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1-GIRIS

Kok hiicreler , kendi kendilerini yenileyebilen, spesifik doku ve organ gelisiminde
rol alan, olgun hiicrelere differansiyasyon kapasitesi olan hiicrelerdir (1). Kok hiicreleri
saptayabilmek ic¢in hiicrenin tipine bagli olarak cok sayida spesifik belirleyiciler
kullanilabilmektedir.

Insan hematopoietik kok hiicreleri (HKH), CD34 yiizey antijeni ifade ederler.
CD34 ifadesi, mikrogevresel faktorlere ve hiicresel aktivasyona bagli olarak degiskenlik
gosterir. Dolayistyla bu hiicrelerin daha iyi ayirt edilebilmeleri i¢in ek belirleyiciler
gereklidir. Yapilan c¢alismalarda, bu hiicrelerin Thyl(+), CD38 (lo/-), ckit(-/l0),
CD105(+), Lin(—) CD133(+) olduklar1 gosterilmistir (2,3). CD34 hiicreler differansiye
oldukca CD38 ifadesi artar, CD90 ve CDI133 ifadeleri ise azalir (4). Erken
hematopoietik Onciillerin arasinda cokc¢a bulunan ve fonksiyonel bir belirleyici olan
aldehit dehidrogenaz (ALDH) ifadesi de hematopoietik kok hiicrelerin saptanmasinda
kullanilabilir. Fenotipik ve fonksiyonel belirleyicileri bir arada degerlendirerek, daha
kaliteli kok hiicre saptanmasiyla  kok hiicre naklinde engrafman kapasitesinin
artirilabilecegi diistintilmektedir.

Bu caligmamizda biz, otolog kok hiicre nakli i¢in mobilizasyon yapilan hastalar ve
allojeneik kok hiicre nakli i¢in verici olan saglikli bireylerden alinan gevresel kan ve
aferez triinlerini degerlendirdik. Calismanin amaclarindan biri, mobilize olan ¢evresel
kan ve aferez iiriin 6rneklerinde CD34, CD38, CD90, ALDH ifadesini degerlendirmekti.
Hem otolog kok hiicre nakli yapilacak ve daha Once sitotoksik tedavi almis hasta
grubunu, hem de allojeneik kok hiicre nakli yapilacak hastalarin saglikli vericilerini
degerlendirerek mobilizasyon doneminde bu iki grup arasinda CD34, CD38, CD90,
ALDH ifadesi acisindan fark olup olmadigint saptamay1 hedefledik.

Cevresel kandan toplanan aferez {irlinlindeki CD34(+) hiicre miktar ile engrafman
arasindaki iliski ¢cok sayida caligmaya konu olmustur. Biz {irlindeki ALDHbr hiicre

sayisinin engrafman agisindan fark yaratip yaratmayacagini gérmeyi amacladik.



2-GENEL BILGILER

2.1. Hematopoietik Kok Hiicre

Hematopoietik sistemdeki hiyerarsik diizen, hematopoietik kok hiicrenin (HKH) ve
Onciilerinin saptanmasiyla her gegen giin daha 1iyi anlasilmaya baslanmigtir.
Hematopoietik kok hiicre, en iyi belirlenmis kok hiicre tipi olup, rutinde kullanilan tek
kok hiicre tipi olma 6zelligini korumaktadir. Kemik iliginden (KI), umbilikal kord
kanindan (UKK), mobilize edilmis c¢evresel kandan izole edilebilmektedir. Kendi
kendini yenileyebilen hematopoietik kok hiicreler multipotenttir. Kok hiicreler lenfosit,
dendritik hiicre, graniilosit, eritrosit, megakaryosit, dogal o6ldiirlicii hiicrelere
farklilagabilir. Hematopoietik kok hiicreden farklilasan ilk hiicre serisi multipotent
progenitor hiicrelerdir (MKH). Bu hiicreler de HKH gibi tiim hematopoietik seriye
farklilagabilir. Ancak proliferasyon hizlar1 daha yavastir.(2,5) MKH, oligopotent
hiicrelere farklilagir. Bu hiicreler de seri bagimli kok hiicrelerin gelisiminde rol oynarlar.
Ardarda olusan bu farklilisma siirecinde kok hiicreler, 6zellikleri ve fonksiyonlariyla
iliskili olarak antijenik karekteristikler gosterirler. Bu ozellikler sayesinde kok hiicre
transplantasyonunda  kullanilmak {izere hiicrelerin tanimlanip ayristirilabilmesi
saglanmaktadir. Kok hiicrenin fenotipik 6zellikleri disinda fonksiyonelliginin de énemli
oldugu bilinmektedir. Bu amagla kullanilabilen yiiksek intraseliiler aldehit dehidrogenaz
aktivitesinin (ALDH), klonojenik progenitdér populasyonu gostermede oldukg¢a degerli
oldugu disiiniilmektedir. CD34(+) hiicrelerin ¢ogunlukla myeloid ve lenfoid
kompartmanlar i¢in kisa donem progenitorleri icerdigi bilinmektedir. ALDH
ekspresyonuna ise myeloid progenitérlerde daha sik olarak rastlanmaktadir.
CD34(+)ALDH(-) hiicrelerin kisa donem lenfoid hiicrelere Onciiliik ettigi
diislinilmektedir. Bu durumsa ALDH’1n erken lenfopoezde negatif etkili olabilecegi

diisiincesini dogurmaktadir (5).

Hematopoietik kok hiicreleri, izole edebilmek i¢in;

a) Karakeristik kok hiicre antijenlerini (6rnegin; CD34 ve CD133) gostermek,



b) Seri (lineage) olgunlasma belirleyicilerini (Lin—) saptamak,
c) Yiiksek aldehit dehidrogenaz (ALDH) ifadesini gostermek ,
d) Hoechst 3342(Hoe3342 low), Pyronin Y (Pyronin Y low) veya Rhodamin 123

(Rh123 low) boyalarinin az birikimini gostermek gereklidir.

2.2.Aldehit Dehidrogenaz Enzimleri

2.2.1. Tamim ve Gorevleri :

Aldehit dehidrogenaz enzim ailesi, aldehitin piridin niikleotidine bagli olarak
karboksilik aside oksidasyonunda rol alan ondokuz enzimden olusur (sekil 1) (6).
Aldehitler uzun yasam siiresi olan oldukga reaktif eoznofilik bilesiklerdir. Fizyolojik
siireclerde rol alabildikleri gibi mutajenik, karsinojenik ve sitotoksik rolleri de vardir.
Aldehit dehidrogenaz ailesi liyesi olan bazi enzimler, substrat olarak farkli aldehitleri
segebilirler. Endojen aldehitler, lipid peroksidasyonunda, aminosit katabolizmasinda,
norotransmitter,  karbonhidrat  biyotransformasyonunda, vitamin ve  steroid
metabolizmasinda yer alirlar. Ekzojen aldehitlerin kaynagi ya ksenobiotikler ya da
ilaglar gibi ekzojen aldehit prekiirsorlerin biyotransformasyon iirtinleridir. (1,7,8).

A

ALDH
R-COH + NAD(P)” gl R.COO™ + NAD(P)H +2H+

Hiicre igi

Hiicre disi

Sekil.1 Hiicre icinde ALDH’in rolii



ALDH enzimi sitoplazma, c¢ekirdek, mitokondri ve endoplazmik retikulumda
bulunabilmektedir. Insanlarda gosterilmis ondokuz ALDH geni mevcut olup, onbir ayri
grupta ( grup 1-9,16,18) toplanmistir. Alt1 liyesiyle bu gruplarin en biiyiigii olan birinci
grupta A,B,L altgruplan vardir (9). izoformlarin ¢ogunun basta bobrek ve karaciger
olmak iizere viicutta yaygin olarak bulundugu gosterilmistir (12-13). Karacigerde
ALDHI1AI, A vitaminin retinoik aside (RA) doniistimiinde katalizor gorevi yapan
retinoik asit enzimi olarak yer almaktadir. ALDHIAlve ALDH2 alkol
metabolizmasinda rol alirlar. Retinaldehit dehidrogenaz aktivitesi olan diger ALDH
enzimleri (ALDHIA1, ALDHIA2, ALDHIA3 ve ALDH8A1) embriyogenezde gerekli

olan bazi retinaldehitlerin retinoik aside oksidasyonunda rol alirlar.

2.2.2. Kok Hiicrede ALDH’1n Roli

Insan normal ve kanser kok hiicrelerinde ALDH enzimlerinin bulundugu
gosterilmistirALDH1A1,ALDH1A2,ALDH1A3,ALDHIL1,ALDH1L2,ALDH2*2,AL
DH3A1,ALDH4A1ALDH7AT). Retinoid sinyal yolaklarinin kdk hiicrede ve kanser
hiicrelerinde kullanildig1 gosterilmistir. Retinoik asit ve tiirevleri, gen ekspresyonu,
morfogenez ve gelisim gibi ¢ok onemli fizyolojik olaylarda yer alirlar. ALDH ise
retinoik asit oksidasyonunda rol alan dort enzimden biridir. Retinaldehit geri
doniistimsiiz olarak ALDHI tarafindan retinoik asite okside olur. Bu islem doku
spesifiktir ve enzim negatif feedback etki altindadir. ALDHI1A ailesi proteinleri ve diger
ALDH izoenzimleri, oksidatif strese maruz kalan hiicrelerden olusan lipid
peroksidasyon iiriinleri gibi bazi retinoid dis1 aldehidleri okside edebilirler (7). Bu da
kanser kok hiicresinin de i¢inde oldugu bircok kok hiicre tipinin hipoksik ortamlara
uyum saglamasinda 6nemlidir.

ALDH1 ve ALDH3’lin kanser kok hiicresinin sitotoksik ilaglara karsi
korunmasinda rol aldig diisiiniilmektedir. iki dekad énce ALDH aktivitesi yiiksek olan
hematopoietik ve 16semik hiicrelerin siklofosfamide daha direngli oldugu gosterilmistir.
Sitoplazmik ALDH1 ve ALDH3, siklofasfamidin inaktif hidroksiepisiklofosfamide
doniismesine neden olur (Sekil 2) (10,11).
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Sekil 2 ALDH’in ila¢ direncindeki rolii
2.2.3. ALDHbr Hiicrelerin Hematopoietik Sistemdeki Rolleri

Insan kordon kani, kemik iligi ve mobilize edilmis cevresel kandan elde edilen
ALDHbr populasyonun erken hematopoietik progenitor hiicrelerin arasinda c¢okca
bulundugu gosterilmistir (7). Differansiasyon arttikca ALDH ifadesi azalmaktadir.

Yapilan bir ¢aligmada, ALDH ekspresyonunun lenfopoezi inhibe ettigi, eritropoezi
etkilemeden myelopoezi artirdigr gosterilmistir (5). Fare modellerinde; tiim myeloid seri
hiicreleri, B hiicreler ve dogal oldiiriicii hiicrelerin ALDHbr kordon kani hiicrelerinden
koken aldigr gosterilmistir. Liu ve arkadaslari, nonobez, diabetik ciddi
immunyetmezlikli (NOD-SCID) c-/- farelerde T Ilenfositlerin piirifiye kordon
CD34(+)ALDHbr hiicrelerden gelistigini gostermistir. Ayni calismada, kemik iligi
engrafman baslangici, kisa ve uzun siireli engrafmanin olmasi ile ¢evresel kana olgun
hiicrelerin salmiminin verilen CD34(+)ALDHbr hiicrelerin miktarina bagh oldugu

distintilmiistiir (12).



Yapilan geriye doniik klinik ¢alismalarda, ALDHbr hiicre dozu ile kemik iligi
engrafman siiresinin ters orantili oldugu goriilmustiir (13,14). Cocuklarda yapilan
konvansiyonel allojeneik kord kani naklinde, ek olarak hazirlanan ALDHbr hiicrelerden
olusan iirlinlerin verilmesiyle engrafmanin hizlandig gosterilmistir (15).

ALDH aktivitesi, hematolojik malignitelerde kullanilabilen 6nemli bir
belirleyicidir. Akut myeloid 16semi (AML) olgularinin 1/3linde 16semik kok hiicre
populasyonunun CD34(+)ALDHbrCD38(-) oldugu saptanmistir (16). Baska bir
calismada ise, ALDH pozitifliginin kotii sitogenetik ile beraberlik gosterdigi dolayisiyla
da kotii sagkalimla iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. (17,18). Mantle cell lenfoma
hastalarinda, %0.4-8 oraninda olduk¢a klonojenik, ilag direngli bir ALDHbr
populasyonun oldugu saptanmistir (19). Hodgkin lenfoma hastalarinda da, %0.2-0.3
oranlarinda saptanan oldukca kiiclik CD27(+)ALDHbr hiicre grubunun klasik Hodgkin
ve Reed Sternberg hiicrelerine doniisebildigi rapor edilmistir(20).

2.2.4. ALDHbr Hiicrelerin Nonhematopoietik Rolleri:

Kordon kani ve cevresel kandaki ALDHbr hiicrelerin %10-15’inin, kemik
iligindeki ALDHbr hiicrelerin ise %50’sinin CD34(-)CD133(-) hiicreler oldugu
bilinmektedir. Bu hiicrelerin in vitro ve invivo ¢alismalarda, hematopoietik aktivitesinin
olmadig gosterilmistir. ALDHbr hiicrelerin mezankimal multipotent progenitor hiicreler
ve endotelyal progenitérler arasinda da olduk¢a fazla olmast bu hiicrelerin
nonhematopoietik aktivitelerinin oldugunun gostergesidir. Bu durum, doku tamirinde bu
hiicrelerin nasil bir rolii olabilece@i sorusunu akla getirmistir (21,22). iskemik myokard
dokusu ile yapilan fare calismalarinda, ALDHbr hiicrelerin infiizyonu ile infarkt
gelismis myokard dokusundaki kan damarlarinda artis saptandigi ancak kardiak
fonksiyonda diizelme olmadigi goriilmiistiir. Farelerde iskemik ekstremite lizerine
yapilan bir ¢alisma sonucunda ise, ALDHbr hiicrelerin anjiojenik hiicre kompartmanlari

icerdigi gosterilmistir (23).



2.2.5. ALDH Olciimii

ALDH aktivitesi, enzim Kkinetikleri kullanilarak, hiicre lizatlarinda NAD+
substratinin NADH ye rediiksiyonu ve bunun 37°C, 340 nm dalga boyunda ol¢timi
yoluyla hesaplanabilir.(24)

ALDH o6l¢iimii i¢in diger kullanilabilecek method ise immunblotting yontemidir.
Bu yontem ile aktivite degil protein diizeyleri 6lgiiliir ve bu yontemin birka¢ dezavantaji
vardir. Bunlardan birincisi immunblotting yontemi ile sadece endojen ALDH enzimi
Olgtilebildigi i¢in enzimin hiicrelerden salinmasi yani hiicre lizisi gereklidir. Ancak
ALDH enzimini canli hiicrelerde c¢alismak tercih edilmektedir. Yontemin bir diger
dezavantaji ise, degisik ALDH izoformlarma karsi antikorlarin aminoasit sekans
benzerliklerine gore carpraz reaksiyon vermesidir. Kaldi ki, ALDH enzimi reaktif sistein
bolgeleri igerdigi icin stabil degildir ve bu da immunblotting yontemini daha da

giiclestirmektedir.

ALDH aktivitesinin Ol¢limii i¢in gilinlimiizde altin standart yontem Beksa¢ ve
arkadaslarinin da belirttigi gibi akim sitometri ve ALDHI1 i¢in flérosan substrat
kullanimidir (24). Bundan yaklasik 15 y1l 6nce ilk olarak Jones ve ark, canli hiicrelerde
intraseliiler ALDH aktivitesinin 6l¢iilebildigini gostermislerdir. Dansyl aminoasetaldehit
(DAAA) denilen bir flérosan aldehit kullanilarak canli insan hematopoietik kok
hiicreleri ve 16semi kok hiicrelerinin izole edilip zenginlestirilebildigini saptamiglardir.
Hidrofobik DAAA hiicre membranindan serbestce gegmekte ve ALDH1 igeren hiicreler
DAAA’y1 dansyl glisine okside etmektedir. Dansyglisin fizyolojik ph‘da negatif sarj
olmakta ve hiicreden disar1 ¢ikamamakta boylece hiicreler florosan &zellik
kazanmaktadirlar (25) Negatif kontrol olarak ise hiicreler bir aldehit inhibitorii olan 4-
dietilaminobenzaldehit (DEAB) ile inkiibe edilir. Ancak, bu yontemin de bazi problemli
yanlart oldugu goriilmiistiir, DAAA florosan UV 1sinlar tarafindan emilir ki bu izole
edilen hiicreler i¢in mutajenik olabilir. Ayn1 zamanda DAAA emisyon spektrumu diger
flurokromlarla benzerlik gostermektedir. Jones’dan dort yil sonra Storms ve arkadaslari,

hematopoietik hiicreleri gosterebilmek i¢in baska bir florosan substrat olan BODIPY



aminoasetilaldehit (BAAA) kullanmiglardir (26). Bu yontemde DAAA yerine kullanilan
BODIPY® - aminoasetilaldehit (BAAA) ALDHI1 sayesinde BAA ‘e doniigiir. BAA
ALDH aktivitesi yliksek olan hiicre gruplarinda birikir ve yiiksek oranda florosan olusur
(ALDHbr) (Sekil 3). Akim sitometrik inceleme sirasinda bu florosan aktiviteden
yararlanilir. Bu yontem kullanilan kitin ad1 ile ‘ALDEFLUOR’ olarak tanimlanmaktadir.

In vivo olarak ALDH aktivitesinin degerlendirilebilmesi amac1 ile ALDH-1 N
formilmethil-5 iodopiridin-3-karboksamid (FMIC) ve 4-dietilamino-3 iodobenzaldehit
(DEIBA) 1123 ve 1124 ile isaretlenmistir. Sirastyla SPECT (single positron emission
tomography) ve PET (pozitron emission tomography) kullanilan ¢aligmalar yapilmistir.
Ancak, radyoaktif aldehitin doniistiigii asitin hiicre i¢ginde yeterince kalamamasi nedeni
ile calismalar basarisizlikla sonuglanmistir (27).

ALDEFLUOR yontemi ile sadece retinoik asitler {izerinden kok hiicre
fonksiyonlarinda ve doku tamirinde kullanilan ALDH enzimleri mi yoksa tim ALDH
enzimleri mi degerlendirilmektedir sorusu akla gelmistir. ALDH1A1, normal dokularda
retinoik asit oksidasyon rolii olan tek ALDH enzimidir. Ancak, fare kemik iligi
calismalarinda ALDH1A1’in  aktivite delesyonunun ALDEFLUOR oksidasyonunu
azaltmadigr gosterilmistir. Bu da diger ALDH izoenzimlerinin de ALDEFLUOR
oksidasyonunda rol aldiginin gostergesidir (1). ALDH izoenzimlerinin fazla sayida
olmasi1 ve retinoid regiilasyonunun karmasikligi, hiicrelerdeki retinoid bagimli

aktivitelerin tam olarak anlasilamamasina neden olmaktadir.

ol

YESIL FLOROSAN(ALDH AKTIVITESI)

Sekil 3 ALDEFLUOR c¢alisma mekanizmasi



2.3. Hematopoietik Kok Hiicre Nakli

Kok hiicre nakli, birgok malign ve non malign hematolojik hastaligin tedavisinde
kullanilabilinen bir tedavi segenegidir. Otolog kok hiicre nakli, lenfoma ve myeloma gibi
hematolojik malignensilerde yiiksek doz kemo/radyoterapinin arkasindan gelisen aplazik
donemi kisaltmak amaciyla yapilmaktadir. Allojeneik kok hiicre naklinde ise
kemo/radyoterapinin ardindan HLA uyumlu saglikli vericiden alman kok hiicreler
immunsupresif tedavi altinda hastaya infiize edilir. Daha hizli engrafman saglanabilmesi
nedeni ile kok hiicre kaynagi olarak ¢evresel kan tercih edilmektedir. Granulosit koloni
stimule edici faktor (GCSF) ve/veya kemoterapinin ardindan g¢evresel kana ¢ikan kok
hiicrelerin identifiye edilebilmesi i¢in giiniimiizde kullanilan yontem akim sitometri
yontemi ile CD34 sayimidir. Ardindan aferez yontemi ile toplanan {iriindeki CD34(+)
hiicre miktarinin, periferik kok hiicre nakli sonrasi engrafman siiresi ile iliskili oldugu
disiintilmektedir (28,29,30). Ancak bunu desteklemeyen calismalarin olmasi diger kok
hiicre belirleyicilerinin de engrafman iizerine etkilerinin arastirilmasina neden olmustur
(14). ALDH hematopoietik progenitdr hiicrelerde bulunurken olgun hiicrelerde
bulunmamaktadir. Dolayisiyla, daha geng bir hiicre grubunu gosteren ve fonksiyonel bir
belirleyici olan ALDH ekspresyonu otolog kok hiicre nakli alaninda arastirilmaya

baslanmustir.



3-HASTALAR VE YONTEM:

3.1. Hastalar:

Bu calismaya, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dalinda
Hodgkin Dis1 lenfoma, primer amiloid, multip] myeloma, Hodgkin lenfoma tanilariyla
izlenen otolog hematopoietik kok hiicre nakli (OKHN) olacak 19 hasta ile allojeneik
hematopoietik kok hiicre nakli (AKHN) yapilacak olan 6 hastanin saglikl vericisi alind1.
Hastalarin ortanca yas1 44, Kadin/Erkek oran1 11/8 idi. Saglikl1 vericilerin ortanca yas1
39, Kadin /Erkek orani ise 1/5 idi. Hasta 6zellikleri Tablo1 de 6zetlenmistir. Hastalardan
biri mobilizasyondan 1 ay sonra hastaligina ikincil 6lmiistiir. Bir hastada ise takipte kok
hiicre naklinden vazgecilmistir.

Hastalardan kok hiicre mobilizasyonu saglanabilmesi i¢in yalmiz GCSF veya
kemoterapiye ek olarak GCSF tedavisi verilmistir. Saglikli vericilerde ise GCSF ile
mobilizasyon yapilmistir. Hastalarin ¢evresel kan CD34 sayimi >10 /mikrolitre
oldugunda, aferez seansina baslanmistir. Hastalardan 16 tanesi 2 aferez seansina
almirken, geri kalanlardan bir seansta hiicre toplanmstir. Sadece GCSF alan otolog nakil
hastalarinda tedavi sonrasi 4-5.giinde, kemoterapi ve GCSF birlikte alan hastalarda
tedavi sonrasi ortanca 10 (7-15). giinde, saglikli vericilerde ise GCSF sonras1 5.giinde
kok hiicre toplama islemine baslanmistir. Caligmaya alinan hastalardan kok hiicre
toplama islemi yapildig1 giin ¢evresel kanda ayni zamanda ALDH, CD90, CD38
ifadeleri degerlendirilmistir. Ardindan hastalardan toplanan aferez liriinlinden CD34,
ALDH aktivitesi, CD90, CD38 degerlendirmeleri tekrar edilmistir. Toplanan kok
hiicreler %10 DMSO ile kryopreserve edilerek nitrogen tanklarinda otolog kdk hiicre
transplantasyonuna kadar saklanmistir. Otolog periferik kok hiicre naklinin yapilacagi
giin ¢oziinen aferez {irliniinde, viyabilite degerlendirmek amaciyla tekrar CD34 sayimi
ve ALDH aktivitesi yapilmasi planlanmisti Ancak nakil {initemiz ve laboratuarimiz

arasindaki uzakliktan kaynaklanan teknik problemler nedeniyle, ALDEFLUOR ile
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boyanmanin iyi ger¢eklesmedigi goriildii. Bu nedenle, ¢oziinme sonrast yapilan CD34
ve ALDH sonuglar1 degerlendirmeye alinmadi.

Nakil sonrast notrofil engrafmani; notrofil sayisinin> 0.5x10e9/1 olmasi, trombosit
engrafmani ise trombositlerin transflizyon almadan >20x10e9/1 olmas1 olarak
tanimlandi. Nakil sonras1 notrofil ve trombosit engrafman giinleri ile verilen CD34(+)
ALDHbr, CD90(+),C D38(-) hiicreler arasindaki iliski irdelendi.

Allojeneik kok hiicre nakli yapilacak olan hastalarin saglikli vericilerinde ise
mobilizasyon giinii ¢cevresel kandan ve ardindan da toplanan kok hiicre iirlinlinden CD34
sayim1 ve ALDH aktivitesi degerlendirildi. Yine verilen ALDHbr hiicre miktar ile

engrafman iligkisi degerlendirildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Aferez Toplama Islemi:

Aferez toplama islemi, otomatik akim kan hiicre ayristiricilariyla yapildi
(Fresenius AS204 ve Fresenius Comtec). 18G antekubital ven kateteri ya da santral
venoz kateter damar yolu olarak kullanildi; 400-450 ml aferez tirtinii 10800 ml kan
islenmesi sonrasi elde edildi. C4Y setleri periferal kok hiicre toplama islemi igin
kullanildi. Toplama hizi, 50-60 ml kan/dk ve siire 216-252 dk idi. ACD-A antikoagulan
olarak kullanildi. Toplama islemi 1 veya 2 ardisik glinde gercgeklestirildi. Amag,
minimum 2x10e6/kg CD34(+) hiicre elde etmekti. DMSO-plazma-RPMI-1640
sollisyonu aferez iiriinlerine konuldu ve sivi nitrogende -196 °C krioprezerve edildi.
Reinflizyon 6ncesi kok hiicre iiriinleri 37 °C su banyosunda hasta basinda eritildi ve

hizlica hastaya infiize edildi.
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YAS CINSIYET TANI MOB REJIiM NAKIL HAZIRLIK REJIM
1 52 K MM GCSF OTO MEL200
2 37 K MM CYBORDGCSF OTO MEL200
3 41 K HL GCSF OTO BEAM
4 44 K MM GCSF OTO MEL200
5 55 E MM GCSF 0TO MEL200
6 45 K MM GCSF OTO MEL200
7 42 E HL CYGCSF OTO BEAM
8 40 E AMILOID CYGCSF 0TO MEL 100
9 52 E HDL HYPERCVADGCSF
10 60 K MM GCSF OTO MEL200
11 51 K HDL CYGCSF
12 57 E MM GCSF OTO MEL200
13 17 K HL GCSF 0TO BEAM
14 28 K HL GCSF 0TO BEAM
15 61 E MM GCSF OTO MEL200
16 57 E MM GCSF OTO MEL200
17 35 K HDL GSCF OTO BEAM
18 60 E HDL DHAP GCSF 0OTO BEAM
19 26 K HDL DHAP GCSF 0TO BEAM
20 17 E AML GCSF ALLO BUCY
21 44 E AA GCSF ALLO CYATG
22 36 K ALL GCSF ALLO CYTBI
23 18 E ALL GCSF ALLO CYTBIATG
24 26 E HL GCSF ALLO FLUMEL
25 42 K AML GCSF ALLO BUCY

Tablo1.Hasta ozellikleri

K:Kad, E:Erkek, MM:Multipl myelom, HL:Hodgkin Lenfoma, HDL:Hodgkin dig1 Lenfoma AML:Akut
myeloblastik 16semi, ALL:Akut lenfoblastik l6semi, AA:Aplastik anemi, HL:Hodgkin Lenfoma,
GCSF:Granulosit koloni stimule edici faktor, OTO:Otolog kdk hiicre nakli, ALLO: Allojeneik kok hiicre
nakli, DHAP:Dekzametason,sisplatin,sitarabin, CYBORD:Siklofosfamid,bortezomib,dekzametazon,
HYPERCVAD:Siklofosfamid,adriamisin,vinkristin,dekzametazon, BEAM:BCNU, Etoposid,Sitarabin,Melf
elan, Mel:Melfelan, BUCY:Busulfan, siklofosfamid, CYTBI:Siklofosfamid,Total beden Isinlamasi.
CYATG:Siklofosfamid, Antitimosit globulin,Flu Mel:Fludarabin,Melfelan.
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3.2.2. CD34(+) Hiicre Sayim

Calisma i¢in Oncelikle 16kosit sayisinin saptanmasi gerekliydi. Lokosit sayist
40000/ml olacak sekilde hiicre sayis1 ayarlandi. Hazir olan tru count tiiplere dnce 20
mikrolitre CD45/CD34 antikoru, ardindan da 20 mikrolitre 7AAD eklendi Ornekten
100 mikrolitre alinarak vortekslenip hiicreler 15 dakika enkiibe edildi. Lysing soliisyonu
1 hacim amonyum klorid + 9 hacim distile su olacak sekilde hazirlandi. Enkiibasyon
sonucunda hasta bagia 2 ml lysing solusyonu eklendi ve vortekslendi. On dakika daha

enkiibe edildikten sonra akim sitometri cihazinda okuma yapildi.

3.2.3. ALDHbr Hiicre Sayim

25 mikrolitre dimetilsulfoksit kuru ALDEFLUOR vialine eklendi ve 1 dakika
sireyle karanlikta inkiibe edildi. Yirmibes mikrolitre 2NHcl de eklenerek oda
sicakligida 15 dakika bekletildi. Uzerine 360 mikrolitre ‘ALDEFLUOR assay buffer’
eklenerek karistirildi. Ornekteki hiicre sayis1 1x10e6 olacak sekilde ayarlandi. Ancak
RBC/WBC oran1t >2 ise amonyum klorid ile eritrositlerin uzaklastirilmas: saglandi.
Orneklere amonyum klorid eklendikten sonra 10-15 dakika beklenip, 250 g de santrifiij
edildi. Siipernatan dokiildiikten sonra 2 ml hiicre yikama solusyonu ile hiicreler
yikanarak 1 kez daha santrifiij edildi. Yikama islemi 1 kez daha tekrarlandiktan sonra
stipernatan tekrar dokiildii ve hiicreler 1500 mikrolitre assay buffer ile resiispande edildi.
Buradan 500 mikrolitre hiicre sayimina gdtiiriildii.

Birinci tiip test, digeri kontrol olacak sekilde iki tiip alindi. Kontrol tiipiine 5
mikrolitre DEAB soliisyonu eklendi. -20° C den aktif ALDEFLUOR reaktifi ¢ikartilip,
icinde 6rnek olan test tiipiine 5 mikrolitre reaktif eklendi. Karistirilip bu karisimdan
hizlica 500 mikrolitre almip i¢cinde DEAB olan kontrol tiipiine aktarildi. Iki tiip de sikica
kapatilip vortekslendi ve 37°C su banyosuna konuldu. Otuz dakika enkiibe edildi.
Enkiibasyon sonunda tekrar tiim tlipler 250 g’de santrifiij edildi. Siipernatan dokiildii,
kontrol tiiplerine 500 mikrolitre assay buffer konuldu. Test tiiplerine ise, 100 mikrolitre

‘assay buffer’ eklendi. Daha sonra tiiplere 34(PE)/90(PERCP)/38(APC) antikorlar
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eklenip karistirildi. Art1 4 °C* de 15 dakika enkiibasyon sonrasi, test tliplerine 1.5 ml
hiicre yikama soliisyonu eklenip yikandi. Ardindan 500 mikrolitre daha assay buffer
eklendi. ALDEFLUOR okuma programinda 1x10e5 hiicre saydirilacak sekilde akim

sitometri cihazinda sayim yapildi.

3.2.4. istatistik

Verilerin dagilimi, nonparametrik testlerden Kogmorov Smilnov ile yapildi. Buna
gore degerlerin ortanca veya ortalamalart verildi. CD34, ALDH, CD90, CD38
ekspresyonlart ve engrafman arasindaki korelasyon analizleri Pearson methodu ile
yapildi. Student T test CD90 ve CD38 igeriginin ALDHbr ve CD34 gruplar igerisinde
degerlendirmesinde kullanildi. Mann Whitney U testi ise, otolog nakil hastalar1 ve
allojeneik nakil hastalarinin saglikli vericileri arasindaki karsilastirmalarin yapilmasinda

kullanild: Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak tanimlandi.
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4-BULGULAR

Calismaya alman otolog ve allojeneik kok hiicre nakli hastalari, ayr1 ayrn
degerlendirildi. Otolog kok hiicre nakli yapilmasi planlanan 19 hastanin ¢evresel kan ve
aferez lrlinleri degerlendirildi. Ancak, engrafman degerlendirilmesi 3 hastaya nakil
yapilmadig1 i¢in 16 hasta ilizerinden yapildi. Allojeneik nakil yapilacak 6 hastanin
saglikl1 vericisinin cevresel kan ve aferez iiriinleri ayrica degerlendirildi.

Otolog kok hiicre nakli yapilan hastalarin ¢evresel kan Orneklerinin
degerlendirmesinde CD45 zayif ifade eden mononiikleer hiicrelerin ortanca % 0.33
(0.03-1.7)’liniin CD34(+) hiicrelerden, % 0.17 (0,04-1.7)’sinin ise CD34(+)ALDHbr
hiicrelerden olustugu gézlendi. ALDHbr hiicrelerin %90’1nin CD34(+) oldugu saptandi.
Mikrolitredeki ortanca CD34(+) hiicre sayis1 60 (18-464) ve ALDHbr hiicre sayist ise 42
(13-464) olarak bulundu. Cevresel kanda bulunan CD34(+) ve ALDHbr hiicrelerin
birbirleriyle korele oldugu goriildii (r=0.989, p<0.001) (grafik 1).

Allojeneik nakil hastalarinin  saglikli  vericilerinden alinan ¢evresel kan
degerlendirmesinde ise, CD45 zayif ifade eden mononiikleer hiicrelerin ortanca
%0.31(0.14-0.63)’inin CD34(+) hiicrelerden, %0.13(0.06-0.27)’tlinlin ise
CD34(+)ALDHbr hiicrelerden olustugu gozlendi. Mikrolitredeki ortanca CD34(+) hiicre
sayis1 121 (40-176) ve ALDHbr hiicre sayist ise 51 (9-121) olarak bulundu. flging
olarak, saglikli vericilerin gevresel kaninda bulunan CD34(+) ve ALDHbr hiicrelerin
birbirleriyle korele olmadig1 saptandi.(grafik 1).

Otolog nakil hastalar1 ile saglikli vericilerinin c¢evresel kan Orneklerinin
birbirleriyle karsilastirilmasinda, ne CD34, ne de ALDH ifade yiizdeleri agisindan fark
saptanmadi (sirastyla, p=0.977, p=0.216).
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Grafik 1.Cevresel kanda CD34(+) ve ALDHbr hiicre yiizdelerinin korelasyonu
A.Otolog nakil hastalart B Saglikli vericiler

Mobilize edilen ¢evresel kandan toplanan otolog aferez {iriinlerinin
degerlendirmesinde ise, CD45 zayif ifade eden mononiikleer hiicrelerin ortanca
%0.92(0.28-7)’sinin CD34(+) oldugu ve %0.78(0.04-7)’inin ise CD34(+)ALDHbr
hiicrelerden olustugu goriildii. ALDHbr hiicrelerin %86’sinin CD34(+) oldugu saptandi.
Uriinde hastanin kilosu basina diisen ortalama CD34(+) ve CD34(+)ALDHbr hiicre
sayist hesaplandiginda sirasiyla 9,14+6.2x10e6/kg, 7,2+6,2x10e6/kg olarak bulundu.
Otolog iiriinlerdeki CD34(+) hiicrelerle ALDHbr hiicrelerin yiizdelerinin birbiriyle
istatistiksel olarak anlamli diizeyde korele oldugu goriildii (r=0.985, p<0.001) (grafik
2).

Allojeneik hastalarin saglikli vericilerinin aferez {irlinlerindeki degerlendirmede
CD45 zayif ifade eden mononiikleer hiicrelerin ortanca % 0.72(0.39-0.98)’sinin CD34
pozitif hiicrelerden, %0.49(028-0.72)’unun ise ALDHbr hiicrelerden olustugu goézlendi.

Uriinde hesaplanan hastanin  kilosu basmma diisen ortalama CD34(+) ve
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CD34(+)ALDHbr hiicre sayist sirasiyla 8,1 + 2,8x10e6/kg, 6,2 + 2,7x10e6/kg olarak
bulundu. Yine, saglikli vericilerin iirlinlerindeki CD34 ve ALDHbr ifade yiizdelerinin de
birbirleriyle korele oldugu gozlendi.(r=0.829, p<0.01) (grafik2).

Otolog nakil hastalar1 ile saglikli vericilerinin aferez {irlinlerinin birbirleriyle
karsilagtirilmasinda, ne CD34 ne de ALDH ifade yiizdeleri agisindan fark saptanmadi
(swrasiyla p=0.315, p=0.330).

Cevresel kan ve iriindeki CD34(+) ve ALDHbr hiicrelerin birbirleriyle korele
oldugu izlendi (r=0.651, p<0.001, r=0.710, p<0.001).
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Grafik2.Uriindeki CD34(+) ve ALDHbr hiicre yiizdelerinin korelasyonu
A.Otolog nakil hastalart B Saglhikl vericiler
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Otolog nakil hastalar1 ve saglikli vericilerdeki, CD34(+)ALDH(-) ve
CD34(+)ALDHbri hiicre gruplarinda CD90(+), CD38(-) alt gruplarinin yiizdeleri
Tablo2’de oOzetlenmistir. ALDHbr hiicre grubunun iginde, CD90(+) ve CD38(-)
hiicrelerin daha diisiik oldugu gozlendi.

CD34(+) CD34(+)ALDHbr p CD34(+) CD34(+)ALDHbr
ALDH(-)CD90(+) CD90(+) ALDH(-)CD38(-) CD38(-)

CK

Oto %75 %21 0,178 %51 %3.,3 <0,05
Allo %70 %20 0,522 %32 %18 <0,045
URUN

Oto %80 %16 <0,05 %44 %2 <0,05
Allo %75 %21 0,06 %21 %21 0,980

Tablo2. Cevresel kan ve iiriindeki CD90(+) ve CD38(-)hiicrelerin yiizdeleri. CK: Cevresel Kan

Nakil sirasinda, otolog nakil hastalarina ortalama 5.4 + 3.1x10e6/kg, allojeneik
nakil hastalarina ise ortalama 6.2 + 1.4 x10e6/kg CD34(+) hiicre verilmistir. Infiize
edilen ortalama CD34(+)ALDHbr hiicre sayisi otolog nakil hastalari i¢in 3.5 =+
3.2x10e6/kg, allojeneik nakil hastalar1 icin ise 4.4 + 1.9 x10e6/kg’dir. Otolog kdk hiicre
nakli hastalar1 i¢in, ndtrofil engrafman giinii ortanca 11 (8-24) iken, trombosit
engrafman gilinli ortanca 11 (8-16)’dir. Allojeneik nakil hastalar1 i¢in ortanca nétrofil
engrafman giinii 19 (17-22), ortanca trombosit engrafman giinii ise 18 (17-22)dir. Takip
sirasinda tiim hastalarda nétrofil engrafmani olmustur. Trombosit engrafmani, otolog
nakil olan hastalardan sadece birinde elde edilememistir. Allojeneik nakil grubundaki
hastalardan birinde, erken doénemde Oliim nedeni ile, trombosit engrafmani
gorlilememistir. Notrofil engrafmani iki haftadan daha uzun siirede gergeklesen, ii¢
otolog nakil hastas1 geriye doniilerek incelendiginde, iki hastaya tiim hastalarin ortanca
degerinin altinda, CD34(+) ve CD34(+)ALDHpbr hiicre infiize edildigi goriilmiistiir.

Tim nakillerin incelenmesinde, verilen iiriindeki CD34(+), CD34(+)ALDHbr

hiicre sayisiyla, notrofil ve trombosit engrafmani arasinda bir korelasyon saptanamadi
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(grafik 3,4). Otolog ve allojeneik nakil hastalart i¢in yapilan ayr1 ayr
degerlendirmelerde, engrafman ile inflize edilen hiicre miktar1 arasinda bir iliski ortaya
konulamadi. Nakil sonras1 nétrofil sayisinin 1.0x10e9/1 iizerine ¢iktig1 giin gozetilerek
korelasyon istatistikleri tekrar edildiginde, ayni sekilde infiize edilen CD34(+),
CD34(+)ALDHbr hiicre sayisiyla, engrafman arasinda bir iliski gosterilemedi. Otolog
nakil hastalar1 notrofil engrafman giinli ortanca degerin altinda ve istiinde kalanlar
olarak gruplandi. Her iki grup arasinda, ne inflize edilen CD34(+) hiicre sayisi, ne de
ALDHbr hiicre sayilart agisindan fark saptanmadi (sirasiyla p = 0.820, p = 0.982).

Iki hasta grubunda da, iiriindeki ne CD34(+)ALDHbrCD90(+), ne de
CD34(+)ALDHbrCD38(-) hiicre ylizdesi ile notrofil ve trombosit engrafman stireleri

arasinda iliski saptanamadi.
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Grafik3.Nakil edilen CD34(+)hiicre sayist ile nétrofil, trombosit engrafmani arasu iligki
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5-TARTISMA

Basaril1 kok hiicre nakli, kemik iligi mikrogevresine infiize edilen kok hiicrelerin
engrafmanina baglidir. Teorik olarak, tek bir hematopoietik kok hiicre, myeloablatif
antikanser tedavisi ve nakil sonrasi hematopoietik sistemin gelisimi i¢in yeterli goriinse
de; klinik ve deneysel gozlemler bunun dogru olmadigini, engrafman i¢in ¢ok sayida

kok hiicrenin infiizyonunun gerektigini gostermistir.

CD34(+) hematopoietik kok hiicreler, morfolojik ve immunolojik olarak
heterojendirler. Fonksiyonel olarak bu hiicrelerin, erken ve ge¢ progenitorlerden koken
alan klonal agregatlar olusturdugu, in vitro deneylerle gosterilmistir. In vivo
calismalarda ise, supralethal radyoterapi almis vakalarda myelolenfohematopoietik
sistemin gelisiminden sorumlu bulunmustur. CD34’iin bir¢cok seriye ait nonspesifik
belirleyicilerle birlikte ifade edildigi bilinmektedir. Bu hiicreler, CD34(+), Thy-1(+),
CD38(-), CD45RA(-), Rh -123dull, Hoechst 33342dull, Lin negatif olarak
tanimlanmigtir. CD34(+) hiicreler normal kemik iligi hiicrelerinin %0.5-2 sini, ¢evresel
kan hiicrelerinin %0.01-0.1 ini olusturur (31). Graniilosit koloni stimule edici faktor ile
mobilizasyon sonrasi ise total 16kosit sayisinin %20-30 kadarini olusturabilir. Bizim
calismamizda, otolog nakil yapilan hastalar, kemoterapi ile veya kemoterapi olmaksizin
GCSF destegi alarak mobilize edilmistir. Allojeneik nakil yapilan hastalarin saglikli
vericilerine de GCSF verildikten sonra kok hiicre mobilizasyonu yapilmistir. CD34
ifadesi gosteren hiicreler, cevresel kan aferez {iriinlerinde yapilan degerlendirmede
CD45 zayif ifade eden mononiikleer hiicrelerin otolog nakil hastalarinda %0.92’sini ve
saglikl1 vericilerde ise %0.72’sini olusturmaktaydi.

ALDH aktivitesi, hematopoietik sistem i¢inde kok / progenitor hiicre gruplarinin
saptanabilmesi icin énemli bir belirleyicidir. Insan kemik iligi ve ¢evresel kani ile
yapilan c¢alismalarda, diger belirleyicilere ek olarak yiiksek ALDH aktivitesinin
klonajenik indifferansiye multipotent kdk /progenitor hiicrelerin saptanmasinda yararl

oldugu gosterilmistir. Toplanan aferez iirlinlerinin hiicre ylizeyinde ifade edilen CD34,
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CD38, CD90 gibi belirleyicilere ek olarak, hiicrelerin viyabilitesi konusunda 6nemli bir
belirleyici olan ALDH ifadesinin degerlendirilmesi, ¢alismamizin dncelikli amaciydi.

ALDHbr hiicreler, mobilizasyon sonrasi c¢evresel kana ¢ikabilmekte ve
mobilizasyon i¢in 6nemli bir prediktor olabilmektedir. Fallon ve arkadaslari, otolog kok
hiicre nakli amaciyla toplanmis olan aferez {irlinlerinde =~ ALDHbr hiicrelerin
bulundugunu gostermislerdir (13). Biz de bu ¢aligmamizda, mobilizasyon yapilmis olan
hastalarin ve saglikli vericilerin hem ¢evresel kan, hem de aferez iiriinlerinde, ALDHbr
hiicrelerin bulundugunu gordiik. Fallon ve arkadaslari, yaptiklar1 c¢alismada, aferez
iiriiniinde degerlendirilen tiim hiicrelerin %3-5’inin ALDHbr oldugunu saptamislardi
(13). Biz calismamizda, CD45 zayif ifade eden mononiikleer hiicrelerin otolog grupta
%0.78’inin, allojeneik grupta ise %0.49’unun ALDHbr oldugunu gordiik. Storms ve
arkadaslarinin kordon kaninda yaptiklar1 ¢alismada ise, ALDHbr hiicrelerin kordon
kaninda bulunan hiicrelerin %0.96’s1n1 olusturdugu ve lin(-)ALDHbrCD34(+) hiicrelerin
ise %0.48 oraninda oldugunu gostermislerdi (4). Kordon kani ile yapilan baska bir
calismada ise, tim hiicrelerin %1’inin ALDHbr hiicrelerden olustugu, lin(+) hiicrelerin
ayristirtlmast  sonrasinda bu oranin %16’ya ciktigi gozlenmistir (12) Biz de
calismamizda, otolog kok hiicre nakli oncesi mobilizasyon yapilan hastalarin ¢evresel
kan ve toplanan aferez iirlinlerindeki ALDHbr hiicrelerin fenotipik olarak hematopoietik
kok hiicre veya progenitor hiicreler olup olmadigini arastirdik. Bu amagla, ALDHbr olan
hiicrelerin ayn1 zamanda CD34 ifade etme orani otolog nakil grubunda g¢evresel kan ve
aferez Urlinlinde sirasiyla %90 ve %86 idi. Fallon ve arkadaslari, mobilize insan
cevresel kaninda yaptiklar1 calismada, ALDHbr hiicrelerin %73’iinde CD34 ifadesi
oldugunu gostermislerdir (13). Christ ve ark, kordon kanindaki ALDHbr hiicrelerin
%80’inin CD34(+) ve ligte birinin ise CD34(+)CD38(-) oldugunu rapor etmislerdir (31).
Bizim c¢alismamizda ise bundan farkli olarak aferez iiriinlindeki CD38(-) hiicrelerin
oran1 CD34(+)ALDHbr hiicrelerin %2 sini olusturmaktaydi.

Calismamizda otolog nakil yapilan hastalarda, cevresel kanda ve aferez
iriinlerinde CD34(+) hiicreler ile ALDHbr hiicrelerin korele oldugu gosterdik. Ayrica,
cevresel kandaki ALDHbr hiicre populasyonu ile aferez tirlindeki ALDHbr hiicrelerin de

birbirleriyle korele oldugunu gordiik. Giindiiz ve arkadaslar1 da, kendi ¢aligmalarinda bu
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korelasyonu desteklemislerdi (14). Seksensekiz hastadan elde edilen 108 periferik aferez
iiriiniiniin degerlendirilmesi ile yapilan bir ¢alismada, iiriiniin dondurulmasindan 6nceki
total CD34(+) hiicre sayisi, canli CD34(+) hiicre sayis1 ve ¢oziinme sonrasi canli hiicre
say1st ile, ALDHbr hiicre sayisinin birbiriyle korele oldugu gézlendi. Bu noktadan yola
cikarak yazarlar, aferez iriinlerinde total ve canli CD34 sayisinin kullanilmasi yerine,
ALDHBbr hiicre sayisinin kullanmanin dogru olacagini 6ne stirmektedirler.(32)

Alicinin kilosu basina diisen CD34(+) hiicre miktari, periferik kok hiicre tirtintintin
yeterliligini gdsteren en dnemli parametredir. Onerilen optimal CD34(+) hiicre miktar
2-5x10e6/kg olarak bildirilmistir. Cok sayida degisik hiicre dozlar1 ile yapilan
calismalarda, hiicre miktar1 arttikga trombosit  engrafmanin hizlandigr ,nétrofil
engrafmaninda ise hafif de olsa bir hizlanma elde edildigi gosterilmistir (29,30). Biz bu
calismamizda, tirlindeki CD34(+) ve ALDHbr hiicre sayilariyla, engrafman arasinda bir
iliski saptayamadik.

Fallon ve arkadaslar1 ,otolog kok hiicre nakli yapilan hastalara infiize edilen
ALDHbr hiicre dozu ile notrofil ve trombosit engrafmani arasinda iliski oldugunu
savunurken, Giindiiz ve arkadaslar1 ise, bu iliskiyi ortaya koyamadiklarini bildirmislerdir
(13,14). Veeraputhiran ve arkadaslarinin ¢alismasi da benzer sekilde sonuclanmistir(32).

CD34(+)CD90(+) hiicrelerin CD34(+) hiicrelerin %4’iinii olusturdugu bilinmektedir
ve bu hiicreler CD34(+)CD38(-) hiicrelere gore daha fazla bulunmaktadirlar (24). Bizim
calismamizda ise, CD34(+)CD90(+) hiicre popiilasyonu, CD34(+) hiicrelerin ¢ok daha
yikksek bir oranmi olusturmaktaydi. Bunlar, beklendigi sekilde CD34(+)CD38(-)
hiicrelerden daha fazlaydi. Hodgkin disi lenfoma hastalari ve saglikli vericilerin
lokoferez iirlinlerinin igeriginin karsilastirildigi bir ¢alismada, CD34(+)CD90(+)
hiicrelerin lenfoma hastalarinda vericilere gére daha fazla oranda oldugu gortildii. Her ne
kadar CD34(+) hiicreler kemoterapi etkisiyle azalsa da, CD34(+)CD90(+) hiicreler gibi
en immatiir alt gruplarin artabildigi gosterilmistir (5). CD34(+)90(+) hiicrelerin
mobilizasyonu total CD34(+) hiicrelerin mobilizasyon pikinden 1-2 giin 6nce baslar.
CD34(+) hiicrelerin artmaya baslamasiyla, CD90 ifadesi de bulunduran CD34(+)
hiicrelerin yiizdesi diiser. Ancak mutlak sayi, 16kosit sayisinin artmasi nedeniyle

artmaya devam eder. Calismamizda, daha Once yapilan calismalarla uyumlu olarak
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ALDHbr kok hiicre populasyonunun i¢inde CD90 iafdesinin oldukca diisiik oldugu
gozlendi (33). Sumikuma ve arkadaslari, infiize edilen CD34(+)CD90(+) hiicreler ile
otolog periferik kok hiicre nakli sonras1t trombosit engrafmani arasi iligkiyi ortaya
koymuslardir (34). Ancak biz ¢aligmamizda, bu iligkinin olmadigin1 gordiik. Bununla
birlikte hasta sayimizin az olmasi, bu durumun nedeni olabilir.

Ayrica, CD34(+)CD38(-) olan hiicre grubunun ayrstirilmasmin insan
hematopoietik kok hiicre ve progenitdr hiicre karakterizasyonu i¢in yararlt oldugu
gosterilmistir (35). Yapilan ¢alismalarda, en yliksek ALDH ifadesi gosteren hiicrelerin
ayn1 zamanda CD34(+)CD38(-) hiicreler oldugu gortilmiistiir. Henon ve arkadaslar ise,
5x10e6/kg tizeri CD34(+)CD38(-) hiicre inflize edilmesiyle, her {i¢ serinin
engrafmaninin korele oldugunu gdstermislerdir. Dolayisiyla bu hastalarda otolog nakil
sonrast GCSF kullanilmasinin gerekli olmayabilecegini savunmaktadirlar (35). Biz

calismamizda, CD34(+)CD38(-) hiicrelerle engrafman aras1 iliski ortaya koyamadik.
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6-SONUC

Sonug olarak, calismamiz, otolog nakil hastalarina ek olarak saglikli vericilerin de
degerlendirmeye alindigr ilk calismadir. Calismamizda, CD34(+) ve ALDHbr hiicre
sayilar ile engrafman arasinda bir ilisgki olmadigim1 gérdiik. Bundan baska, saglikli
vericilerle, nakil hastalariin ¢evresel kan ve aferez iiriinlerinin degerlendirmelerinde,
CD34(+) ve ALDHbr hiicre igerigi agisindan fark saptamadik. ALDHbr hiicrelerle nakil
sonras1 engrafman iligkisi agisindan az sayida calisma bulunmaktadir. ALDHbr hiicre
sayist ile engrafman iligskisinin net olarak ortaya konulamamasi nedeni ile rutin

deneyimde kullanimi, yeni calismalar yapilincaya kadar gereksiz goriinmektedir.
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OZET

Kok hiicre nakli, birgok malign ve non malign hematolojik hastaligin tedavisinde
kiir saglayabilen tek tedavi segenegidir. Kok hiicre kaynagi olarak ¢ogunlukla graniilosit
koloni stimule edici faktér (GCSF) ve/veya kemoterapinin ardindan ¢evresel kana ¢ikan
hiicreler kullanilmaktadir. Bu hiicrelerin belirlenebilmesi igin gliniimiizde akim sitometri
yontemi ile CD34 sayimi kullanilmaktadir. Erken hematopoietik onciillerin arasinda
cok¢a bulunan ve fonksiyonel bir belirleyici olan aldehit dehidrogenaz (ALDH)
ekspresyonu da hematopoietik kok hiicrelerin saptanmasinda kullanilabilir. Biz de bu
calismada, mobilize edilmis ¢evresel kanda ve toplanan aferez {iriinlerinde CD34’e ek
olarak ALDH, CD90, CD38 gibi kok hiicre belirleyicilerinin ifadelerini
degerlendirmeyi amacladik. Ayrica, hastaya nakledilen CD34(+)ALDHbr hiicre sayist
ile engrafman arasindaki iliskiyi gostermeyi hedefledik. Calismaya degisik tanilar ile
otolog kok hiicre nakli yapilan 19 hasta ve allojeneik kok hiicre nakli yapilan 6 hastanin
saglikli vericileri alindi. Otolog nakil hastalarinin aferez {irlinlerinin % 0.78’inin,
allojeneik nakil hastalarinin saglikli vericilerinden alinan aferez {iriinlerinin ise
%0.49’unun CD34(+)ALDHbr hiicrelerden olustugu saptandi. Cevresel kan ve iiriindeki
CD34(+) ve ALDHbr hiicrelerin birbirleriyle korele oldugu izlendi (r=0.651, p<0.001,
=0.710, p<0.001). Otolog nakil hastalarinin ve saglikli vericilerin ¢evresel kan ve aferez
iriinlerindeki ALDH, CD34 ifadesi benzerdi. Her iki hasta grubunda da nétrofil,
trombosit engrafmani ile CD34(+)ALDHbr hiicre populasyonu arasinda korelasyon
gosterilemedi. Sonug olarak, ALDHbr hiicre sayis1 ile engrafman iliskisinin net olarak
ortaya konulamamasi nedeni ile rutin deneyimde kullanimi, yeni ¢aligmalar yapilincaya

kadar gereksiz goziikmektedir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Hematopoietik kok hiicre nakli, Aldehit Dehidrojenaz,

Engrafman
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SUMMARY

Stem cell transplantation, is the only curative treatment option for the malign and
benign hematological diseases. Mobilized peripheral blood after granulocyte colony
stimulating factor, is the mostly preffered stem cell source. Determination and
collection of CD34(+) hematopoietic stem cells(HSC) by flow cytometry is the routine
method used in transplantation units. Aldehyde dehydrogenase, a functional marker,
which is widely exspressed in the early hematopoietic progenitors can also be used for
identification of HSC. We aimed to asess the expression of ALDH, CD90 and CD38
markers in addition to CD34 in the mobilized peripheral blood samples and apheresis
products to identify HSC. We also planned to determine the correlation between
neutrophil, platelet engraftment and CD34(+)ALDHbr cell numbers infused. We
included 19 autologus stem cell transplantation patients with different diagnosis and 6
healthy donors for allogeneic stem cell transplantation. CD34ALDHbr cell percentage in
the apheresis products of autologus and allogeneic transplantation patients were 0.78%
and 0.49% respectively. CD34(+) and ALDHbr cell numbers were correlated in the
peripheral blood and apheresis products (r=0.651, p<0.001, r=0.710, p<0.001). There
was no difference in the peripheral blood and apheresis products, between the autologus
transplantation group and healthy donors, according to ALDH, CD34 expression.
Neutrophil and platelet engraftment was not correlated with CD34(+)ALDHbr cell
numbers. In conclusion, as we could not show a relationship betweeen ALDHbr cell
number and engraftment, it seems useless to determine ALDHbr cells in apheresis

products.

KEY WORDS: Hematopoietic stem cell transplantation, Aldehyde dehydrogenase,

engraftment.
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