneik Grup Otolog Grup
Engraft. |CFU-E |BFU-E CFU-GM | CFU- CFU-E BFU-E |CFU-GM | CFU-
GEMM GEMM
Not>0,5 |r=-0,280 |r=+0,085 |r=-0,124 |r=+0,045 |r=-0,031 |r=-0,307 |r=-0,224 |r=-0,425
p=0,260 |p=0,729 |p=0,614 |p=0,861 p=0,824 |p=0,144 |p=0,305 |p=0,043
Not>1,0 | r=-0,151 |r=+0,072 |r=+0,050 |r=+0,150 |r=+0,153 |r=-0,254 [r=-0,215 |r=-0,422
p=0,549 |p=0,771 p=0,838 | p=0,553 p=0,465 |p=0,232 |p=0,324 |p=0,051
Tro>20 |r=+0,05 |r=-0,073 |r=+0,220 |[r=+0,073 |r=-0,071 |r=-0,233 |r=-0,089 |r=-0,178
p=0,836 |p=0,774 |p=0,381 |p=0,792 p=0,735 |p=0,274 |p=0,685 |p=0,429
Tro>50 |r=-0,360 |r=+0,281 |r=+0,304 |r=+0,014 |r=-0,028 |r=-0,447 |=-0,290 |r=-0,322
p=0,171 |p=0,292 |p=0,253 |p=0,958 p=0,893 | p=0,029 |p=0,180 |p=0,143
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CFU-GEMM x10e4

Grafik 1: Notrofil engraftmani  (0,5x10°/L)
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Grafik 2: Notrofil engraftmam (1,0x10°/L) ile CFU-GEMM arasinda
(r*=0,178 p=0,051)
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Grafik 3: Trombosit engraftmani ile BFU-E arasinda iliski (r*=0,1995 p=0,029)

Otolog grupta 13 hastada kriyoprezervasyon sonrasi infiizyon igin eritilen

grafttaki koloni olusturan birimler ile engraftman kinetikleri karsilastirildiginda

herhangi bir iliski saptanmadi.

Tablo 7: Kriyoprezervasyon sonrast eritildikten sonra kiiltiire edilen grafttaki

koloni olusturan birimler ile engraftman kinetikleri arasinda iliski

Engraftman CFU-E BFU-E CFU-GM CFU-GEMM
No6t>0,5 r=-0,342 =-0,163 =-0,198 =-0,124
p=0,232 p=0,579 p=0,498 p=0,674
Not>1,0 r=-0,267 r=+0,039 r=-0,011 r=+0,21
p=0,356 p=0,895 p=0,970 p=0,943
Tro>20 r=-0,260 r=-0,319 r=-0,270 r=-0,220
p=0,370 p=0,266 p=0,351 p=0,451
Tro>50 r=-0,388 r=-0,290 r=-0,418 r=-0,049
p=0,170 p=0,315 p=0,137 p=0,867
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4. TARTISMA

Hastaya infiize edilen grafttaki progenitér hiicre miktarmin transplantasyon
sonrasi yeniden hematolojik yapilanmadaki 6nemi bilinmektedir (Zimmerman, T ve
ark, 1995; Pecora, A.L, 1999; Schulman, K.A, 1999). Eger progenitor hiicre miktari
diisiik ise trombosit ve daha az oranda da graniilosit toparlanmasi gecikmektedir
(Weaver, C.H, 1995). Grafttaki progenitor hiicre sayisinin tayininde ¢esitli yontemler
kullanilir (To, L.B, ve ark, 1997). Transplantasyonun yapildigi ilk donemlerde
mononiikleer hiicre (MNH) sayist kullanilmaktaydi. Ancak MNH sayisinin
engraftmani yeterli oranda O6ngormedigi gosterildikten sonra, kiiltiir ortamlarinda
CFU-GM sayailar1 progenitor hiicre miktarini belirlemede kullanilmistir. Bu yontemin
zaman alic1 olmasi nedeni ile giiniimiizde, kok hiicre belirleyici ve bir hiicre yiizey
antijeni olan, ayrica akim sitometri yontemi ile ayn1 giinde tayin edilebilen, CD34+
hiicre sayis1 kullanilmaktadir. Hematolojik toparlanma i¢in gerekli CD34+ miktar1
2-5x106/kg olmalidir (Bender, J.G, ve ark, 1992) . Engraftman kinetikleri ve CD34+
hiicre miktar1 arasinda pozitif yonde bir iliski oldugu bilinmektedir. Yapilan bir
caligmada allojeneik periferik kok hiicre transplantasyonu yapilan hastalarda
hematolojik iyilesme ile CD34+ hiicre dozu arasindaki iliski aragtirllmig ve CD34+
hiicre dozuyla daha hizli hematolojik iyilesme arasinda bir korelasyon oldugu
gosterilmistir (Ilhan, O ve ark., 1999).Ayn1 grubun yaptigi diger bir ¢aligmada
CD34+hiicrelerin alt popiilasyonu olan CD41+ ve CD42+hiicre ile trombosit
engraftmani arasindaki iligki aragtirilmis ve infiize edilen CD41+,CD42+ hiicre sayisi
arttitkca trombosit engraftman siiresinin kisaldig1r goriilmiistiir.(Demirer, T ve ark
2001). Diger yandan bir ¢aligmada hematolojik hastaligi olmayan bireylerin ve
hematolojik hastaligi olanlarin kemik iliklerinde kantitatif olarak CFU-F/CFU-GM
oranina bakilmis ve hematolojik hastaligi olanlarla olmayanlar arasinda fark
olmadig1 goriilmiistiir (Yiiksel, K.M, 2005). Calisma grubumuzda da CD34+ hiicre
sayisi ile engraftman kinetikleri arasinda otolog grupta pozitif yonde bir iligki
saptand1; ancak allojeneik grupta CD34+ hiicre sayisi ile engraftman kinetikleri
arasinda boyle bir iligki gosterilemedi. Bunun nedenleri; allojeneik grupta bazi
hastalarda indirgenmis yogunlukta hazirlik rejimi kullanimi hastalarin biri disinda

hepsinde verilen grafttaki CD34+ hiicre sayisinin 2x10%kg’mn tizerinde olmasi ile
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aciklanabilir. Ayrica allojeneik grupta hasta sayimizin azlig1 nedeni ile hazirlik rejimi
doz yogunluguna gore ayr1 bir istatistiksel analiz yapilmadigi i¢in, bu grupta CD34+
hiicre sayis1 ile engraftman siireleri arasindaki iligki konusunda degerlendirme

yapmak saglikli olmayabilir.

CD34+ ve koloni olusturan birimler arasinda pozitif yonde iliski birkag
calismada gosterilmistir (Gianni, A.M, ve ark, 1989; Haynes, A ve ark, 1995). Ancak
calisma grubumuzda ters yonde bir iliski oldugu saptanmistir. CD34+ hiicre
miktarinin artist koloni olusturan birimlerin azalmasina neden olmustur. Bu olay
farkli CD34+ hiicre altgruplarinin koloni olusturma yeteneklerinin de farkli olmasi,
CD34+ hiicre miktarinin artmasi ile hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerinin
azalmasi ile agiklanabilir. Bizim calismamiza benzer olarak Jansen ve arkadaslari
otolog periferik kanda CD34+ hiicre miktar1 ile CFU-GM arasindaki iliskinin negatif
yonde oldugunu bildirmektedirler (Jansen, E.M ve ark, 2007).

CD34+ hiicre sayis1 ve koloni olusturan birimler hematolojik toparlanmay1
belirlemede kullanilabilir; ancak her birinin hematolojik toparlanmay1r Ongodrme
degerleri halen sinirhidir. CD34+ hiicre sayisi ile engraftman arasindaki bir iliskiye
benzer olarak otolog grupta CFU-GM’nin 6zellikle nétrofil engraftmani iizerinde
olumlu etkisi goriilmekteyken allojeneik grupta bu etki gosterilememistir. Ayrica,
otolog grupta CFU-GEMM ile noétrofil engraftmani arasinda negatif yonde, ancak
zayif bir iligski saptanmistir. Meme kanserli hastalarda yapilan bir ¢calismada inflize
edilen iirtindeki BFU-E miktari ile notrofil ve trombosit engraftmani arasinda iliski
saptanmistir(Cooper, B.W ve ark, 1997). Ayrica bu ¢alismada BFU-E miktarinin,
CFU-GM miktarima gore hematolojik toparlanmayr daha iyi Ongorebildigi de
bildirilmektedir. Calismamizda da benzer olarak BFU-E ile trombosit engraftmani

arasinda orta derecede negatif yonde bir iliski gézlenmistir.

Bilindigi iizere kriyoprezervasyon sonrasi hiicreler eritildiginde canlilig
azalmaktadir (Humpe, A. 1997). Kriyoprezervasyon ve eritilme islemi sonrasi
grafttaki canli CD34+ hiicreler veya CFU-GM’nin engraftmani belirlemede 6nemli
oldugu Yang H ve ark.lar1 tarafindan gosterilmistir (Yang, H ve ark, 2005). Otolog
grupta 13 hastanin progenitdr hiicreleri eritildikten sonra, kiiltiire ekildiginde koloni

olusturan birimlerin anlamli oranda azaldigir goriildii. Bu 13 hastada engraftman
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kinetikleri ve koloni olusturan birimler arasinda iliski degerlendirildiginde, koloni
olugturan birimlerin engraftman siiresine etkisi olmadig goriildii. Hiicreler
dondurulup eritildikten sonra koloni olusturma yetenekleri azalmasina ragmen,
engraftman kinetikleri iizerine olumsuz bir etkisi olmadi. Ancak, bu grupta hasta
sayis1 az oldugu i¢in, koloni olusturan birimlerin engraftman {izerine bir etkisinin
olup olmadigin1 sdyleyebilmek icin hasta sayisinin artirilarak yeniden degerlendirme

yapilmasi gerekir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda transplantasyon i¢in mobilizasyon sonrasi toplanan gerek

otolog gerekse allojeneik periferik kan {irtinlerinde CD34+ hiicre sayisi ile invitro

koloni olusturma yetenegi ve inflize edilen grafttaki CD34+ hiicre sayis1 ve koloni

olusturma birimleri ile transplantasyon sonrasi engraftman kinetikleri arasinda bir

iliskinin olup olmadig1 arastirildi. Periferik kan Oncii hiicreleri inflizyon giliniine

kadar dondurulup, infiizyon i¢in eritildikten sonra koloni olusturma yetenekleri ve

engraftman kinetikleri {izerine etkileri yeniden arastirilmistir.

Sonucta:

1-

CD34+ ve koloni olusturan birimler arasinda negatif yonde, anlamli bir

iliski oldugu goriilmiistiir.

Otolog grupta noétrofil engraftmani ile graftin kalitesi arasinda bir iliski

oldugu gosterilmistir.

Fakat, bu grupta hiicreler dondurulup, eritildikten sonra hem koloni
olusturma yetenekleri azalmis, hem de engraftman kinetikleri ile bir iliski
gosterilememistir. Bu nedenle hasta sayist arttirildiktan  sonra,
kriyoprezervasyon ve eritme islemi sonunda koloni olusturan birimler
degerlendirilerek istatistiksel analizler yapilmasi daha saglikli sonuclar

verebilir.

Allojeneik grupta ise ne CD34+ hiicre sayis1 ne de koloni miktar1 ile
engraftman arasinda bir iligki saptanmistir. Ancak, allojeneik grupta
Ozellikle indirgenmis yogunlukta hazirlik rejimi alan hastalarin olmasi
nedeniyle, daha homojen bir hasta grubunda degerlendirme yapmak

gerektigini diisiinmekteyiz.
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OZET

Otolog ve Allojeneik Periferik Kok Hiicre Aferezi ile Toplanan Uriinlerden
Yapilan Nakillerde Kok Hiicre Kiiltiir Koloni Sayis1 ile Nakil Sonrasi
Engraftman Arasindaki Tliski

Calismamizda amacimiz, otolog veya allojeneik hematopoetik hiicre
transplantasyonu yapilan toplam 48 hastaya inflize edilen grafttaki CD34+ hiicre
miktar1 ve in vitro olarak degerlendirilen koloni olusturma birimleri miktarinin
belirlenmesidir. Ayrica bu hiicre miktarlar ile transplantasyon sonrasi engraftman
kinetikleri arasinda bir iliski olup olmadig1 degerlendirilmektir. Grafttaki ortanca
koloni miktarlar1 otolog grupta CFU-E 0,91x10%/kg, BFU-E 14,00x10*kg, CFU-GM
14,19x104/kg ve CFU-GEMM 0,88x104/kg iken, allojeneik grupta ise sira ile
0,47x10%kg, 5,93x10%kg, 5,85x10%kg ve 0,65x10*kg idi. Otolog grupta hiicreler
dondurulduktan ve transplantasyon i¢in eritilme isleminden sonra 13 hastada in vitro
olarak koloni olusturma yetenekleri degerlendirildi. CD34+ hiicre sayisi ile tiim
koloni olusturan birimler arasinda negatif yonde anlamli bir iligki saptand1 (p<0,05).
CD34+ hiicre sayisin1 persentile (ortanca dagilima) gore 3 gruba ayirdigimizda,
CD34+ hiicre sayis1 3,2x10%kg iizerinde ise engraftman siirelerinin kisaldigs,
istatistiksel olarak notrofil >1,0x10°/L de istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu.
Allojeneik grupta ise CD34+ hiicre miktar1 ile engraftman kinetikleri arasinda bir
iliski gosterilemedi. Otolog grupta ise sadece CFU-GEMM ile nétrofil engraftmani
arasinda negatif yonde zayif bir iligski saptandi. Ancak, otolog grupta CFU-GM sayis1
ortancaya gore degerlendirildiginde, infiize edilen CFU-GM ortanca degerin lizerinde
ise notrofil engraftman siiresini kisalttig1 goriildi [10 gline (9-13 giin) kars1 11 giin
(9-15 giin), p=0,06]. Otolog grupta kriyoprezervasyon sonrasi kok hiicrelerin koloni
olusturma yetenekleri anlamli oranda azaldi (p<0,05); ancak engraftman iizerine
belirgin etkisi saptanmadi. Calismamizda yer alan allojeneik hasta grubunda ise

koloni olusturan birimlerin engraftmani belirlemedigi goriildii.

Sonugta, calismamizda koloni olusturan birimlerin transplantasyon sonrasi
hematolojik iyilesmeyi belirlemede yetersiz kalmasi nedeni ile, daha fazla hasta

igeren ve tan1 ve transplantasyon o6zellikleri benzer, hastalik tanilar1 ve hazirlik rejimi
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gibi, daha homojen hasta gruplarinda benzer calismanin yapilmasinin, bize bu

konuda daha yol gosterici olacagini diistinmekteyiz.

Anahtar Sézciikler: Allojeneik ve otolog kok hiicre transplantasyonu,

koloni olusturan birimler, hematolojik iyilesme, CD34+hiicre, kriyoprezervasyon.
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SUMMARY

The Relationship Between the Number of Stem Cell Culture Colony and
Engraftment Following Transplantation by Products (Peripheral Stem Cell)

Harvested via Autologous and Allogeneic Stem Cell Apheresis

In our study, we aimed at determining the quantity of CD34(+) cell in the
graft infused to 48 patients who underwent autologous and allogeneic hematopoietic
cell transplantation and in vitro evaluated colony forming units. We also evaluated
the correlation with cell quantity and engraftment kinetics following
transplantation.Medium colony quantity in the garfts of autologous group were CFU-
E 0.91X10e4/kg, BFU-E 14.00x10e4/kg, CFU-GM 14.19x10e4/kg, CFU-GEMM
0.88x10e4/kg and in allogeneic group were 0.47x10ed/kg, 5.93x10e4/kg,
5.85x10e4/kg, 0.65x10e4/kg, respectively. In autologous group, in vitro colony-
forming ability of cells following freezing and melting for transplantation was

studied in 13 patients.

There was a significant negative correlation between CD34(+) cell number

and all colony-forming units.

As CD34(+) cell number was allocated into three groups with respect to
percentile, engraftment duration was shorter when CD34(+) cell number was over

3,2x10e6/kg and significant in neutrophil count >1.0x10e9/L.

There was no correlation between CD34(+) cell number and engrarftment
kinetics in allogeneic group. In autologous group, there was a slight significant
negative correlation between CFU-GEMM and neutrophil engraftment. Therefore, in
autologous group, when CFU-GM number was evaluated with respect to medium, as
infused CFU-GM was over medium range, neutrophil engraftment duration was

shorter (10 days (9-13days) vs 11 days (9-15 days), p=0.06)

In autologous group, following cryopreservation, colony-forming ability of
stem cells was significantly shorter (p<0,05), but did not have any significant effect
on engraftment. In allogeneic patient population, colony-forming units did not have

any effect on the determination of engraftment.

41



Consequently, in our study, since colony-forming units were insufficient in
the determination of hematologic recovery after transplantation, we think additional
studies with homogenous higher patient population of similar diagnostic,

transplantation features and preparative regimen would be more contributory.

Key Words: Allogeneic and autologous stem cell transplantation, colony-

forming unit, hematological recovery, CD34(+) cell, cryopreservation
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