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1. GIRIS

1.1 Kok Hiicreler

Kok hiicreler; bircok dokuda bulunabilen, kendini yenileyebilme 6zelligine
sahip, farkli hiicre tiplerine farklilagabilen hiicrelerdir (Hatzimichael ve Tuthill, 2010;
Nemeth ve ark., 2014; Victor Hoffbrand ve A. Victor Hoffbrand, 2015).

Kok hiicreler farklilagma potansiyellerine gore totipotent, multipotent ve

pluripotent olmak tizere iice ayrilmaktadir.

Totipotent potansiyele sahip olan hiicreler, fertilizasyon sonrasinda olusup

viicuttaki tiim hiicrelere dontisebilecek potansiyele sahiptir.

Pluripotent potansiyele sahip olan hiicreler viicuttaki tiim hiicrelere
farklilagsma kapasitesine sahip olmasina ragmen tek baslarina biitiin organizmayt

olusturacak potansiyele sahip degildirler.

Multipotent potansiyele sahip olan hiicreler ise blastokist asamasindan sonra

endoderm,mezoderm ve ektoderm tabakalarini olusturmaktadir.

Multipotent hiicrelerin en 6nemli temsilcileri hematopoietik kok hiicre ve

mezenkimal kok hiicredir (Hatzimichael ve Tuthill, 2010; Nemeth ve ark., 2014)



1.2 Hematopoietik Kok Hiicre

1961'de Till ve McCulloch tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda fare kemik
iligi  hiicrelerinin  kendi  kendilerini  yenileyebilme kapasitelerinin  oldugu
gosterilmistir. Bu ¢alisma hematopoietik kok hiicre varligina ilk isaret niteligindeydi
(Tsuruta Toshihisa, 2012).

Hematopoietik kok hiicre (HKH); kemik iliginde ve diger dokularda bulunan,
kendini yenileme (daha fazla kdok hiicre iiretmek i¢in bolinme) ve her tiirli kan
hiicresini tiretme Ozelliklerine sahip bir hiicre tipidir (Spangrude ve Slayton, 2009).
Bu iki ozellige ek olarak, HKH'ler hiicre dongiisiinde bir uyku hali (GO fazi)
durumuna girme yetenegine sahiptir ve bir yandan kendilerini ¢esitli stres tiirlerinden
korurken bir 6miir boyu kan hiicresi liretimine devam edebilirler (Tsuruta Toshihisa,
2012). HKH nadir goriiliir, muhtemelen kemik iligindeki her 20 milyon ¢ekirdekli
hiicre arasinda 1 tane bulunur ¢iinkii hiicrelerin ¢ogu uyku halindedir (Victor
Hoffbrand ve A. Victor Hoffbrand, 2015). HKH’lerin, endosteal nis i¢inde ya da
kemik iligi iginde wvaskiiler nisteki siniizoidal damarlarin etrafinda yerlesim
gosterirler (Nemeth ve ark., 2014). HKH'lerin ¢esitli kan hiicre soylarini {ireterek
spesifik hiicre hatlarma farklilagma kararlarin1 verdikleri siirece “hematopoiez” adi
verilmektedir (Hatzimichael ve Tuthill, 2010). Hematopoiez asimetrik hiicre
bolinmesiyle kendini yenileyebilen ancak ayri hiicre soylari meydana getiren
pluripotent bir kok hiicreyle baslar (Victor Hoffbrand ve A. Victor Hoffbrand, 2015).
Hematopoiezin saglam dogasi, her giin 6len olgun hiicreler igin siirekli bir yenileme
kaynag1 saglamak i¢in ¢ok az sayida kok hiicrenin kitlesel ekspansiyonunu gerektirir

(Ye ve ark., 2017).

HKH’ler, tiim hematopoietik soylari in vivo olarak ¢ogaltma ve bireyin dmrii
boyunca bu hiicrelerin iiretimini siirdiirme yetenekleriyle tanimlanir. HKH’ler i¢in
giivenilir dogrudan belirteglerin yoklugunda kok hiicrelerin tanimlanmasi ve
sayllmasi, fonksiyonel uzun vadeli, in vivo repopiilasyon deneylerine baglidir.

Herhangi bir dokuda c¢ok diisiik sayida HKH bulunmasi ve o6zgiin bir HKH



fenotipinin olmayis1 bu hiicrelerin saflastirma ve karakterizasyonunu oldukga zor bir

hedef haline getirmistir (Nemeth ve ark., 2014).

1.3 Hematopoietik Kok Hiicre Belirleme Yontemleri

1.3.1. Molekiiler Teknikler

Gen Ekspresyonu

Hematopoezin transkripsiyonel diizenlemesi bir¢cok farkli organizmada
arastirllmistir  ve  HKH miyeloid, lenfoid veya eritromegakaryositik soylar
farklilastirip farklilagtirmadigini belirten bir¢ok transkripsiyon faktorii belirlenmistir.
Yillar siiren ¢aligmalarda HKH'yi ve soylarin1 kontrol eden kritik yolaklarin, tim
viicutta ve filogenez boyunca diger kdk ve progenitér (Onciil) hiicre tipleri ile

paylasildigi ortaya koyulmustur (Krause, 2002).

Yapilan calismalar pluripotent kok/onciil hiicrelerin, soya 6zgiin olan bir¢ok
genin diisiik seviyeli transkripsiyonuyla ¢esitli farkli soylar1 farkhilagtirmak igin
onciil oldugunu gostermektedir (Krause, 2002). Hiicrelerin ¢ogu spesifik bir fenotip
paylasmasina ragmen, RT-PCR analizlerinde bu hiicrelerde ifade edilen genlerin

cesitlilik gosterdigi ortaya konmustur (Krause, 2002).

Pluripotent hematopoietik hiicrelerin, daha 6nce belirli soylara 6zgii oldugu
diistiniilen genleri ifade ettigi distiniilmektedir. Bunu destekleyen iki goriis
mevcuttur. Birincisi, kok hiicre diizenini (veya pluripotensi) korumak igin birlikte
calisan bir dizi genin olabilecegidir. kincisi, kok hiicreleri daha ¢ok farklilagmis bir
soydan benzersiz kilan seyin, bu soya 6zgii oldugu diistiniilen bir¢ok farkli genin kok

hiicrelerde ¢ok diisiik diizeyde ifade ediliyor olmasidir (Krause, 2002).

Yiiksek verimli dizileme ve biyoinformatik analizler ile hematopoietik kok ve
progenitor hiicre (HKPH) tanimlanmasi igin gerekli olan 351 yeni gen dizisi de dahil

olmak tizere on iki gen grubu belirlenmistir (Han ve ark., 2016).
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Sekil 1.1. HKH gelisim asamasina 6zgii gen ag1 haritast (Han ve ark., 2016).

Popiilasyona 06zgii gen gruplarina iligkin analiz, EKH (embriyonik kok
hiicre)'nin HKPH'ye farklilagsmasinin gelisim asamasi haritasinda oOnerildigi gibi,
tanimlayict HKPH'lerin olgunlagmasindan 6nce bir HKH 6ncesi agamasinin varligini
gostermektedir (Han ve ark.,, 2016). Bu analizler, tanmimlayict HKPH'lerin

farklilagmasi i¢in kritik olan agamaya 6zgii gen aglarmi tanimlar (Han ve ark., 2016).

Reporter Gen Yerlestirme

Floresan proteinleri (FP) modern biyomedikal arastirmalarda devrim
yaratmustir._1990'larda yabani tip yesil floresan proteinin (green fluorescent protein,
GFP) orijinal saflagtirllmasindan, klonlanmasindan ve ekspresyonundan bu yana,
biyomedikal alanda calisan bilim insanlarinin, spesifik floresan tespit teknolojilerine
gore secilebilen veya uyarlanabilen eksitasyon ve emisyon ozellikleriyle maviden
uzun kirmiziya kadar degisen ifade edilebilir genis bir belirte¢ spektrumuna erisimi
miimkiindiir. GFP, akan hiicre olger (AHO) ile yapilan cesitli kok hiicre
aragtirmalarinda rahatca kullanilabilmektedir (Telford ve ark., 2012).



Yesil Floresan Protein, Shimomura ve arkadaglar1 (1962) tarafindan Aequorea
deniz anasindan gelen {inlii kemiliiminesans protein olan aequorine eslik eden bir
protein olarak kesfedilmistir. Hiicrelerde ve organizmalarda gen ekspresyonunun ve
protein hedeflemenin bir belirteci olarak kullanima baglanmistir. GFP'nin ekspresyon
seviyesi ve saptanabilirligi bir¢ok faktore baglidir. Genin kopyalar1 ne kadar fazlaysa
ve transkripsiyonunu gergeklestiren promotorler/arttiricilar ne kadar giicliiyse, hiicre

basina o kadar fazla protein iretilir (Tsien, 1998, Divisions ve ark., 2016).

1.3.2. Hiicre Kiiltiirleri

Hematopoez muhtemelen en iyi anlasilan kok hiicre farklilasma sistemidir. Cok
renkli floresan destekli hiicre ayirma (fluorescence-assisted cell sorting, FACS)
yoluyla analiz edilen hiicre yiizey belirteglerinin bir kombinasyonu ile birgok kok ve
progenitor hiicre tipi, tanimlanabilmistir (Ye ve ark., 2017). FACS teknolojisi ile,
daha sonraki saflastirma islemlerinde kullanilabilecek, lenfoid, miyeloid ve eritroid
oncii hiicrelere 6zgii olan ¢esitli isaretler tammlanmustir. EK olarak, kendini yenileme
potansiyeline sahip hiicre popiilasyonlarini igeren HKH'ler hiyerarsisi, ylizey antijen

ekspresyonuna dayali olarak fraksiyonlarina ayrilmistir (Spangrude ve Slayton,
2009).

Hematopoietik sistemde, hiicresel farklilagma yolaklarinin ve genetik
diizenleyici agin karakterizasyonu i¢in yogun ¢aba sarf edilmistir (Ye ve ark., 2017).
HKH tarafindan ifade edilmeyen proteinler igin negatif secim, ifade edilen proteinler
icin pozitif se¢im kombinasyonunun kullanildigi bir yontemin, HKH'nin
tanimlanmas1 ve izole edilmesi i¢in son derece faydali oldugu kanitlanmistir

(Spangrude ve Slayton, 2009).

a) In Vitro Hiicre Kiiltiirleri

Kemik iligi veya periferal kandan alinan 6rneklerdeki HKH sayisini 6lgmek
i¢in rutin olarak in vitro koloni olusturma testleri kullanilmistir. Bununla birlikte, bu
analizlerin, nakil tizerinde farkli fonksiyonlari olan farkli ilkel kok hiicre siniflarini

ayirt edemedigi kabul edilerek, diger analizler gelistirilmistir. Uzun yillar kok



hiicrelerin sayilarin1 ve davraniglarint analiz etmek i¢in uzun siireli kiiltlir baglatan
hiicre (LTC-IC) ve Cobblestone area-forming cell assay (CAFC) yontemleri
kullanilmistir (Spangrude ve Slayton, 2009).

Diger bir yontem olan koloni olusturan hiicre (Colony-Forming Cell, CFC)
tayini, PKKH (Periferik Kan Kok Hiicreleri) igin bir alternatif olarak kullanilmistir,
ancak bu analizi gergeklestirmek, 10-14 giinliik bir siire gerektirmesi sebebiyle sinirlt
olarak uygulanabilmekte; aferez programlarini planlamayr uygunsuz hale
getirmektedir. Ek olarak, CFC tayinleri subjektiftir ve ne metodoloji ne de
reaktiflerde_bir standardizasyon yoktur (Keeney ve ark., 2004). Koloni olusturan
birimlerin hiicre kiiltiiriiyle belirlenmesi tarihsel bir yontem olsa da , ¢ok yogun
isglicli gerektiren uzun bir slire¢ gerektirdiginden giinliikk pratikte kullanimi

neredeyse tamamen terk edilmistir (Mortazavi ve ark., 2012) .

b) In Vivo Hiicre Kiiltiirleri

Arastirmacilar, insanlardaki HKH yamanma davranisini ¢alisirken goriilen
zorluklar1, ksenojeneik transplant modelleri gelistirerek asmustir. Insan HKH'sinin
yamanma (engrafman) Ozelliklerini ve kendini yenilemesini in vivo olarak 6lgmek
icin, HKH alicis1 olarak immiin yetmezIlikli fareler kullanan bir¢cok model
gelistirilmistir. Obez olmayan diyabetik-agir kombine immiin yetmezlikli (non-obese
diabetic-severe combined immuno deficiency, NOD-SCID) ve bilesik mutant X'e
bagli SCID-rekombinaz aktive edici gen tasiyan fare modelleri, fare kemik iliginde
insan hiicrelerinin yamanmasmi takip etmeyi saglayan standart testler olarak

kullanima girmistir (Spangrude ve Slayton, 2009).

1.3.3. Akan Hiicre Olcer (AHO)

a. Enzim Aktivitesi Ol¢iimii Aracih Isaretleme (ALDH)
Aldehit dehidrojenaz (ALDH) enzimleri sitozol, hiicre ¢ekirdegi, mitokondri ve

endoplazmik retikulumda bulunabilir (Ma ve Allan, 2011). Aldehitler uzun 6miirlii,



yiiksek oranda reaktif elektrofilik bilesiklerdir ve mutajenik, kanserojenik ve
sitotoksik zarar verici etkileri yani1 sira fizyolojik siireclerde hayati bir oneme
dsahiptirler. ALDH enziminin hematopoietik progenitor hiicrelerde yiiksek bir
aktiviteye sahip oldugu daha onceki ¢alismalar ile gosterilmistir (Sekil 1.2) (Keeney
ve ark., 2004). ALDH, normal HKH’lerin korunmasinda énemli bir role sahiptir ve
simdilerde c¢esitli kok hiicre ve HKH tiplerini tanimlamak ve izole etme firsati veren
bir belirte¢ olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Ma ve Allan, 2011). Ayrica,
ortaya ¢ikan kanitlar, ALDH1'in sadece kok hiicreler i¢in bir belirteg olmadigini,
ayni zamanda kendini koruma, farklilasma ve ekspansiyon ile ilgili 6nemli

fonksiyonel roller oynayabilecegini gostermektedir (Ma ve Allan, 2011).
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Sekil 1.2. Hematopoietik dncil hiicrelerde pozitif, olgun hiicrelerde zayif/negatif olan ALDH aktivitesi
ve hematopoietik farklilasmada gézlenen degisikliklerin modeli. Biitin LTRC-ML (HKH), ALDH+
olan hiicreler gibi goriinmektedir, STRC'ler bazi ALDH- hiicreleri icermektedir (Christ ve ark., 2007).
*LTRC (uzun siireli kendini yenileyebilenler), STRC (kisa siireli kendini yenileyebilenler)

Hiicre i¢i enzimlerin aktivitesi Olciilerek HKH’ler ve Oncli hiicreleri
tanimlamak miimkiindiir. ALDH enzim aktivitesinin, hematopoietik 6ncii hiicrelerde
pozitif, olgun hiicrelerde negatif ya da ¢ok zayif pozitif oldugu gosterilmistir. ALDH
aktivitesini degerlendirmenin potansiyel yarari, daha olgunlagsmamis, uzun siiredir
cogalan kok hiicreleri tespit edebilmesidir (Z ve ark., 2010). Bir yiizey molekiilii olan
klasik HKH belirteci CD34'in aksine, ALDH aktivitesi fonksiyonel bir belirteci
temsil eder. Hematopoietik kok hiicre greftlerindeki SSC'© ALDH®" hiicrelerinin

sayisinin, otolog ve allojenik hematopoietik kok hiicre naklinde ve dondurarak



saklanmig greftlerin hematopoietik naklinden sonra yamanma kinetikleri ile iyi

korele oldugu gosterilmistir (Z ve ark., 2010) .

ALDH aktivitesini degerlendirmek i¢in hiicrenin pasif diffiizyon yoluyla
yiiksiiz ALDH substrati olan BODIPY -aminoasetaldehit (BAAA)’yi almasi saglanir.
Hiicre i¢inde BAAA, ALDH etkisiyle negatif yiikli BAA-"ya doniisiir ve ALDH
aktivitesi yiiksek olan hiicrelerin yiiksek floresan 1simasi yapmalarina neden olur.
Bagka bir tiipte bir ALDH inhibitorii olan, dietilaminobenzaldehit (DEAB), negatif
kontrol olarak BAAA ile birlikte hiicreye yiiklenir ve DEAB, ALDH etkinligini
ortadan kaldiracagi i¢in igin hiicrelerde floresan 1s1ma gozlenmez (Sekil 1.3) (Christ
ve ark., 2007; Ma ve Allan, 2011).

Passive
Diffusion

ALDH1 DEAB ALDH1

)g,mm

Cold Assay
Buffor

No Product

Sekil 1.3. ALDH aktivitesi i¢in Aldagen’in Aldefluor® Kitine ait bilgi sayfasindan uyarlanan sekil.
(Ma ve Allan, 2011)

b. “Side Populating” (SP) Hiicrelerin Belirlenmesi

Side Populating (SP) hiicrelerin yabanci molekiilleri hiicreden uzaklagtirma
ozellikleri, bu 6zelligi tasiyan kok hiicre ve progenitor hiicrelerin , diger somatik
hiicrelerden ayirt edilmesini saglar (Nemeth ve ark., 2014). Cok yakin bir gegmiste,
UV 1sikla uyarildiginda kirmizi ve mavi 1sima yapabilen Hoescht-33342, kemik
iliginin yaklasik %0,07'sini olusturan ve uzun siireli HKH'yi yeniden olusturmak i¢in

yiiksek oranda zenginlestirilmis SP olarak adlandirilan kii¢lik bir kemik iligi hiicre alt



kiimesini tanimlamak i¢in kullamilmustir (Nemeth ve ark., 2014; Petriz, 2007,
Spangrude ve Slayton, 2009). Bir hiicre karisimindaki tiim hiicreler Hoescht-33342
gibi DNA ya dogrudan baglanabilen ve uyarildiginda floresan 1sima yapan boyalari
tutar. Ancak yalnizca bir tiir zara bagli aktif tasiyici olan 6zel ATP baglayici kaset
iceren pompalar1 (ABCG2) ifade eden kok hiicreler boyalari uzaklastirabilecek
yetenege sahiptir. Bu hiicreler akan hiicre 6lgerle analiz edildiginde 1s1ma yapmayan
veya zayif 1s1ma yapan bir hiicre grubu olarak diger hiicrelerden ayrilirlar. Cesitli
dokularda SP hiicreleri, kok hiicreden zengin bir fraksiyonu temsil eder. Bu yontem
olduk¢a hassastir ve heterojen bir hiicre popiilasyonundaki nadir hiicreleri tespit

edebilmek miimkiindiir (Nemeth ve ark., 2014).

SP analizlerinde en ¢ok kullanilan problar Hoescht-33342 ve rodamin-123 (Rh-
123) ‘tiir. Bu problar canli hiicreye girebilir ve DNA, RNA veya organel zarlar1 gibi
belirli hiicre i¢i bilesenlere baglanabilme 0Ozelligine sahiptir. Kok hiicreleri
tamimlamak ve izole etmek i¢in isaretli antikorlar, FACS ile kombinasyon halinde
kullanilabilirler_(Spangrude ve Slayton, 2009). UV ile uyarildiginda floresan veren
bir DNA probu olan Ho342, ¢ift sarmalli DNA'nin AT'den zengin bdlgelerine
baglanabilen bir boyadir. Maksimum absorpsiyonu 346 nm ve maksimum emisyonu
460 nm'dir. Biri mavi ve biri kirmiz1 iki emisyon dalga boyuna sahip Ho342
kullanilirken, numunede SP hiicreleri varsa Ho342 ile boyanmis hiicrelerin kiiciik
bir fraksiyonu G0/G1 hiicrelerden sola dogru uzanan donuk bir kuyruk olusturur
(Petriz, 2007). Ho342, sessiz hiicrelerin kemik iligindeki diger hiicrelerden
ayrilmasinit saglar. Arastirmacilarin, ABCG2 c¢oklu ila¢ tastyicist tarafindan
Ho342'nin diferansiyel akisina dayanan aktif bir biyolojik siireci incelemesini
saglayan, canli hiicreleri kullanan bir sistemdir. UV lazer giicii ve ayarlari, filtre
ayarlari, numune toplama, hiicre canlilifi, Ho342 konsantrasyonu ve bir biitiin olarak
boyama prosediirii, “side popiilasyonun” optimal ¢oziiniirliigii icin ¢ok Onemlidir
(Petriz, 2007). ABCG2 ekspresyonu bazi kok hiicre tiplerinde de bildirilmistir ve
primitif kok hiicre 6zelliklerine sahip hiicreleri temsil eden SP fenotipinin kilit bir
belirleyicisidir. Hematopoietik SP, oOncelikle CD34 negatiftir, diger olgun
hematopoietik hiicre belirteclerinden yoksundur (Lineage, lin negatif) (Petriz,
2007).
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Sekil 1.4. Saflagtirllmamig insan kemik iliginin SP analizi. (A) SP hiicreleri igeren bir insan kemik
iligi numunesinin eszamanli emisyonu Hoechst Blue ile Hoechst Red arasindaki temsili noktasal
grafik. (B) Olaylarin dagilimini gésteren sematik noktasal grafik. (Petriz, 2007)

flging bir sekilde, ABCG2'nin ekspresyonu embriyonik k&k hiicrelerde de
gbzlenen bir 6zelliktir ki bu da bu proteinin ekspresyonunun kok hiicrelerin genel bir
Ozelligini temsil edebilecegini one siirmektedir (Spangrude ve Slayton, 2009).
Boyay1 dislayan kok hiicrelerin tespitinin aktif hiicresel metabolizma gerektirmesi ve
DNA’nin araya giren boyalarin varligindan olumsuz etkilenmesi bu yontemin izole
edilmis SP hiicrelerinin daha ileri fonksiyonel kok hiicre analizi i¢in kullanilmasina

uygun olmadigini géstermektedir (Nemeth ve ark., 2014).

¢. Immiinfenotipleme ile Hiicre Yiizey Profilinin Belirlenmesi

1970’11 yillarda monoklonal antikor teknolojilerinin gelistirilmesiyle tibbin
bircok alaninda yaygin olarak kullanilmaya baslanan immiinfenotipleme, floresan
olan ya da olmayan boyalar ile isaretli antikorlar yardimiyla hiicre ylizeyi ve hiicre
ici belirteglerin saptanmasi yontemidir. Hiicre antijenleri “Cluster of Differantiation-
CD” terminolojisi kullanilarak tanimlanirlar. Farkli bir hiicre toplulugunun
tanimlanmasinda o hiicreye 6zgiin olan antijenleri tasiyan hiicrelerin bunlara 6zgiin
antikorlar araciligi ile isaretlenmesini takiben oranlarinin (%) belirlenmesi ve
floresan isaretlerin kullanilmasi durumunda floresan sinyal yogunlugunu olcerek
(Mean Fluorescent Intencity, MFI) antijen yogunlugunu gostermek ile mimkiin

olabilmektedir. Olgiilen floresan sinyallerin siddeti, sadece hiicre {izerindeki antijen
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sayisi ile degil, kullanilan florokrom ile de yakindan iliskilidir (Kanev ve ark.,
2016).

Immiinfenotiplemenin avantajlari;

1.Hiicreler biytiklik (FSC) ve graniiler (SSC) vyapilarina gore

siiflandirilabilir.
2.0lii hiicreler ilgi alan1 disinda birakilabilir.
3.Ylizey antijenlerinden zay1f/gii¢lii ifade edilenler belirlenebilir.

4.Hiicrenin fenotipi, gelisiminin hangi asamasinda oldugu ¢ok sayida

florokrom kullanarak (2, 3.. renkli) yapilan analizlerle belirlenebilir.

5. Hematolojik malinitelerde farkli hiicreye 6zgiin antijenleri eszamanli ifade

eden bifenotipik hiicreler belirlenebilir (Kanev ve ark., 2016).

Her ne kadar bir takim yiizey proteinleri HKH tarafindan ifade edilsede, higbir
tirde HKH'yi mutlak bi¢imde tanimlayan tek bir belirte¢ yoktur. Bu durum herhangi
bir zenginlestirme semasimin, gesitli belirteglerin pozitif veya negatif ifade
edilmelerine gére  uygulanan bir se¢im yaklasimini gerektirir (Spangrude ve
Slayton, 2009).

Bir HKH popiilasyonunun tanimlanmasi, hiicre yiizey belirteglerinin farkli kok
hiicrelerde farkli ifade edilmesi prensibine dayanir (Ali ve ark., 2017; Tsuruta
Toshihisa, 2012). Uzun siireli (LT) yeniden yapilanma aktivitesine sahip HKH'leri
(LT-HKH'ler, CD150+CD48—CD34-) izole etmek igin CD34, CD150, Flt3 ve CD48
de dahil olmak iizere ek belirtecler kullanilmaktadir (Ali ve ark., 2017).
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Cizelge 1.1. Hematopoietik kok hiicre (HKH) yiizey belirtegleri ve sinonimleri /fonksiyonlari.

Belirteg Aciklama

CD34 Hematopoietik 6nciil hiicre antijeni

CD90 Thy-1, HKH farklilasmasi

CD93 C1Rqp, Hiicrelerarasi adezyon reseptorii

CD105 Endoglin, TGF-B, Tiimér anjiyogenez belirteci
CD110 TPO, C-Mpl, Thrombopoietin reseptorii

CD111 Nectin-1, hiicre adezyon molekiili

CD117 C-Kit, Kok hiicre faktorii (SCF)

CD133 Prominin-1, Transmembran proteini

CD135 FIk-2, Hematopoiezi diizenleyen Simif III Tirozin Kinaz Reseptorii
CD150 SLAM, Lenfosit Aktivasyon Sinyal Molekiilii
CD184 CXCR4, Stromal Kokenli Faktor-1 (SDF-1)
CD202b Angiopoietin-1 (Ang -1) reseptorii

CD243 MDR-1, Coklu ilag direnci, Detoksifiye edici ajan
CcD271 NGFR, Sinir Biiyiime Faktorii

CD309 VEGFR?2, Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
CD338 ATP-baglayici kaset (ABCG2)

Ly-6A/E (Sca-1) Kok Hiicre Antijeni

Cok c¢esitli karmasik in vitro ve in vivo hematopoez modelleri, siirekli coklu
soy olusumundan sorumlu hiicrelerin, CD34+ hiicrelerinin (ve onciillerinin) en
primitif alt kiimelerinde yer aldigimi gostermistir. Kemik iligindeki CD34+
hiicrelerinin bu alt kiimeleri, soy bagliligi (lineage commitment) ile iligkili antijenleri
cok diistik seviyelerde ifade eder (lin—) ve CD34parlak+, Thy-1 (CD90)+, CD133+,
CD38/CD71/HLA-DR zayift/negatif olan fraksiyonda bulunur (Keeney ve ark.,
2004).

Farede CD34 ve CD38 ifadesi, HKH'nin aktivasyon durumunu yansitir.
Yapilan bir ¢aligmada transjenik fare modelinde insan CD34 ifadesinin analizi, insan
ve fare genlerinin farkl sekilde diizenlendigini gostermistir. Sadece CD34 hiicreleri
kullanilarak yapilan insan kemik iligi kaynakli kok hiicre nakli arastirmalarinin fare

modelindeki verilere ragmen makul oldugu diisiiniilmektedir. Fare modelinden gelen
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ilk veriler, CD34+ kok hiicre nakli alan hastalarda onemli bir HKH alt kiimesinin
tanimlanmamis oldugu seklinde yorumlanabilse de, CD34 ifadesinin insanlardaki
HKH'nin 6nemli bir ¢cogunlugunu temsil eden bir 6zellik oldugunu bilmek 6nemlidir

(Spangrude ve Slayton, 2009).

Kan hiicresi {iretiminin giinliikk hizi, hematopoez siirecini kontrol eden kok
hiicrelerin ne biiyiikk bir potansiyele sahip olduklarini gostermektedir. Bu asiri
proliferasyon ve farklilagsma ihtiyaci, insanlarda uzun ve basarili bir nakil ge¢misiyle
birlikte degerlendirildiginde, HKH'yi her tiirli kok hiicre terapisi igin altin bir
standart haline getirmektedir (Spangrude ve Slayton, 2009).

1.4 Hematopoietik Kok Hiicre Nakli

HKH nakli (HKHN), hematopoietik sistemin yeniden yapilanmasini
saglamak amaciyla kisinin kendinden veya doku grubu uyumlu kisilerden kok
hiicrelerin toplanarak uygun kosullarda aliciya nakledilmesidir. HKHN, dogustan ya
da kazanilmis, benin veya malin bir¢ok hastaligin tedavi segenekleri arasinda yer
almaktadir. Anormal veya sagliksiz kemik iligi veya koti isleyen bir bagisiklik
sistemi olan hastalarda, hematopoietik ve bagisiklik islevi, kok hiicrelerin otolog
veya allojenik bir vericiden toplanarak hastaya infiize edilmesiyle yeniden
yapilandirilabilir (Allied ve Professionals, 2016).

Her y1l lenfoma, 16semi, immiin yetmezlik hastaliklari, dogumsal metabolik
bozukluklar, hemoglobinopatiler, miyelodisplastik ve myeloproliferatif sendromlarin
tedavisi i¢in 25.000'den fazla HKHN gergeklestirilmekte (Hatzimichael ve Tuthill,
2010) ve yiksek doz kemoterapileri takiben kan hiicrelerinin yeniden
yapilandirilmasi ile hematolojik maliniteler ve solid tiimorler i¢in siklikla hayat
kurtarici bir yontem olarak kullanilmaktadir (Hatzimichael ve Tuthill, 2010; Hopman
ve DiPersio, 2014). Kok hiicrelerin infiizyonu, eger mevcutsa altta yatan maliniteyi
ortadan kaldirmak i¢in ve bir allojenik nakil durumunda kok hiicre yamanmasina

olanak saglamak amaciyla immiin sistemi baskilamak icin alicinin kemoterapi,
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immiinoterapi, radyasyon terapisi veya bunlarin bir kombinasyonunu aldiktan sonra
gerceklestirilir. Kok hiicre kaynagi olarak graniilosit koloni uyarict faktor
(Granulocyte Colony Stimulating Factor, GCSF) ile mobilize edilmis Periferik KKH
kullanimi1, hem otolog hem de allojenik hiicre nakillerinde biiyiikk 6lgiide kemik

iliginin (K1) yerini almigtir (Hopman ve DiPersio, 2014).

“Otolog hematopoietik kok hiicre nakli” terimi, otolog kemik iligi nakli
(autologous bone marrow transplantation, aBMT), otolog periferik kan kok hiicre
nakli (autologous peripheral blood stem cell transplantation, aPBSCT) ve otolog
hematopoietik hiicre nakli (autologous haematopoietic cell transplantation, AHCT)
terimleri siklikla birbirlerinin yerine kullanilir (Spangrude ve Slayton, 2009).
“Otolog” islem i¢in kullanilan kok hiicreler, hastanin kendi hiicreleri iken;
“allojenik™ nakillerde verici, hasta ile doku uyumu olan farkli bir bireydir. Bazi
allojenik durumlarda "singeneik" terimi, hiicre vericisinin hastanin tek yumurta ikizi

olmasi durumunda kullanilir (Allied ve Professionals, 2016).

1980'lerin sonunda, kemik iligi veya periferik kan numunelerinin hemen
hemen tiim CFC aktivitesinin ve yamanma potansiyelinin, CD34 antijenini tasiyan
hiicrelerin kii¢iik bir popiilasyonunda yer aldigi kanitlanmis ve ¢ok sayida klinik
aragtirma, CD34+ hiicre nakillerinin giivenli olarak terapétik etkisi oldugunu tespit
etmistir (Keeney ve ark., 2004). Allojenik kok hiicre nakilleri i¢cin (APKHN), >4,2-
4,5x10% kg'lik bir CD34+ hiicre dozu, akut veya kronik graft-versus-host hastaligina
(graft-versus-host disease, GVHD) karsi risk artisi olmaksizin uyumlu akraba dist
dondr ortaminda artmis bir genel sag kalimla iligkilendirilirken, daha yliksek dozlar
(> 8-14x10° hiicre/kg) artan GVHD riski ile iliskilendirilmistir. Ayn1 sekilde, daha
yiiksek CD34+ hiicre dozlar1 (> 9,1x108) da HLA uyumlu kardeslerden alinan Allo-
KHN'nin yogunlugunun azalmasindan sonra artmis kronik GVHD riskiyle
iliskilendirilir (Hopman ve DiPersio, 2014). infiize edilen CD34+ hiicrelerinin say1s1
hem nétrofil hem de trombosit yamanmasinin énemli bir belirleyicisidir. Otolog kok
hiicre nakli (OPKHN) i¢in, hizli ve siirekli iyilesmeye yol a¢an optimal bir CD34+
hiicre dozunun >5x10%kg oldugu diisiiniilmektedir. Ote yandan, 2 x 10°® CD34+

hiicre/kg, ozellikle trombositlerde daha asagisinda tutarli ve hizli ¢oklu soy
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yamanmasinin ger¢eklesmeyebilecegi minimum esik olarak kabul edilir (Hopman ve
DiPersio, 2014). Kok hiicre mobilizasyonunun basarist hem verilen CD34+ hiicre
sayisina, hem uygulanan kemoterapinin tiiriine, hem de otolog kok hiicre
toplanmasindan once uygulanan ve T hiicreleri baskilamay1 hedefleyen tiim vuciit
isinlamast veya ona benzer ilag uygulamalarina baghdir (Hopman ve DiPersio,
2014).

HKH kaynaginin sec¢imi, vericinin mevcudiyetine ve nakil endikasyonuna
baghidir. Uygulanan genis c¢apli sitotoksik tedavi, ilik veya periferik kanin malin
hiicrelerle tutulumu genellikle otolog HKH'lerin kullanimini olanaksizlastirir.
Allojenik nakiller i¢in HLA uyumlu kardes vericiler tercih edilir, ancak hastalarin
%30'undan azmin uygun bir vericisi vardir. Kardes vericisi olmayan hastalarin,
goniillii kayitlar1 araciligiyla fenotipik olarak HLA uyumlu, akraba dis1 bir verici
bulma sans1 %30-40'tir. Kordon kani HKH'lerinin gelisimi, pediatrik ve yetiskin
hastalar i¢in allojenik dondr bulma sansmi arttirmistir. Otolog, sinjeneik veya
allojenik HKH'ler, malin hematolojik ve hematolojik olmayan hastaliklar igin
miyeloablatif kemoradyoterapi sonrasi hematopoietik iyilesmeyi destekler. Sinjeneik
veya allojenik HKH'ler, kemik iligi fonksiyon bozukluklar1 (6rnegin, aplastik anemi)
ve dogumsal hematopoietik veya immiinolojik kusurlarin  (6rnegin, talasemi ve
siddetli kombine immiin yetmezlik sendromu) diizeltilmesi i¢in kullanilmaktadir

(Hatzimichael ve Tuthill, 2010).

Otolog veya allojenik transplantasyon i¢in HKH iiriinleri Ki, periferik kan
veya gobek kordon kanindan (GKK) temin edilebilir.

e Kemik Iligi: Ki, epidural veya genel anestezi altinda posterior iliak
kretlerden toplanir. Ilik, hasattan hemen sonra infiize edilebilir, ancak 4
°C'de; 24 saat boyunca kok hiicre canliligi kayb1 olmadan saklanabilir, bu da
nakil programlar1 arasinda HKH'lerin ulusal ve uluslararasi transferine olanak

saglar (Hatzimichael ve Tuthill, 2010).
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Periferik kan kok hiicreleri: Periferik kan kok hiicreleri (PKKH'ler),
APKHN i¢in yaygin olarak kullanilir ve otolog HKH'ler i¢in HKHN bileseni
olarak hemen hemen Ki'nin yerini almistir. PKKH, Ki'den elde edilen kok
hiicrelerden daha hizli tutunur. Notrofil ve trombosit sayilariin kalici ve
daha hizli hematopoietik diizelmesi, hematopoietik hiicre yamasinda bulunan
CD34+ hiicre sayilarinin yiiksek olmasi ile iliskilendirilir (5x10%kg'a kadar).
Tam otolog iyilesme icin bazi arastirmacilar, alicinin viicut agirliginin
2,5x10%/kg"in1, periferik kan CD34+ hiicrelerinin minimum dozu olarak kabul
eder. Otolog nakil i¢in kullanilan hiicre dozu kalic1 ve hizli bir yamanma
sagladigindan, allojenik HKH'ler de periferik kandan toplanarak
kullanilabilir (Hatzimichael ve Tuthill, 2010).

Gobek kordonu kami: Allojenik HKHN'de, Ozellikle etnik azinliklar i¢in
HLA uyumlu bir vericinin eksikligi nakil olma sansini sinirlar. Verici
yetersizligine bir ¢6ziim de kordon kani bankalarmin gelismesidir
(Hatzimichael ve Tuthill, 2010). Kordon kan1 nakli (KKN), GVHD goériilme
sikligini azaltan, kolay ve giivenli temin, viral bulas olasiliginin diisiik olmast
ve nispeten olgunlasmamis bagisiklik hiicreleri gibi Onemli avantajlara
sahiptir. Bununla birlikte, KKN'leri, hematolojik 1iyilesmeyi geciktiren,
enfeksiyon riskini, nakil sonrasi erken donem mortaliteyi artiran diger HKHN
hiicre kaynaklarindan daha az hiicre icermektedir. Kordon kami, Ki veya
periferik kana gore daha biiyiikk bir kok hiicre gesitliligi gostermektedir
(Hatzimichael ve Tuthill, 2010).

1.5 Aferez

Terapotik aferez (TA), kanser hastalarinda altta yatan patolojik siirece katkida
bulundugu diisiintilen belirli bir molekiilii, antikoru veya hiicresel 06geyi
uzaklagtirmak veya manipiile etmek amaciyla baz1 hastalik komplikasyonlarini
tedavi etmek i¢in kullanilir. Kanserli hastalar1 tedavi etmek i¢in en yaygin kullanilan

aferez yontemleri arasinda terapdtik plazma degisimi (TPD), 1okosit aferez,
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ekstrakorporeal fotoferez (extracorporeal photopheresis, ECP), trombosit aferezi ve
eritrosit aferezi bulunur. Kanin hastadan ayrildigi, bir bolimiiniin daha sonra
cikarildig1 veya bagka sekilde manipiile edildigi ve geri kalaninin hastaya geri
verildigi bir islemdir. TA prosediirleri arasinda TPD (plazmanin bir kolloid veya
kristalloid ¢ozeltisiyle degistirildigi) ve plazma soliitlerini (plazmaferez), beyaz kan
hiicrelerini (white blood cells, WBC'ler; 16kosit aferez) veya trombositleri (trombosit
aferez) secici bir sekilde ¢ikaran ve bertaraf eden yontemler bulunur. ECP, ¢ikartilan
beyaz kan hiicrelerin hastaya tekrar inflize edilmeden Once manipiile edildigi bir
16kosit aferez prosediirii tiiridiir. Aferez prosediirleri, kan bilesenlerini goreceli
yogunluklarina dayali (kirmizi kan hiicreleri en yogun, plazma en az yogun olmak
lizere ve donme ekseninden disa dogru hareket eden ve trombositten zengin plazma,
lenfositler ve graniilositlerden olusan ara katmanlar) ve hizla donen bir ayirma
odasinin iginde katmanlarina ayirmak igin santrifiijlemeyi kullanabilir (Connelly-
Smith ve Linenberger, 2015).

Kok hiicre mobilizasyonu ve toplanmasi ilizerine yapilan gilincel arastirmalar,
mobilizasyonu artirarak toplanan kok hiicre sayisini optimize etmeye ve HKHN icin
gerekli CD34+ hiicre dozunu karsilamak icin ihtiya¢c duyulan aferez giin sayisim
azaltmak i¢in toplama prosediiriiniin etkinligini arttirmaya odaklanmigtir (Kiki,

2017).

HKHN amaciyla kok hiicreleri toplamak i¢in uygulanan aferez prosediirii nispeten
iyi tolere edilen, kullanislt bir ayakta tedavi islemidir. Aferez yoluyla yeterli bir kok
hiicre toplanmasi elde etmek amaciyla dondriin kan dolagiminda bulunan kok hiicre
sayisint artirmak i¢in bir “mobilizasyon” islemi gerekir. Kok hiicre toplamanin
hedefleri, HKHN i¢in gereken CD34+ hiicre dozunu elde etmek i¢in alicinin viicut
agirhigl kg basina toplanan CD34+ hiicrelerini en az aferez giinliyle en st diizeye
cikarmaktir. Bir kardes veya akraba dis1 bir alici i¢in bagis yapan allojenik vericiler,
aferezin basarili olmas1 amaciyla kok hiicrelerin periferik kan i¢ine mobilize olmasi
i¢in biiyime faktorlerine (G-CSF, GM-CSF) ihtiya¢ duyar (Deneys ve ark., 2017;
Ngoma ve ark., 2011).

PKKH mobilizasyonu ayrica kemoterapiden sonraki iyilesmeyi takiben de gozlenir.
GCSF'nin birlikte kullanim1 sinerjik bir etki yaratir. PKKH mobilizasyon prosediirii

baslatildiginda, aferezin zamanlamasim1 ve hacmini tanimlamak son derece
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onemlidir. Tek basma rekombinant biiyiime faktorleriyle mobilizasyon (kemoterapi
olmadan) sonrasi, PKKH'lerin tepe seviyeleri 4-6 giin sonra goriilir. PKKH
mobilizasyonunun kinetik paterni, mobilize edici ajana bagli olarak degisebilir.
Omegin, G-CSF kullanilarak maksimum PKKH mobilizasyonu 4-6 giinde
gozlenirken, GM-CSF maksimum PKKH mobilizasyonunu 5-6 giinde indiikler. Ote
yandan, pleriksaforun mobilize edici etkisi tek doz enjeksiyondan sonra dakikalar ya
da saatler i¢inde goriiliirken, 6 saat iginde de maksimum etkisi goriiliir (Deneys ve
ark., 2017).

Cizelge 1.2. Mobilizasyon rejimleri (Kindwall-Keller, 2014)

Mobilizasyon rejimleri Endikasyonlar

GCSF (Filgrastim) Otolog, Allojenik

Kemoterapi + G-CSF Otolog

Pleriksafor + G-CSF Otolog-Multiple Myelom,
Otolog-Non-Hodgkin lenfoma

Kemoterapi + G-CSF + Pleriksafor Otolog-Multiple Myelom,

Otolog-Non-Hodgkin lenfoma

Mobilizasyon rejiminin sec¢imi, toplamanin bir allojenik vericiden mi yoksa otolog
bir vericiden mi yapildigina baghdir. Allojenik dondrler yalnizca biiyltime faktorii
mobilizasyonu almali ve kok hiicreleri mobilize etmek icin asla kemoterapi
almamalidir. Aferez toplama otolog nakil icin yapiliyorsa, hastalik durumu,
kemoterapinin uygunlugu, altta yatan hastalik siirecinin remisyon durumu ve hasta
tercihinin hepsi en uygun mobilizasyon rejiminin se¢ilmesinde dikkate alinmalidir
(Cizelge 1.2. Mobilizasyon rejimleri) (Kindwall-Keller, 2014). Verici mobilizasyonu
tamamladiktan ve aferez toplama prosediirii baslatildiktan sonra aferez personeli
HKHN i¢in gerekli olan CD34+ hiicrelerini igeren mononiikleer hiicre katmanini
toplar. Aferez yoluyla kok hiicre toplanmasi nispeten giivenli olsa da, enflamatuar
hastaliklar, otoimmiin hastaliklar ve kardiyovaskiiler veya serebrovaskiiler hastaliklar
gibi dnceden var olan hastaiklara sahip vericiler, iyi dondr olarak diisiiniilmeyebilir
ve islemle iliskili komplikasyonlar i¢in artmis bir riske sahiptirler (Kindwall-Keller,
2014).

PKKH iiriiniiniin kalitesi, ozellikle de hematopoietik oncii hiicrelerin (CD34 +

hiicreleri) sayisi ve canliligi, basarili bir yamanmayir 6ngérmek i¢in Onemlidir
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(Deneys ve ark., 2017). Yamanma basarisinin, vericiler ve alicilar arasindaki
fenotipik benzerlik derecesinden bagimsiz olarak CD34+ hiicre sayisiyla iligkili
oldugu iyi bilinmektedir. Bu goriisii, sadece bireysel hastalar i¢in degil, aym
zamanda bircok tesisin tedavi ve sonug verilerinin toplanmasi i¢in faydali olan dogru
hiicre sayma yontemlerinin gelistirilmesine borgluyuz. CD34+ hiicrelerinin akan
hiicre dlger ol¢iimii simdilerde PKKH veya kemik iligi nakli amaciyla hematopoietik
oncii/kok hiicrelerin mobilizasyonu ve hasadini optimize etmek i¢in en yaygin

kullanilan ara¢tir (Ngoma ve ark., 2011).

Nakil yapilan hastalarin bakimi i¢in ilk akan hiicre 6lger altin standard1 aslinda
onceki iki altin standarttan elde edilen verilerin bir senteziydi: CD34 gibi alternatif
bir belirteg ile Olciildiigii lizere mutlak 16kosit sayimi i¢in hematoloji analizorii ve

progenitor hiicrelerin goreceli orani igin akan hiicre 6lger (Ngoma ve ark., 2011).

1.6 Akan Hiicre Olcer

Akan hiicre olger, rutin klinik laboratuvarlarda hastaligin teshisi, prognozu ve
izlenmesi amaciyla giderek daha fazla kullanilmaktadir (Gossez ve ark., 2017,
Soares ve ark., 2019). Akan hiicre 6lger, hiicrelerin fenotiplerini ve 6zelliklerini
sorgulamak i¢in giiclii bir aractir. Heterojen bir popiilasyondaki farkl: hiicre tiplerinin
tanimlanmasini  kolaylastirir. Her hiicrede birka¢c Ol¢limii  kaydeden c¢oklu
parametrelerdir, bu nedenle heterojen bir popiilasyon iginde homojen bir alt
popiilasyonu tanimlamak miimkiindiir. Ayrica hiicre tiplerinin ayrimi, membran
reseptorleri ve antijenlerin varligi, membran potansiyeli, pH, enzim aktivitesi ve

DNA igerigini belirlemeye olanak tanir (Macey, 2007).

Akan hiicre Olger, kok hiicre {iriinleri iizerindeki bu prosediirlerin nitel ve nicel
sonuclarint dogru bir sekilde izlemek i¢in miikkemmel bir teknoloji sunar ve CD34+
hiicrelerin akan hiicre dlger ile sayimi nakil i¢in optimum {irlinlin belirlenmesinde

kritik bir rol oynar (Keeney ve ark., 2004).
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Akan hiicre 6lger, tekli partikiillerin (genellikle hiicrelerin) bir 151k demeti
yoluyla bir sivi akiminda algilayici bir alandan akarken, ¢oklu fiziksel 6zelliklerini es
zamanli dlgen ve analiz eden bir teknolojidir. Olgiilen 6zellikler arasinda bir
parcacigin bagil biyiikligl, bagil graniilaritesi veya i¢ yapisi ve bagil floresan
yogunlugu vardir. Bu 6zellikler, hiicrenin veya parcacigin gelen lazer 1s1gin1 nasil
sactigin1 ve floresan yaydigini kaydeden optik-elektronik bir eslestirme sistemi
kullanilarak belirlenir (BD Biosciences, 2000; Macey, 2007) Mikroskobik
parcaciklarin bagil 1s1k sacilimi ve renk ayrimli floresani 6l¢tliir. Hiicrelerin analizi
ve ayrimi biiytikliik, graniilarite ve hiicrenin antikorlar veya boyalar seklinde floresan

molekiilleri tastyip tasimadigina dayali olarak yapilir (Macey, 2007).

Akan hiicre dlger ii¢ ana sistemden olusur: akiskanlar, optikler ve elektronikler.

Akiskanlar sistemi bir akimdaki parcaciklart sorgulamak i¢in lazer demetine
tasir (BD Biosciences, 2000). Akan hiicre oOlgerin akiskan sistemi, hiicreleri
sorgulama noktasina diizenli tek sira halinde iletmek iizere tasarlanmistir, boylece tek
seferde yalnizca bir hiicrenin hidrodinamik odaklanma olarak adlandirilan bir
siiregten gegmesi saglanir. Ornek akis hizi, bir basing regiilatorii kullanarak drnek
basincinin sheath basincina gore ayarlanmasiyla kontrol edilir. Genel olarak, daha
yiiksek akis hizlar1 daha diisiik ¢6ziiniirliilk anlamina gelir ve en uygun sekilde nitel
Olgtimler i¢in kullanilir (6rn., immiinofenotipleme). Diisiik akis hizlar1 daha yiiksek
¢oOziiniirliik saglar , ¢linkii hiicrelerin ¢gogu lazerin merkezinden gecer ve tipik olarak
daha yiiksek netligin kritik oldugu uygulamalarda kullanilir (6rn., DNA analizi)
(Rowley, 2019).
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Central core

Single flow

Sekil 1.5. Hidrodinamik odaklama, partikiillerden tek sirali bir akim tiretir (Rahman, 2009). *Central
core: Merkezi odaklama, Sheath fluid: Hiicreleri saran akigkan, Single flow: Tek hiicre akisi

Optik sistem ornek akigindaki pargaciklari aydinlatmak i¢in kullanilan
lazerlerden ve ortaya g¢ikan 1s1ik sinyallerini uygun detektorlere yonlendiren optik
filtrelerden olusur (BD Biosciences, 2000, Rowley, 2019) (Sekil 1.6) .

Fluidics system

Filters Detectors

—

Lasers

Filters

Sekil 1.6. Tipik bir akan hiicre 6lger diizeninin sematik taslagi (Rahman, 2009).
*Fluidic system: Akigkan sistemi, Lens: lens, Filters:Filtreler, Lasers: Lazerler, Detector: Algilayici,
Screen: Ekran
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Hidrodinamik odaklanma, parcaciklar ve hiicreler sorgu noktasina varmadan
once Orneklem merkezinden tek bir dosya olarak gegebilsinler diye, parcaciklar
siraya dizer. Bu noktada, 151k kirilir ya da biitiin yonlerde sagilir. Yoni degistirilen
15181n biyiikliigi, biiyliik Ol¢lide parcacigin fiziksel oOzelliklerine, 6zellikle de i¢
karmagiklig1 ve biiyiikliigline baglhidir. Hiicrenin sekli, yiizey bi¢imi, zari, ¢ekirdegi
ve tanecikli yap1 gibi 6zelliklerin hepsi 15181n sagilmasini etkilemektedir (Rowley,
2019) (Rahman, 2009).

Isik sacilimi, iki ac¢ida toplanmustir: ileri Sagilim (FSC) ve Yana Sagilim
(SSC). Ileri sagilim, lazerin ydriingesinin yoniinde veya ileri yonde kirilan 1s181in bir
Olclimiidiir. Bu 6l¢iim hiicrenin yiizey alan1 veya biiyiikliigii ile orantilidir. Hiicrenin
graniiler yapida olmasi veya i¢ karmagikligiyla orantili olarak yana yayilim, lazer
yoriingesinden yaklagik 90-derecede toplanmistir ve Oncelikli olarak kirillan ve
yanstyan 1s1¢mn bir dlciimiidiir (Sekil 1.7). Ileri sacilim ve yana sacilim verileri,
biiytikliik (FSC) ve i¢ karmasiklik (SSC) yardimi ile, 6rneklemleri siniflandirmak
i¢in kullanilabilir (Rowley, 2019).

Side Scatter Detector

Light Source Forward Scatter Detector

Sekil 1.7. Hiicrenin 151k sacilim dzellikleri.

Elektronik sistem, algilanan 151k sinyallerini bilgisayar tarafindan islenebilen

elektronik sinyallere doniistiirir. Ayirma 06zelligine sahip bazi cihazlar igin,
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elektronik sistem ayni zamanda parcaciklart yiiklemek ve saptirmak i¢in ayirma

kararlarim verebilir (BD Biosciences, 2000).

Akan hiicre Olger elektronik sistemi, iki tiir fonksiyon gostermektedir; 151k
sinyallerini elektronik sinyallere ¢evirir (voltaj) ve veri analizi yapar. Fotodiyot, 1s18a
daha az hassastir ve oncelikli olarak daha saglam ileri sagilim sinyallerini saptamada
kullanilir. FMTler ¢ok daha zayif sinyalleri belirlemede kullanilir ve bu yiizden de
floresan 15181 ve yayilmis yana sacilimi saptamak i¢in kullanilmaktadir. Akan hiicre
Olgerde, pargaciklar bir sivi akiminda lazerle kesismeye taginir. 0,2-150 mikrometre
biiytikliigiinde olan herhangi bir sivi igindeki homojen dagilmis pargaciklar veya
hiicreler analiz i¢in uygundur (BD Biosciences, 2000). Bir parcacik/ hiicre lazer
1s1n1n yoriingesine girip, 15181 ya da floresan1 sagmaya basladiginda; elektronik bir
sinyal veya voltaj attim1 olusturulur (BD Biosciences, 2000; Macey, 2007; Rahman,
2009; Rowley, 2019)-—(Soares ve ark., 2019). Floresanin miktar1 ve yogunlugu
bilgisayar sistemi tarafindan kaydedilir ve bir gorsel gosterim biriminde tek
parametreli (Sekil 1.8A), ¢ift parametreli (Sekil 1.8B), veya ¢ok parametreli olabilen
bir frekans dagilimi olarak gosterilir (Macey, 2007). Veriler toplandiktan ve dijital
hale aktarildiktan sonra, AHO bilgisayar yazilimi kullanilarak ayristirilmaya hazir
hale gelir. Veriler iizerinde tamamlanan analizin derinligi, biiylik oranda
arastirmacinin amagclari ile belirlenmektedir. FSC- SSC ¢izimi ile tek bir 6rneklemin
basit morfolojik smiflandirmasi olabilecegi gibi, cesitli hiicre ylizey belirtegleri
kullanilarak (floresan boyama) bir 6rneklemde ¢oklu alt gruplarin belirlenmesi (bir
grubun secilmesi yoluyla) de olabilmektedir (BD Biosciences, 2000; Macey, 2007;
Rahman, 2009; Rowley, 2019).
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Sekil 1.8. Frekans dagilim grafikleri. A. Zayif floresan ve giiglii floresan hiicrelerin tipik dagilimi
gosteren tek parametreli floresan ve hiicre sayist histogrami. B. Periferik kandan l6kositlerin 6ne
sacilim ve yana sag¢ilim analizinin ¢ift parametreli histogrami. Lenfositlerin, monositlerin ve
grantilositlerin karakteristik dagilimi gosterilmektedir.

*Event count: olay sayisi, Fluorescence intensity: Floresan yogunlugu, Linear side scatter: Dogrusal
yana sa¢ilim, Linear forward scatter: Dogrusal 6ne sagilim.

Ideal olarak, lazer 1s1nindan tekrar tekrar gecen ayni parcacik, ayni 151k sagilimi
veya floresan titresimleri liretmelidir. Bagka bir parcacik, tutarli ancak farkli bir
titresim kiimesi tiretebilir. Pratik olarak, parcaciklar ayni olsa bile cihaz i¢inde her
zaman titresimlerde bir miktar degisime neden olan bazi farkliliklar vardir. Kullanici,
farkl ticari firmalardan temin edilebilen floresan kiirecikler gibi iyi bir tek tip test
Ornegi iizerinde varyasyon katsayisini (coefficient of variation, CV) hesaplayarak
cthaz farkliliklarinin biytkligini degerlendirir. CV i¢in temel denklem su

sekildedir:

CV = (SD/ORTALAMA) x 100

SD, standart sapmadir ve bu pargaciklar i¢in Ol¢iilen parametrenin ortalama
degeridir (Gauss dagilimi i¢in bu, en yiiksek sayima sahip kanal olacaktir.). Cogu
cihaz, kullanici i¢in CV'yi hesaplar. Kullanict CV'nin normal oldugunu biliyorsa,
CV'deki herhangi bir artis, cihaz ayarmin degisiyor oldugunu ve histogramlarin
genislemesine neden olabilecegini gosterecektir. Bununla birlikte, eger kiirecikler iyi
bir CV'ye sahipse (<2%) ve bir test 6rnegi genis bir histograma sahipse, olgu 6zgiin
olabilir. Ornege etki etmemesi kosuluyla, test edilecek biyolojik drnege floresan

kiirecikler eklenebilir (Macey, 2007).
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Tiim akan hiicre Olcer sistemleri, parcaciklar iizerinde ayni anda birden fazla
sinyali analiz etme ve bunlari 3 boyutlu histogramlar olarak ¢izme yetenegine
sahiptir. Birgok sinyal kombinasyonu kullanilabilir. Her bir florokrom genis bir
emisyon spektrumuna sahiptir. Birden fazla florokrom kullanildiginda, bunlarin
emisyon spektrumlarinin pargalart muhtemelen ayni dalga boylarinda olacaktir. Buna
“spektral ortligme” denir. Bu durum iki farkli florokromun emisyon spektrumlarinin
birbirinden ¢ikarilmasiyla diizeltilebilmektedir. Bu da “kompensasyon” olarak

adlandirilir (Macey, 2007).

Cok az sayida hiicresel bilesen igsel olarak floresandir ve floresan olanlar (6rn.,
piridin ve flavin iceren niikleotitler) sadece sinirli bilgi saglar, bu nedenle hiicreler
genellikle, aksi taktirde goriilemeyecek bilesenlerin varligimi aciga ¢ikarabilen
(florokromlar, floroforlar veya fluorlar olarak adlandirilan) floresan problariyla
boyanir. Farkli spektral 6zelliklere, daha yiiksek kuantum verimlerine ve daha fazla
stabiliteye sahip bircok boya gelistirilmistir. Mevcut kullanimdaki florokromlar,
yiiksek molekiiler agirlikli siyanobakteriyel veya alg proteinleri (6rnegin, fikoeritrin
[PE]) ve yeni floresan 6zelliklerine sahip bir maddeyi liretmek i¢in kovalent olarak
bagka bir (genellikle diisiik molekiiler agirlikli) floresan boya ile birlestirilerek
olusturulan "ikili boyalar"dir. Boylesi giiclii bir teknik olusturan floresan tespitle
akan hiicre olcerin kombinasyonu birka¢ farkli parametrenin dakikada binlerce
hiicrede ayni anda 6l¢iilmesini miimkiin kilar. Floresan boyamanin olusabilecegi
birka¢ farkli mekanizma vardir. Bazi boyalar belirli maddeler i¢in bir afiniteye
sahiptir ve hiicreler i¢indeki belirli yerlerde veya organellerde yiiksek
konsantrasyonlarda birikir. Florokromlar siklikla protein ligandlarina (6rn.,
antikorlar) konjuge olur (birlesir) ve bu konjugatlar, uygun reseptorii (veya antijeni)
ifade eden hiicrelere belirgin olarak ve/veya digerlerinden daha yiiksek miktarlarda

baglanir (BD Biosciences, 2000; Macey, 2007; Rahman, 2009; Rowley, 2019).

FITC, bir proteine konjuge edilen ilk florokromdur ve su anda en yaygin olarak
bulunan mAb konjugatidir. Bununla birlikte, multiparametrik akan hiicre olgerde
idealin altindadir, ¢iinkii 488 nm lazerler tarafindan nispeten zayif sekilde eksite

edilir ve PE gibi 488 nm'de eksite olan diger florokromlarin emisyonunu kirleten
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uzun bir emisyon spektrumuna sahiptir. Pozitif fraksiyonu eksik degerlendirmesinin
muhtemel oldugu, aktivasyonla iligkili molekiiller gibi zayif bir sekilde ifade edilen
antijenler inceleniyorsa, bu onu ikinci segenek florokrom yapar (Macey, 2007

Rahman, 2009; Rowley, 2019).

PE, akan hiicre o6l¢er i¢cin miikemmel bir florokromdur ciinkii son derece
stabildir. Yiiksek bir sinyal-giiriiltii orani ile sonuglanan yiiksek bir kuantum
verimine sahip oldugu i¢in zayif ifade edilen antijenlerin tespitini arttirir. Bununla
birlikte, cok biiyliik bir molekiildir ve bazi permeabilizasyon (gecirimleme)
protokollerinde hiicre ici antijenlerin tespiti i¢cin uygun olmayabilir. 488 nm'lik bir
lazer cizgisi tarafindan yeterince eksite edilmesine ragmen, PE yesil lazerler
tarafindan optimal bi¢cimde eksite edilir ve uygun dalga boyuna sahip uygun kati hal
lazerleri mevcuttur. (Macey, 2007; Rahman, 2009; Rowley, 2019).

Niikleik asitleri boyayan florokromlar i¢in akan hiicre Olcerde ii¢ yaygin
kullanim vardir: DNA 6l¢limii, membran biitiinliigiiniin degerlendirilmesi ve hiicre
pargalar1 veya cekirdeksiz hiicrelerden ¢ekirdekli hiicrelerin hizli bir sekilde ayirt
edilmesi. Hali hazirda mevcut boyalarin higbiri spesifik olarak sadece RNA veya
DNA'ya baglanmaz (Macey, 2007). 7-Aminoaktinomisin D (7-AAD) tercihen,
DNA'nin GC bakimindan zengin bolgelerine baglanan bir boyadir (molekiiler agirlik
1270). Genellikle canli hiicrelerden disar1 atilir ve O6lii hiicrelerin  DNA'sini
etiketlemek i¢in kullanilabilir. 488 nm'lik bir lazer tarafindan eksite edilebilir, ancak
kuantum verimliligi disiiktiir (0.035). Temel avantaji, iki renkli immiinofloresan
baglaminda gecirgenlik veya DNA igerigi Ol¢iimii gerektiginde FITC ve PE isaretli
antikorlarla es zamanl olarak kullanilabilmesidir, bununla birlikte dezavantaji ise,
Hoechst boyalarinin  verdiginden daha genis DNA dagilimlart  meydana

getirmeleridir (Macey, 2007; Rahman, 2009).

Tekil antijenlerin tespiti i¢in uygun bir florokrom secilmesinin yani sira, belirli
bir antikor klonu sonuglar etkileyebilir. Belirli bir antijene 6zgii mAb'larin hepsi

ayn1 epitopa baglanmayacaktir. Bunun antijenin saptanmasi iizerinde bir etkisinin
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olmadig1 bir¢ok durum vardir, ancak bazi durumlarda, sonuclar epitopa 6zgii olabilir.
Buna iyi bir 6rnek, CD34+ hiicrelerinin akan hiicre dlger ile saptanmasidir. CD34
molekiilii izerindeki tli¢ farkli epitopa baglanan, bazilar1 fiksasyona duyarli ve hepsi
kendi mAb'leri i¢in farkli baglanma giicline sahip anti-CD34 mAb'ler iiretilmistir.
Class Il anti-CD34 mAb'lerin dolasimdaki mobilize HKH’in tespiti ig¢in en
giiveniliri oldugu gosterilmistir, ancak Class III mAb'lerde bile paraformaldehit
igeren eritrosit pargalama reaktiflerinin kullanimi floresan yogunlugunu azaltir ve

CD34+ hiicrelerinin oraninin eksik degerlendirilmesine yol agar (Macey, 2007).

1.7 Single ve Dual Platform Analizler

Mutlak hiicre sayilarmi belirlemek icin farkli akan hiicre Olger tabanl
yontemler vardir. Ilk teknoloji, CD4 T hiicre sayismin bir hematolojik analizérle
belirlenen mutlak lenfosit sayisindan elde edildigi ve ardindan CD4 T hiicre
yiizdesinin (toplam lenfositler arasinda) akan hiicre Olger ile belirlendigi dual
platform yaklasimidir. Her ne kadar standardizasyon ve kalite kontrolde kayda deger
bir ilerleme saglanmis olsa da (6rnegin, kalintilar1 diglamak igin CD45 segilimi),
coklu teknolojilerin kombinasyonu artmis degiskenlige yol agmaktadir. Ozellikle
farkl1 hematolojik analizérleri kullanan laboratuvarlar aras1 ¢aligsmalarda
kisitlayicidir. Bu kisitlamalarin iistesinden gelmek igin, single platform teknolojisi
(SPT) gelistirilmistir. SPT, hematoloji analizoriine gerek olmadan tek bir cihazla
lenfosit alt gruplarinin mutlak sayisini 6lger. Bu, volumetrik sayima ve en yaygin
olarak da mikro boncuklar1 sayan dahili kalibratoriin kullanimina dayanabilir. Bir¢ok
calisma, boncuk bazli SPT sayma yontemlerinin uygulanmasinin, dual platformlarla
karsilastirildiginda mutlak hiicre sayiminda laboratuvar i¢i ve laboratuvarlar arasi
farklilig1 onemli Sl¢lide azalttigint gostermistir (Gossez ve ark., 2017). Kan ve kemik
iligi progenitor hiicre nakli merkezlerinde kok hiicreler genellikle boncuk bazli

yontemlerle sayilir (Mortazavi ve ark., 2012).
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Single platformda, 6rnege bilinen sayida floresan boncuk eklenir ve bilinen
sayida floresan boncuk kullanilir, kullanimi rutin dual platformlu yontemlerden daha
kolaydir (Naithani ve ark., 2017). Single platformlu metodoloji, ¢esitli farkli tipte
floresan sayma boncuklar1 kullanan ¢ok sayida cihazda dogrulanmistir (Whitby ve
ark., 2012).

Dual platformda, geleneksel hematoloji analizoriinden ve bir akan hiicre
Olcerden gelen veriler birlestirilir ve iki dl¢limde, 6rneklerin hazirlanmasi gercek ve

olgiilen CD34 degerinde biiyiik farkliliga yol acabilir (Naithani ve ark., 2017).

Single platform analizi maliyetlidir. Dual platformlu analizde kontroller
yapmaya gerek olmadigindan daha az maliyetlidir. Dual platformlu analiz kaynak

tasarrufu da saglar (Naithani ve ark., 2017).

1.8 Floresan Boncuk ve Voliimetrik Olciim

Ticari amacli boncuklar su amagclarla kullanilir;

e [sik sacilim ve maksimum floresan kanal varyasyon katsayilarinin izlenmesi
e Isik sacilim ve maksimum floresan kanaldaki sapmanin izlenmesi
e (Cihazn hassasiyetinin izlenmesi

e Spektral {ist {iste binmenin ayarlanmasi i¢cin kompenzasyonun

kolaylastirilmas1 (Barnett, 1999)

Boncuklar sadece taze, normal numunenin analizine ihtiyag duyulan ayarlarin
en uygun hale getirilmesi ve son akan hiicre olger kurulumu icin kilavuzluk
saglamaktadir. CD34 sayimi i¢in hem single hem de dual platformlu metodolojiler
Onerilmistir. Dual platformlu prosediirlerde, toplam hiicre sayimi bir hematolojik
hiicre sayaci tarafindan gergeklestirilir ve CD34 yiizdesi akan hiicre Slger olarak

belirlenir. Bu yontemlerin en biiylik dezavantaji, iki aletin kullanimiyla toplamsal
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hatali Olglimlerden kaynaklanan azalmis tekrarlanabilirliktir. Bu nedenle, single
platformlu prosediirler, CD34 sayimi i¢in tercih edilen yontemlerdir. Single
platformlu prosediirlerin ¢ogu, bilinen bir floresan boncuk konsantrasyonunun
eklenmesine ve bir drnekte hem kiireciklerin hem de CD34+ hiicrelerin es zamanli
sayimina dayanir. Boncuklar ek bir adimda tiim tiiplere eklenir. Onceden hazirlanmis
bilinen bir floresan boncuk konsantrasyonu igeren ticari tiiplerin kullanimi (6rn.,
Trucount tiipleri, Becton-Dickinson, San Jose, CA) hatali 6l¢timii 6nemli Olgiide
azaltsa da bu farklilk tamamen ortadan kalkmaz. Boncuk bazli ydntemlerin
kisithiliklarindan biri de her tiipe boncuk eklemenin genel toplamsal hatali
Olcimidiir. Alternatif olarak, single platformlu prosediirler bilinen bir O6rnek
hacmindeki CD34+ hiicrelerin sayilmasiyla gergeklestirilebilir, bu da boncuk
ihtiyacin1 ortadan kaldirir (Mortazavi ve ark., 2012). Akan hiicre 6lger analizinde,
sayisi bilinen floresan sayim boncuklarmin dahil edilmesiyle dogrudan mutlak
CD34+ hiicre sayisi elde edilebildigi i¢in, tam kan sayim cihazindan ¢ekirdekli hiicre
saymmi ihtiyaci ortadan kalkar. Sayilan boncuk ve sayilan CD34+ hiicre sayisi
arasindaki oran degerlendirilerek mutlak CD34+ hiicre sayisinin dogrudan

hesaplanmasi saglanir (Sutherland ve Keeney, 2016).

Sonraki yontem, ger¢ek volliimetrik yontem olarak adlandirilir. Gergek
voliimetrik yontemler daha ekonomik, daha az zaman ve daha az is giicii gerektirir.
Bazi calismalarda, lenfosit altkiimelerinin sayimmi i¢in gercek voliimetrik yontem
diger boncuga dayali single platformlu yontemlerle karsilastirilmis ve yontemler
arasinda nispeten iyi bir korelasyon bulunmustur (Mortazavi ve ark., 2012). Giinliik
kullanimi da daha kolay olan voliimetrik yontemde, birim hacimdeki CD34+ hiicre
sayisi ifade edilir (Gisselo ve ark., 2002)(Gisselg ve ark., 2002). Gergek voliimetrik
yontemin, ozellikle daha diisiik CD34+ hiicreleri sayimiyla ISHAGE yonteminin
yerini alabilecegi diisiiniilmektedir. Sistematik hata olasiligi diglanamadigindan,
boyle bir durumun dikkatlice yapilmasi gereklidir. Bu nedenle, CD34 sayimi igin
gercek voliimetrik yontemi kullanmay1 diisiinen laboratuvarlarin sonuglarini kendi
ortamlarinda ISHAGE yontemiyle karsilagtirmalart ve olasi sistematik hatalar

diizeltmeleri tavsiye edilmektedir. Ayrica, daha biiyiik 6rneklem biiytikliigiine sahip
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daha fazla sayida ¢aligmanin yapilmasi ve birka¢ farkli sayim yonteminin

karsilastirilmasi onerilmektedir (Mortazavi ve ark., 2012).

Boncuk kullaniminda:

Sayilan CD34 + hiicre sayist X Boncuk Kons(mikrolitrede)

CD34 + hicre/ulL = X Dil. Faktori

Sayilan Boncuk Sayist

Voliimetrik dlgiimde:

. CD34 + hicre/mL X Toplam Hacim ) _
CD34 + hiicre/ul. = ~ - X Dil. Faktori
1000 x Ornek Hacmi

Bulunan sonuglari uL deki CD34+ hiicre sayisina ¢evirmek i¢in mLdeki hiicre

sayist 1000'e boltinmiigtiir.

1.9 ISHAGE Protokolii

Siena ve ark., periferik kan 6rneklerinde CD34+ hiicrelerinin yiizdesini 6l¢gmek
icin bir akan hiicre 6lger yontemini tanimlayan ilk kisilerdir (Siena ve ark., 1991).
Akan hiicre olger 1 saatten daha kisa bir zamanda sonug verebildiginden, aferezin
optimal zamanlamasin1 ve gerekli aferez prosediir sayisini1 belirlemek i¢in periferik
kan CD34+ hiicre igeriginin seri degerlendirmesi kullanilabilir (Keeney ve ark.,
2004). CD34+ hiicrelerinin akan hiicre 6lger sayimi i¢in birkag protokol Onerilmis
olup; mutlak CD34+ hiicre sayimi igin piyasada ¢esitli Kitler mevcuttur (Gisselo ve
ark., 2002). Single platformlu akan hiicre dlger dl¢limlerinin ortaya ¢ikmasindan bu
yana, orijinal dual platform standardi, mutlak hiicre sayimlar1 tiretmek i¢in boncuklar
veya voliimetrik yontemler kullanan tek platformlu metotlar1 gelistirmek amaciyla
yogun isgiicli gerektirmesi nedeniyle elestirilmistir. Keeney ve ark., ISHAGE dual

platform kilavuzlarini basariyla single platform kullanimina uyarlamistir (Keeney ve
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ark., 1998). Birka¢ calisma, single platformlu yaklasimin laboratuvar igi ve
laboratuvar arasi farkliliklarin azalmasi nedeniyle canli CD34+ hiicrelerini 6l¢gmek
icin miimkiin olan en yiiksek giivenilirligi sagladigini gostermistir. Bu nedenle, bu
yaklasim c¢esitli ulusal ve uluslararas1 kilavuzlara ve bir dizi laboratuvar teknik

kullanim kilavuzlarina dahil edilmistir (Ngoma ve ark., 2011).

CD34+ hiicrelerinin sayiminda ¢esitli yaklagimlar uygulanmis olsada, ¢oklu
kurumsal kalite kontrol programlarinda goriilen diisiik performans, CD34
molekiiliiniin bilimine ve onu ifade eden hiicrelere dayali bir fikir birligi yonteminin
gerekliligini ortaya koymustur. Sutherland ve ark., ileri ve yan 151k sagilmasi ve
CD34 ve CD45 boyanmasinin yogunlugunu igeren dort parametreyi kullanan hassas
ve dogru ¢ok parametreli bir akis metodolojisi gelistirmistir (Sutherland DR ve ark.,
1994). Bu yonteme Ozgii olan sey, cesitli hematopoietik kok hiicre kaynaklar
tizerinde kullanim i¢in uygun olan kiimelenme analizi ile birlikte “Boolean”
kapilama stratejisinin kullanilmasidir. Bu yontem, artik Uluslararasi Hematoterapi
Dernegi ve Graft Miihendisligi (the International Society of Hematotherapy and
Graft Engineering, ISHAGE) protokolii, simdilerde ise Uluslararas1 Hiicresel Terapi
Dernegi (the International Society for Cellular Therapy, ISCT) protokolii olarak
bilinen CD34+ hiicre sayim1 klinik kilavuzunun temelini olusturmustur(Sutherland,
D Robert ve ark., 1996). Farkli kapilama stratejilerinin etkilerinin bagimsiz ve ¢ok
merkezli ¢aligmalarinda, test edilenlerden yalnizca ISHAGE protokoliiniin hem PK
hem de PKKH koleksiyonlari i¢in medyan CD34+ hiicre degerinin +£%10'u i¢indeki
tim merkezlerden tekrarlanabilir sonuglar elde edildigi gosterilmistir. Akan hiicre
Olger analizinde bilinen sayida floresan boncuklar ¢alismaya dahil edilerek ve sayilan
kiireciklerle CD34 + hiicreleri arasindaki oran degerlendirilerek, tek bir cihaz
platformunun kullanimiyla mutlak bir CD34+ hiicre sayimm yapilabilir. Bu,
hematoloji analizorii tarafindan gerceklestirilen bir ¢ekirdekli hiicre sayim ihtiyacini

ortadan kaldirir (Keeney ve ark., 2004).

ISHAGE protokolii duyarlidir, 100,000 CD45+ cekirdekli beyaz kan hiicresi
basma 10 ila 20 CD34+ hiicresi tespit edebilmektedir. Yontem, uygun pan-CD45,
CD34 antikorlar1 oldugunda ( CD45 igin tiim izoformlar1 ve glikoformlar1 CD34 igin
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tim CD34 glikoformlar1 tespit eden) olduk¢a Ozgiindiir ve CD34 igin uygun
konjugatlarin (PE isaretli) se¢ilmesi kuraldir (Sutherland ve Keeney, 2016).

Ik olarak 1996'da tanimlanan ISHAGE protokolii, bir Boolean kapilama
stratejisi ve spesifik olarak dogrulanmis anti-CD45 ve anti-CD34 konjugatlari
kullanarak CD34+ kok hiicrelerinin dogru ve tekrarlanabilir bir sekilde sayilmasini
saglamak i¢in tasarlanmigtir. Daha sonra mutlak sayim ve canlilik degerlendirmesini
icerecek sekilde gelistirilmistir (Whitby ve ark., 2012). Canli hiicreler, yalnizca 151k
sagcma Ozelliklerine dayali olarak oOlii hiicrelerden giivenilir bir sekilde ayirt
edilemediginden, CD34 hiicrelerinin sayiminda, 6zellikle de kordon kani, kemik iligi
veya manipiile edilmis 6rnekler (6rn., gece boyunca bekletilmis, se¢im sonrasi veya
erime sonrasi) degerlendirildiginde, canlilik boyalarinin dahil edilmesine duyulan
ihtiyac agiktir (Keeney ve ark., 2004; Sutherland, D Robert ve ark., 1996). Canlilik
boyasi olan 7-AAD'nin tek platformlu ISHAGE yontemine dahil edilmesi, nekrotik
hiicrelerin analizden dislanmasina olanak tanimistir. Amerikan Patologlar Koleji'nin
(the College of American Pathologists, CAP) giincel Onerilerine gore 4 saatten eski
aferez orneklerinin, CD34 + hiicre canlilig1 acisindan test edilmesi gerekmektedir

(Keeney ve ark., 2004).

CD34 hiicre sayim yontemlerinin temelleri genel olarak bir fikir birligi
mevcuttur, ve CD34 ve CD45, single platformlu metodoloji ve uygun oldugunda
canlilik boyas1 kullanimi olarak 6zetlenebilir (Keeney ve ark., 2004). CD34 ve CD45
boyanma ve One ve yan acili 151k sacilimindan olusan dort parametrenin mevcut
maksimum bilgisini kullanan hassas ve dogru bir ¢coklu parametre akis metodolojisi
tasarlanmigtir. Bu dort parametre, cesitli hematopoietik kok hiicre kaynaklarinda
kullanilabilir olan bir “sirali” veya “Boolean” kapilama stratejisinde birlestirilmistir.
Siral1  kapilamanin amaci, ilgili popiilasyonu se¢mek ve eszamanli olarak,
antikorlarin spesifik olmayan bir sekilde baglanabildigi kalintilar ve olgun
hiicrelerden gelen etkilesimi en aza indirgemektir. SSC 6zelliklerine karsi CD45
boyanmasma dayanan bir kapilama stratejisi, WBC'yi kirmizi  hiicrelerden,
trombositlerden ve diger kalintilardan ayirmadaki faydasi nedeniyle birincil kapilama

olarak oOnerilmektedir. Cekirdekli kirmizi hiicreler ve tamamen olgun plazma
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hiicreleri CD45-FITC ile saptanabilir bir sekilde boyanmamasina ragmen, bu
hiicreler genellikle PKKH preparatlarinda dnemli sayida bulunmaz ve bu nedenle,
mutlak CD34+ hiicre degerinin hesaplanmasinda kararli bir payda olusturmak i¢in
CD45+ tiim hiicrelerin kullanimin1 etkilemez. Bu ilk kapidan CD34+ hiicreleri,
CD34 ifade edenler, karakteristik diisiik ila orta CD45 antijen ifade edenler ve
karakteristik 151k sagma Ozelliklerine sahip olanlar seklinde ardigik bir se¢im

yontemi ile tanimlanir (Sutherland, D Robert ve ark., 1996).

ISHAGE protokolii ayrica "lyse no wash" ydntemine dayanmaktadir. Ornek
hazirliklar1 sirasinda hiicre popiilasyonlarinin secici olarak kaybina neden olabilecek
bir santrifiijleme asamasi yoktur. Gelistirildigi zaman “dual” platforma
dayandigindan toplam 16kosit sayisi igin CD34+ hiicre yiizdesi, akan hiicre dlger ile
tayin edilirken 16kosit sayilari hematoloji analizoriinden elde edilmekteydi. Son
sayima ise iki degerin carpimu ile ulagilmaktaydi. Sayim boncuklarinin eklenmesiyle
tam kan sayim cihazina ihtiya¢ olmayan tek basamakli/”’single” platform bir test
haline geldi (Naithani ve ark., 2017).

ISHAGE protokoliine gore analiz yapilirken;

e ilk kap1 (R1), SSC’ye karst CD45 boyanmas: grafigi ile olusturulur. Bu
yaklagim, liste modu veri dosyasmnin analizi sirasinda hematopoietik
orneklerde, oOzellikle de "lyse—no-wash" yontemleriyle hazirlananlarda
siklikla bulunan kirmizi hiicrelerin, trombositlerin ve diger kalintilarin
dislanmasina olanak tanirken sadece lokositlerde ifade edildigi bilinen
CD45i ifade eden hiicrelerin se¢imini saglar.

e Bolge 1'de (R1, histogram 1) yeterli sayida veri elde edilerek blast bolgesi
R4’te (histogram 4) en az 100 CD34+ hiicresi gosterilmesi hedeflenir. Bu
hedefe ulasmak i¢in gerekirse sayilan hiicre sayis1 arttirilmalidir.

e Elde edilen hiicreler daha sonra sirayla SSC’ye (histogram 2) karsi CD34
boyanmasi grafigi iizerine gosterilir ve R2, diisiik ila orta_siddette SSC ile
birlikte zay1f ve parlak CD34+ verilerini igerecek sekilde ayarlanir.
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e Hem RI1 hem de R2 tarafindan kapilanan veriler daha sonra bir SSC’ye
(histogram 3) karsi CD45 floresan grafigi lizerinde gosterilir ve gergek
CD34+ hiicreleri, diisitk CD45 boyanmasi (lenfositlere iliskin) ve diisiik ila
orta SSC karakterize bir kiime olusturur. Kapit R3%in boyutunu ve
konumunu belirleyen bu kiimedir. Bu kapilanmis kiimeden (R3) dislananlar
trombosit agregatlari, spesifik olarak boyanmayan lenfositler, monomyeloid
hiicreler ve kalintilardir.

e 1., 2. ve 3. bolgelerde kapilanan hiicreler daha sonra segilen verilerin
genelleyici bir lenf blast bolgesine (R4) diistiiglinii dogrulamak igin bir FSC
grafik lizerinde gosterilir. R4 kapisinin optimum pozisyonu, grafik 1'deki
R5'ten kapilanan lenfositleri gosteren bir kopya grafik 6 (¢ift baglantili bir
R4 kapisi igeren) kullanilarak ayarlanir (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9. Single platformlu ISHAGE protokolii ile canli CD34+ hiicrelerinin sayimi (Sutherland ve
Keeney, 2016).
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Bu c¢aligmada SPY igin standart kabul edilen floresan boncuk yontemine dayali
hiicre sayist belirleme basamagi ile daha yeni bir yontem olan voliimetrik hiicre

sayiminin karsilastirilmasi amaglanmaistir.

Calismanin amaci1 CD34+ sayiminda standart olarak kabul edilen ISHAGE
protokolii, single platform CD34+ hiicre mutlak degeri tespiti ile boncuk
kullanmadan yapilan volliimetrik ol¢lime dayali CD34+ hiicre sayim degerlerini
karsilagtirmaktir. Boylece yanlis boncuk pipetleme, uzun sayimlarda boncuklarin
tiipiin Uist fazinda toplanmasi, boncuklarin seri numaralarindaki farkliliklar, sayimi
yapan kullanicinin deneyimi gibi hata kaynaklar1 saf dis1 birakilarak giivenilir bir
CD34+ hiicre sayiminin miimkiin olup olmayacagi degerlendirilmistir. Vollimetrik
yontemle CD34+ hiicre sayimi, bunu yapabilecek cihazlar mevcut olsa da bu amag
icin heniiz yaygin olarak kullanilmamasi sebebiyle kisitli olarak yapilabilmektedir.
Ulkemizde bu yéntemi uygulayan bir merkez bulunmamaktadir. Boncuklarla CD34+
hiicre sayiminda analitik hatalar1 raporlayan c¢ok sayida yayin mevcuttur. Bu
calismada voliimetrik yontemin boncuk ile yapilan Olgiimlerle karsilastirilip
giivenilirliginin ortaya konmasi ve rutin ¢aligmalarda kullanima uygunlugunun test

edilmesi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Cahsma Yeri ve Hasta Secimi

Calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Hastanesi Hematoloji
Bilim Dali Akan Hiicre Olger Laboratuvari’nda, Ankara Universitesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu onayi (29.04.2019/08-618-19 sayili karar) ile Helsinki
bildirgesine uygun olarak gergeklestirildi. Calisma protokoliinii kabul eden tiim

katilimcilara aydinlatilmis onam formu imzalatildi.

Calismaya Mayis-Agustos 2019 arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Hematoloji Bilim Dali’nda tedavi goren 18 yas iistii otolog veya allojenik nakil
planlanan tiim hastalar altta yatan hastaliga bakilmadan dahil edildi. Tiim hasta ve
vericilerde rutin mobilizasyon protokoliine uygun bir mobilizasyon rejimi

uygulanarak HKH’lerin periferik kana mobilizasyonu uyarildi.

2.2 Orneklerin Toplanmasi

Calisma kapsamindaki tiim hastalar ve HKH vericilerinden CD34+ hiicre
sayisinin belirlenmesi i¢in 16koferez dncesi periferal kan (PK) 6rnegi alindi. Ayrica,
rutin aferez protokoliine gore hazirlanan l6koferez (LF) iirtininden CD34+ hiicre
sayimi i¢in ayr1 bir tiipe 6rnekleme yapildi. Aferez islemi Spectra Optia Apheresis

System cihaz1 kullanilarak tiretici firmanin talimatlarina uygun sekilde uygulandi.

Tiim ©6rnekler K3sEDTA iceren tiiplere alindi. Ornekler, CD34+ sayimi
gerceklesene kadar (en geg 30 dakika iginde caligildi) oda sicakliginda (25 °C) tiipler
kendi eksenleri etrafinda yavasca dondiiriilerek saklandi. Veri toplama ve analizler

ornekler alindiktan sonraki 1 saat iginde tamamlandi.
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2.3 Verilerin Toplanmasi ve Analizi

2.3.1. Tam Kan Sayim

PK ve LF orneklerinde, CD34+ hiicre sayim1 oncesi 0rneklerin seyreltilmesi
gerekliliginin ve gerekliyse seyreltme oraninin belirlenmesi i¢in Sysmex XN-1000
(Kobe, Japan) tam kan sayim cihazi ile 16kosit sayimi gerceklestirildi CD34+ hiicre
sayimindan 6nce kullanilacak drnekte 16kosit sayilarinin 25000 hiicre/uL den yiiksek

olmamasi hedeflendi.

2.3.2. CD34+ Hiicre Sayimi
Ol¢iim icin Kullanilan Reaktifler

Olgiim i¢in BC Stem Kit (Cat. IM3630) kullanildi. Bu kit icerisinden asagidaki
malzemeler bulunmaktadir:
o CDA45-FITC (Klon J33) /CD34-PE (Klon 581) reaktifi
o CD45-FITC (Klon J33) / 1zoklonik Kontrol-PE
o 7-AAD canlilik boyasi
o Floresan boncuk (Stem-Count Fluorospheres)

o 10x NH4CI Lizis soliisyonu

Reaktiflerin Hazirlanmasi

e (aligma giiniinde Stok “NH4CI lysing” soliisyonu steril distile su ile 1:10
seyreltilerek taze ¢alisma lizis ¢6zeltisi hazirlandi.

e Floresan Boncuklar, kullanilmadan 1 saat 6nce buzdolabindan ¢ikarilip
viyalin kendi etrafin donmesi saglanarak oda 1sismna gelmeleri ve
homojenize olmalar1 saglandi

e Diger reaktifler kullanima hazir olup bir ©6n hazirlik islemi

bulunmamaktadir.
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Orneklerin Hazirlanmasi

e Yapilan kan sayimi sonucu elde edilen lokosit sayisina gore Ornegin
diltisyon gerekliligi belirlendi.

o Lokosit degeri 1000-40 000 hiicre/uL arasinda olan Ornekler dogrudan
calismaya alinirken, 16kosit sayisi 40000 hiicre/uL tizerinde olan érnekler,
16kosit sayis1 25 000-30 000 hiicre/puL olacak sekilde %10 oraninda FSC
iceren RPMI ile seyreltildi. Seyreltilen 6rnekler bir rotator da dondiiriilerek
orneklerin tamamen karigmasi saglandi.

e Her bir ornek i¢in iki tip hazirlanarak birinci tipe 20 pL
CDA45-FITC/Izoklonik Control-PE, ikinci tiipe 20 pL CD45-FITC/CD34-PE
reaktifi eklendi.

e Tiiplere 100er pL 16kosit degeri ayarlanmig 6rnek dagitildi.

e Her iki tiipe 20 pL 7-AAD canlilik belirleme boyasi eklendikten sonra
tipler vortekslendi ve karanlikta oda 1s1sinda 20 dakika bekletildi.

e Inkiibasyonu tamamlanan tiiplere hazirlanan eritrosit lizis soliisyonundan
2 mL eklenerek tiipler vortekslendi ve karanlikta oda 1sisinda 10 dakika
bekletildi.

e (Oda 1sma getirilmis olan ve homojenize olmalar1 i¢in dikkatle karistirilan
Floresan Boncuk reaktifi her iki tiip i¢in 100 uL olacak sekilde eklenerek

tiipler vortekslendi.

Akan Hiicre Olger ile Hiicre Saymm

Orneklerdeki CD34+ hiicre sayilarinin belirlenmesinde boncuk kullanilarak
yapilan Ol¢iimler i¢in Beckman Coulter Navios (Miami,USA), voliimetrik 6l¢timler

icin Beckman Coulter Cytoflex (Miami,USA) cihazlari kullanildi.

Ornekler igin verilerin toplanmasindan &nce her iki cihazin iiretici 6nerilerine

gore giinliik bakim islemleri gergeklestirilerek kalite kontrol ¢aligmalari tamamlandi.
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Her iki cihaz i¢in kontrol boncuklar ile tiim parametreler icin elde edilen degerler
tireticinin belirttigi CV degerlerinin altindayd: (Sirasiyla BC Navios igin <%2’nin,
BC Cytoflex i¢in ise <%5). CD34+ hiicre sayimi yapilirken tiim 6rnekler igin en az

75000 CD45+hiicrenin verilerinin toplanmasi saglandi.

CD34+ Hiicre Sayiminin Analizi

“Single” Platform ile CD34+ Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Hiicre sayimi1 ve analiz ISHAGE protokoliine gore otomatik kapilama stratejisi

kullanilarak gergeklestirildi (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2)

20000 even D] CD45 FITC / S5 INT [CD45+] CD34 PE / SS INT [CD34+] CD45 FITC / SS INT [CD45dim CD34+] FS INT / SS INT
10004 1000 ? 10004 +
¥ 1000
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= 6004 600 g 4
Z g R 3 e L e ARTEKAKSIZ CD34+HPSC
@ @ @ CD45dim CD34+ %
4004 400 w 4004 w
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10° 10° 1 10 10 10°
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_[Ungated] CD45 FITC / CD34 PE . [LENFOSITLER] FS INT / S INT [BONCUKLAR] TIME / STEM COUNT [B] 7 AAD PC5 / SS INT
o ] L -
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Sekil 2.1. NAVIOS Cihaz ile yapilan sayimlarda CD34+ hiicre sayimi igin uygulanan ardisik
kapilama stratejisi: Sirasiyla 7AAD negatif olan canli hiicreler segilir; bunlarin arasinda CD45+ olan
lokositler belirlenir, CD45+ hiicreler arsinda CD34+ olanlar secilir, CD34+ olanlarin arasinda CD45
ifadesi lenfositlerden daha az olanlar isaretlenir ve yapilan son se¢im ile bu hiicrelerin Lenfositten
kiiciik olan partikiillerden arindirilmasi saglanir.
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Sekil 2.2. CYTOFLEX Cihaz ile yapilan sayimlarda CD34+ hiicre sayimmi i¢in uygulanan ardisik
kapilama stratejisi.

Hesaplamalar, Navios cihazi i¢in cihaz iizerindeki programla, Cytoflex cihazi

icin ise CytExpert yazilimlari kullanilarak yapilmigtir.

CD34+ hiicre mutlak sayim degerleri boncuk veya belirlenen hacimdeki hiicre

verilerinin sayisi kullanilarak hiicre/uL olarak asagidaki formiillere gore hesaplandi.

Boncuk kullanimimda:

Sayilan CD34 + hiicre sayist X Boncuk Kons (mikrolitrede)

CD34 + hiicre/ul = X Dil. Faktori

Sayilan Boncuk Sayist
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Voliimetrik ol¢ctimde:

CD34 + hiicre/mL X Toplam Hacim

CD34 + hi L= i
dere/u 1000 x Ornek Hacmi

X Dil. Faktori

“Dual Platform” ile CD34+ Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Bu uygulamada boncuk sayim degerleri dikkate alinmadan; “Single” platform
analizlerde elde edilen CD34+ hiicre yiizdesi Sysmex XN-1000 cihazi ile elde edilen

16kosit sayist ile ¢arpilarak CD34+ hiicre sayis1 belirlenmistir.

“Dual Platform” ile CD34+ Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

CD34 + hiicre sayisi

CD34 + hi -
+ hiicre orani CD45 + Lokosit sayist

CD34 + hiicre/uL = CD34 + hiicre oranm1 X Lokosit Sayisi

2.3.3. listatistiksel Analiz

Calisma kapsamindaki tim istatistiksel analizler R 3.5.2 (R Working Group,
Viyana, Avusturya) kullanilarak gergeklestirildi (R Core Team, 2016). Tim
degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler hesaplandi. Istatistiksel olarak p<0,05 olmasi
anlaml kabul edildi. Yontemler arasi sonuglarin karsilagtirilmasi icin Pearson
korelasyon katsayis1 hesaplanarak Passing-Bablok regresyon analizi gergeklestirildi.
Her iki yontem arasindaki uyumun degerlendirilmesi i¢in mutlak CD34+ hiicre
sayilar1 i¢in Bland-Altman grafigi olusturuldu. (Bland ve Altman, 1986; Passing ve
Bablok, 1983; Stockl ve ark., 2004).
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3. BULGULAR

Calismaya katilan 17 HKH vericisinden, aferez 6ncesi alinan 31 periferik kan
(PK) ve 23 lokoferez (LF) 6rneginde (toplam 54 6rnek) CD34+ hiicre sayis1 “single”

ve “dual” platform ISHAGE protokoliine gore ve voliimetrik yontemle belirlendi.

Calismada yer alan tiim hasta ve vericilere mobilizasyon islemi igin cilt alti
G-CSF uygulamast yapildigi ve olgularin ii¢cli hari¢ lokoferez isleminin
mobilizasyonu takiben 4. ve 5. giinlerde gerceklestigi gortilmiistiir. Geri kalan ii¢
kiginin LF islemi 7, 12 ve 14. gilinlerde yapilmistir. Calismaya katilan hasta ve

vericilere ait temel 6zellikler Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Hastalara ait temel 6zellikler

Demografik Bilgiler
Cinsiyet —n | 10 Erkek / 7 Kadin
Yas — median 48
Teshis — n (%)
Multiple myelom 6 (%35)
Hodgkin lenfoma 4 (%24)
AML 2 (%12)
Non-Hodgkin lenfoma 1 (%6)
Diger 4 (%24)
Nakil Tipi —n (%)
Otolog 13 (%76)
Allojenik 4 (%24)

Hem PK hem de es zamanli LF 6rnegi olan toplam olgu sayisi 11°dir. Bu

hastalara ait 46 6rnek toplanmistir.

Tim PK ve LF o6rnekleri i¢in Sysmex XN-1000, BC Navios ve BC Cytoflex
cihazlar1 kullanilarak her ii¢ cihazda elde edilen l6kosit sayilari, dual platform olarak
elde edilen mutlak CD34+ hiicre sayilar1 ve single platform olarak elde edilen mutlak

CD34+ hiicre sayilar1 ile CD34+ hiicre yiizdelerine ait tanimlayici istatistik bilgileri
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Cizelge 3.2°de verilmistir. PK ve LF Orneklerinde 16kosit ve mutlak CD34+ hiicre
sayilar1 arasinda yapilan Wilcoxon Testi sonucunda her iki grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.01).
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Cizelge 3.2 Lokosit ve CD34+ Hiicre Sayilarina ait Tanimlayici Istatistikler

PL* Test Cihaz Ornek n Ort. Med. SD IQR Q1 Q3 Aralik
WBC
Sysmex
XN-1000 PK 23 34600 29200 18300 24500 19400 43900 15700 - 83800
LF 23 169000 169000 55900 84000 124000 208000  76100-277000
BC Navios
(Boncuk)
PK 23 34300 29200 20600 21300 19800 41100 13700 - 98700
LF 23 176000 182000 63200 99300 121000 220000 71700 -302000
BC Cytoflex
(Volimetrik)
PK 23 31500 24800 19000 26400 17100 43500 9530 - 86500
LF 23 149000 153000 57100 83000 105000 188000 60400 - 290000
CD34
74 BC Navios
0% (Boncuk)
o) PK 23 43,7 28 36,8 27 21 48 16-154
LF 23 810 535 646 601 406 1010 251 - 2800
BC Cytoflex
(Volimetrik)
PK 23 36,7 22,8 30 32,3 18,8 51,1 11,6 - 125
LF 23 689 482 615 612 333 945 159 - 2760
CD34 %
BC Navios
(Boncuk)
PK 23 0,14 0,11 0,07 0,12 0,08 0,19 0,04 -0,26
LF 23 0,46 0,37 0,27 0,33 0,25 0,57 0,18-1,09
BC Cytoflex
(Volimetrik)
PK 23 0,12 0,11 0,07 0,11 0,07 0,18 0,04-0,24
LF 23 0,45 0,32 0,28 0,31 0,29 0,6 0,15-1,04
CD34
BC Navios
(Boncuk)
g PK 23 44,5 30,4 35,5 33,1 23 56,1 12,4-151
Q LF 23 782 542 600 654 374 1030 267 - 2580
BC Cytoflex
(Voltmetrik)
PK 23 40,6 30,4 30,7 35,4 19,8 55,2 12,4-130
LF 23 754 537 597 545 385 930 250 - 2640

*PL: Platform, PK:

Periferik Kan, LF: Lokoferez 6rnegi

44




PK LF
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Sekil 3.1. Cihazlara gére WBC sayilarinin dagilimini gosteren box plot grafikleri
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Sekil 3.2. Dual ve Single platform olarak her iki yontem ile elde edilen mutlak CD34+ hiicre
sayilarin1 gosteren box-plot grafikleri
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PK orneklerinde elde edilen mutlak CD34+ hiicre sayilart ile LF 6rneklerinde

elde edilen mutlak CD34+ hiicre sayilar arasindaki iligkiyi belirlemek iizere yapilan

Pearson korelasyon analizi sonucunda tiim platform ve yontemler igin istatistiksel

acidan p<0,01 diizeyinde pozitif korelasyon saptanmistir.

Dual Platform BC Cytoflex (Volumetrik)

Dual Platform BC Navios (Boncuk)

o
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™ e °
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o
o
= °
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Sekil 3.3. PK ve LF orneklerinde farkli platform ve yontemlerle elde edilen mutlak CD34+ hiicre

sayilarina ait dagilim grafigi ve lineer regresyon analizleri.
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Mutlak CD34+ hiicre sayimi igin farkli platform ve yontemlerin karsilastirmasi
icin yapilan korelasyon analizine ait sonuclar korelasyon matrisi Sekil 3.4‘te
verilmigstir. Bu sonuglara gore yontemler arasinda pozitif yonde anlamli bir iliski

saptanmustir (Tm karsilastirmalar igin p<0.01).

Dual Platform
BC Cytoflex (Volumetrik)

Single Platform
BC Navios (Boncuk)

Dual Platform \n BC Navios (Boncuk)

Sekil 3.4. Farkli yontemlere ait sonuglarin korelasyonunu igeren korelasyon matrisi

Her iki platform i¢in BC Navios ve BC Cytoflex ile elde edilen mutlak CD34+
hiicre sayisi arasindaki iligkinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan Passing-Bablok
regresyon analizi sonucunda elde edilen katsayilar Cizelge 3.3’te verilmistir. Her iki

yonteme ait dagilim grafigi verilmistir.

Cizelge 3.3. Her iki cihaz i¢in Passing-Bablok sonucu elde edilen egim ve kesim degerleri

Deger Giiven Aralig1

Platform
Dual
Kesim -0.933 -6.73-2.17
Egim 1.01 0.953-1.05
Single

Kesim  -1.58 -6.11-1.66
Egim 0.881 0.81-0.958
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Sekil 3.5. Dagilim grafigi a. Single Platform BC Navios-BC Cytoflex karsilastirmasi b. Dual Platform
BC Navios-BC Cytoflex karsilagtirmasi
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Her iki cihaz i¢in dual ve single platform analizi ile elde edilen mutlak CD34+
hiicre sayist arasindaki iligkinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan Passing-Bablok
regresyon analizi sonucunda elde edilen katsayilar Cizelge 3.4’te verilmistir. Her iki

platforma ait dagilim grafigi Sekil 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.4. Her iki cihaz i¢in Passing-Bablok sonucu elde edilen egim ve kesim degerleri

Cihaz Deger Giiven Araligi

BC Cytoflex (Volumetrik)
Kesim -1.92 -4.52-0.642
Egim 0.925 0.887-0.946
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Sekil 3.6. Dagilim grafigi a. Single Platform BC Navios-BC Cytoflex karsilastirmasi b. Dual Platform
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Sekil 3.7. iki platformun karsilastirilmasina ait Bland-Altman grafikleri
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4. TARTISMA

HKH sayisinin belirlenmesi i¢in akan hiicre Ol¢er kullanarak yapilan
immiinfenotipleme ile hiicrelerin ylizey antijenlerinin ortaya konmasi en sik
kullanilan yontemdir. Yapilan birgok c¢alisma sonucu klinik uygulamalarda
yamanmayla iliskisi gosterilmis olan CD34 hiicre ylizey antijenini tasiyan hiicre
sayilarmin belirlenmesi yeterli kabul edilmektedir. Akan hiicre 6lger ile CD34+
hiicreler, floresan boncuk kullanarak (single platform) ya da kullanmadan tam kan
saymmi (TKS) sonuglart tizerinden (dual platform) sayilabilmektedir. Boncuk
kullanimi veya TKS gerektirmeyen “voliimetrik” sayim, standart boncuk kullanimina
alternatif bir yontem olarak son yollarda kullanilmaya baslanmistir. Bu caligsmada
diisiik ve yiiksek 16kosit sayilarindaki orneklerin dahil edilebilmesi amaciyla PK ve
LF o6rneklerinde hem dual hem de single platform kullanarak ve voliimetrik yontem

ile elde edilen CD34+ hiicre sayilar1 arasindaki iliski ortaya konmustur.

PK orneklerinde CD34+ hiicre sayimmi yapilmasi, l6koferez basaris1 hakkinda
bilgi vermektedir Lokoferez islemi i¢in genelde periferik kandaki CD34 + hiicre
mutlak sayim degerinin 10 hiicre/uL’den yiiksek olmast istenir (Chapple ve ark.,
2000). Bu konuda 2018 yilinda Lemos ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada
elde edilen R = 0.596 degerine daha yiiksek bir korelasyon saptanmistir (R = 0.9).
Caligmamizda PK ve LF Ornekleri icin hesaplanan korelasyon katsayilari single ve

dual platform, boncuk ve voliimetrik yontemler i¢in birbirine yakindir (Sekil 3.3).

CD34+ hiicre sayiminin standartlastirilmast ve basitlestirilmesi i¢in harcanan
cabalara ragmen, farkli yontemler arasindaki tekrarlanabilirlik diisiiktiir. Yapilan
caligmalar, boncuk bazli single platform protokoliiniin, dual platform ISHAGE
yontemine gore daha tekrarlanabilir ve daha az zaman alic1 oldugunu gostermistir.
Voliimetrik yontem daha ekonomik, daha kolay uygulanabilir ve daha az zaman alic1
oldugu icin, CD34+ hiicre sayiminda tercih edilen alternatif bir yaklasimdir
(Mortazavi ve ark., 2012).
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Naithani ve arkadaslarinin 2016 yilinda yayinlanan ¢aligmasina ve daha 6nceki
yaymlanmis verilere benzer olarak, calismamizda single ve dual platformda elde
edilen CD34+ hiicre sayilar1 birbiri ile uyumlu bulunmustur. Passing-Bablok
regresyon analizine gore sonuglar arast uyum hem boncuk ile 6l¢iim hem de
voliimetrik 6l¢iim igin yiiksek R? degerine sahiptir. Bununla birlikte single platform
Olgtimler, sadece akan hiicre Olger cihazinin kullanilmasi ve tam kan sayimmi
gerektirmemesi nedeniyle daha az belirsizlik igermekte ve kullanici agisindan daha
kolay ¢alisma imkanm saglamaktadir. Ancak dual platform Olgiimlerinin maliyetinin
daha diisiik oldugu bilinmektedir. Her ne kadar dual platform 6l¢iim igin tam kan
sayim cihazi gerekliligi olsa da HKH nakli olan merkezlerde bu durum bir kisit

olusturmamaktadir.

Boncuklar ile yapilan “single platform” sayimlarda pre-analitik hata riskleri
bulunmasi nedeniyle voliimetrik yontemler 6ne ¢ikmakla birlikte bu yontemlere ait
performans bilgileri sinirlidir. Mortazavi ve arkadaslari tarafindan 2012 yilinda
yapilan caligmada boncuk kullanimi ve voliimetrik yontem karsilagtirilmis ve
calismada gozlemlenen biaslar incelendiginde; voliimetrik Ol¢timlerde klinik karar
verme siireci lizerinde ihmal edilebilir bir etkiye sahip olan tiiplerin i¢ ¢aplar1 ve
elektriksel sensorleri igeren vollimetrik ekipmanlarimin ayarlanmasindaki ufak
farkliliklar1 igeren sistematik hatalarin yiiksek CD34+ hiicre sayisindan dolay1r 6nem
tasidigr goriilmiistiir. Boncuk bazli protokoller ise ilave pipetleme adimlar
icerdiginden rastgele hatalara yatkindirlar (Mortazavi ve ark., 2012). Saravia ve
arkadaslarinin 2019 yilinda yayinlanan c¢alismasinda her iki yontem karsilagtirilmasi
metrolojik yonden gerceklestirilmis ve iki yonteme ait belirsizlik hesaplanarak
yontemler arasindaki uyum degerlendirilmistir. Bu c¢alismada 7 {lkeden 30
katilimeiya akan hiicre olger ile belirlenmek tizere 6 vial CD34 referans materyali
(CD34+ Cell Enumeration System Suitability RS, Catalog # 1084292, United States
Pharmacopeia, MD) gonderilmistir. Tiim katilimcilar bu referans materyalleri 0.5 mL
ve 1.5 mL distile su ile ¢6ziip hazirlayarak diisiik ve yiiksek konsantrasyon olmak
lizere licer ornek hazirlamistir. Bu Orneklerde hem boncuk kullanarak hem de
voliimetrik yontem ile CD34+ hiicre sayis1 belirlenmistir. Calismada yapilan Deming

regresyon analizi ile her iki yontem arasinda mutlak uyum saptanmistir. Bununla
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birlikte voliimetrik yontem i¢in elde edilen belirsizlik diizeyleri boncuk kullanilan
yonteme gore daha yiiksek bulunmustur. Calismamizda elde ettigimiz sonuglar bu
durum ile uyumludur. Regresyon analizleri ve Bland-Altman grafikleri
incelendiginde daha diisiik mutlak CD34+ hiicre sayisina sahip Orneklerde iki

yontem arasindaki biasin daha diisiik oldugu goriilmektedir.

Boncuk bazli single platform protokollerinde ¢esitli kritik adimlara bagli olarak
hassasiyet gosterilmesi bazi dezavantajlar ortaya ¢ikarabilmektedir (Orn. Pipetleme
yontemi, boncuklarin zamanla stabilitesinin bozulmasi, cihazla iliskili akigkanlarin
kararliligi, cihaz kalibrasyonunun diizenliligi, vb.). Ayrica boncuk bazli single
platform protokollerinin c¢esitli klinik laboratuvarlarda daha genis kullanimina
siirlama gibi goriilebilen kalite gereklilikleri (6zellikle teknik uzman, analiz
ayarlari, akigkan kararliligi, zaman tiikketimi agisindan) mevcuttur(Gossez ve ark.,
2017). Bu nedenle boncuk bazli protokollere gore voliimsel Ol¢iimler biiyiik
avantajlar saglamakta ve voliimetrik Ol¢limlerin giinliik kullanimi, gesitli kritik
adimlara dayali hassasiyete sahip boncuk bazli protokollere goére daha basit
goriinmektedir. Periferik kan veya aferez numuneleri gibi yiiksek viskoziteye sahip
materyallerde geleneksel pipetlemenin kesinligi ve tekrarlanabilirligi sudakinden
daha azdir. Ornek bélmenin kesinlik ve tekrarlanabilirligini gelistirmek igin tercihen
kalibre edilmis otomatik pipetler yardimiyla “reverse pipetleme” tavsiye
edilmektedir. Boylece ornegin kiiciik bir kismi pipetin iist kisminda kalacagindan
viskozite ile istenilen hacimden sapmalar ve hava kabarcig1 olusumu 6nlenmis olur.
Dogru pipetleme, sonucun pipetlenen 6rnek miktar1 ve pipet ile eklenerek sayimi
gerceklestirilecek boncuklarin sayisindan direkt olarak etkilendigi single platform
analizlerinde kritik bir dnem tasir (Orn. CD34+ hiicre sayrmi)(Sutherland ve Keeney,
2016). HKHN’nin kalitesini degerlendirmek igin istatiksel olarak giivenilir CD34+
hiicre sayilar1 elde etmek 6nem tagimaktadir(D. Robert Sutherland, Michael Keeney,
2003).

Bir bagka 6nemli konu, akan hiicre Ol¢er kullanarak yapilan CD34+ hiicre
sayimi oncesi eritrositleri pargalamak icin uygulanan “lizis” islemleridir. Ornek

hazirlama metotlari incelendiginde ya lyse—no-wash (yikama yapilmayan pargalama)
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ya da lyse-and-wash (yikama yapilan par¢alama) adimlarini igerdigi; single platform
protokoliiniin ise hiicre kayiplarini 6nlemek i¢in sadece lyse—no-wash yontemini
kullanilmaktadir. Bazi o6rnek tiplerinde canlilik Ol¢limiiniin 6neminden dolayz,
amonyum Kloriir bazli bir lizis soliisyonu kullanilarak eritrositlerin ortamdan
uzaklastirllmas1 ve yikama esnasinda meydana gelebilecek hiicre kaybi veya
boncuklarin kiimelesmesinin onlenmesi hedeflenir(D. Robert Sutherland, Michael
Keeney, 2003; Sutherland ve Keeney, 2016). Calismamizda da lyse-no-wash
yontemi kullanilarak hiicre kaybi onlenmis ve bu sebeple her iki yontem igin

olusabilecek hatalarin 6niine gegilmesi amaglanmuistir.

Yapilan bir calismada hava kabarcigi olusumunu engellemek icin nazikce
vortekslemek gerektigi 6nerilen birgok farkli ticari markaya ait boncuklarin vorteks
islemine farkli hassasiyette olduklart bulunmustur. Ayni ¢alismada birgok boncugun
zamanla tliplin dibine c¢oktiigiinii, bir ticari trlinde ise aksine yiizdigi
goriilmustiir(Scarpati ve ark., 2001). Bu durum akan hiicre 6lger kullanarak CD34+
hiicre sayimimi dogrudan etkilemektedir. Caligmamizda BC Stem-Kit icerisinde
bulunan floresan boncuk reaktifi kullanilmistir. Okuma oncesi eklenen boncuklardan
kaynaklanacak hatalarin 6niine ge¢gmek i¢in tiretici ve literatiir Onerilerine gore sayim
boncuklarinin asir1 vorteksinden kacginilarak hava kabarcigi olusturmamaya dikkat
edilmis, boncuklarin ¢okmemesi ya da ylizmemesi i¢in okuma isleminin en kisa

siirede tamamlanmasi saglanmstir.

Akan hiicre 6lgerde ISHAGE protokoliine uygun olarak CD45 tasimayan
partikiilleri ve FSC esik degerinin altindaki verileri diglamak, CD45 zayif ifade eden
hiicreleri se¢mek i¢in yapilan hiicre segimleri, apoptotik hiicreleri, hiicre ici
parcaciklari, trombositleri ve eritrositleri dislamis olur. Apoptotik hiicreler ve hiicre
i¢ci partikiiller, otomatik hiicre sayiminda l6kosit olarak sayilabildigi i¢in, toplam
CD34+ hiicre sayisinin oldugundan diisiik 6l¢iilmesine neden olabilmektedir(Gisselo
ve ark., 2002). Analiz esnasinda boncuklar en kiiciik 16kositten bile kii¢iik olduklar
igin, CD34+ hiicreleri segerken kullanilan stratejiden bagimsiz olarak verdikleri
floresana uygun bir kanalda secilmeleri ve secilen boncuklar arasinda kiime yapmis

olanlarin se¢im dis1 birakilmasi gerekmektedir (Sekil 2.1. Grafik 7) (D. Robert
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Sutherland, Michael Keeney, 2003).Yapisik boncuklarin varligi ya da segime dahil

edilmesi hiicre sayilarint dogrudan etkileyerek hatali sayimlara sebep olmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

HKHN, kemik iligi ve kan kanserleri, lenfatik sistem bozukluklari,
immiinolojik ve metabolik hastaliklar olmak iizere bir¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilan bir yontemdir. Etkili bir tedavi yontemi olarak kullanimi giin gectikce
arttigr icin, klinik 6nemi de ayni oranda artmaktadir. Uygun kok hiicre dozunun
bulunmasi, yamanmanin en O6nemli gostergelerinden biridir. Hematopoietik kok
hiicrelerin hiicre ylizeyinde bulunan CD34 antijeninin sayimi yapilarak kok hiicre
nakil zamani ve dozunun belirlenmesi saglanmaktadir. Gegmisten bugiine birgok
yontem gelistirilmis olmasiyla birlikte son yillarda kullanilan en yaygin yontem akan
hiicre Olger yardimiyla mutlak CD34+ hiicre sayisinin belirlenmesidir. Diinyada
birgok merkezde CD34+ hiicre sayimi igin floresan boncuk kullanarak (single
platform) Olglimii gergeklestirirken bir¢ok iilke de tam kan sayimi1 (TKS) sonuglari
tizerinden (dual platform) 6l¢iim yapmaktadir. Bir yontemin digerine istiin olup
olmadig1 gilinlimiizde hala netlik kazanmamakla birlikte, her iki yontem icin de
ISHAGE protokolii kullanilarak nakil i¢in gerekli hiicre sayilarina erisilip
erisilmediginin degerlendirmesi herkes tarafindan kullanilan standart bir yontemdir.
Floresan boncuk kullanimi gerektirmeyen daha yeni bir yontem olan voliimetrik
6l¢iimle CD34+ hiicre sayimi ise heniiz yaygin olarak kullanilmamaktadir. Tiim bu
bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasinda ISHAGE protokolii kullanilarak floresan
boncuk kullanimi ile single platform CD34+ hiicre sayim degerleri ile boncuk
kullanilmadan yapilan voliimetrik ol¢iime dayali CD34+ hiicre sayim degerleri
karsilastirilmistir. Calismamizda elde edilen verilerle 6zellikle PK 6rneklerinin klinik
kararlar1 etkilemeyecek kadar benzer oldugu goriilmiistiir. Bu durum pre-analitik
hata riskleri bulunduran single platform Ol¢limlerin yerine rutin c¢alismalarda
voliimetrik oOl¢iimlerin kullanima uygun olabilecegini diisiindiirmekle birlikte
ozellikle daha genis sayida LF Ornegiyle yapilacak calismalar ile bu verilerin
desteklenerek siirli olan literatiiriin de genisleyecegi diisiiniilmektedir. Ayrica hiicre
konsantrasyonlarinin mutlak 6l¢iimlerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha genis

hasta gruplar ile farkli laboratuvar ve farkli voliimetrik akan hiicre 6lger cihazlarinin
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kullanildig1 calismalarla sonuglarin desteklenmesi voliimetrik dl¢limlere olan giiveni

de arttiracaktir.
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OZET

Hematopoietik Kok Hiicre Nakli icin Toplanan Aferez Uriinlerinde
CD34+ Hiicrelerin Mutlak Sayiminda “Single Platform” ISHAGE

Protokolii ile Voliimetrik Ol¢iimlerin Karsilastiriimasi

Kok hiicreler kendini yenileyebilme ve birden fazla dokuya farklilasma o6zelligi
gosteren  hiicrelerdir. Hematopoietik kok hiicreler (HKH) farklilasabilme
yeteneklerine gére multipotent olarak siniflandirilan ve tiim olgun kan hiicrelerine
farklilagsabilen kok hiicrelerdir. Hematopoietik Kok Hiicre Nakli (HKHN),
hematopoietik sistemin yeniden yapilanmasini saglamak i¢in kisinin kendisinden
veya doku grubu uyumlu kisilerden kok hiicreleri toplandiktan sonra uygun
kosullarda aliciya nakledilmesidir. Bu amacla uygun kosullarda dolasimdan toplanan
kok hiicreler “aferez iirtini” olarak adlandirilmaktadir. HKHN basarili olabilmesi
icin aferez trilinlerinin belirli bir kok hiicre sayisina sahip olmasi gerekmektedir ve
bu sayi, klinik uygulamalarin basarisinda 6nemli bir etkiye sahiptir. HKH sayisinin
belirlenmesi i¢in ¢esitli analiz yontemleri gelistirilmistir. Bu amagla akan hiicre dlger
kullanarak hiicrelerin yiizey antijenlerinin immiinfenotipleme ile ortaya konmasi en
sik kullanilan yontemdir. Yapilan bir¢ok calisma sonucu HKH yiizey antijenleri Lin-
CD34+ CD38- CD90+ olarak kabul edilmekle birlikte klinik uygulamalarda
yamanmayla iligkisi gosterilmis olan CD34 hiicre yiizey antijeninin saptanmasi
yeterli kabul edilmektedir. Giiniimiizde CD34+ hiicre sayimi i¢in dogru ve hizh
sonu¢ veren standardize edilmis yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler ile
CD34+ hiicreler, floresan boncuk kullanarak (single platform) ya da kullanmadan
tam kan saymmi (TKS) sonuglart iizerinden (dual platform) sayilmaktadir. Bu
calismada tavsiye edilen yontem olan ve boncuklar ile yapilan “single platform”
sayimlarda preanalitik hata riskleri bulunmas1 sebebiyle boncuk kullanimi veya TKS
gerektirmeyen alternatif bir yontem olan “voliimetrik” sayim arasindaki

performansin karsilagtirilmasi ve voliimetrik 6l¢iim gilivenilirliginin degerlendirilerek
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dogrulanmasi hedeflenmistir. Calisma sonuclarina gore her iki yontem ile elde edilen

mutlak CD34+ hiicre sayilar1 arasinda uyum oldugu gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hematopoietik Kok Hiicre, CD34, ISHAGE Protokoli,
Volumetrik Olgiim.
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SUMMARY

Detection of CD34+ Cell Content of Apheresis Products:
Comparison of “Single Platform” CD34 Cell Count and Volumetric
Measurment of CD34 Positive Cells.

Stem cells are characterized by self-renewal and differentiation into highly
specialized cells. Hematopoietic stem cells (HSCs) classified as multipotent cells
according to their potency, and they can differentiate into all mature blood lineages.
Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT) is the transplantation of the stem
cells into the recipient under appropriate conditions after collecting the HSCs to
ensure reconstruction of the patient's hematopoietic system. It can be autologous or
allogeneic. The cell products collected from the circulation of the donor which
contain the mobilized Hematopoietic Stem Cells are named as apheresis products.
The success of the HSCT is correlated with ~ the number of stem cells on the
apheresisi product. Different analytical methods have been developed for the
determination of the numbers of HSCs. Immunophenotyping using cell-surface
antigens and counting by Flow cytometry (FCM) is one of the most-used analytical
technique to determine HSC numbers. According to many studies, HSC surface
antigens were accepted as CD34+, Lin-, CD38- and CD90+. However, determination
of CD34 cell surface antigen, which is associated with engraftment, is considered
sufficient for clinical applications. Now, standardized methods are used to achieve
accurate and rapid results for CD34+ cell count. CD34+ cells are determined with
using a fluorescent bead (single platform) or determined according to complete blood
count results without using the beads (dual platform). It is known that methods which
are using beads have some preanalytical error risk. In this study, it is aimed to
compare the performance between the volumetric count, which is an alternative
method for single platform analysis without using beads or CBC and to verify the
reliability of the volumetric measurement. According to our study, similar results

were obtained for absolute CD34+ counts by both methods.
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Keywords: Hematopoietic stem cell, CD34, ISHAGE Protocol, Volumetric

Measurement.
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