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1. GĐRĐŞ 

 

 

1.1.Aferezis (Hemaferezis) 

Aferez, kanın bir komponentinin alınıp geri kalanının hastaya veya donöre 

geri verilmesi işlemi olarak tanımlanmaktadır.Hemaferezis, aferezis ile eşanlamlı 

olarak kullanılmaktadır.Sitaferezis ise aferezin bir cinsi olup kanın hücresel 

elamanlarının ayrılıp geri kalanın hastaya veya donöre geri verilmesi işlemidir. 

Kan komponentlerini birbirinden ayırmak amacıyla çeşitli teknikler 

kullanılmaktadır.Bunlar santrifüj, filtrasyon ve adsorbsiyondur.Santrifüj tekniğinde 

kan komponentleri özgül agırlıklarına göre birbirinden ayrılır.Filtrasyon tekniğinde 

kan komponentleri birbirlerinden büyüklüklerine göre ayrılır.Adsorbsiyon tekniği 

daha çok immunoadsorbsiyon işlemleri için kullanılan bir uygulamadır.Biyoaktif 

membranlar kullanılarak istenilen elamanlar plazmadan ayrılabilmektedir.Bunlardan 

santrifüj tekniği aferez cihazlarında en çok kullanılandır.Bazı aferez cihazlarında ise 

bu tekniklerin kombinasyonu (Örnek.:Fenwall Autoferesis C cihazı) kullanılmaktadır. 

Aferez cihazları devamlı akım veya aralıklı akım tekniği ile çalışır.Devamlı 

akım tekniği ile çalışan cihazların özellikleri; az ekstrakorporeal hacim, kısa işlem 

süresine sahip olmaları,buna karşılık çift kol gerektirmeleri (bir giriş,bir çıkış) ve 

taşınabilir olmamasıdır. Aralıklı akım ile çalışan cihazlar ise, daha fazla 

ekstrakorporeal hacim ve uzun işlem süresine sahiptir.Buna karşılık taşınabilir olup 

tek kol (tek giriş-çıkış) gerektirirler (Đlhan, 1997, Bölüm 24). 

Günümüzde aferez tekniği; plazmaferezis, trombosit aferezi, eritrositaferezis, 

granülositaferez, lenfositaferez, periferik kök hücre aferezi gibi yaygın kullanım 

alanına sahiptir. Aferezis uygulamaları hastalara ve sağlıklı donörlere 

yapılabilmektedir.Uygulanan kişiye göre terapötik aferez (hastaya tedavi amaçlı 

işlem yapılması) ve donör aferezi (sağlıklı vericiden kan komponenti toplanması) 

olarak ikiye ayrılır. Bu iki işlem aynı yöntemi kullanır ancak amaçları farklıdır 

(McCullough, 1997 Bölüm 2, Arslan, 2002,s:1). 
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1.2.  Kök Hücre Aferezi 

Farklı hücre tiplerine dönüşebilme ve kendisini yenileyebilme gücüne sahip 

olan hücrelere kök hücre denmektedir. Erişkinde kemik iliğinde bulunan kan 

(hematopoietik) kök hücresinden laboratuvarda ya da insan bedeninde yeni kan kök 

hücreleri, hatta farklı hücreler elde etmek mümkündür.Kan kök hücrelerinin kemik 

iliğinden kana geçişinin arttırılması yani mobilizasyonu ile çevre kanında kök hücre 

miktarı daha da artmaktadır.Bu bilgi ile kan kök hücrelerinin çevre kanından kolayca 

toplanabileceği gerçeği ortaya çıkmıştır (Goldman, J.M ve ark, 1978). 

Çevre kanında canlı kan kök hücrelerinin bulunduğunun kanıtlanması dolaşan 

kan kök hücrelerinin, klinikte yüksek doz tedaviyi izleyerek kan yapımının yeniden 

düzenlenmesinde kullanımını gündeme getirmiştir (Richman, C.M ve ark 1995). 

Aferez cihazlarındaki teknolojik ilerlemelerin kök hücrelerin kemik ilği 

yerine periferik kandan elde edilmesine büyük yardımları olmuştur. Periferik kan kök 

hücre toplanması daha az ağrılıdır, daha ucuzdur ve kemik iliğine göre periferik kök 

hücreler ile yapılan nakillerde daha hızlı bir hematolojik iyileşme olur (Korbling ve 

ark 1995). 

Bu cihazlarla yapılan allojeneik kök hücre toplanmasında hücre canlılığının 

olumsuz yönde etkilenmediği gösterilmiştir (Bakanay, S.M ve ark., 2006). 

 

Allojeneik kök hücre kaynağı olarak periferik kan kök hücrelerinin kullanımı 

giderek artmaktadır (Arat, M ve ark 2004).  

Periferik kan kök hücre aferezinin ne zaman yapılacağı çok önem arz 

etmektedir. Aferez öncesi dolaşımdaki CD34 pozitif hücrelerin miktarının bilinmesi 

periferik kök hücre aferezinin zamanlaması ve başarısı için çok önemlidir (Demirer, 

T ve ark 2002). 

Periferik kök hücre aferezinde hastalardan veya gönüllü vericiden lökoferez ile 

içinde CD34+ hücrelerinde bulunduğu mononükleer hücreler toplanır.Kan kök 

hücresinin kemik iliğinden kana en fazla geçtiği günü yakalamak ve o gün afereze 
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başlamak gereklidir.Bu şekilde yüksek miktarda kök hücre elde edilir.Genel olarak 

mobilizasyon tekniği kandaki kök hücrelerin sayısını arttırmak için kullanılır.Bunun 

için kullanılan ilaç G-CSF(koloni stimulan faktör) yada GF(büyüme faktörü) dir. 

Otolog kök hücre aferezi için G-CSF, kemoterapi ile beraber kullanılır. 

Hastaya infüze edilen CD34 pozitif hücrelerinin sayısının hesaplanması 

önemlidir. Bunun için ideal vücut ağırlığı veya ayarlanmış ideal vücut ağırlığı baz 

alınabilir (Topçuoğlu ve ark 2007). 

Kök hücre transplantasyonları kök hücrelerin kaynağına göre kemik iliği 

transplantasyonu, periferik kan kök hücre transplantasyonu, kordon kanı 

transplantasyonu olarak üçe  ayrılır.Ayrıca kök hücrenin temin edildiği donöre 

görede otolog kök hücre transplantasyonu, allojenik kök hücre transplantasyonu ve 

sinjeneik kök hücre transplantasyonu olarak kategorize edilirler. 

Türkiye’de 1992 yılında ilk otolog periferik kök hücre nakli ve 1993 yılında ilk 

allojeneik periferik kök hücre nakli Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Hematoloji 

Bilim Dalı’nda yapılmıştır (Gürman ve ark 1995).  

 

1.3.  Kök Hücrelerin Dondurulması (Kriyoprezervasyonu) ve Saklanması 

Hematopoietik kök hücrelerinin, elde edilmesinden hastaya infüzyonuna 

kadar geçen sürede canlılık ve  fonksiyonlarını tam olarak koruyabileceği bir 

ortamda saklanması, hematopoietik yeniden yapılanmada önem arz etmektedir. 

Uygun şekilde dondurulduğu ve saklandığı zaman kök hücreler, hematopoietik 

yeniden yapılandırma kapasitelerini yıllarca koruyabilir (2.Ulusal Hemaferez 

Kongresi Egitim Kitabı sayfa 47, 2005). 

Uzun süreli (hafta, ay, yıl) saklama gereksiniminde kök hücrelerin –80OC 

veya daha düşük ısılarda, canlılıklarını sürdürmeleri için gerekli işlemlerden 

geçirildikten sonra dondurularak saklanması gerekir.Hematopoietik kök hücrelerin 

dondurularak saklanmasında temel teknik basamaklar şöyledir: 
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1. Dondurma öncesi: 

•  Gerekiyorsa eritrositlerin azaltılması 

• Kriyoprotektan ilavesi (Dimetilsülfoksid-DMSO-; Hidroksietil starç-

HES-) 

•  Dondurularak saklama işleminin hücreler üzerine olumsuz etkilerini 

azaltan plazma proteinleri (otolog plazma veya plazma protein 

konsantreleri) ile işlem 

2. Soğutma-dondurma dönemi: Programlı kademeli soğutma veya doğrudan 

-80oC dondurucuya yerleştirilmesi 

3. Saklama: Nitrojen likit veya buhar fazında saklama veya -800C mekanik 

dondurucuda saklama. 

Dondurma işlemi esnasında kriyoprotektanlar son derece önemlidir.Bu 

ajanlar donma sırasında oluşan olumsuz solüsyon etkilerini su-lipit-protein 

kompleksinin kristalize olmasını engelleyerek ve hücre ile dışarısını eşzamanlı likit 

fazdan donma fazına geçirerek termal hasarı önler. 

Farklı hücreler için optimal soğutma hızları farklılık gösterir ve en uygun 

soğutma hızı da kullanılan kriyoprotektana ve konsantrasyonuna göre değişkenlik 

gösterir.Programlı-kademeli hücre dondurucuları dondurma işleminin farklı 

fazlarında ürünün istenilen hızda dondurulmasını sağlar. %10 DMSO 

konsantrasyonunda hazırlanmış hematopoietik kök hücreler -400C’ye kadar -1-

20C/dakika, daha sonra -50C/dk hızda -80- -1200C’ye kadar soğutulur. Bu noktada 

ürün programlı dondurucudan alınarak uzun süreli saklama için tercihe göre likit 

veya buhar fazında nitrojen ortamına yerleştirilir. Günümüzde hematopoietik kök 

hücre ürünlerini merkezlerin çoğu  nitrojenin likit fazında -1900C’de saklar. 
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1.4.  Dondurulmuş Hücrelerin Çözülmesi 

Dondurulmuş hücreler tekrar ısıtılırken iki önemli sorun hücre harabına yol 

açmaktadır. Birincisi, ısınma sırasında hücre içinde kristal oluşumunun başlaması ve 

hücrede mekanik hasarın ortaya çıkması Đkincisi, donma sırasında gelişen olayların 

tam tersinin, çözülme sırasında gerçekleşerek ekstrasellüler alanın hipotonik karakter 

kazanmasıdır.Bu olayın nedeni; ekstrasellüler ortamın, intrasellüler ortamdan önce 

çözülmesi sonucu oluşan ani serbest sıvı salınımıdır. Bu hipotonisite hücrelerin 

şişerek patlamasına yol açar. Özellikle bu olay, kuvvetli penetran 

kriyoprezervatiflerin varlığında daha belirgindir (1.Hemaferezis Atölye Çalışması 

Eğitim Kitabı Sayfa 55, Mayıs 2002). 

Bu iki olaydan hücreleri koruyabilmenin en iyi yolu, çözünmenin 

dondurmanın aksine çok hızlı yapılmasıdır. Hücreleri çözünme sırasındaki ozmotik 

şoktan (dilüsyon şoku) koruyabilmenin bir yolu da hücre dışı osmolaritenin 

korunabilmesi için penetran olmayan (HES gibi) kriyoprezervatiflerin, penetran 

kriyoprotektanlarla beraber kullanılmasıdır. 

Ayrıca ürün çözüldükten sonra ürün dilüe edilirken bu dilüsyonun yavaş 

yapılması da osmotik şoktan korunmak için gereklidir (hücre içinde yoğun bulunan 

DMSO ‘nun dilüsyonla azalan osmotik gradiente bağlı olarak hücreden dışarı çıkışı 

için zaman tanınmalıdır). Bu nedenle donma esnasındaki etkilerden korunmada çok 

etkin olan penetran kriyoprezervatiflerin beraber kullanılması, en ideal 

kriyoprezervatif karışımı olacaktır.Bu karışımın getireceği bir diğer avantajda ürün 

çözündükten sonra 37oC’ye gelen üründeki dimetilsülfoksit’in hücrelere olan direkt 

toksik etkisinin konsantrasyonun düşük olması nedeniyle daha az zarar verecek 

olmasıdır (Rowley ve ark 1993).  

 

1.5.  Otolog Kök Hücre Transplantasyonu 

Otolog kök hücre transplantasyonu, hastadan elde edilen ve aynı hastaya geri 

verilen kök hücreleri tanımlar.Yüksek doz kemoterapi alan hastalarda kemik iliği 

yetmezliği olmakta ve hasta ölmektedir.Bunu önlemek için hastanın hematopoietik 
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kök hücreleri toplanır ve uygun şartlarda dondurulur,daha sonra hastaya yüksek doz 

tedavi verilir. Dondurulan kök hücreler 24 saat sonra eritilerek katater aracılığı ile 

hastaya geri verilir.Otolog kök hücre transplantasyonu kemosensitif malignitelerde 

yüksek doz kemoterapi verilmek için yapılan işlemdir. 

Otolog kök hücre transplantasyonu, kemik iliği ve periferik kan kök hücre 

olarak iki tipte yapılır.Otolog periferik kan kök hücre toplanmasının avantajları; 

hücrelerin kolay ve fazla miktarda toplanması,genel aneztezi gerektirmemesi, 

toplanan hücreler arasında kemik iliğine göre daha az malign hücre olması ve 

hematopoietik iyileşmenin hızlı olmasıdır (To, L.B ve ark 1992, Duncan, N ve ark 

1996). 

Otolog kök hücre transplantasyonunun aşamaları; hasta seçimi,mobilizasyon 

rejimi ve kök hücre aferezi, kök hücrelerin dondurulması, yüksek doz kemoterapi, 

dondurulan hücrelerin eritilerek hastaya verilmesi şeklinde olmaktadır. 

 

1.6.  Allojenik Kök Hücre Transplantasyonu 

Allojenik kök hücre transplantasyonu, gönüllü vericiden elde edilen ve 

hastaya verilen kök hücreleri tanımlar.Allojenik kök hücre transplantasyonu kemik 

iliği, periferik kök hücre ve göbek kordon kanı olarak üç şekilde yapılabilir.Allojenik 

kök hücre transplantasyonunun amacı;belirli bir hazırlama rejimi sonrası 

hematopoietik veya immünopoietik orijinli bir maligniteyi yok etmek, bu şekilde 

boşaltılan kemik iliği kavitesine verici orijinli hematoimmünopoietik dokuyu 

oluşturacak kök hücreleri yerleştirmektir. 

Allojenik kök hücre transplantasyonunun aşamaları; hastaya transplant kararı 

verilmesi ve hazırlıklar, verici seçimi, hasta ve vericinin hazırlanması, hazırlık rejimi, 

kök hücre toplanması ve infüzyonu, graft versus host hastalıgı profilaksisi, destek 

tedavisi ve engraftman takibi şeklinde olmaktadır. 
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1.7.  Kök Hücre 

Kök hücreler genel olarak kendi kendini yenileyebilen, çok yönlü 

farklılaşabilen klonojenik hücreler olarak tanımlanır (Till, McCulloch,1961;Metcalf 

ve Moore, 1971).Kök hücreler, organizmanın yaşamı boyunca belirsiz periyotlarda 

kendi kendine bölünebilme kabiliyeti olan hücrelerdir.Uygun koşullarda ve uygun 

sinyaller eşliğinde kök hücreler organizmayı oluşturan diğer hücrelere 

dönüşebilirler.Bu, kök hücrelerin kalp hücreleri,deri hücreleri ve sinir hücreleri gibi 

belirli şekil ve fonksiyona sahip olgun hücrelere gelişebilme potansiyelidir.Kök 

hücreler, sadece doku ve organların gelişiminden ve yenilenmesinden sorumlu 

biyolojik birimler olmayıp aynı zamanda doğal seleksiyonla evrim geçiren 

birimlerdir (Irving, L. Weissman, 2000). 

Kök hücreler; totipotent, pluripotent, unipotent olarak üç türe ayrılırlar. 

Totipotent kök hücreler, sınırsız farklılaşma ve farklı yönlere gidebilme 

özelliğinde olan kök hücrelerdir. Bu hücreler; embriyo, embriyo sonrası tüm doku ve 

organlar ile embriyo dışı membranların ve organların kaynağını oluşturan kök hücre 

türleri olarak tanımlanırlar.Döllenmiş yumurta’ya “totipotent” denir.Latince totus’un 

anlamı bütün demektir.Totipotent hücre embriyoyu oluşturan tüm hücreleri, dokuları 

ve uterusta embriyonun gelişimini destekleyecek doku ve hücreleri oluşturma 

potansiyeline sahiptir.  

Pluripotent kök hücreler organizmada birçok dokunun oluşmasına kaynak 

oluşturan kök hücrelerdir.Birçok bilim adamı pluripotent terimini mezoderm, 

endoderm ve ektoderm dediğimiz üç embriyonik germ tabakasının hepsinden oluşan 

hücreleri veren kök hücreleri tanımlamak için kullanır. Bu üç embriyo germ tabakası 

vücuttaki tüm hücrelerin embriyonik kaynağıdır. Vücudu oluşturan birçok farklı 

özelleşmiş hücrelerin tümü bu germ tabakalarının birinden köken alır. 

Unipotent kök hücreler multi-potensiyel kök hücresi ve bu hücrelerin 

bölünmeleri sonucu oluşan ve tek bir yönde farklılaşmak üzere programlanmış olan 

hücrelerdir. Unipotent kök hücre terimi sadece belirli bir hücreye kadar 

farklılaşabilen yetişkin organizmalardaki hücreler için kullanılan bir terimdir. Bu 

özellik dokuların devamlı olarak kendi kendini yenilemesine olanak sağlar. 
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Şekil 1. Kök Hücreleri ve Hematopoez 

 

1.8. Embriyonik Kök Hücre 

Embriyonik kök hücreler embriyonun gelişmesinin en erken dönemlerinden 

köken alır ve blastosit olarak adlandırılır. Embriyonik kök hücreler, blastositin iç 

hücre tabakasından embriyo uterin duvarına yerleşmeden önceki aşamasında 

oluşurlar. Embriyonik kök hücreler kendi kendini yenileyebilir ve pluripotenttir. Üç 

germ tabakasından köken alan hücrelere dönüşebilir Đnsandaki ilk  embriyonik kök 

hücre,1998 yılında Thomson ve arkadaşları tarafından elde edilmiştir (Thomson, J.A 

1998). Şimdiye kadar yapılan çalışmalar embriyonik kök hücrelerin gelecekte 

öncelikle nörodejeneratif, diabet ve myokard enfarktüsü gibi hücre dejenerasyonu ve 

ölümüyle karakterize hastalıkların hücre nakli ile gerçekleştirilebilecek tedavilerinde, 

erken dönem embriyonik gelişimin moleküler ve genetik düzeyde incelenmesinde, 

kanser tedavisinde ve ilaç fonksiyon testlerinde kullanılabilecek yegane hücresel 

kaynak olabileceğini göstermektedir. 

 

1.9.  Erişkin Kök Hücre 

Erişkin kök hücreler, erişkin bireylerden elde edilen, birçok hücre tipine 

dönüşebilen hücrelerdir. Diğer bütün kök hücreler gibi erişkin kök hücreler de iki 

temel özelliğe sahiptirler: Kendilerinin eş kopyalarını üretebilirler ve uzun dönemde 
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hücre proliferasyonu sağlayabilirler. Özel işlevleri yerine getirecek gelişmiş hücre 

tiplerine dönüşebilirler. 

Tipik olarak kök hücreler tam farklılaşma fazından biraz önce ara hücre tipine 

dönüşür. Bu ara hücre tipine prekürsör veya progenitor (öncü) hücre denir. 

Progenitor hücreler fetal veya erişkin dokularda kısmen farklılaşmış hücrelerdir, 

daha sonra bölünerek tam farklılaşırlar. Bu hücrelere, kararlı veya belli bir gelişme 

yoluna yönelmiş hücreler denilebilir. 

Erişkin kök hücreler tüm dokularda dağılmışlardır ve bulundukları yere göre 

farklı davranırlar.Erişkin bir kök hücre olarak sınıflanabilmek için, organizmanın 

yaşamı boyunca, hücrenin kendini yenileme özelliğine sahip olması şarttır. Bu kriter 

kök hücrenin doğasının temel kuralı olsa da in vivo olarak göstermek çok zor hatta 

imkansızdır. 

 

1.10.  Hematopoietik Kök Hücre 

Hematopoietik kök hücreler, kandan ve kemik iliğinden izole edilen, kendi 

kendilerini yenileyebilen, çeşitli özelleşmiş hücrelere farklılaşabilen, kemik iliğinden 

kan dolaşımına mobilize olabilen ve apoptosiz(zararlı ve gereksiz olan hücrelerin 

kendi kendini yok etme işlemi) denilen programlanmış hücre ölümüne gidebilen 

hücrelerdir. Hematopoietik kök hücreler, hücre populasyonu içinde en iyi 

tanımlanmış hücrelerdir. Till, McCulloch, Wu, ve Siminovitch’in çığır açan 

deneyleri ile başlayarak lethal (öldürücü) dozda radyasyona maruz kalmış 

konakçıların dalaklarında klon oluşturabilen (klonojenik) kemik iliği hücrelerinin 

myeloeritroid koloniler oluşturduğu ortaya konmuştur (Till ve McCulloch, 1961; 

Becker ve ark 1963). Bazı vakalarda bu klonojenik hücreler ikincil konakçılara 

transfer edildiğinde yeniden bütün kan hücre serilerini oluşturduğu gözlenmiştir 

(Siminovitch ve ark, 1963). 

Kan hücreleri vücuttaki herbir hücre tipinin immün korunmasından ve 

devamlı bakımından sorumludur. Bu yüzden sürekli olarak deri hücreleri ile birlikte 

vücutdaki diğer dokulara göre kendi kendini en fazla yenileme yeteneğine sahiptir. 
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Kan ve immün (bağışıklık sistemi) hücrelerini oluşturan kök hücreler hematopoietik 

kök hücreler olarak bilinir. 

Erişkin dokularındaki kök hücreler, fenotipik ve fonksiyonel olarak 

tanımlanmalarıyla birlikte direkt olarak klinikte kullanılmaya  başlanmıştır. Bunun 

en iyi örneği, hematopoietik kök hücrelerin otolog ve allojeneik transplantasyonda 

kullanımlarıdır. Hematopoietik kök hücreler kemoterapi ve/veya radyoterapi ile 

miyeloablasyon sağlanan hastalara verildiğinde adezyon molekülleri sayesinde 

kemik iliğine yerleşir ve yeni kan hücrelerini oluşturur, yani engraftman özelliği 

gösterir. Allojenik kemik iliği transplantasyonu ile lösemiler, kemik iliği 

yetmezlikleri, miyelodisplastik sendromlar tedavi edilirken, yüksek dozda 

kemoterapi uygulanmasına imkan sağlayacak otolog kemik iliği transplantasyonu ile 

çoğu solid ve hematolojik tümörlerin tedavisi mümkün olmaktadır. Kemik iliğindeki 

hematopoietik kök hücreler pluripotent özellikte olup en azından 10 farklı 

fonksiyonel (nötrofil, monosit/makrofaj, bazofil, eozinofil, eritrosit, trombosit, mast 

hücreleri, dentritik hücreler, B ve T lenfositler) hücre tipini oluşturabilir 

(Bellantuono, I. 2004). 

Hematopoietik kök hücrelerinin, kemik iliğinde varlığını gösteren en önemli 

bulgu, miyeloablasyona uğratılmış kişiye verilen kemik iliğinin hematopoietik 

yapılandırmayı sağlamasıdır.Hematopoietik kök hücrelerin hematopoietik 

yapılandırmayı sağlamasının en önemli sebebi, hematopoietik kök hücrelerin kendi 

kendini yenileme yeteneklerinin olması ve daha olgun hücre gruplarına 

farklılaşmasındandır (Herzog ve ark 2003). 

 

1.11. Normal Đnsan Kan ve Kemik Đliği Hücre Kültürlerindeki Koloni Tipleri 

Bütün hematopoietik koloniler, tek tek hücrelerin bölünerek ve farklılaşarak 

morfolojik olarak tanınabilir progenitör oluşturmasıyla gelişir. Koloni çalışmalarında 

rutin olarak kullanılan koşullar altında progenitörlerin hemen hepsi bölündükçe 

farklılaşır ve sonuç olarak belirli ve önceden tahmin edilebilen bir inkübasyon süresi 

sonunda bütün hücreler olgunluğa ulaşır ve bundan sonra koloni boyutu daha fazla 

artmaz. Bu, her koloni tipinin değerlendirilmesi açısından en iyi zamandır; çünkü 
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olgun hücreler zaman içinde lizis (parçalanma)e uğramaya başlayacaklardır. Koloni 

gelişiminin bu özelliği, progenitör gelişiminin değişik safhalarının oluşturdukları 

kolonilerin boyutlarına göre birbirlerinden ayrılmasını sağlar. Örneğin koloni daha 

büyük (koloninin içindeki hücre sayısı daha çok) olduğunda  proliferatif kapasite 

daha büyüktür ve koloninin orijin aldığı progenitör daha primitiftir. 

 

1.12. Eritroid Koloniler 

Metilsellüloz besi yerlerinde eritropoietik progenitörler olgunlaştıklarında 

değişken sayıda hemoglobinize eritroblast kümelerinden oluşan koloniler oluştururlar. 

Normalde ortamda yeterli miktarda eritropoietin yoksa, bu kümeler gelişim 

göstermez; ancak eritroid progenitör proliferasyonunun erken aşamaları başka 

faktörler tarafından da stimule edilmektedir. Bu nedenle eritropoietin yokluğunda 

bile BFU-E ‘den büyüme,  gelişme durmadan önce önemli miktarda hücre ortaya 

çıkabilir. Hemoglobinize eritroblast kümelerinin son sayısı koloninin boyutunu 

tahmin etmek açısından uygun bir ölçek oluşturur ve eritroid progenitör hücre 

farklılaşmasının değişik aşamalarından köken alan kolonilerin tanımlanmasına izin 

verir.Ancak bu kümelerin birbirinden ayrı varlıklar olarak görünmeleri kültür 

şartlarındaki değişikliklerden kolayca etkilenir. Bunlardan bir tanesi ortamda 

çözülmüş olan metilsellülozun son konsantrasyonudur. Ortam daha viskoz olduğunda 

eritroblast kümelerinin büyük bir hücre kümesi halinde kalma eğilimi artar. Tersine 

ortam daha az viskoz olduğunda bu kümelerin daha çok sayıda küçük kümelere 

parçalanma eğilimleri artar. 

Ortamda bulunan büyüme faktörlerinin tipleri ve konsantrasyonları eritroid 

koloni morfolojisini şiddetle etkileyen diğer bir parametredir. Eritroid kolonilerinin 

skorlama sayımında koloniyi yapan kümelerin sayısının yanı sıra koloninin içindeki 

toplam hücre sayısı da bir kriter olarak dikkate alınmalıdır. 
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1.13.CFU-E (Eritroid Koloni Oluşturan Üniteler) 

CFU-E,  en küçük ve hızlı olgunlaşan eritroid kolonilerinin oluşumuna yol 

açan progenitörlere verilen isimdir. Olgunlaştığında CFU-E’ den orijin alan koloniler 

maksimum yaklaşık 100-200 eritroblast içeren 1-2 kümeden oluşur. Skorlamada 

geçerli olması için her kümenin en azından 8 eritroblast içermesi gerekir. 

Eritroblastlar metilsellüloz içinde hemoglobin içeriklerine bağlı olarak verdikleri 

belirgin kırmızı-portakal rengi ile tanınırlar. Orijinal süspansiyonda CFU-E’ den 

orijin alan kolonilerin çoğu, kültürdeki 10-12 gün içerisinde olgunluğa ulaşmış olur. 

Bu süreden sonra koloni içindeki hücrelerde lizis başlayabilir. Eğer koloni 

skorlaması 14 ve daha ileri günlerden sonra yapılırsa kolonilerin görüntü olarak lizise 

uğramış kahverengi eritroblastlar içereceği akılda tutulmalıdır. 

 

1.14. BFU-E 

BFU-E terimi, CFU-E’ den daha primitif olan eritroid progenitör sınıfını 

tanımlamakta kullanılır.BFU-E’ nin ayırıcı özelliği CFU-E’ ye oranla daha büyük, 

çoklu kümeli koloniler oluşturmasına imkan veren daha yüksek profileratif 

kapasitesidir. Burst terimi, boyut olarak büyümüş ancak daha önce renksiz olan 

eritroid kolonilerinde hemoglobinin aniden belirmesi nedeniyle 

kullanılmıştır.Eritroid BFU’lar bazen üzüm salkımı morfolojisi şeklinde tanımlanır. 

Boyut olarak 3 küçük küme ya da 1 büyük küme  ve 200 eritroblast içeren 

kolonilerdir. On altı ya da daha fazla küme ve on bin ya da daha fazla hücre içeren 

kolonilere kadar ulaşırlar.Rekombinat growth (büyüme) faktör kombinasyonları 

içeren metilsellüloz ortamında yetiştirilen eritroid koloniler skorlanırken hücre 

kümelerini birbirinden net olarak ayırmak oldukça zordur. Bu nedenle koloni 

boyutunun belirlenmesi daha sık olarak kolonideki hücre sayısının bir tahminine 

dayanmaktadır. 
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1.15. Olgun BFU-E  

Olgun BFU-E’ ler CFU-E’ lerin en yakın öncülleri olan BFU-E’ leri 

tanımlamakta kullanılır. Olgun BFU-E ler en az üç en fazla sekiz eritroblast kümeleri 

içeren ve mature koloni olarak boyutu 100-500 hücre arasında olan orta boydaki 

eritroid kolonileri oluşturma yetenekleri ile tanımlanır. Olgun BFU-E ler tarafından 

oluşturulan koloniler genellikle inkübasyondan sonra 10-12 gün içinde tam olarak 

hemoglobinize olurlar ve 16-18’inci günden sonra skorlandıklarında lizise uğramış 

kahverengi eritroblast içerdikleri gözlenir. 

 

1.16. Primitif BFU-E 

Primitif BFU-E’ler dokuz ya da daha fazla hemoglobinize eritroblast 

kolonileri içeren progenitör olarak tanımlanır (500’ün üzerinde hücre içeren 

koloniler). Bu koloniler, en çok lökosit conditioned ortam içeren metilsellülozda 18 

günlük inkübasyondan sonra ya da rekombinant büyüme faktörleri kullanıldığında 

14-16 gün sonra değerlendirilir. Daha erken dönemlerde kolonilerin pek çoğu 

hemoglobinize olmaya  başlamıştır ve bu nedenle yanlışlıkla granülopoietik 

kolonilerle karıştırılabilir. Bazı nadir durumlarda boyut olarak çok büyümüş eritroid 

koloniler 18’inci günden sonraya kadar bile tam olarak hemoglobinize olmayabilir. 

Primitif BFU-E’ ler bazen çok erken eritroid progenitör hücre farklılaşması ile ilgili 

özelliklerin araştırılmasının kolay olması açısından 9-16 eritroblast kümesi 

oluşturanlar ve 16’ dan fazla eritroblast kümesi oluşturanlar olmak üzere daha alt 

gruplara ayrılabilir. 

 

1.17. Granülopoietik Koloniler 

Granülositler, makrofajlar ve her ikisinin klonojenik progenitörleri bu 

hücrelerden minimum 20-50 adet içeren koloni oluşturma yeteneklerine göre 

tanımlanır. Geliştirilen skorlama kriteri her labaratuvarda ayrı ayrıdır.Granulopoietik 

progenitörler yarıkatı ortamda geliştirilen ilk klonojenik hematopoietik hücrelerdir ve 

o dönemde CFU-C (colony forming unit-culture) olarak adlandırılmıştır.Çünkü o 
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dönemde ek farklılaşma potansiyellerinin olup olmadığını belirlemek mümkün 

değildi.Daha sonraları CFU-C’ lerin büyük çoğunluğunun granülosit veya makrofaj 

farklılaşma yolu ile sınırlı olan progenitör populasyonunu temsil ettiği 

anlaşıldığından CFU-G (granulosit koloni oluşturan üniteler), CFU-M (makrofaj 

koloni oluşturan üniteler), CFU-GM (granulosit,makrofaj -koloni oluşturan üniteler) 

terimleri kullanıma girmiştir. 

Önceleri in-vitro olarak elde edilen granulopoietik kolonilerinin hemen hepsi 

nötrofil ve/veya makrofaj kolonileriydi ancak daha sonraları eozinofil ve bazofil 

(mast hücreleri) kolonileri tanımlanabilmiştir.Eozinofil ve bazofiller tipik olarak 

makrofajlarla karışmış olarak görülmezler ve ortamda bir miktar farklı görünüşleri 

vardır.Lökosit-kondisyone ortam içeren metilsellüloz besiyerleri aynı kültürde hem 

eritroid hem de granülopoietik progenitör üretmek için kullanılır.Bu nedenle 

skorlama yapmadan önce kültürler 18 günlük olana kadar beklemek gerekir,aksi 

halde erken dönemdeki hemoglobinize olmamış eritroid koloniler nedeniyle 

granülosit ve makrofaj kolonilerinin sayısını olduğundan fazla saymak mümkündür. 

Genellikle nötrofil ve makrofaj kolonileri homojen morfoloji göstermekte 

olup koloninin merkezinde daha konsantre, hücre çeperinde ise daha az yoğun bir 

hale yer alır.Nötrofiller küçük hücrelerdir. Makrofajlar daha büyük olma 

eğilimindedir bazıları ise çok büyük hücrelere dönüşür. Rutin çalışmalarda bazofil 

koloniler nadiren gözlenir. Eozinofil kolonilere özellikle periferik kanda bulunan 

progenitörlerden elde edilen kültürlerde daha sıklıkla rastlanır.Granülosit ve 

makrofaj kolonilerini boyutlarına göre ayrımlamak daha zordur.Eğer yeterince 

yüksek bir cut off değeri belirlenirse (örneğin 500-1000 hücre)değişik özellikleri 

olan granülopoietik progenitörler ayırt edilebilir. 

 

1.18.Multi-Lineage Koloniler 

CFU-GEMM (Koloni-oluşturan üniteler granülosit, eritrosit, makrofaj, 

megakaryosit) multiple-lineage hücreleri içeren ve sıklıkla eritroid hücrelerin de 

dahil olduğu kolonileri oluşturan progenitörlere verilen isimdir.Bu tür koloniler 

lökosit üremesi için uygun ortam içeren besiyerlerinde minumum 18 günden sonra, 
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rekombinant büyüme faktörü kullanılan kültürlerde ise 14-16 günden sonra 

değerlendirilebilir. 

 

1.19. Koloni  Kültür Ortamı ve Hesaplama Prosedürleri 

Đnsan kanı ve kemik iliğinde bulunan hematopoietik progenitörler uygun 

metilsellüloz bazlı ortamda kültüre edildiklerinde koloniler oluşturur. Belirli eritroid 

progenitörler CFU ya da BFU olarak adlandırılır ve ayrıca her kolonideki olgun 

hücreler tip (lineage) ve sayısına göre aşağıdaki gibi sınıflandırılır: 

CFU-E (Colony-forming unit-eritroid) 1-2 küme içinde 8-200 eritroblast 

oluşturur. 

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

eşit sayıda eritroblast oluşturur. 

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

granülosit ve makrofaj oluşturur. 

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

Adı geçen ilk iki türden de bazı hücreler içeren 20 ya da daha fazla hücre oluşturur. 

Lökosit conditioned ortam stimulan (uyaran) olarak kullanıldığında CFU-E 

ve olgun BFU-E’ den ortaya çıkan koloniler inkübasyondan sonra 10-12 gün içinde 

diğer tip koloniler de 18 gün sonra skorlanmalıdır.Rekombinant büyüme faktörleri 

kombinasyonları içeren metilsellüloz kültürlerinde koloni büyümesi daha hızlı 

olur.Bu kültürlerde bütün kategorilerdeki koloniler inkübasyondan sonra 14-16 

günler arasında skorlanabilir. Ayrıca bu koşullar altında bazı granülopoietik koloniler 

çok büyük boyuta ulaşır ve bu nedenle 16 günden sonra bazı CFU-E orijinli 

kolonilerin tanımlanmasına engel olabilir.Ancak kültürler çok erken skorlandığında 

bazı eritroid koloniler halen hemoglobinize olmamaları nedeniyle yanlışlıkla 

granülopoietik olarak skorlanabilir. 

Koloni sayıları ve türlerinin saptanması en iyi şekilde yüksek kaliteli düz alan 

objektifleri olan ve 20-30X, 80X ve 150X büyütme sağlayan invert mikroskop 



 16 

kullanılarak sağlanır. Sayımı kolaylaştırmak için her petri kutusu önce kapağı kapalı 

olarak 60mm gridli doku kültürü petri kutusu içine konur, böylece 35mm lik petri 

kutusunun içindeki birbirini izleyen satır ve sütunlar izlenebilir.Fotoğrafta görüldüğü 

gibi gridle 60mm lik petri kutusu renkli keçe kalem kullanılarak 4 kadran oluşturacak 

şekilde + işareti ile bölünür. Ancak sayımda kültür petri kutusu + işaretinin kesişme 

noktasına yerleştirildiğinde kültür yarıya veya dörtte bire bölünerek sayım yapılacak 

alan küçültülür. 

Koloni sayısı yüksek olup gerektirdiğinde kullanılan petr kutusu bölmesinin 

sayım sırasında bütün kutuyu temsil ettiğinden emin olmak için öncelikle bütün 

kutuyu küçük büyütmede gözden geçirmek gereklidir.Bu alandaki deneyim 

göstermiştir ki, kültür petri kutusunun  kutuyu sağa sola değil yukarı aşağı olarak 

hareket ettirilerek vertikal olarak tarandığında sayımı daha kolay olmaktadır. Her 

çalışma en az iki kere değerlendirilmelidir.Daha sonra petri kutusundaki 

metilsellüloz kültür vasatının hepsindeki belirli bir bölümü ya da hepsindeki 

ortalama koloni sayısı orjinal hücre süspansiyonundaki değişik türdeki progenitör 

hücrelerinin ortalama sayılarını hesaplamada kullanılacaktır. Bu hesap son elde 

edilen metilsellüloz vasatında birim hacme düşen hücre sayısına dayanmaktadır. Bir 

labaratuvarda sayım kriterinin tutarlı olmasını sağlamak için düzenli olarak değişik 

çalışanlar tarafından yapılan sayımların çapraz karşılaştırmaları yapılmalıdır. Ayrıca 

her zaman kültür vasatlarını çalkalamamaya dikkat edilmelidir; çünkü metilsellüloz, 

katı olmayan visköz bir sıvıdır ve kültür vasatı kaba hareketlerle manipule 

edildiğinde koloni formasyonu bozulacaktır.  
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Şekil 2 A: Đnsan hemopoetik hücre kolonilerinin tanılayıcı görüntüleri 
Fotograf 1: 8 eritroblasttan daha büyük bir küme içeren CFU-E kolonisi 
Fotograf 2: 20 hücreden büyük küme içeren CFU-E kolonisi 
Fotograf 3: 200 hücreden fazla küme içeren BFU-E kolonisi 
Fotograf 4: BFU-E kolonisi 
 Fotograf 5: 3-8 küme içeren BFU-E kolonisi 
Fotograf 6: 16 kümeden fazla BFU-E kolonisi (binlerce eritroblast)  
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Şekil 2 B: Đnsan hemopoetik hücre kolonilerinin tanılayıcı görüntüleri 
 

Fotograf 7: Çoklu kümeler içeren BFU-E kolonisi 
Fotograf 8:  CFU-GM kolonisi 
Fotograf 9: Üç ayrımlanabilir küme içeren CFU-GM kolonisi 
Fotograf 10: Đki CFU-GM kolonisi 
 Fotograf 11: CFU-GM kolonisi 
Fotograf 12: CFU-GEMM kolonisi   
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Şekil 2 C:  Đnsan hemopoetik hücre kolonilerinin tanılayıcı görüntüleri 

Fotograf 13:  CFU-GEMM ve BFU-E kolonileri 
Fotograf 14:Đki BFU-E kolonisi 
Fotograf 15: Đki BFU-E kolonisi 
Fotograf 16: Đki CFU-GM ve bir küçük eritroid koloni 
Fotograf 17: CFU-GM ve büyük BFU-E (>16 küme) kolonileri 
 Fotograf 18: Üç farklı koloni: CFU-GM (solda),  BFU-E (orta) ve CFU-GM (sağ) 
kolonileri 
 

Stem Cell Technologies 
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1.20. AMAÇ 

Bu çalışmada amacımız transplantasyon için toplanan gerek otolog gerekse 

allojeneik periferik kan ürünlerinde: 

1) CD34+ hücre sayısı ile invitro koloni oluşturma yeteneğinin 

değerlendirilmesi, 

2) Transplantasyon sonrası engraftman kinetikleri üzerine grafttaki CD34+ 

hücre sayısı ve koloni oluşturma birimlerinin etkisinin olup olmadığının 

gösterilmesi, 

3) Periferik kan  öncü hücrelerin infüzyon gününe kadar dondurulup 

infüzyon için eritildikten sonra koloni oluşturma yetenekleri ve 

engraftman kinetikleri üzerine etkilerinin yeniden değerlendirilmesidir. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Hematoloji Bilim Dalı Aferez Ünitesinde 

Mart 2006-Ağustos 2006 tarihleri arasında allojeneik (n=21) ve otolog periferik 

hematopoetik hücre (n=27) toplanan ve Kök Hücre Transplantasyon Ünitesinde  

hematopoetik hücre transplantasyonu yapılan toplam 48 hasta çalışmaya alınmıştır. 

Hasta özellikleri tablo 1’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 1: Hasta Özellikleri 

 Allojeneik Periferik 

Kök Hücre Nakli 

Otolog Periferik  

Kök Hücre Nakli 

Ortanca yaş (dağılım)(yıl) 35 (16-62) 43 (21-66) 

Cinsiyet (Kadın/Erkek) 9/12 11/16 

Tanı, n AML, 13 

ALL, 4 

KML, 1 

MDS, 1 

HDL, 1 

PNH, 1 

HDL, 6 

HL, 9 

MM, 11 

PNET, 1  

Hazırlık Rejimi Bu-Cy, 13 

Cy-TBI, 5 

Bu-Cy-ATG, 1 

Flu-Bu-ATG, 1 

Flu-Mel, 1 

BEAM, 6 

ICE, 6 

RICE, 1 

CVB, 1 

Mel200, 11 

Mel140, 1 

Bu-Mel, 1 

Transplantasyon sonrası 

immunproflaksi 

CsA-Mtx(6), 18 

CsA-MMF, 3 

- 

 

Kısaltmalar: AML: Akut myeloblastik lösemi, ALL: Akut lenfoblastik lösemi, KML: Kronik miyelositer 

lösemi,MDS: Miyelodisplastik sendrom, HDL: Hodgkin dışı lenfoma, HL: Hodgkin lenfoma, PNH: 

Paroksismal noktürnal hemoglobinüri, MM: Multiple myeloma, PNET: Primitif nöroendokrin tümör, 

Bu: Busulfan; Cy: Cyclophposphamide; TBI: Total beden ışınlaması; 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): Kısa dönem Methotrexate, MMF: Mycophenolate mofetil. 
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2.1. Periferik Hematopoetik Hücre Mobilizasyonu ve Toplanması 

Allojeneik grupta hastaların HLA uyumlu kardeş vericilerinden imzalı 

gönüllü olur formu alındıktan sonra 10 mcg/kg/gün 2 eşit dozda cilt altı 5 gün G-CSF 

uygulanmıştır. Beşinci gün sabah G-CSF uygulanmasından 2 saat sonra kliniğimiz 

aferez ünitesinde aferez yöntemi ile fenwal amicus version 2.51 kullanılarak 

çoğunlukla bir günde, yalnızca bir olguda iki günde CD34+ hücre toplanmıştır. 

Allojeneik kök hücreler aynı gün hastalara santral venöz katater ile gerekli ön-

medikasyon sonrası infüze edilmiştir. 

Otolog grupta mobilizasyon için tüm hastalara bir hasta dışında kemoterapi 

ve takiben G-CSF 10 mcg/kg/gün uygulandı. Lökosit sayısı 1x109/L geçtiğinde 

perifer CD34 sayımı yapıldı. 10/mclyi geçtikten sonra aferez yöntemi ile ortanca 2 

aferez seansında (1-4 seans) hedeflenen 2x106/kg CD34+ kök hücre toplandı.  Otolog 

kök hücrelerin saklanması için dondurulacak ürün miktarına göre uygun 

kryoprezervasyon torbası seçilir, toplam karışım hacminin %10’u olacak şekilde 

dimetilsülfoksit (DMSO) eklenir,ürün ve %10 DMSO hacminden sonra toplam torba 

hacmini tamamlamak için otolog plazma eklenir, torbaların havası ekstraktör ile 

çıkartılarak çelik kasetler içerisinde nitrojen tanklarının buhar fazında 24 saat süreyle 

saklanır veya programlı dondurucuyla -100°C’ye kadar dondurularak daha sonra sıvı 

nitrojen bölümüne alınarak -196°C’de infüzyon gününe kadar saklanır. 

 

2.2. Otolog Kök Hücrelerin Eritilmesi 

Dondurulmuş kök hücreler içerisinde steril distile su bulunan benmaride 

37ºC’de kriyoprezerve edilmiş (dondurulmuş) ürün torbaları koruyucu bir torba içine 

koyularak hasta başında çözülmesi sağlanır. Çözünen üründen hücre canlılığı 

(viyabilite)na bakılır. 
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2.3. Hematopoetik Hücrelerin Đnfüzyonu: 

Hem allojeneik hem de otolog grupta hematopoetik hücreler hastalara gerekli 

ön-medikasyonu takiben santral venöz kateter ile infüze edildi. Otolog grupta 

transplantasyon sonrası +5.günde hastalara 5 mcg/kg/gün dozunda G-CSF intravenöz 

veya cilt altı yolla nötrofil sayısı 3 gün üst üste 0.5x109/L üzerinde oluncaya kadar 

verilir. 

 

2.4. Kültür Yöntemi ve Koloni Oluşturan Birimlerin Sayımı: 

 

2.4.1. Gereken malzemeler: 

1- Methocult Besiyeri (H3434, Stem Cell  Technologies) 

2- Amonyum klorit solusyonu (07800, Stem Cell Technologies) 

3- Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) ve %2 Fetal Bovine 

Serum (07700, Stem  Cell  Technologies) 

4- Künt uçlu iğneler (28110 Stem Cell  Technologies) 

5- Daha önce test edilmiş kültür ekim kapları (27100, Stem Cell  

Technologies) 

6- Gridded scoring dishes (27500, Stem Cell  Technologies) 

7- 15 ve 50 ml’lik falkon tüp 

8- Steril pastör pipeti 

9- Santrifüj 

10- 100 ve 1000 mikrolitrelik otomatik pipetler 

11- Steril pipet ucu 

12- 100mm’lik petr kutusu 



 24 

13-  Distile su 

14-  %5 CO2, %95 nem içeren inkübatör 

15- Laminar Flow Hood 

 

2.4.2. Kök Hücre Kültür Protokolu 

1- Üründen 1cc tüpe alınır 

2- Üzerine 3cc NH4CL(amonyum klorit) eklenir. 

3- Buzda 3 dakika vortekslenir. 

4- Karışım üzerine 4cc FBS (%2 Fetal Bovine Serum içeren Iscove’s 

Dulbeccos Medium9 1:1 oranında konur.  

5- 1000g’da 20 dakika santrifüj edilir. 

6- Süpernatan atılır,pellet üzerine 5cc FBS eklenip 1 dakika vortekslenir. 

7- 300g’da 10 dakika santrifüj edilir. 

8- Süpernatan atılıp 2cc FBS eklenip vortekslenir. 

9- Hücre süspansiyonu ve FBS’den 1:40 olacak şekilde yeni bir steril tüpte 

dilüsyon hazırlanır. (Örneğin 800mikrolitre FBS içine 20 mikrolitre hücre 

süspansiyonu şeklinde) 

10- Hazırlanan dilüsyondan bir ependorfa steril pipetle 200mikrolitre örnek 

alınır tam kan sayımı yapılır.WBC sayısı 1,0x10^3 olacak şekilde 

ayarlanır. 

11- Steril tüpten 300mikrolitre çekilip yarı-katı besiyeri içine verilir. 

12- 3 cc enjektör ucuna takılan 16 gauge küt iğne ucu ile tamamı enjektöre 

çekilip 35mm’lik 2 petr kutusuna eş ekim yapılır.Bu eş ekimde her bir 

petr kutusuna 1,1cc ekilir. 
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13- 100mm’lik petr içine hücre ekilen 2 petr kutusu ve distile su bulunan 3. 

bir petr yerleştirilir.Distile su içeren petr kutusunun ağzı açık olacak 

şekilde 100mm’lik petr kapağı kapatılır. 

14- 37C’de inkübatöre konur. 

15- Hasta ve/veya donörün adı.tarih ve ekilen hücre WBC’si ve hacmi hücre 

kültür defterine kaydedilir. 

16-  14-18 gün sonra değerlendirme yapılır. 

Değerlendirmede 2 petri kutusundaki hücrelerin sayımının ortalaması ile 

koloni sayısının tespiti şeklinde olur.Bu koloni sayısının CFU birimine hesaplanması 

aşağıdaki formülle olur: 

 

 

Đnfüzyon esnasında verilen koloni oluşturan birimler hastanın vücut ağırlığına (kg) 

bölünerek hesaplanır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   WBC x 106/ml x Hacim(ml) 
    Dilüe ürün  WBC x 106/ µl x Dilüe ürün hacim/µl 

x CFUx104 
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Şekil 3: 

Stem Cell Technologies  

  



 27 

 

2.5. Engraftman Kinetikleri: 

Mutlak nötrofil sayısı ardışık 3 gün 0,5x109/L ve 1,0x109/L geçtiği ilk gün 

nötrofil engraftmanı ve trombosit transfüzyonu ihtiyacı olmaksızın trombosit 

sayısının ardışık 3 gün 20x109/L ve 50x109/L geçtiği  ilk gün trombosit engraftmanı 

olarak kabul edilmiştir.  

 

2.6. Đstatistik: 

Sayısal değişkenler ortanca ve dağılım aralığı olarak hesaplandı. Đki grup 

arasındaki karşılaştırmalar parametrik olmayan Wilcoxon ve Mann-Withney U testi 

kullanılarak yapıldı. Đkiden fazla gruplar arasındaki karşılaştırmalar tek yönlü Anova 

testi ile analiz edildi. Korelasyon analizleri için Pearson iki değişkenli korelasyon 

analizi kullanıldı. Đstatistiksel olarak p değeri 0,05 altında ise anlamlı kabul edildi. 

Tüm istatistiksel değerlendirmeler SPSS 11.5 hazır bilgisayar programı kullanılarak 

yapılmıştır. 
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3. BULGULAR 

 

3.1. Graft Kalitesi: 

Allojeneik hematopoetik hücre transplantasyonu (Allo-HHT) grubunda 

hastalara ortanca 149 ml (83-298 ml) hacminde, ortanca  4,94x106/kg (1,14-

10,43x106/kg) CD34+ hücre infüze edilmiştir. Otolog-HKN grubunda ise ortanca 62 

cc hacimde, ortanca 5,5x106/kg (1,07-15,40 x106/kg) CD34+ hücre infüze edilmiştir. 

Đnfüze edilen graftın içeriği ayrıntılı olarak tablo-2’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 2: Đnfüze edilen graftın kalitesi 

 Allojeneik grup Otolog grup 

Ortanca lökosit sayısı (x106/kg) 

(Dağılım) 

309,43 

(190,70-410,28) 

253,48 

(100,05-334,29) 

Ortanca çekirdekli hücre sayısı (x108/kg) 

(Dağılım) 

6,58 

(3,98-15,60) 

2,54 

(0,76-10,38) 

Ortanca mononükleer hücre sayısı (x108/kg) 

(Dağılım) 

4,59 

(1,72-10,32) 

1,41 

(0,42-8,53) 

Ortanca CD34+ hücre (x106/kg) 

(Dağılım) 

4,94  

(1,14-10,43) 

5,50 

(1,07-15,40) 

Ortanca CD3+ hücre (x107/kg) 
21,10 

(0,90-5,50))  
- 

 

 

3.2. Kültür Özellikleri 

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

17 gün (14-18 gün) sonra koloni oluşturan birimler sayıldı. Kültürdeki 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 kültüre ekildi. Ortanca 16 

gün (14-18 gün) sonra koloni oluşturan birimler sayıldı. Kültürdeki 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. 

Ayrıca otolog grupta  13 hastada kriyoprezerve edilen graft infüzyon için 

eritildiğinde ortanca 300 mcl (165-476 mcl) kültüre ekim yapıldı. Ekim sonrası 

ortanca 17 günde (16-19 gün) koloni oluşturan birimler değerlendirildi. Ekim öncesi 

hücre canlılığı 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 graftının kültür özellikleri kriyoprezervasyon 

öncesi ve sonrası karşılaştırıldığında koloni oluşturan birimlerin kriyoprezervasyon 

sonrası eritildikten sonra koloni oluşturma birimlerinin anlamlı olarak azaldığı 

saptandı (Tablo 3). 

 

Tablo 3:  Graftın kriyoprezervasyon öncesi ve kriyoprezervasyon-eritme işlemi 

sonrası koloni oluşturan birimlerin karşılaştırılması 

 Kriyoprezervasyon  

 Öncesi Sonrası p 

Ortanca CFU-E (dağılım) 

Ortanca CFU-E x104/kg  

4 (0-30) 

0,27 (0,0-0,46) 

4 (0-8) 

0,32 (0,0-3,05) 

0,043 

0,018 

Ortanca BFU-E (dağılım) 

Ortanca BFU-E x104/kg 

100 (7-196)  

6,75 (0,57-12,62) 

24 (4-112) 

1,28 (0,32-9,29) 

0,012 

0,006 

Ortanca CFU-GM (dağılım) 

Ortanca CFU-GM x104/kg 

96 (1-128)  

5,85 (0,09-10,28) 

40 (0-128) 

2,89 (0,0-6,97) 

0,002 

0,002 

Ortanca CFU-GEMM (dağılım) 

Ortanca CFU-GEMM x104/kg 

8 (0-20)  

0,44 (0,0-2,34) 

4 (0-12) 

0,21 (0,0-0,46) 

0,002 

0,005 
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3.3. Đnfüze Edilen Graftta Koloni Oluşturan Birimler 

Kültürdeki koloni oluşturan birimler graftın lökosit miktarı ve hacmine göre 

değerlendirilerek, grafttaki toplam koloni miktarları hesaplandı (Tablo 4).  

 

Tablo 4: Đnfüze edilen grafttaki koloni oluşturan birimlerin miktarı 

 Allojeneik Grup Otolog Grup 

Ortanca CFU-Ex104/kg 0,91 (0,53-2,70) 0,47 (0,0-3,05) 

Ortanca BFU-Ex104/kg 14,00 (0,40-59,10) 5,93 (0,0-20,01) 

Ortanca CFU-GMx104/kg 14,19 (2,01-40,11) 5,85 (0,09-26,68) 

Ortanca CFU-GEMMx104/kg 0,88 (0,16-2,69) 0,65 (0,0-2,34) 

 

 

3.4. CD34+ Sayısı ve Koloni Oluşturan Birimler Arasında Đlişki 

CD34+ hücre sayısı ile tüm koloni oluşturan birimler arasında negatif yönde 

anlamlı bir ilişki saptandı (p<0,05). Koloni oluşturan birimler kendi aralarında pozitif 

yönde anlamlı ilişki gösterdi.  

 

3.5. Engraftman Kinetikleri 

Otolog grupta 2 hasta transplantasyon sonrası erken dönemde engraftman 

olmadan enfeksiyon nedeni ile öldükleri için, 25 hasta üzerinden değerlendirme 

yapılabilmiştir. Ortanca nötrofil engraftmanları (> 0,5x109/L ve > 1x109/L) 

10.günlerde (8-14 ve 9-15.gün), ortanca trombosit engraftmanları (> 20x109/L ve > 

50 x109/L) 11.gün (9-17.günler) ile 14.günde (9-23.günler) gerçekleşmiştir. 

Allojeneik gruptada 2 hasta transplantasyon sonrası hematolojik toparlanma 

olmaksızın ciddi enfeksiyon nedeni ile ölmüştür. Bu nedenle değerlendirmeler 19 

hasta üzerinden yapılabilmiştir. Ortanca nötrofil engraftmanları (> 0,5x109/L ve > 

1x109/L) 14.gün (10-22) ile 15.gün (11-34.gün), ortanca trombosit engraftmanları (> 
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20x109/L ve > 50 x109/L) 15.gün (11-34.günler) ile 15.günde (12-27.günler) 

gerçekleşmiştir. 

 

3.6. Engraftman Kinetikleri ve Graftdaki CD34+ Hücre Sayısı ile Đlişki 

Engraftman ile verilen CD34+ hücre sayısı arasında korelasyon analizi 

yapıldığında hem otolog hem de allojeneik grupta bir ilişki saptanmadı. Ayrıca 

ortanca CD34+ hücre sayısı veya persentile göre gruplandırıldığında engraftman 

sürelerinin benzer olduğu görüldü.  

Otolog grupta infüze edilen CD34+ hücre sayısı ile engraftman kinetikleri 

arasında bir korelasyon analizinde bir ilişki saptanmadı. Ancak, CD34+ hücre 

sayısını persentile göre (dağılımına göre <% 25, % 25-% 75, > % 75) 3 gruba 

ayırdığımızda, CD34+ hücre sayısı 3,2x106/kg üzerinde ise engraftman sürelerinin 

kısaldığı, istatistiksel olarak nötrofil >1,0x109/L de istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

bulundu (Tablo 5). 

 

Tablo 5: Graftaki CD34+ 10e6/kg hücre sayısı ve engraftman kinetikleri 

Engraftman 
<3,20 

(n=6) 

3,20-7,64 

(n=13) 

>7,64 

(n=6) 
p 

Nöt>0,5x109/L 
11,5 

(10-13) 

10,0 

(9-12) 

10,0 

(8-14) 
0,095 

Nöt>1,0x109/L 
12,5 

(10-14) 

10,0 

(9-12) 

10,0 

(9-15) 
0,048 

Tro>20x109/L 
12,0 

(10-17) 

11,0 

(9-15) 

9,5 

(9-15) 
0,223 

Tro>50x109/L 
16,5 

(10-23) 

14,0 

(10-17) 

12,5 

(9-22) 
0,236 
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3.7. Engraftman Kinetikleri ve Koloni Oluşturan Birimler ile Đlişkisi 

Hem nötrofil hem trombosit engraftmanı ile infüze edilen üründeki koloni 

oluşturan birimler arasında bir ilişki olup olmadığı değerlendirildiğinde: 

Allojeneik grupta istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki saptanmamıştır (Tablo 

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

trombosit > 50x109/L arasında negatif yönde bir ilişki saptandı (Tablo 6, Grafik 3). 

Otolog grupta CFU-GM sayısı ortancanın üzerinde ise nötrofil engraftman süresini 

kısalttığı görüldü [10 güne (9-13 gün) karşı 11 gün (9-15 gün), p=0,06]. 

 

Tablo 6: Engraftman kinetikleri ile koloni oluşturan birimler arasında ilişki 

 Allojeneik Grup Otolog Grup 

Engraft. CFU-E BFU-E CFU-GM CFU-

GEMM 

CFU-E BFU-E CFU-GM CFU-

GEMM 

Nöt>0,5 r= -0,280 

p=0,260 

r= +0,085 

p=0,729 

r= -0,124 

p=0,614 

r= +0,045 

p=0,861 

r= -0,031 

p=0,824 

r= -0,307 

p=0,144 

r= -0,224 

p=0,305 

r= -0,425 

p=0,043 

Nöt>1,0 r= -0,151 

p=0,549 

r= +0,072 

p=0,771 

r= +0,050 

p=0,838 

r= +0,150 

p=0,553 

r= +0,153 

p=0,465 

r= -0,254 

p=0,232 

r= -0,215 

p=0,324 

r= -0,422 

p=0,051 

Tro>20 r= +0,05 

p=0,836 

r= -0,073 

p=0,774 

r= +0,220 

p=0,381 

r= +0,073 

p=0,792 

r= -0,071 

p=0,735 

r= -0,233 

p=0,274 

r= -0,089 

p=0,685 

r= -0,178 

p=0,429 

Tro>50 r= -0,360 

p=0,171 

r= +0,281 

p=0,292 

r= +0,304 

p=0,253 

r= +0,014 

p=0,958 

r= -0,028 

p=0,893 

r= -0,447 

p=0,029 

r= -0,290 

p=0,180 

r= -0,322 

p=0,143 
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Nötrofil 0,5x10e9/L
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Grafik 1:  Nötrofil engraftmanı (0,5x109/L) ile CFU-GEMM arasında ilişki 

(r2=0,181 p=0,043) 
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Grafik 2:  Nötrofil engraftmanı (1,0x109/L) ile CFU-GEMM arasında ilişki 

(r2=0,178 p=0,051) 
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Trombosit >50x10e9/L
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Grafik 3: Trombosit engraftmanı ile BFU-E arasında ilişki (r2=0,1995 p=0,029) 

 

Otolog grupta 13 hastada kriyoprezervasyon sonrası infüzyon için eritilen 

grafttaki koloni oluşturan birimler ile engraftman kinetikleri karşılaştırıldığında 

herhangi bir ilişki saptanmadı.  

 

Tablo 7:  Kriyoprezervasyon sonrası eritildikten sonra kültüre edilen grafttaki 

koloni oluşturan birimler ile engraftman kinetikleri arasında ilişki  

Engraftman CFU-E BFU-E CFU-GM CFU-GEMM 

Nöt>0,5 r= -0,342 

p=0,232 

r= -0,163 

p=0,579 

r= -0,198 

p=0,498 

r=-0,124 

p=0,674 

Nöt>1,0 r= -0,267 

p=0,356 

r= +0,039 

p=0,895 

r= -0,011 

p=0,970 

r= +0,21 

p=0,943 

Tro>20 r= -0,260 

p=0,370 

r= -0,319 

p=0,266 

r= -0,270 

p=0,351 

r= -0,220 

p=0,451 

Tro>50 r=-0,388 

p=0,170 

r= -0,290 

p=0,315 

r= -0,418 

p=0,137 

r= -0,049 

p=0,867 
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4. TARTIŞMA 

 

Hastaya infüze edilen grafttaki progenitör hücre miktarının transplantasyon 

sonrası yeniden hematolojik yapılanmadaki önemi bilinmektedir (Zimmerman, T ve 

ark, 1995; Pecora, A.L, 1999; Schulman, K.A, 1999). Eğer progenitör hücre miktarı 

düşük ise trombosit ve daha az oranda da granülosit toparlanması gecikmektedir 

(Weaver, C.H, 1995). Grafttaki progenitör hücre sayısının tayininde çeşitli yöntemler 

kullanılır (To, L.B, ve ark, 1997). Transplantasyonun yapıldığı ilk dönemlerde 

mononükleer hücre (MNH) sayısı kullanılmaktaydı. Ancak MNH sayısının 

engraftmanı yeterli oranda öngörmediği gösterildikten sonra, kültür ortamlarında 

CFU-GM sayıları progenitör hücre miktarını belirlemede kullanılmıştır. Bu yöntemin 

zaman alıcı olması nedeni ile günümüzde, kök hücre belirleyici ve bir hücre yüzey 

antijeni olan, ayrıca akım sitometri yöntemi ile aynı günde tayin edilebilen, CD34+ 

hücre sayısı kullanılmaktadır. Hematolojik toparlanma için gerekli CD34+ miktarı  

2-5x106/kg olmalıdır (Bender, J.G, ve ark, 1992) . Engraftman kinetikleri ve CD34+ 

hücre miktarı arasında pozitif yönde bir ilişki olduğu bilinmektedir. Yapılan bir 

çalışmada allojeneik periferik kök hücre transplantasyonu yapılan hastalarda 

hematolojik iyileşme ile CD34+ hücre dozu arasındaki ilişki araştırılmış ve CD34+ 

hücre dozuyla daha hızlı hematolojik iyileşme arasında bir korelasyon olduğu 

gösterilmiştir (Đlhan, O ve ark., 1999).Aynı grubun yaptığı diğer bir çalışmada 

CD34+hücrelerin alt popülasyonu olan CD41+ ve CD42+hücre ile trombosit 

engraftmanı arasındaki ilişki araştırılmış ve infüze edilen CD41+,CD42+ hücre sayısı 

arttıkça trombosit engraftman süresinin kısaldığı görülmüştür.(Demirer, T ve ark 

2001). Diğer yandan bir çalışmada hematolojik hastalığı olmayan bireylerin ve 

hematolojik hastalığı olanların kemik iliklerinde kantitatif olarak CFU-F/CFU-GM 

oranına bakılmış ve hematolojik hastalığı olanlarla olmayanlar arasında fark 

olmadığı görülmüştür (Yüksel, K.M, 2005). Çalışma grubumuzda da CD34+ hücre 

sayısı ile engraftman kinetikleri arasında otolog grupta pozitif yönde bir ilişki 

saptandı; ancak allojeneik grupta CD34+ hücre sayısı ile engraftman kinetikleri 

arasında böyle bir ilişki gösterilemedi. Bunun nedenleri; allojeneik grupta bazı 

hastalarda indirgenmiş yoğunlukta hazırlık rejimi kullanımı hastaların biri dışında 

hepsinde verilen grafttaki CD34+ hücre sayısının 2x106/kg’ın üzerinde olması ile 
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açıklanabilir. Ayrıca allojeneik grupta hasta sayımızın azlığı nedeni ile hazırlık rejimi 

doz yoğunluğuna göre ayrı bir istatistiksel analiz yapılmadığı için, bu grupta CD34+ 

hücre sayısı ile engraftman süreleri arasındaki ilişki konusunda değerlendirme 

yapmak sağlıklı olmayabilir.  

CD34+ ve koloni oluşturan birimler arasında pozitif yönde ilişki birkaç 

çalışmada gösterilmiştir (Gianni, A.M, ve ark, 1989; Haynes, A ve ark, 1995). Ancak 

çalışma grubumuzda ters yönde bir ilişki olduğu saptanmıştır. CD34+ hücre 

miktarının artışı koloni oluşturan birimlerin azalmasına neden olmuştur. Bu olay 

farklı CD34+ hücre altgruplarının koloni oluşturma yeteneklerinin de farklı olması, 

CD34+ hücre miktarının artması ile hücrelerin koloni oluşturma yeteneklerinin 

azalması ile açıklanabilir. Bizim çalışmamıza benzer olarak Jansen ve arkadaşları 

otolog periferik kanda CD34+ hücre miktarı ile CFU-GM arasındaki ilişkinin negatif 

yönde olduğunu bildirmektedirler (Jansen, E.M ve ark, 2007). 

CD34+ hücre sayısı ve koloni oluşturan birimler hematolojik toparlanmayı 

belirlemede kullanılabilir; ancak her birinin hematolojik toparlanmayı öngörme 

değerleri halen sınırlıdır. CD34+ hücre sayısı ile engraftman arasındaki bir ilişkiye 

benzer olarak otolog grupta CFU-GM’nin özellikle nötrofil engraftmanı üzerinde 

olumlu etkisi görülmekteyken allojeneik grupta bu etki gösterilememiştir. Ayrıca, 

otolog grupta CFU-GEMM ile nötrofil engraftmanı arasında negatif yönde, ancak 

zayıf bir ilişki saptanmıştır. Meme kanserli hastalarda yapılan bir çalışmada infüze 

edilen üründeki BFU-E miktarı ile nötrofil ve trombosit engraftmanı arasında ilişki 

saptanmıştır(Cooper, B.W ve ark, 1997). Ayrıca bu çalışmada BFU-E miktarının, 

CFU-GM miktarına göre hematolojik toparlanmayı daha iyi öngörebildiği de 

bildirilmektedir. Çalışmamızda da benzer olarak BFU-E ile trombosit engraftmanı 

arasında orta derecede negatif yönde bir ilişki gözlenmiştir. 

Bilindiği üzere kriyoprezervasyon sonrası hücreler eritildiğinde canlılığı 

azalmaktadır (Humpe, A. 1997). Kriyoprezervasyon ve eritilme işlemi sonrası 

grafttaki canlı CD34+ hücreler veya CFU-GM’nin engraftmanı belirlemede önemli 

olduğu Yang H ve ark.ları tarafından gösterilmiştir (Yang, H ve ark, 2005). Otolog 

grupta 13 hastanın progenitör hücreleri eritildikten sonra, kültüre ekildiğinde koloni 

oluşturan birimlerin anlamlı oranda azaldığı görüldü. Bu 13 hastada engraftman 
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kinetikleri ve koloni oluşturan birimler arasında ilişki değerlendirildiğinde, koloni 

oluşturan birimlerin engraftman süresine etkisi olmadığı görüldü. Hücreler 

dondurulup eritildikten sonra koloni oluşturma yetenekleri azalmasına rağmen, 

engraftman kinetikleri üzerine olumsuz bir etkisi olmadı. Ancak, bu grupta hasta 

sayısı az olduğu için, koloni oluşturan birimlerin engraftman üzerine bir etkisinin 

olup olmadığını söyleyebilmek için  hasta sayısının artırılarak yeniden değerlendirme 

yapılması gerekir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERĐLER 

 

Çalışmamızda transplantasyon için mobilizasyon sonrası toplanan gerek 

otolog gerekse allojeneik periferik kan ürünlerinde CD34+ hücre sayısı ile invitro 

koloni oluşturma yeteneği ve infüze edilen grafttaki CD34+ hücre sayısı ve koloni 

oluşturma birimleri ile transplantasyon sonrası engraftman kinetikleri arasında bir 

ilişkinin olup olmadığı araştırıldı. Periferik kan  öncü hücreleri infüzyon gününe 

kadar dondurulup, infüzyon için eritildikten sonra koloni oluşturma yetenekleri ve 

engraftman kinetikleri üzerine etkileri yeniden araştırılmıştır. 

 

Sonuçta: 

1- CD34+ ve koloni oluşturan birimler arasında negatif yönde, anlamlı bir 

ilişki olduğu görülmüştür. 

2- Otolog grupta nötrofil engraftmanı ile graftın kalitesi arasında bir ilişki 

olduğu gösterilmiştir.  

3- Fakat, bu grupta hücreler dondurulup, eritildikten sonra hem koloni 

oluşturma yetenekleri azalmış, hem de engraftman kinetikleri ile bir ilişki 

gösterilememiştir. Bu nedenle hasta sayısı arttırıldıktan sonra, 

kriyoprezervasyon ve eritme işlemi sonunda koloni oluşturan birimler 

değerlendirilerek istatistiksel analizler yapılması daha sağlıklı sonuçlar 

verebilir.  

4- Allojeneik grupta ise ne CD34+ hücre sayısı ne de koloni miktarı ile 

engraftman arasında bir ilişki saptanmıştır. Ancak, allojeneik grupta 

özellikle indirgenmiş yoğunlukta hazırlık rejimi alan hastaların olması 

nedeniyle, daha homojen bir hasta grubunda değerlendirme yapmak 

gerektiğini düşünmekteyiz.  
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ÖZET 

Otolog ve Allojeneik Periferik Kök Hücre Aferezi ile Toplanan Ürünlerden 

Yapılan Nakillerde Kök Hücre Kültür Koloni Sayısı ile Nakil Sonrası 

Engraftman Arasındaki Đlişki 

Çalışmamızda amacımız, otolog veya allojeneik hematopoetik hücre 

transplantasyonu yapılan toplam 48 hastaya infüze edilen grafttaki CD34+ hücre 

miktarı ve in vitro olarak değerlendirilen koloni oluşturma birimleri miktarının 

belirlenmesidir. Ayrıca bu hücre miktarları ile transplantasyon sonrası engraftman 

kinetikleri  arasında bir ilişki olup olmadığı değerlendirilmektir. Grafttaki ortanca 

koloni miktarları otolog grupta CFU-E 0,91x104/kg, BFU-E 14,00x104/kg, CFU-GM 

14,19x104/kg ve CFU-GEMM 0,88x104/kg iken, allojeneik grupta ise sıra ile 

0,47x104/kg, 5,93x104/kg, 5,85x104/kg ve 0,65x104/kg idi. Otolog grupta hücreler 

dondurulduktan ve transplantasyon için eritilme işleminden sonra 13 hastada in vitro 

olarak koloni oluşturma yetenekleri değerlendirildi. CD34+ hücre sayısı ile tüm 

koloni oluşturan birimler arasında negatif yönde anlamlı bir ilişki saptandı (p<0,05). 

CD34+ hücre sayısını persentile (ortanca dağılıma) göre 3 gruba ayırdığımızda, 

CD34+ hücre sayısı 3,2x106/kg üzerinde ise engraftman sürelerinin kısaldığı, 

istatistiksel olarak nötrofil >1,0x109/L de istatistiksel olarak anlamlı olduğu bulundu. 

Allojeneik grupta ise CD34+ hücre miktarı ile engraftman kinetikleri arasında bir 

ilişki gösterilemedi. Otolog grupta ise sadece CFU-GEMM ile nötrofil engraftmanı 

arasında negatif yönde zayıf bir ilişki saptandı. Ancak, otolog grupta CFU-GM sayısı 

ortancaya göre değerlendirildiğinde, infüze edilen CFU-GM ortanca değerin üzerinde 

ise nötrofil engraftman süresini kısalttığı görüldü [10 güne (9-13 gün) karşı 11 gün 

(9-15 gün), p=0,06]. Otolog grupta kriyoprezervasyon sonrası kök hücrelerin koloni 

oluşturma yetenekleri anlamlı oranda azaldı (p<0,05); ancak engraftman üzerine 

belirgin etkisi saptanmadı. Çalışmamızda yer alan allojeneik hasta grubunda ise 

koloni oluşturan birimlerin engraftmanı belirlemediği görüldü. 

Sonuçta, çalışmamızda koloni oluşturan birimlerin transplantasyon sonrası 

hematolojik iyileşmeyi belirlemede yetersiz kalması nedeni ile, daha fazla hasta 

içeren ve tanı ve transplantasyon özellikleri benzer, hastalık tanıları ve hazırlık rejimi 
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gibi, daha homojen hasta gruplarında benzer çalışmanın yapılmasının, bize bu 

konuda daha yol gösterici olacağını düşünmekteyiz.  

Anahtar  Sözcükler: Allojeneik ve otolog kök hücre transplantasyonu, 

koloni oluşturan birimler, hematolojik iyileşme, CD34+hücre, 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 0.47x10e4/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. 
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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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