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1.GİRİŞ 

 

Kök hücre nakli çeşitli malign ve non-malign hematolojik hastalıkların 

tedavisinde kür sağlayan bir yöntem olarak kabul edilir (1-3). Kök hücre kaynağı 

olarak daha hızlı engrafman ve işleme bağlı risklerin daha az olması nedeniyle 

günümüzde periferik kana mobilize olan hücreler kullanılmaktadır (4-6). Kök 

hücreler periferik kana 3-4 günlük bir süre mobilize olmaktadır ve hastaların %10-

20’sinde bu mobilizasyon olamamaktadır. Periferik kana kök hücrelerin ne zaman 

mobilize olduğunu saptamak halen sorun olarak sürmektedir.  

Bugün için hematopoetik kök hücrelerin periferik kana mobilizasyonunu 

saptamada tercih edilen ve standart yöntem haline gelen akım sitometri ile CD34 

analizidir. CD34 analizi engrafman potansiyelini değerlendirmede de değerli bir 

araçtır. (7,8).  İnsan kök hücreleri genel olarak CD34 gibi yüzey belirteçlerinin 

ekspresyonu ile karakterizedir fakat hematopoetik kök hücrelerin tümü CD34 

eksprese etmez (19,20). Ayrıca hematopoetik kök hücreleri sadece yüzey fenotipine 

dayanarak saflaştırmanın ilave bazı kısıtlılıkları vardır (9-12,19). Bu nedenle insan 

kök hücrelerini tamamen fenotipik hücre yüzey moleküllerine dayanmadan etkin 

olarak saptayan metodlara ihtiyaç vardır.  

Yüzey fenotipi kullanımına eşdeğer bir saflaştırma stratejisi ilkel hücrelerin 

hematopoetik gelişim süresince oksidatif hasardan korunmasıyla ilgili intraselüler 

enzim aktivitelerinin değerlendirilmesidir. Bu enzimlerden biri retinoid 

metabolizması ve hematopoetik kök hücrelerin siklofosfamid gibi alkilleyici ajanlara 

direncinde rol oynayan sitozolik aldehid dehidrogenaz (ALDH)’dır. ALDH’nın 

hematopoetik progenitör hücrelerde pozitif, matür hücrelerde negatif olduğu açık 

olarak gösterilmiştir (13,14,22). Periferik kan ALDH+ hücre miktarının kök 

hücrelerin periferik kana mobilizasyonunu göstermede kullanılabileceği ileri 

sürülmüştür. ALDH için aynı zamanda CD34- uzun süreli engrafmandan sorumlu 

daha ilkel hücreleri saptadığı ve kök hücre miktarını belirlemede kullanımının daha 

iyi olabileceği belirtilmiştir (15-18,23). 

Çalışmamızda 1) ALDH+ hücre miktarının kök hücrelerin periferik kana 

mobilizasyonunu saptamada kullanılabilirliğini, 2) ALDH+ hücre miktarının kök 

hücre nakli yapılan hastalarda engrafmanla ilişkisini araştırdık.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. HEMATOPOETİK KÖK HÜCRELER 

2.1.1. Tarihçe  

Erişkinlerdeki tüm kan elemanlarının ortak bir ana hücreden kaynaklandığı 

görüşü ilk kez 1909’da Maximov(25) ve bu ana hücrenin hastalıklardaki rolü 

1916’da Danchakoff (24)  tarafından ortaya atılmıştır. Maximow (25); morfolojik 

görünümü lenfosite benzeyen, çoğalma ve farklılaşmasını sağlayan mikroekolojik 

nişler aracılığıyla kana geçme yeteneği olan hematopoetik bir kök hücre varolduğunu 

ileri sürmüştür. 

Till ve McCulloch(26) irradiye edilmiş farelere singeneik türde kemik iliği 

verildiği zaman fare dalakları üzerinde oluşan kolonileri tanımlayarak kök hücre ve 

progenitör hücrelerin olgun kan hücre üretimi sağladıklarını deneysel olarak 

ispatlamışlardır. Kemik iliği hücrelerinin transplantasyon ve miyeloablasyon 

yapılmış alıcılarda hematopoezi yeniden sağlama kapasitesi hematopoetik kök hücre 

(HKH)’lerin in vivo ölçümünü sağlamıştır.  

Pluznik (27) ve Bradley (28) kemik iliği hücrelerini saymak ve tanımlamak 

için yöntemler geliştirmişlerdir. Son dönemde kullanılmaya başlanan yeni yöntemler; 

kök hücrelerin, ortak miyeloid ve lenfoid progenitörlerin, serilere özgü 

progenitörlerin saflaştırılmasını sağlamış, böylece hücre ve kan hücre gelişiminin 

moleküler biyolojisini anlamada büyük gelişmeler kaydedilmiştir (29-32). 

2.1.2. Tanım 

 Kök hücreler; bölünerek kendini yenileyen, sayılarını devamlı sabit tutan ve 

kan, karaciğer, ve kas gibi özelleşmiş görev yapan organları oluşturabilen farklılaşma 

yeteneğindeki hücrelerdir. Totipotent, pluripotent ve unipotent kök hücreler olarak 3 

grupta incelenirler: 

Totipotent Kök Hücreler: Sınırsız farklılaşma ve farklı yönlere gidebilme 

özelliğindeki kök hücrelerdir.  Embriyo, embriyo sonrası tüm doku ve organlar ile 

embriyo dışı membranların ve organların kaynağını oluşturan kök hücre türleri 

olarak tanımlanırlar. 



3 

 

Pluripotent Kök Hücreler: Organizmadaki birçok dokunun oluşmasına 

kaynak oluşturan kök hücrelerdir. 

Unipotent Kök Hücreler: Tek bir yönde farklılaşmak üzere programlanmış 

hücrelerdir. 

HKH’ler;  kemik iliğinde, göbek kordonu kanında ve periferik kanda bulunan, 

erişkinde özel yöntemlerle ve belli büyüme faktörlerinin yardımı ile çoğaltılabilen ve 

kan hücrelerine dönüşebilen kök hücrelerdir (33). 

 

 

Şekil 2.1. Hematopoetik kök hücrelerden proliferasyon ve farklılaşma ile tüm 

                       tiplerde olgun kan hücresi üretimi. 

 

İnsanlar dahil tüm memelilerdeki kök hücrelerin toplam sayısının 2x104 

olduğu tahmin edilmektedir (34). Bu hücrelerin sadece küçük bir kısmı siklusa girer 

ve günlük 4x1011olgun kan hücresi üretimini sağlar. Öldürücü dozda irradiye edilmiş 

hayvanlarda retroviral belirteçler kullanılarak yapılan çalışmalar HKH’lerin 

intravenöz transplantasyon sonrası kanda görülme zamanlarına göre kısa süreli ve 

uzun süreli yeniden çoğalan hücreler olarak ayrıldığını göstermiştir (35). Fakat çeşitli 

deneysel yaklaşımlar ile HKH’lerin çok daha heterojen bir grup olduğu saptanmıştır 

(36,37).  
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2.2. HEMATOPOETİK KÖK HÜCRE KAYNAKLARI 

 HKH’ler; kemik iliği, periferik kan, embriyo, göbek kordonu kanı ve kök 

hücrelerin in vitro çoğaltılmalarıyla elde edilebilir.  

2.2.1.Kemik İliği 

Hem allogeneik hem otolog kök hücre nakli için geleneksel olarak kullanılan 

HKH kaynağıdır. Kemik iliği toplama tekniği relatif olarak rutin hale gelmiştir. 

Genellikle posterior iliak krestten genel anestezi altında toplanır. Daha önce pelvise 

radyasyon alan hastalarda bu bölgeden yeterli kemik iliği elde edilemeyebilir ve 

alternatif HKH kaynakları gerekir. Kemik iliği damardan zengin bir organ 

olduğundan toplanan kemik iliği miktarına bağlı olarak önemli ölçüde kan kaybı 

oluşabilir.   

2.2.2.Periferik Kan 

HKH’ler periferik kanda düşük düzeyde bulunur. Hematopoetik büyüme 

faktörlerinin uygulanması ya da sitotoksik kemoterapi sonrası iyileşme döneminde 

dolaşan kök hücrelerde ≥1000 kat artış olduğunun gözlemlenmesi bu alanda önemli 

gelişme sağlamıştır.   

Periferik kan kök hücreleri CD34+/CD38- Thy-1+’dir ve miyeloid veya 

lenfoid serilere özgü belirteçleri eksprese etmezler (Lin-) (34). Ne fenotipik ne de 

immünolojik olarak kemik iliği kaynaklı kök hücrelere benzemezler. Hareketli 

periferik kan kök hücrelerinin S fazında daha az hücreleri vardır ve metabolik olarak 

daha az aktiftirler (40).  

HKH kaynağı olarak periferik kan kullanılması durumunda; kemoterapi, 

çeşitli hematopoetik büyüme faktörleri ve bazı kemokin reseptör inhibitörlerini 

içeren çeşitli uyarılarla kana mobilize olan ve periferik kan progenitör hücreleri 

olarak adlandırılan hücreler aferez yoluyla kandan kolayca toplanır (41,42). Toplama 

işlemi her biri yaklaşık 4 saat süren günlük lökoferezlerle yapılır. Alınan kan 

lökositleri ayırmak amacıyla santrifüj edilir. Eritrosit ve trombositler ise işlem 

sırasında hastaya ya da donöre geri verilir. HKH’leri içeren lökosit kısmı toplanır ve 

otolog nakil planlanıyorsa transfüzyona kadar -196 oC sıvı azotta saklanır (43).  

Kemik iliği greftleriyle kıyaslandığında periferik kan kök hücrelerinin çeşitli 

avantaj ve dezavantajları vardır. 
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Periferik Kan Kök Hücre Transplantasyonunun Avantajları: 

1) Toplanması hastaneye yatmayı veya genel anesteziye maruz kalmayı 

gerektirmez. 

2) Miyeloablatif tedaviden sonra daha kısa süreli sitopeni olur. 

3) Malign hücre içerme olasılığı daha azdır  (44). 

Periferik Kan Kök Hücre Transplantasyonunun Dezavantajları: 

1) Damar yolu gereksinimi 

2) Hematopoetik kök hücrenin mobilizasyonu için çeşitli faktörlere ihtiyaç 

duyulması 

3) Sitokin tedavisinin yan etkileri 

4) Hematopoietik kök hücre mobilizasyonunun her zaman başarılı olmaması 

5) İmmün sistemdeki lökositlerin aktif hale gelebilmesi 

6) Alıcıda kronik graft versus host hastalığı (GVHD) olasılığının artmasıdır 

(46). 

2.2.3. Kordon Kanı 

 HKH’ler doğum sonrası plasentadan direkt olarak sağlanan göbek kordonu 

kanından da elde edilebilir. Kordon kanı, kemik iliği ve periferik kana kıyasla kök 

hücrelerden zengindir. Ayrıca kordon kanı kök hücreleri relatif olark immatür 

olduklarından immünolojik bariyerleri daha kolay geçebilirler. İnfüze edilen 

hücrelerin sayısı, doğası ve alıcının ölçüsüne göre değişmekle birlikte kordon kanı 

ürünü infüzyonu sonrası geç de olsa hematolojik engrafman ve immünolojik iyileşme 

gerçekleşir. Plasental kanın kaynağı ve altta yatan hastalığın doğasına göre değişen 

uzun süreli survi de sağlanmıştır. 

Günümüzde kordon kanı, toplanabilen hücre sayısının azlığı nedeniyle 

sıklıkla çocuk ve genç erişkinlerle kullanılmaktadır. Ancak ikili ya da üçlü kordon 

kanı kullanımı ile daha ileri yaş hastalıklarda kullanımı artmıştır. Kordon kanı 

alıcısına verilen CD34+ hücre miktarı yaklaşık olarak allogeneik kemik iliği alıcısına 

verilen miktarn 1/10’udur. Bu durum kordon kanı hücrelerinin infüzyon öncesi ex 

vivo olarak arttırılmasını cazip bir düşünce haline getirmiştir. Kordon kanı 

kullanılması durumunda GVHD insidansı ve şiddeti kemik iliği kullanımına göre 
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daha azdır. HLA uyumlu ya da akraba dışı donör bulunamaması durumunda 

alternatif kaynak sağlar.  

2.2.4. Embriyonik Kök Hücreler 

İnsan embriyonik kök hücreleri (blastosistler); murin kemik iliği ya da yolk 

kesesi endotelial hücre serileri ve fetal sığır serumu ile kültüre edildiğinde CD34+ 

hematopoetik öncül hücrelere farklılaşabilir. Bu hematopoetik öncül hücreler yarı 

katı ortamda hematopoetik büyüme faktörleriyle kültüre edildiğinde tipik miyeloid, 

eritroid ve megakaryosit kolonileri oluştururlar.  Oluşan bu embriyonik kök hücreler 

de transplantasyon için diğer bir HKH kaynağı oluşturur. 

2.3. HEMATOPOETİK   KÖK  HÜCRE NAKLİ  

 Bildirilen ilk kemik iliği nakli; 1939 yılında, altına bağlı aplazi gelişen bir 

hastaya kan grup antijenleri aynı olan erkek kardeşten alınan kemik iliğinin 

intravenöz olarak verilmesi şeklinde uygulanmıştır. Transplantasyon başarısızlıkla 

sonuçlanmış ve hasta 5 gün sonra kaybedilmiştir (46). 1950’li yılların başlarında 

laboratuar deneyleri ile kemik iliği hücrelerinin intravenöz uygulanmasının 

hayvanları öldürücü dozda radyasyondan koruduğu gösterilmiştir (47). Bin dokuz 

yüz elliler sonu 1960’lar başında son dönem hematolojik malignitesi olan bazı 

hastalarda başarısız sonuçlar elde edilmesine rağmen en azından geçici engrafman 

sağlanabilmiştir (48). Kalıcı engrafman ilk kez 1965’te radyasyon ve kemoterapi alan 

akut lenfoblastik lösemili (ALL) bir hastaya 6 farklı donörden elde edilen intravenöz 

kemik iliği infüzyonu sonrası bildirilmiştir. Maalesef hasta 20 ay sonra rekürren 

lösemi nedeniyle kaybedilmiştir (49).  

 1960’larda HLA sisteminin keşfi ve doku uyumuluğunu saptama 

metodlarının gelişimi kemik iliği naklinde yeni bir dönem başlatmıştır. İlk başarılı 

kemik iliği nakilleri 1968’de şiddetli kombine immün yetmezliği ve Wiskott-Aldrich 

sendromu olan çocuklara uygulanmıştır (50,51). Bin dokuz yüz yetmiş yedi ve 

1980’de ilk başarılı akraba dışı nakiller bildirilmiştir (52,53).  

 Akut ve kronik lösemiler, non-Hodgkin lenfoma (NHL), Hodgkin lenfoma 

(HL), miyelodisplastik sendrom (MDS), multipl miyelom (MM) , miyeloproliferatif 

hastalıklar, testis tümörü ve nöroblastom gibi seçilmiş solid tümörler, aplastik anemi 
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ve amiloidoz hematopoetik kök hücre nakli ile başarılı biçimde tedavi edilen başlıca 

hastalıklardır.   

2.3.1. Otolog Hematopoetik Kök Hücre Nakli 

 Kemik iliği ya da sitokinle mobilize periferik kanın kurtarma tedavisi olarak 

verilmesi hastaya daha yüksek doz radyasyon ve kemoterapi verilmesine olanak 

sağlar. Hastalığın etkili kontrolü başlıca yüksek doz kemoterapi ve/veya radyasyon 

etkisiyledir. İlaç direncini yenmek ve tümör hücresini öldürücü etkiyi 

iyileştirebilmek amacıyla ilaçlar tolere edilen maksimum dozda verilir. Otoimmün 

hastalıklarda immün sistemi düzenler. Otolog nakli takiben ortaya çıkabilecek 

başlıca problemler bulantı, kusma, alopesi, infeksiyon, kanama, mukozit ve 

infertilitedir. Kemik iliği ile % 8-10 olan nakil ilişkili mortalite mobilize periferik 

kan progenitör hücrelerinin kullanımıyla çoğu merkezde % 1-3’e kadar düşmüştür. 

2.3.2. Allogeneik Hematopoetik Kök Hücre Nakli 

 Allogeneik hematopoeitik kök hücre nakli seçimi altta yatan hastalığın tipi, 

prognozu, remisyon durumu, hastanın performans durumu ve uygun donör varlığına 

göre yapılır. HLA uyumlu akraba ya da akraba dışı donörler kullanılabilir. 

Allogeneik naklin yararlı etkileri hazırlama rejimi, daha da önemlisi graft versus 

tümör etkisine bağlıdır. Genetik/metabolik hastalıklarda düzelme sağlar. 

Miyeloablatif ya da non-miyeloablatif şekillerde uygulanır.  Sonucu etkileyen 

faktörler; nakil anında hastalığın durumu, donör tipi, hasta yaşı ve varolan komorbid 

durumlardır. Mukozit, kanama, infeksiyonlar, akut GVHD, venookluziv hastalık, 

pulmoner komplikasyonlar erken dönemde; relaps, kronik GVHD, infertilite, 

büyüme gelişme geriliği, sekonder maligniteler ise geç dönemde ortaya çıkabilecek 

komplikasyonlardır (54).  

2.4. KÖK HÜCRE MOBİLİZASYONU 

Kemoterapi ya da sitokin tedavisini takiben hematopoetik kök ve progenitör 

hücrelerin periferik kana çıkmasına mobilizasyon denir. Kök hücre mobilizasyonuna 

giden yol; HKH’lerin fare, köpek ve maymunların periferik kanında varlığını bildiren 

birkaç raporun yayınlanması ile 1960’larda başlamıştır. Takiben düşük düzeyde 

progenitörlerin kararlı durum homeostazı sırasında insan dolaşımında da bulunduğu 

bildirilmiştir (55). 
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Hematopoez sürecinde hematopoetik progenitör hücreler ve pluripotent kök 

hücrelerin büyük çoğunluğu kemik iliğinde yerleşmiş olmasına karşın, daha az 

sayıda ve sabit bir yoğunlukta devamlı olarak periferik kanda da bulunurlar (56). 

Normal koşullarda kemik iliğindeki hücrelerin sadece % 1-3’ü CD34 eksprese eder. 

Periferik dolaşımında ise bu hücreler sadece % 0.01 - 0.1 oranında bulunur. (57).    

Mobilizasyon işlemi yaralanma ve inflamasyon sırasında oluşan stres 

sinyallerine yanıt olarak kemik iliği deposundan kök hücre ve progenitörlerin 

salınımının artması şeklindeki fizyolojik yanıtı taklit eder.  

Günümüzde kök ve progenitör hücrelerin tercih edilen ve temel kaynağı  

mobilize hücrelerdir çünkü kemik iliği hücrelerine kıyasla engrafman daha hızlı olur 

ve işleme bağlı riskler daha azdır.  

Kök hücre mobilizasyonu mezenkimal stromal ve hematopoetik hücreler 

arasındaki fizyolojik etkileşimin bozulmasını gerektirir. Mobilizasyon işlemi; 

nötrofil ve osteoklastların, kemoterapi ve granülosit koloni stimule edici faktör (G-

CSF) gibi sitokinlerle tekrarlayan stimulasyonu sonucu oluşan aktivasyonu 

tarafından başlatılır. Membrana bağlı kök hücre faktörü (SCF) salınımı, progenitör 

hücre çoğalması, adezyon moleküllerinin aktivasyon ve/veya degradasyonu olur. 

Mobilizasyon protokolleri başlangıçta sadece kemoterapiye dayalıyken 

sonraki yıllarda  G-CSF keşfedilmiş ve bugün için standart mobilize edici ajan olarak 

mobilizasyon protokolleri içinde yer almaya başlamıştır.  

2.4.1. Kemoterapi ile Kök Hücre Mobilizasyonu 

 Kemik iliği ve dolaşan kök hücre havuzu arasındaki dinamik denge 

kemoterapi uygulaması ile belirgin olarak bozulabilir (58). Kemoterapi sonrası 

sitopeni dönemini lökosit ve daha ön planda periferik kan progenitör hücrelerin 

rebound artışı izler. Bu dönemde periferik kan progenitör hücre yoğunluğu bazal 

değerlerin 20-25 katına ulaşabilir (59). Tek başına siklofosfamid (3-7 gr/m2)  kök 

hücre üzerine önemli toksisitesi olmaması nedeniyle uygun bir mobilizasyon ajanı 

olarak kullanılmıştır (60-62). Mobilizasyon etkinliği için en önemli faktör en az 

birkaç gün 4. derece nötropeniye yol açan miyelosupresyondur (62). Mobilizasyon 

amaçlı uygulanan kemoterapinin kök hücrelerin periferik kana geçişini sağlamak 

yanı sıra maligniteyi tedavi etmek ve tümörün kemoterapiye duyarlılığını test etmek 

gibi rolleri de vardır (59). Tek başına siklofosfamidin anti-tümör etkisi sınırlı 
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olduğundan hastalığa özgü farklı kombinasyon kemoterapi rejimleri de mobilizasyon 

amaçlı kullanılmıştır. Tek başına kemoterapi ile kök hücre mobilizasyonu; diğer 

alternatiflere göre daha sınırlı mobilizasyon etkinliği, sitopeniye bağlı infeksiyon ve 

kanama riskleri ve düzelme dönemini belirlemede zorluk nedeniyle günümüzde 

nadiren kullanılır. 

2.4.2. Sitokinler ile Kök Hücre Mobilizasyonu 

 Hematopoetik sitokinler periferik kanda dolaşan HKH yoğunluğunu geçici 

olarak arttıran etkin ajanlardır. Hematopoez üzerine değişik basamaklarda farklı 

etkilere sahip hematopoetik sitokinlerin (G-CSF, GM-CSF, SCF, flt-3 ligand, 

trombopoetin, IL-1, IL-3, IL-8 vb)  kemik iliğinden periferik kana HKH 

mobilizasyonunda değişik derecelerde etkili oldukları gösterilmiştir (63). Bu 

sitokinlerden, G-CSF ve GM-CSF maligniteli hastalarda otolog transplantasyon ve 

sağlıklı donörlerde allogeneik transplantasyon alanında periferik kan HKH düzeyini 

arttırmada daha etkin ve daha emniyetli olmaları nedeniyle yaygın olarak 

kullanılmışlardır. G-CSF (5µg/kg/gün) mobilizasyon etkinliği açısından GM-

CSF’den üstündür ve günümüzde var olan mobilize edici ajanların en güvenilir 

olanıdır (62). Daha yüksek dozlarda (10 µg/kg/gün) daha etkin mobilizasyon 

sağladığı gösterilmiştir. Günlük dozun ikiye bölünerek verilmesinin mobilizasyonu 

arttırabileceğini gösteren bulgular da vardır.  

 Günümüzde standart kullanılan doz 10 µg/kg/gün olup G-CSF’nin verildiği 

4.günden itibaren periferik kana kök hücre mobilizasyonu olmakta ve 4, 5, 6, 7.gün 

kök hücreler periferik kandan toplanabilmektedir. 

 G-CSF uygulaması sırasında en sık görülen yan etkiler baş ağrısı ve kemik 

ağrısıdır (%80). Daha az sıklıkla halsizlik (%20), bulantı (%10), nörolojik (%6), grip 

benzeri (%5) ve kardiyovasküler (%2) semptomlar görülür (64,65). G-CSF 

kesilmesini gerektiren ciddi yan etkiler çok nadirdir. Akut ciddi yan etki olarak, 

splenik rüptür ve kapiller sızıntı sendromu bildirilmiştir (66,67).  

Diğer sitokinler ise özellikle G-CSF ile birlikte mobilizasyon etkinliğini 

arttırıcı özellikleri açısından çeşitli araştırmalarda değerlendirilmektedir. 
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2.4.3. Kemoterapi ve Sitokinlerle Kök Hücre Mobilizasyonu 

 Otolog transplantasyonda hematopoetik sitokin veya sitokin 

kombinasyonlarının altta yatan hastalığa özgü kemoterapi protokolleriyle birlikte 

uygulanması, tek başına sitokin veya kemoterapiye göre mobilizasyon etkinliğini 

belirgin olarak arttırır. Günümüzde en sık kullanılan mobilizasyon şeklidir (59,68).  

 İlk uygulamalarda etkin bir mobilize edici kemoterapi ajanı olarak 

siklofosfamid (4-7 gr/m2) kullanılmasına karşın, tek başına anti-tümör aktivitesi 

düşüktür. Bu nedenle günümüzde, altta yatan hastalığa etkili ve mobilizasyon 

etkinliği de yüksek kombine kemoterapi protokolleri sitokinler ile birlikte yaygın 

olarak kullanılmaktadır (62,63). Sitokin ile kemoterapi uygulamasında, 

kemoterapinin mobilizasyon etkinliği yanı sıra, tümör yükünü ve tümör hücre 

mobilizasyonunu azaltıcı, kemosensitiviteyi test edici önemli fonksiyonel özellikler 

de vardır.   

 Kemoterapiyi takiben 5µg/kg/gün dozunda G-CSF başlanması ve beyaz küre 

sayısı düşüp sonra artarken beyaz küre sayısının >1000 olması kök hücre 

mobilizasyonunun başladığı zamanı gösterir. Periferik kandaki CD34+ hücre miktarı 

bakılarak uygunsa kök hücre toplamaya başlanır. Periferik kandaki beyaz küre 

sayısının 1000’den 5000-6000’lere sıçramasının olduğu hastalar genellikle kök 

hücrenin iyi mobilize olduğu hastalardır. 

 Kemoterapi ile birlikte uygulanan G-CSF dozundaki artış, sitokinlerin tek 

başına uygulamasında olduğu gibi mobilizasyon etkinliğini arttırır. G-CSF dozu yanı 

sıra uygulanan kemoterapi dozu da mobilizasyon etkinliğinde önemli olabilir. 

 Kemoterapi ve sitokin ile mobilizasyonun hastaneye yatış gerektirmesi, aplazi 

döneminde gelişen infeksiyöz komplikasyonlar, antibiyotik kullanımı ve transfüzyon 

gereksinimi gibi olumsuz yönleri de vardır (69). Ayrıca uygulama süresi sitokinlere 

göre anlamlı olarak daha uzundur ve afereze başlamak için kesin bir planlama 

yapılamaz (51). 

2.4.4. Yeni Ajanlar ile Kök Hücre Mobilizasyonu 

 G-CSF’nin uzun etkili varyantları (pegfilgrastim) ve eritropoetin 

(darbepoetin) mobilize edici ajanlar olarak klinik çalışmalarda kullanılmaktadır. Yarı 

ömürlerinin uzun olması, hastaya rahatlık sağlama ve toplama zamanının daha esnek 

olabilmesi gibi yararları vardır. 
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 AMD3100, CXCR4/SDF1a bağlanmasının geri dönüşümlü inhibitörüdür. 

CD34+ hücreleri periferik kana mobilize eder. SDF-1 ve CXCR4 arasındaki etkileşim 

kök hücrelerin homing ve göçünde önemlidir. AMD3100, G-CSF ile uyarılmış 

CD34+ hücre mobilizasyonunu ve aferezle toplanan CD34+ hücre sayısını önemli 

ölçüde arttırır. Tek doz AMD3100 (240 µg/kg) ya da 5 gün G-CSF rejimi sonrası 

aferezle toplanan CD34+ hücre miktarı kıyaslanabilir ölçülerdedir. Önemli 

toksisiteye rastlanmamıştır ve geç graft yetmezliği gözlenmemiştir. Otolog 

hematopoetik progenitör hücre mobilizasyonunda AMD3100 ile birlikte G-CSF 

kullanımı tek başına G-CSF’ye üstündür. Yeni CXCR4 agonisti moleküller (örneğin 

CTCE-0021) ile ilgili araştırmalar devam etmektedir (70). 

2.4.5. Kök Hücre Mobilizasyonunu Etkileyen Faktörler 

 Hemapoetik progenitör hücrelerin toplanabilmesini etkileyen faktörler donör 

ya da işlemle ilişkili olabilir. Donörle ilişkili faktörler; yaş, daha önce alınan 

kemoterapiler, mobilizasyon rejimi ve mobilizasyon zamanındaki tombosit sayısıdır. 

Daha önce yoğun tedavi alan, nitrozüre vb bazı ilaçları kullananlar ile HL, NHL ve 

prelösemik sendromlar türü hastalığı olanlarda mobilizasyon güç olur. Allogeneik 

donörler için ise mobilizasyonun güç olacağını gösteren böyle bir veri mevcut 

değildir (52). İşlemle ilişkili faktörler santral giriş yolu ve hücre ayıran aletlerdeki 

farklılıklardır. Ancak bugün için HKH toplamanın optimum olmasının temeli, donör 

ya da hasta periferik kanında günlük CD34+ hücre miktarını sayarak toplamaya 

başlama zamanına doğru karar verebilmektir (71-73).  

Yeterli toplamanın mevcut olan en iyi habercisi toplama sabahı kandaki 

mikrolitre (µl)’ye düşen CD34+ hücre sayısıdır (74,75). Bazı yazarlar tek aferezde en 

az 2-4x10 6 CD34+ hücre/kg toplamak için µl’de belli miktarda (8-20/µl) CD34+ 

hücre bulunduğunda toplamaya başlamayı tavsiye etmiştir (76).  

Geçmişte her merkez afereze başlamak için kendine ait sayıyla karar verirdi 

(77). Fakat bugün aynı teknolojiyi kullanan merkezlerin aynı sayıya ulaşmasını 

sağlayan ticari testler geliştirilmiştir. Daha da önemlisi tek platform teknolojisi ile 

akım sitometride elde edilen CD34+ hücre sayısını kullanarak afereze ne zaman 

başlanması ve kaç litre kan kullanılması gerektiğini tahmin etmede kullanılan bir 

formül mevcuttur (78). 
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2.5. ENGRAFMAN 

 Engrafman; hazırlık rejimini takip eden aplazi sonrası hücre serilerinin tekrar 

ortaya çıkarak tam kan tablosunun düzelmesi, verilen lenfohematopoetik hücrelerin 

konakçıda yerleşmesi olarak tanımlanır. Klinik çalışmalarda standardizasyon 

sağlanması amacıyla engrafman kriterleri konusunda genel bir görüş birliği 

oluşturulmuştur.  

Nötrofil Engrafmanı: Ardışık 3 gün boyunca desteksiz mutlak nötrofil 

sayısının >0.5x109/L olması veya 1x109/L olduğu ilk gün. 

Trombosit Engrafmanı: Ardışık 3 gün boyunca desteksiz trombositlerin 

>20x109/L olması veya >50x109/L olduğu ilk gün. 

Lenfoid Engrafman: İmmün yeniden yapılanma. 

2.5.1. Engrafmana Etki Eden Faktörler 

Hazırlık rejimi: Miyeloablatif olan rejimlerde olmayanlara ve indirgenmiş 

dozlara göre engrafman süresi belirgin olarak uzamaktadır.  

GVHD profilaksisi: Özellikle uzun süreli metotreksat kullanımına bağlı 

nötrofil engrafman süresinin uzadığı blinmektedir. 

Antimikrobiyal profilaksi: Kinolon profilaksisi altında engrafman 

hızlanırken trimetoprim-sulfametoksazol altında uzama göstermektedir. 

Kemik iliği stromal yapısı: Fibrozisli olgularda teorik olarak uzamış 

engrafman beklenirken yapılan çalışmalarda bu durum kanıtlanamamıştır. 

Kök hücre kaynağı: Periferik kök hücre ile kemik iliğine göre belirgin 

olarak daha hızlı nötrofil (2-6 gün daha kısa) ve trombosit (5-8 gün daha kısa) 

engrafmanı izlenmektedir.  

Kök hücre içeriği: CD34 miktarı arttıkça nötrofil ve trombosit engrafman 

süresi kısalmaktaır. 

Nakil sorası büyüme faktörü kullanımı: Nakil sonrası büyüme faktörü ile 

hematopoetik toparlanma hızlanmaktadır.  

Hipersplenizm: KML ve miyelofibrozisi olan masif splenomegalili olgularda 

engrafman uzamakla birlikte rutin splenektomi önerilmemektedir (79). 
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2.6. HEMATOPOETİK KÖK HÜCRELERİN TANIMLANMASI 

2.6.1. Hematopoetik Kök Hücrelerin İn Vivo Değerlendirilmesi 

 Miyeloablasyon yapılmış alıcılara transplantasyon sonrası tüm hematopoetik 

sistemi yeniden oluşturabilmesi HKH’lerin belireyici özelliğidir. Fare ve çeşitli insan 

olmayan primat türlerine uygulanan transplantasyonlar insan hematopoezi için 

değerli deneysel modellerdir. İnsan HKH engrafmanı, immündüşkün fare (örneğin 

NOD/SCID) ve fetal koyunlarlardaki ksenogeneik transplantasyon modelleriyle 

değerlendirilebilir. 

2.6.2.Hematopoetik Kök Hücre ve Progenitörlerin İn Vitro   

         Değerlendirilmesi 

Uzun Süreli Kültürler: Hematopoetik kültür testleri; çoğalma ve 

farklılaşmanın değişik evrelerindeki hematopoetik hücreleri saptamak ve bu 

hücrelerin hematopoetik dokular ve saflaştırılmış topluluklardaki sıklığını ölçmek 

için kullanılır. Kullanılan yöntemden bağımsız olarak, uzun süreli kültürlerin 

başlatılmasından 1-3 hafta sonra gelişen hücrelerin relatif olarak olgun hücreleri 

temsil ettiği düşünülürken daha sonraki noktalarda oluşan hücrelerin (örneğin 5-8 

hafta sonra) çok ilkel hücrelerden (uzun süreli kültür başlatan hücreler, LTC-IC) 

oluştuğu düşünülür. 

Koloni Testleri: Koloni oluşturan hücre (CFC) testleri multipotent ve tek 

seriye özgü progenitörleri ölçmekte kullanılır. En sık uygulanan işlem uygun sitokin 

kombinasyonlarıyla desteklenen yarı katı besin ortamına tek hücre süspansiyonunun 

yerleştirilmesidir. Daha immatür olan progenitörler daha geniş koloniler oluşturur ve 

kolonideki hücrelerin matürasyonu daha uzun zaman alır. Çeşitli hematopoetik hücre 

türlerinin özellikle ex vivo manipülasyonlar sonrası bölünme ve farklılaşma 

yeteneğini değerlendiren fonksiyonel testtir. Ek olarak, çeşitli ilaç ya da bileşiklerin 

insan hematopoetik hücreleri üzerine toksik etkisinin değerlendirilmesini sağlar. 

Fenotip ve İnsan Hematopoetik Kök Hücre İzolasyonu  

CD34:  CD34 antijeni; CD43, CD45RA, PSGL-1 ve CD164’ü içeren 

sialomüsin ailesinin bir üyesidir (20). CD34 proteininin moleküler ve biyokimyasal 
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analizi, bilinen herhangi bir proteinle sıra benzerliği bulunmayan yüksek oranda 

glikozile bir 115-120 kD monomerik yüzey proteini olduğunu düşündürür (80).  

 

Şekil 2.2. İnsan CD34 molekülü- Gangenahalli ve ark. (120 )’dan alınmıştır. 

 

İlkel insan hematopoetik hücreleri üzerinde tanımlanan ilk farklılaşma 

belirtecidir. Aynı zamanda insan HKH ve progenitörlerinin elde edilmesinde en sık 

kullanılan belirteçtir. Normal insan kemik iliğindeki çekirdekli hücrelerin yaklaşık 

%1-4’ünde, kararlı durumdaki insan periferik kan çekirdekli hücrelerinin <%0,1’inde 

eksprese edilir (81).  

CD34 antijeni evreye özgüdür ve hematopoetik farklılaşmanın erken 

evrelerindeki hücreleri tanımlar. Bu nedenle bu popülasyon ilkel pogenitörler ve 

uzun süreli yeniden yapılanma sağlayan kök hücreler yanı sıra miyelid, eritroid, 

megakaryositik ve lenfositik serilere ait progenitörleri de içerir (82-86). CD34+ 

hücrelerin sayımının kök hücrelerin mobilizasyon işlemi ve transplantasyon için 

kandan toplanmasında yararlı olduğu gösterilmiştir. Yüksek doz tedaviyi takiben 3 

serideki erken ya da geç engrafman ve kan hücrelerindeki iyileşmenin önceden 

tahmin edilmesinde de bilgi sağlamaktadır (85,86). 

Tüm serilerde klinik engrafman için gerekli en az CD34+ hücre sayısı henüz 

bilinmemektedir çünkü bu kök ve progenitör hücre alt gruplarının bileşimine göre 
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değişebilir. Fakat kilogram vücut ağırlığı başına 5-10 milyondan fazla CD34+ hücre 

içeren graftın hastaların büyük kısmında mutlak nötrofil sayısı ve trombositlerin 

erken düzelmesini sağladığı ve engrafman yetersizliği riskinin çok düşük olduğu 

bilinmektedir (82-87). 

CD34+ hücre sayımı klinik olarak yararlı olsa da nakil sonrası hematopoezi 

destekleyecek hücrelerin sıklık, canlılık ve hematopoetik potansiyelini her zaman 

tahmin ettirmez.  

 CD34 insan kök hücre belirteci olarak yaygın kullanılır ancak insan kordon 

kanı ve erişkin hematopoetik kaynaklarında, HKH ve lenfopoetik potansiyeli olan 

CD34- çok ilkel bir topluluğun varlığına ait deliller mevcuttur.  Bu CD34- hücreler in 

vivo ve in vitro olarak CD34+ HKH’ler de oluşturur. CD34- HKH fenotipi ilave 

olarak CD38 ve lineage spesifik hücre yüzey belirteçlerinin yokluğu ve CD133 

pozitif ekspresyonu ile karakterizedir (5). 

 Miyeloablatif tedavi sonrası hematopoezin yeniden sağlanması amacıyla 

periferik kan kök hücrelerinin daha sık kullanılması CD34+ hücrelerin tahmini için 

standart bir metod ihtiyacını doğurmuştur. Akım sitometri, mobilize periferik kanda 

progenitörlerin sayımı ve aferezle elde edilen ürünün engrafman potansiyelini 

değerlendirmede değerli bir araçtır (88,89). CD34+ hücreler için çeşitli sayım 

şekilleri önerilmiş ancak işlemler homojen olmadığından tartışmalı veriler elde 

edilmiştir (82,90).  

Kompleks yapısı nedeniyle CD34 antijenine karşı geliştirilen klonal 

antikorlar farklı sensitivite göstermektedir. Nöraminidaz ve proteaz enzimlerine 

sensitifliklerine göre CD34 antijeninin 3 farklı epitopu vardır. Klas I epitoplar 

nöraminidaz enzimine kısmen veya tamamen sensitiftir. Klas II epitoplar sadece 

glikoproteaz enzimine sensitiftir. Klas III epitoplar ise her iki enzimden de 

etkilenmez.  

Antikorun CD34 antijeninin hangi epitopuna karşı geliştirildiği ve hangi 

florokrom ile konjuge olduğu önemlidir. Ürün örneklerinde klas I antikorlarla 

yapılan CD34 hücre analizlerinde farklı neticeler elde edilirken, klas II ve III 

antikorlarla yapılan analizlerde benzer sonuçlar elde edilmiştir. Diğer yandan, 

fluoresein izotiosiyanat (FITC) ile konjuge CD34 epitoplarının düşük bağlanma 

gösterdiği saptanmıştır. Bu bilgiler ışığında CD34+  hücre analizinde CD34 
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molekülünün tüm glikolize varyantlarını ayırt eden klas II ve klas III antikorların ve 

pikoeritrin (PE) konjuge olanların kullanılması önerilir.  

Farklı tip CD34+ hücre analizlerinde CD45 antikorunun kullanım amacı; 

eritrosit, normoblast, trombosit ve debristen beyaz küreleri ayırmaktır. CD45 

antikorları olarak CD45’in tüm glukoformlarını saptayabilen pan CD45 antikorları 

kullanılmalıdır.  

CD34+ Hücre Sayımında Standardizasyon Gerektiren Parametreler  

1) Örnek alımı, laboratuara gönderilmesi ve çalışılması 

2) Kök hücre toplamaya başlanacak periferik kan CD34+ hücre sayısı 

3) Kullanılacak CD34 ve CD45 monoklonal antikor seçimi 

4) Canlılık değerlendirilmesi 

5) Hücrelerin ayrılması, lysing kullanımı ve sayılması 

6) Absolü sayı belirleme 

7) Ters pipetleme 

8) İzotopik kontrol kullanma 

9) Kapı alma stratejileri ve analiz  

Laboratuarlar Arası CD34 Analizinde Görülen Farklılıkların Kaynakları   

1) Seçilen monoklonal antikor 

2) Canlılığın değerelendirilmesi 

3) Beyaz küre sayımı ve dilüsyonda yapılan hatalar 

4) Parlak ve zayıf pozitif CD34+ hücreleri kapı almada farklılık 

5) Hesaplamada normoblastları elimine ederek düzeltmeme 

CD34+  Hücre Sayımında Kullanılan Akım Sitometri Protokolleri  

1) Milan-Mulhouse 

2) SIHON 

3) ProCOUNT 

4) ISHAGE (International Society for Hematotherapy and Graft Engineering) 

İlk tanımlanan protokol Milan protokolü olup, daha sonra tam kan ve lyse-no-

wash ile direkt immünfloresan-CD45 kullanılarak Mulhouse protokolü geliştirlmiştir. 

SIHON protokolünde ise lazer boya solüsyonu (nükleik asit boyası), anti CD14 ve 
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antiCD66e kullanılarak non-spesifik bağlanmanın elimine edilmesi ve daha uygun 

kapı alınması amaçlanmıştır. Daha sonra ISHAGE   protokolü tanımlanmıştır.  

ISHAGE protokolünde önemli olan ardışık kapı alma stratejisidir ve çok 

merkezli çalışmalarda en uyumlu sonuçlar elde edilmiştir. Anti-CD45-FITC ve anti-

CD34-PE içeren 2 tüp gereklidir. İzotop kontrolü gerekmez çünkü kapı alma 

stratejisiyle non-spesifik bağlanma elimine edilir. İlk dot plot grafikte CD45’e karşı 

side scatter (SSC) vardır ve tüm hücreler bu dot plot grafikte görülür. Zayıf ve parlak 

CD45 pozitif olan hücreler birlikte R1 kapısı alınır. Bu kapı ile eritrositler, debris ve 

plateletler elimine edilmiş olur. Takiben R1 kapı hücrelerinde CD34’e karşı SSC dot 

plot grafiği çizilir ve CD34+ hücre kapısını içine alan R2 kapısı alınır. Üçüncü dot 

plotta CD45’e karşılık SSC dot plotta R1 ve R2’deki kriterleri birlikte içeren hücreler 

izlenir. Buradan da düşük SSC ve düşük-orta CD45 floresans gösteren hücrelerde R3 

kapısı alınır. Dördüncü dot plot ise R1+R2+R3 hücrelerini içeren FSC’ye karşı SSC 

olup seçilen hücrelerin lenfosit bölgesinde olduğu belirlenir ve R4 kapısı bu 

hücrelerde alınır. Beşinci dot plotta CD45’e karşı CD34 olup kapı alınmadan tüm 

hücreler izlenir ve CD34+ hücrelerdeki düşük CD45 floresansının sınırı gözlenir. Son 

dot plotta ise forward scatter (FSC)’ye karşı side scatter (SSC) olup birinci dot plotta 

sadece lenfositlerin kapı alındığı R5’teki hücreler izlenir ve buraya R4 kapısının 

aynısı alınır ve böylece lenfositten daha küçük olan R4 kapısının dışına düşen parlak 

CD45 elimine edilir.  CD34 çalışması 2 tüpte yapılır ve ortalama CD34+  hücre sayısı 

kullanılır. İki tüpün değeri arasındaki fark %5’ten fazla ise test tekrarlanır. CD34+ 

hücre sayısı, CD45+ hücrelerdeki CD34+ hücrelerin yüzdesinin ürün tam kan sayım 

analizörlerinde çalışılarak saptanan beyaz küre sayısı ile çarpılarak bulunur. Beyaz 

küre sayımında normoblastlar ekarte edilerek sayım değeri alınmalıdır. 

ProCOUNT kitinde 3 floresan kanalı da kullanıldığından canlılık 

değerlendirme ya da CD34+ hücrelerin alt gruplarını belirleme mümkün değildir(78). 

HKH’ler Üzerinde Lineage Belirteçlerinin Yokluğu: HKH’leri içeren ilkel 

hematopoetik hücreler spesifik kan hücre tiplerinin terminal matürasyonu ile ilişkili 

çeşitli yüzey belirteçlerini eksprese etmezler. Bu nedenle çeşitli lineage 

belirteçlerinin eksprese edilmemesi çoğu hematopoetik hücre popülasyonundaki 

immatür hücreleri farklılaşmış hücrelerden ayırmada kullanılabilir. Lin- insan 

hücrelerini izole etmede sıklıkla kullanılan belirteçler glikoforin A, CD2, CD3, CD4, 
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CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD56 ve CD66b’dir. Lin- hücre seçimi 

seçilen belirteç kombinasyonuna göre HKH’lerde 20-500 kat zenginleşme sağlar.    

 Lin- ya da CD34+ hücrelerden zengin bir popülasyonda progenitör aktivitesi 

olan hücrelerin sıklığı relatif olarak düşüktür (<%20) ve LTC-IC ve HKH sıklığı 

daha da düşüktür (sırasıyla <%1 ve <%0.1). HKH’ler, progenitörler ve daha olgun 

hücreler diğer belirteçleri farklı eksprese etme özelliklerine göre ayrılabilir. HKH’ler 

ve ilkel progenitör hücreler üzerinde olmayan ya da sadece zayıf eksprese edilen 

fakat bazı lineage committed progenitör hücre tiplerinde yüksek oranda eksprese 

edilen diğer belirteçler CD33, CD71, HLA-DR ve CD45RA’dır. Kök hücre 

izolasyonu için diğer stratejiler Thy-1, c-Kit ya da CD133 gibi spesifik belirteçlerle 

kombine Lin- ve/veya CD34+  hücrelerin pozitif seleksiyonudur (94). 

2.6.3. Kök Hücre Tanımlama ve İzolasyonunda Yeni Belirteç ve     

          Metodlar 

Aldehid Dehidrogenaz (ALDH) 

 İnsan kök hücreleri genel olarak CD34 gibi yüzey belirteçlerinin ekspresyonu 

ile karakterizedir fakat yeniden çoğalan insan hematopoetik hücrelerinin tümü CD34 

eksprese etmez. Ayrıca hücre yüzey fenotipi hücre siklusu ilerledikçe ve ex vivo 

manipülasyonla değişebilir (96-98).  

 Hematopoetik hücreleri sadece yüzey fenotipine dayanarak saflaştırmanın 

bazı kısıtlılıkları vardır: 

 1) Hücre yüzey belirteçleri türler ve kök hücre kaynağına göre değişebilir.  

2) İnsan kök hücre fenotipi hücre siklusu ilerlemesi, ex vivo kültür ve in vivo 

transplantasyonla değişebilir.  

3) Transplante edilen kök hücrelerin fenotipi azalmış fonksiyonel aktiviteye 

rağmen sabit kalır.  

4) İnsan kök hücrelerinin hematopoetik belirteçlere dayanarak saflaştırılması 

kısıtlı gelişim potansiyeli olan hücreleri seçebilir ve dönüşümlü kök hücre ya da 

progenitör fonksiyon gösterenleri dışlayabilir.  

Bu nedenle insan kök hücrelerini tamamen fenotipik hücre yüzey 

moleküllerine dayanmadan etkin olarak izole eden metodlara ihtiyaç vardır. Umut 
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vaad eden yöntemlerden biri HKH’leri fenotipten ziyade korunmuş kök hücre 

fonksiyonuna göre izole etmektir.  

Yüzey fenotipi kullanımına eşdeğer bir saflaştırma stratejisi ilkel hücrelerin 

hematopoetik gelişim süresince oksidatif hasardan korunmasıyla ilgili intraselüler 

enzim aktivitelerinin değerlendirilmesidir. Bunlardan biri retinoid metabolizması ve 

HKH’lerin siklofosfamid gibi alkilleyici ajanlara direncinde rol oynayan sitozolik 

ALDH’dır.  

İnsan kordon kanından izole edilen, matür seri belirteçleri olmayan ve ALDH 

aktivitesi yüksek olan HKH’lerin ilkel hücre belirteçleri CD34 ve CD133’ü bol 

miktarda eksprese ettikleri gösterilmiştir. Klonojenik progenitör fonksiyon ve in vivo 

yeniden yapılandırma yeteneği ise sadece ALDH aktivitesi yüksek grupla sınırlı 

kalmış, ALDH aktivitesi düşük grupta saptanmamıştır (21). İnsan kordon kanında 

CD34+ kök ve progenitör hücre kompartmanlarını ayırmada ALDH aktivitesini ilk 

kullanan Storm ve arkadaşlarıdır. Farklı fonksiyonları olan insan hematopoetik kök 

ve progenitör hücrelerinin prospektif izolasyonunda floresan bir substratın 

(Aldefluor) ALDH aracılı metabolizması ve daha sonra akım sitometri uygulanması 

yararlıdır denmektedir (22).  

Aldefluor, kendisi ALDH’nın substratı olmayan bodipy-aminoasetaldehit 

dietil asetal (BAAA-DA) şeklindedir. BAAA-DA, dimetil sülfoksit (DMSO) içinde 

çözünür ve ALDH için floresan bir substrat olan bodipy-aminoasetaldehite (BAAA) 

dönüştürülmek için asite maruz bırakılır. BAAA yüksüzdür ve intakt canlı hücreleri 

plazma membranlarından serbestçe difüzyona uğrar. İntraselüler ALDH, BAAA’yı 

serbest difüzyona izin vermeyen negatif yükü nedeniyle hücre içinde biriken bodipy-

aminoasetata (BAA) dönüştürür. 
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Şekil 2.3. BAAA-DA, BAAA ve BAA’nın yapısı –   

                                  http://www.stemcell.com/technical/aldh.aspx   

               (16/08/2008)’den alınmıştır (98 ). 
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Aldefluor kiti içinde bulunan buffer BAA’nın hücrelerden dışarı çıkmasını 

engelleyen bir transport inhibitörü içerir. Sonuç olarak, yüksek miktarda ALDH 

eksprese eden hücrelerde BAA ve böylece floresans birikir. Bu floresans standart 

akım sitometri ile ölçülebilmektedir.  

BAAA’lı hücrelerin 10 kat daha fazla miktarda ALDH inhibitörü dietil amino 

benzaldehit (DEAB) ile inkübasyonu ALDHbr hücrelerin floresans yoğunluğunda 

önemli azalmayla sonuçlanır ve negatif kontrol olarak kullanılır. 

Mobilize periferik kan hücrelerindeki ALDH sıklığı %3.1±4.8 olarak 

bildirilmiştir. Kordon kanında ALDHbrSSClo hücre sıklığı ise yaklaşık %1 olarak 

bulunmuştur. Çeşitli çalışmalarda CD34 eksprese eden ALDHbrSSClo hücrelerin 

sıklığı kordon kanı ve mobilize periferik kan hücreleri arasında küçük farkla %73-95 

olarak bildirilmiştir. CD34 eksprese eden ALDHbrSSClo insan kemik iliği 

hücrelerinin sıklğı ise daha azdır (%49-59). ALDHbrSSClo kordon kanı ve kemik iliği 

hücrelerinin büyük çoğunluğu, ALDH’nın ilkel hematopoetik hücrelerde 

ekspresyonu ile uyumlu olarak, CD34+CD38-/lo fenotipindedir. CD34+CD38-/lo olan 

ALDHbrSSClo hücrelerin mobilize periferik kandaki sıklığı sadece %0.75±1.2 olarak 

bildirilmiştir. ALDHbrSSClo hücrelerin büyük kısmı ilkel hematopoetik hücrelerin 

diğer fenotipik özelliklerine de sahiptir (örneğin CD117 ve CD133). 

ALDHbrSSCloCD133+ hücreler çok ilkel multipotent kök hücreleri temsil edebilecek 

küçük bir CD133+CD34- hücre alt grubunu içerir.  

ALDHbr hücrelerin %63’ünde lineage antijenler azdır veya bulunmaz. Lin-

ALDHbrSSClo hücrelerin çoğu CD34+’tir. CD34-ALDHbrSSClo hücreler lineage 

antijen ekspresyonu açısından heterojendir.  ALDHbrCD34- hücrelerin çoğu lineage 

antijenleri eksprese eder fakat ALDHdim veya ALDH- hücrlerden çok daha düşük 

düzeydedir ve lineage pozitif hücrelere farklılaşmakta olan committed öncülleri 

temsil edebilir. Kordon kanındaki ALDHbrCD34-  hücrelerin %0.04’ten daha azı 

ölçülemeyen lineage antijen ekspresyonuna sahiptir ve kemik iliğindeki benzer 

ALDHbrCD34- grupların da CD38-/lo  olduğu bildirilmiştir.  

Genetik olarak immün yetmezliği olan NOD/SCID ve NOD/SCID/ß2 

mikroglobulin/knock out farelerde multilineage hücre engrafman yeteneği saptanan 

insan HKH’lerinin ALDHbrSSClo ve ALDHbrLin- alt gruplarda olduğu bulunmuştur.   
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İn vivo ve in vitro veriler ALDH aktivitesinin in vitro koloni oluşturma 

yeteneği olan committed progenitörler yanı sıra in vivo olarak farklı kinetik ve süreli 

olgun kan hücreleri oluşturabilen farklı insan HKH alt gruplarından zengin heterojen 

bir hücre topluluğunu tanımladığı gösterilmiştir.  

Fallon ve ark (23) otolog mobilize periferik kan kök hücre graftlarıyla verilen 

ALDHbrSSClo hücre sayısı ile nötrofil ve trombosit düzelmesine kadar geçen süre 

arasında korelasyon olduğunu göstermişlerdir. Bu sonuçlar ALDHbr hücre sayımının 

CD34+ hücre ölçümüne bir alternatif olabileceğini yani HKH’lerin fenotip yerine 

fonksiyonel özelliklere dayalı olarak tanımlanıp sayılabileceğini gösterir (99).   

CD133 hematopoetik, endoteliyal ve nöral epiteliyal serilerin ilkel insan 

progenitör hücreleri üzerinde eksprese edilen bir yüzey molekülüdür. Daha önce 

tanımlanan insan kök hücre yüzey antijenleri ile homoloji göstermez. İnsan HKH’leri 

fenotipik olarak daha kısıtlı hücrelere farklılaştıkça hızla azalır. İrradyasyon ve 

transplantasyon sonrası hematopoetik kök ve progenitör hücrelerin kemik iliği 

mikroçevresine göçünde rol oynayabilir.  

  ALDHhiCD133+Lin– grup başlıca CD34+ hücreler ve nadir CD34-CD38-

CD133+Lin- hücreden oluşan, NOD/SCID farelerde yeniden çoğalma potansiyeline 

sahip olduğu gösterilen ilkel bir HKH hücre grubunu içerir. ALDHhiCD133+Lin– 

hücreler hem kısa hem uzun dönemde yeniden çoğalan insan HKH’ler içerdiğini 

düşündürecek şekilde seri nakil sonrası alıcılarda engrafman göstermiştir (99). 

Daha önce ALDHbr hücrelerle yapılan tüm çalışmalarda SSCloALDHbr kordon 

kanı ve mobilize periferik kanın CD34+ ve CD34+CD38- hücrelerden zengin olduğu 

gösterilmiştir (94-96). Fakat CD34 ve ALDH ekprese eden hücreler arasında çakışma 

mevcuttur. ALDHbrCD34+ hücreler en ilkel hematopoetik progenitörlerden 

zengindir. Kısa süreli miyeloid progenitörler en bol ALDHbr CD34+ hücre grubunda 

bulunur. ALDH-CD34+ hücreler az miktarda ilkel progenitör ve kısa süreli miyeloid 

progenitör içerir. Kısa süreli kültürlerde ALDH-CD34+ hücrelerin ALDHbrCD34+ 

hücrelerden daha fazla daha fazla NK progenitörü içerdiği gösterilmiştir. Aynı in 

vitro koşullar altında ALDHbrCD34+ hücreler miyeloid nesiller oluştururken ALDH-

CD34+ daha çok lenfoid nesiller oluşturur.  

 ALDH ve CD34 ekspresyonu insan hematopoezinin gelişimsel aşamalarını 

ayırmada da kullanılabilir. En ilkel hematopoetik hücreler ALDH ve CD34 eksprese 
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eder. Erken miyeloid farklılaşma süresince CD34 ve ALDH ekspresyonu korunur. 

Lenfoid farklılaşma süresince ALDH ekspresyonu CD34 ekspresyonundan önce 

kaybolur. İnsan CD34- hücreler NOD/SCID farelerde direkt kemik iliğine enjekte 

edilmezlerse engrafman göstermezler. Kemik iliğinde en fazla yenilenme sağlayan 

hücreler hem CD34 hem ALDH eksprese edenlerdir.  ALDH- CD34+ hücreler uzun 

süreli NOD/SCID rekonstitüsyonda sadece sınırlı kapasiteye sahiptir ve sadece kısa 

süreli in vitro kültürlerde lenfoid potansiyelleri gösterilmiştir. Fakat bazılarının 

transplantasyon sonrası kısa süreli immüniteyi yeniden oluşturması mümkündür (22). 

 Kök hücrelerin lineage deplesyonunu takiben yüksek ALDH aktivitesine göre 

seçimi klinik uygulamaya çok uygundur ve klasik fenotipik izolasyona göre bazı 

avantajları vardır. Boyama ve seçim yöntemleri etkilidir, yüksek oranda 

tekrarlanabilir ve aşırı hücre manipülasyonu yapmadan klinik uygulamalara adapte 

edilebilir. Aldefluor substratı insan hücrelerine toksik değildir ve insan hücrelerinin 

yeniden çoğalma fonksiyonunu değiştirmez.  Deoksiribonükleik asit (DNA) arasına 

girmez ve işaretli hücrelerden etkili olarak temizlenme sağlayacak şekilde çoklu 

direnç pompası için bir substrattır. Sonuç olarak ALDH seleksiyonu DNA’ya 

bağlanan boyalarla seçime kıyasla relatif olarak daha güvenli gözükmektedir. 

Yüksek ALDH ekspresyonu çeşitli kök hücrelerin intrinsik bir özelliği olduğundan 

bu yöntemin modifiye edilmesi seriye sınırlı olabilen karakterize edilmemiş veya 

değişken hücre yüzey molekülleri kullanmadan kök hücreleri diğer dokulardan 

ayırmada standart bir yöntem sağlayabilir (21). 

 SSCloALDHbr hücreler BAAA boyası ve FACS analizi kullanılarak toplanan 

mobilize edilmiş periferik kan örneklerinde sayılabilir ve izole edilebilir. BAAA ile 

boyama yüksek oranda tekrarlanabilen basit bir işlemdir. BAAA’nın emisyon 

spektrumu diğer florokromlarla önemli ölçüde çakışmaz böylece çok parametreli 

FACS analizi ile ilave belirteçlerin kombinasyonuna izin verir. SSCloALDHbr 

hücreler ilkel hematopoetik hücrelerin fenotipik özellikler, kısa ve uzun süreli CFU 

oluşturma yeteneği, primer ve sekonder LTC’de yüksek prolifreasyon potansiyeli, 

multipl hematopoetik seriler oluşturma ve otolog periferik kök hücre nakli sonrası 

nötrofil ve trombosit engrafmanıyla korelasyon gibi birçok özelliğini taşır. 

BAAA’nın hücrenin canlılığını gösteren bir boya olması onu kriyoprezervasyon 

uygulanan hücrelerin ve canlılığı bozulmuş diğer örneklerin boyanmasında da yararlı 
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kılar. CD34’e dayalı yöntemler canlı ve cansız hücreleri ayıramaz (139). BAAA 

boyası hem lineage negatif CD34+ hücreleri hem de CD34- hücreleri kapsar. 

SSCloALDHbr popülasyonun bir alt grubu olan lineage negatif CD34- hücrelerin 

biyolojik önemi halen bilinmememekle birlikte yeni tanımlanan CD34- ilkel HKH ve 

lenfoid prekürsörleri içerebilir (103,104).  

BAAA boyama ve akım sitometrik hücre tiplendirme hematopoetik hücre 

sayımına ilave olarak SSCloALDHbr hücrelerin izolasyonunda da yararlı olabilir. 

Lökoferezle toplanan örneğin HKH ve progenitörlerden zenginleştirilmesi klinik 

yararlar sağlayabilir. Transplant örneğinin hacminin azaltılması kök hüce nakli 

sırasında büyük hacimli sıvı ve DMSO infüzyonunun toksisitesini en aza indirebilir 

(105). SSCloALDHbr hücrelerin izolasyonu tümör hücreleriyle kontaminasyonun 

temizlenmesinde yararlı olabilir (105-108).  SSCloALDHbr hücrelerin izolasyonu T 

hücre eksiltme tekniği olarak da yararlı olabilir (107,108). Bu yöntem kullanılarak 

yapılan T hücre eksiltme otoimmün hastalıklardaki otoreaktif T hücrelerin ortadan 

kaldırılmasında da yararlı olabilir. SSCloALDHbr hematopoetik hücrelerin izolasyonu 

gen tedavisi ve kök hücrelerin ex vivo ekspansiyonunda da kullanılabilir (106-107). 

Son olarak, birçok dokudaki kök hücreler yüksek miktarda ALDH eksprese 

edebileceğinden SSCloALDHbr hücrelerin tanımlanması hematopoetik sistem 

dışındaki barsak, karaciğer ya da deri gibi diğer dokulardan kök hücrelerin izole 

edilmesinde yararlı bir yöntem olabilir (113-116).  

Side Population (SP) Fenotipi: Fenotipik ve fonksiyonel değerlendirmeler 

ilkel hematopoetik hücrelerin rhodamine-123 ve Hoechst 33342 gibi floresan 

mitokondriyal ve DNA bağlayıcı boyaları dışarı pompalama yetenekleriyle 

tanımlanabileceğini göstermiştir. Tipik akım sitometrik profilleri nedeniyle Hoechstlo 

kök hücre topluluğu side population (SP) fenotip olarak adlandırılır. SP hücreler 

çeşitli hayvan türlerinin hematopoetik doklarında da tanımlanmıştır. SP fenotip non 

hematopoetik dokulardaki kök hücrelerin de özelliğidir. SP hücreler Lin-‘tir. SP 

fenotipi tümör hücrelerin çoklu ilaç direncinden de sorumlu olan membran 

trasporterlerinin yüksek oranda ekspresyonuna bağlanmıştır. İlkel hücrelerde birkaç 

çoklu ilaç taşıyıcı molekül eksprese edilmesine rağmen ABCG2 ya da BCRP1 

molekülünün SP hücrelerin Hoechst boyasını dışarı pompalayabilmesi için gerekli ve 
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yeterli olduğu gösterilmiştir. ABCG2 ekspresyonu ilkel hücrelerde en fazladır ve 

farklılaşma oldukça azalır. 

CD201 (EPCR): CD201(Endotelyal protein C reseptörü, EPCR), ilkel 

hematopoetik hücrelerde tanımlanan ilginç bir belirteçtir. Başlangıçta endotelyal 

hücrelerde tanımlanmıştır ve koagülasyon ve inflamasyonun düzenlenmesinde rol 

oynar. Protein ve aktive protein C doğal ligandlarıdır. Fare hematopoetik kök 

hücrelerinin izolasyonunda yararlı bir belirteç olabilir. İnsan CD201/EPCR gen 

ekspresyonu ilkel insan hematopoetk hücrelerinde de bulunmuştur ve insan HKH 

saflaştırılmasında yararlı olabilir (94).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Hasta Grubu 

Çalışma için ESOGÜTF etik kurulundan izin alınmış (2007/229) ve 

çalışmaya katılan hastalara gerekli açıklamalar yapılarak bilgilendirilmiş yazılı onay 

alınmıştır. 

Çalışma Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Hematoloji Bilim 

Dalı’nda prospektif olarak gerçekleştirildi. Çalışmaya kök hücre nakli uygulanması 

planlandığı için kök hücre toplama işlemi gerçekleştirilen 22’si erkek, 15’i kadın 

toplam 37 hasta dahil edildi (Kadın/Erkek oranı = 0,68). Yeterli mobilizasyon 

sağlanamayan hastalar çalışma dışı bırakıldı. Hastaların yaş ortalaması 45.62 ± 13.48 

yıldı. Primer tanılar multipl miyelom (n=15), Hodgkin lenfoma (n=8), non-Hodgkin 

lenfoma (n=5), akut miyeloid lösemi (n=4), akut lenfoblastik lösemi (n=2), kronik 

miyeloid lösemi (n=1), aplastik anemi (n=1) ve germ hücreli testis tümörü (n=1) 

şeklindeydi. Kök hücre nakli uygulanan hastaların 27’sine otolog, 7’sine allogeneik 

nakil yapıldı. Üç hastaya ise çalışmaya hasta alındığı süre içinde henüz nakil 

uygulanamamıştı. Yeterli hücre toplanamadığından 7 hastaya bir kezden fazla 

mobilizasyon yapıldı. Yapılan mobilizasyon sayısı toplam 46’ya ulaştı. Tek başına 

G-CSF ile mobilizasyon sayısı 28, siklofosfamid ve G-CSF kullanılarak yapılan 

mobilizasyon sayısı 18’di. G-CSF olarak tüm hastalarda filgrastim kullanıldı. 

Filgrastim; tek başına G-CSF ile mobilizasyon durumunda 10 µg/kg/gün dozunda, 

siklofosfamidle kombine kullanıldığında 5 µg/kg/gün dozunda subkutan uygulandı. 

Toplama işlemine allogeneik nakil yapılan hastaların donörlerinde ve tek başına G-

CSF ile mobilizasyon yapılanlarda filgrastimin 4.günü, diğerlerinde beyaz küre sayısı 

≥1000 ve periferik kanda bakılan CD34+ hücre sayısı  ≥10/µl olduğunda başlandı. 

Hastaların toplama günü periferik kanlarından ve toplanan üründen alınan örnekte 

CD34+ ve ALDH+  hücre miktarı analiz edildi.  

3.2. CD34 Analizi 

Tüp içine CD45FITC/CD34PE monoklonal antikordan (Beckton Dickinson, 

USA) 20µl kondu. Üzerine periferik kan/ürün 1x106/mm3 hücreye ayarlanarak 

antikorun üzerine 100 µl eklendi. Karanlıkta oda ısısında 20 dk bekletildi. Üzerine 2 

cc amonyum klorid kondu. Oda ısısında ışıktan koruyarak 10 dk bekletildi. 1800 
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rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatan atıldı. İki kez 2 cc fosfat buffer salin 

(PBS) ile yıkandı. Pellet üzerine 500 µl PBS kondu. Resüspanse edildi. BD FACS 

Calibur akım sitometri cihazıyla Cell Quest programında en az 60.000 hücre 

saydırıldı. ISHAGE protokolüne göre analiz edildi.  

3.3. ALDH Analizi 

Kuru Aldefluor (Aldagen, USA) vialinin içerisine 25 µl dimetil sülfoksit 

(DMSO) ilave edildi ve oda sıcaklığında 1 dk bekletildi. Bunun üzerine 25 µl 2N 

HCl kondu ve iyice karıştırıldı. Oda sıcaklığında 15 dk inkübe edildi. İnkübasyon 

sonrası üzerine 360 µl Aldefluor assay buffer eklendi ve karıştırıldı. Eritrositin beyaz 

küreye oranı 2/1’den fazla ise amonyum kloridli solüsyonlarla eritrositler lize edildi. 

Hücreler Aldefluor assay buffer ile 1x106 ‘ya ayarlandı.  İçinde 1x106 hücre olan 1 

ml hücre süspansiyonu hazırlandı. 2 tüp alınarak birine test, diğerine kontrol yazıldı. 

Kontrol tüpüne 5 µl DEAB solüsyonu eklendi. Tüplerin ağzı hemen kapatıldı. Test 

tüpüne içinde 1x106 hücre olan 1 ml hücre süspansiyonu kondu. Test tüpüne 5 µl 

Aldefluor reagent eklendi, karıştırıldı ve 0.5 µl’si derhal kontrol (DEAB) tüpüne 

kondu. Her 2 tüp de 37 derecede 30 dk inkübe edildi. FACSCalibur akım sitometri 

cihazında CellQuest programında 60 bin hücre sayılarak analiz edildi.  

3.4. Kök Hücre Toplama İşlemi 

 Çalışmaya alınan hasta ve donörlerden periferik kök hücre toplama işlemi 

Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Aferez Ünitesi’nde bulunan 

Fresenius-AS-204 ve Fresenius Comtec modeli cihazlarla gerçekleştirildi. Damar 

yolu olarak 18G intraketle kateterize edilen antekubital ven ya da santral venöz 

kateterler kullanıldı.   İşlemlerde 10800 ml kan işlenerek ortalama 400-460 ml kök 

hücre içeren ürün toplandı. Periferik kök hücre toplama programında C4Y seti ve 

mononükleer hücre toplama programında P1Y seti kullanıldı. İşlem hızı 50-60 ml/dk 

kan akımı olarak gerçekleştirildi ve 216-252 dk sürede bitirildi.  Antikoagülan olarak 

ACD-A (ortalama 1:10 ± 1) kullanıldı.  

 Allogeneik nakil yapılan hastalar için toplanan ürünlerden kan grubu hasta ile 

aynı olanlar hemen verildi. ABO uyumsuz ürünler eritrosit veye plazma eksiltmesi 

yapıldıktan sonra verildi. Otolog nakil amacıyla toplanan kök hücreler miktar 

düşürüldükten sonra DMSO+Plazma+RPMI 1640 solüsyonu ile karıştırılarak Planer 
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CryoIII otomatik dondurma cihazı ile dondurularak sıvı azot buhar fazında -196 
oC’de nakil zamanına kadar saklandı.   

3.5. İstatistiksel Değerlendirme   

İstatistiksel analizlerde SPSS for Windows 13.0 kullanıldı. Verilerin normal 

dağılıma uygunluğu Shapiro Wilk’s testi ile analiz edildi. Bağımsız 2 grubun 

karşılaştırılmasında Mann-Whitney U testi, bağımlı verilerin karşılaştırılmasında 

Wilcoxon Signed Rank testi kullanıldı. Değişkenler arası ilişkilerin belirlenmesinde 

Spearman Correlation Coefficient hesaplandı. Veriler ortalama ± standart sapma 

(S.S.) olarak özetlendi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Otolog ve Allogeneik Kök Hücre Nakli Yapılan Tüm Hastaların        

       Laboratuar Verilerinin Değerlendirilmesi 

Çalışmamızda otolog kök hücre nakli yapılmak amacıyla hastaların 

kendisinden ve allogeneik kök hücre nakli yapılmak amacıyla sağlıklı donörlerinden 

elde edilen periferik kan ve kemik iliği örneklerinden CD34 ve ALDH analizi 

yapıldı. Hastaların hem periferik kanında hem de toplanan üründe CD34+ ve ALDH+ 

hücre sayıldı. Periferik kan örnekleri tek başına G-CSF ya da siklofosfamid+G-CSF 

ile mobilizasyon sonrası elde edildi. Yeterli ürün toplanana kadar geçen gün sayısı 1-

3’tü.  

 

Tablo 4.1. Ürün toplama öncesi hasta ve donörlerden elde edilen tam kan sayımı   

                  sonuçları 

 
1.GÜN 

 

 
2.GÜN 

 
3.GÜN 

 

 
Ortalama ± S.S. 

 
 
Hemoglobin  
(gr/dl) 

 
11.60 ± 2.39 

(n=46) 
 

 
11.75 ± 2.21 

(n=40) 

 
11.26 ± 2.18 

(n=17) 

 
Beyaz Küre  
(x103/µl) 

 
21108.70 ± 19233.72 

(n=46) 
 

 
24690.24 ± 15510.83 

(n=41) 

 
36388.24 ± 23385.84 

(n=17) 

 
Absolü Nötrofil Sayısı 
(x103/µl) 

 
17308.89 ± 16165.41 

(n=45) 
 

 
20295.0 ± 13324.26 

(n=40) 

 
30176.47 ± 21970.62 

(n=17) 

 
Absolü Lenfosit Sayısı 
(x103/µl)  

 
1575.55 ± 1490.14 

(n=45) 
 

 
1685.00 ± 1225.06 

(n=40) 

 
1452.94 ± 800.87 

(n=17) 

 
Trombosit   
(x103/µl) 

 
164130.40 ± 118850.70 

(n=46) 
 

 
133450.00 ± 68522.86 

(n=40) 

 
111176.50 ± 46248.29 

(n=17) 

 

Hasta ve donörlere ait tam kan sayımı sonuçları toplama işleminin günlerine 

göre karşılaştırıldığında, 1. ve 2.gün hemoglobin (Hb) değerleri arasında fark 

saptanmazken 3.güne ait Hb değerleri 1 ve 2. günlere göre anlamlı düzeyde düşük 

bulundu (p<0.05). Beyaz küre (BK) değerleri için de 1. ve 2.günler arasında fark 

saptanmadı. Üçüncü güne ait beyaz küre değerleri hem 1.  hem de 2.güne göre 
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yüksek bulundu (sırasıyla p<0.05 ve p<0.01). Birinci gün elde edilen absolü nötrofil 

sayısı (ANS) ile 2 ve 3.günler arasında anlamlı fark gözlenmezken 3.günde 2. 

günden anlamlı düzeyde fazlaydı (p<0.01). Absolü lenfosit sayıları (ALS) arasında 

günlere göre fark saptanmadı. Trombosit değerleri ise 3.günde 1 ve 2. günlerden 

anlamlı düzeyde düşük bulundu ( p<0.01).  

 

Tablo 4.2. Hasta ve donörlerden elde edilen periferik kan ve ürün örneklerindeki   

                  CD34+ ve ALDH+ hücre miktarları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasta ve donörlerden elde edilen periferik kan örneklerindeki CD34+  hücre 

miktarı % olarak değerlendirildiğinde 1,2 ve 3.günler arasında fark saptanmadı 

(p>0.05). Mikrolitredeki CD34+  hücre miktarı olarak bakıldığında ise 2.gün elde 

edilen miktar 1.gün elde edilenden fazlaydı (p<0.05), diğer günler arasında anlamlı 

fark yoktu. ALDH+  hücre miktarı için % ve mikrolitrede olarak günler arasında fark 

saptanmadı (p>0.05). Birinci gün ortalama ALDH+ hücre 52.49±66.54/µl iken 

CD34+ hücre 45.9±55.3/µl idi. İkinci gün ALDH+ hücre 67.02±107.25/µl, CD34+ 

hücre ise 64.18±109.53; üçüncü gün ALDH+ hücre 59.41±67.9/µl, CD34+ hücre 

42.12±44.29/µl idi. ALDH+CD34- hücre birinci gün ortalama 6.59/µl, ikinci gün 

2.84/µl, üçüncü gün 17.29/µl idi. Periferik kanda birinci gün %12.5, ikinci gün %4, 

 
1.GÜN 

 
2.GÜN 

 
3.GÜN 

 
Ortalama ± S.S. 

 

 

Periferik  
Kan 

Ürün Periferik 
 Kan 

Ürün Periferik  
Kan 

Ürün 

 
CD34 % 

 
0.67 ± 0.93 

(n=41) 

 
1.90 ± 2.89 

(n=42) 
 

 
0.43 ± 0.82 

(n=36) 

 
1.30 ± 2.30 

(n=36) 

 
0.16 ± 0.18 

(n=16) 

 
0.60 ± 0.62  

(n=16) 

 
CD34/µl 

 
45.90 ± 
55.30 
(n=41) 

 
4646.23 ± 
8479.76 
(n=42) 

 

 
64.18 ± 
109.53 
(n=36) 

 
4379.32 ± 
9004.85  
(n=36) 

 
42.12 ± 
44.29 
(n=16)  

 
2189.06 ± 
2250.58 
(n=16) 

 
ALDH% 

 
0.65 ± 0.91 

(n=38) 

 
1.74 ± 2.54 

(n=39) 
 

 
0.43 ± 0.82 

(n=36) 

 
1.41 ± 2.40 

(n=36) 

 
0.18 ± 0.19 

(n=16) 

 
0.67 ± 0.68 

(n=16) 

 
ALDH/µl 

 
52.49 ± 
66.54 
(n=38) 

 

 
3842.20 ± 
6363.79 
(n=39) 

 

 
67.02 ± 
107.25 
(n=36) 

 
4691.70 ± 
9337.44 
(n=36) 

 
59.41 ± 
67.90 
(n=16) 

 
2505.33 ± 
2692.96 
(n=16) 
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üçüncü gün %29 ALDH+ hücre CD34+ hücreye göre daha fazla olduğu halde 

toplanan ürün analiz edildiğinde ALDH+ hücre birinci gün %3, ikinci gün %6, 

üçüncü gün %11 daha fazla saptandı. 

Hasta ve donörlerden elde edilen ürün örneklerindeki CD34+  ve ALDH+ 

hücre miktarı % olarak değerlendirildiğinde 1,2 ve 3.günler arasında anlamlı fark 

saptanmadı (p>0.05). Mikrolitredeki CD34+  ve ALDH+ hücre miktarı olarak 

bakıldığında ise her ikisi için benzer sonuçlar elde edildi. İkinci gün elde edilen 

miktar 1.gün elde edilenden anlamlı düzeyde fazlaydı (p<0.05), diğer günler arasında 

anlamlı fark yoktu.  

 

Tablo 4.3. Toplanan üründe kilogram başına elde edilen CD34 ve ALDH miktarları 

Ortalama ± S.S. 
 

 

1.GÜN 2.GÜN 3.GÜN TOPLAM VERİLEN 
 

 
CD34 Hasta/Kg 
(x106) 

 
3.39 ± 4.59 

(n=42) 

 
4.03 ± 7.27 

(n=36) 
 

 
2.06 ± 1.94 

(n=16) 

 
10.21 ± 9.89 

(n=28) 

 
6.58 ± 4.31 

(n=26) 

 
ALDH Hasta/Kg 
(x106) 

 
3.50 ± 4.74 

(n=39) 

 
4.30 ± 7.54 

(n=36) 
 

 
2.32 ± 2.28 

(n=16) 

 
10.86 ± 10.56 

(n=26) 

 
7.90 ± 8.18 

(n=24) 

 

Toplanan üründe kilogram başına elde edilen CD34 miktarı günlere göre 

karşılaştırıldığında 2.gün elde edilen miktar 1.gün elde edilen miktardan anlamlı 

olarak fazlaydı (p<0.05). Birinci ve 3.gün ile 2. ve 3.gün arasında anlamlı fark 

saptanmadı (p>0.05). Toplanan üründe kilogram başına elde edilen ALDH miktarı 

için ise günler arasında fark saptanmadı (p>0.05). 

Nötrofil engrafman süresi 11.12 ± 4.15 gün, trombosit engrafman süresi 

11.31 ± 4.82 gün ve hastanede yatış süresi 28.14 ± 11.35 gün olarak hesaplandı. 

Tüm hastalardaki kilogram başına verilen toplam CD34 ve ALDH miktarı ile 

nötrofil engrafman süresi arasındaki ilişki incelendiğinde istatistiksel olarak anlamlı 

ilişki saptanmadı (p>0.05) (Şekil 1,2). Tüm hastalardaki kilogram başına verilen 

toplam CD34 ve ALDH miktarı ile trombosit engrafman süresi arasındaki ilişki 

incelendiğinde ise anlamlı negatif ilişki saptandı (p<0.05). Yani verilen üründeki 

CD34+ hücre ya da ALDH+ hücre oranı ne kadar fazlaysa trombosit engrafman süresi 

o kadar kısa idi (Şekil 4.3,4.4).    
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Hastalara verilen CD34+ hücre ve ALDH+ hücre miktarı ile nötrofil ve 

trombosit engrafmanı arasındaki ilişki incelendiğinde verilen CD34+ hücre miktarı 

kg başına 5.63x106’dan fazla olduğunda ve ALDH+ hücre miktarı 6.58x106’dan fazla 

olduğunda nötrofil engrafman süresinin değişmediği gözlendi. Trombosit engrafman 

süresi ise verilen CD34+ hücre miktarı kg başına 5.42x106’dan fazla olduğunda ve 

ALDH+ hücre miktarı 7.90x106’dan fazla olduğunda değişmiyordu. 
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Şekil 4.1. Tüm hastalardaki kilogram başına verilen toplam CD34 miktarı ile nötrofil 

                  engrafman süresi arasındaki ilişki 
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Şekil 4.2. Tüm hastalardaki kilogram başına verilen toplam ALDH miktarı ile 

                       nötrofil engrafman süresi arasındaki ilişki 

 

 

 

 

 

 

r = -0.335 

 p = 0.094 

n = 26 

r = -0.294 

p = 0.163 

n = 24 
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Şekil 4.3. Tüm hastalardaki kilogram başına verilen toplam CD34 miktarı ile 

                        trombosit engrafman süresi arasındaki ilişki 
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Şekil 4.4. Tüm hastalardaki kilogram başına verilen toplam ALDH miktarı ile 

                       trombosit engrafman süresi arasındaki ilişki 
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Şekil 4.5. Tüm hastalardaki kilogram başına verilen toplam CD34 miktarı ile toplam 

                 ALDH miktarı arasındaki ilişki 
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r = -0.467 

p = 0.019 

n = 25 

r = -0.419 

p = 0.046 

n = 23 

r = 0.947 

p < 0.001 

n = 24 
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Kilogram başına verilen toplam CD34 ve ALDH miktarı ile yatış süresi 

arasındaki ilişki incelendiğinde negatif yönde ilişki olduğu gözlendi (p<0.05).  

 Hastalara infüze edilen kilogram başına toplam CD34 miktarı ile toplam 

ALDH miktarı arasında pozitif yönde kuvvetli ilişki mevcuttu (p<0.001) (Şekil 4.5). 

Ayrıca periferik kandaki CD34+ ve ALDH+ hücre miktarları üründeki miktarlarla 

korele idi (p<0.001). 

Toplama işleminin 1.gününde (Şekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9), 2.gününde (Şekil 4.10, 

4.11, 4.12 ,4.13), 3.gününde (Şekil 4.14, 4.15, 4.16, 4.17) periferik kan ve ürün 

örneklerinde bakılan CD34+ ve ALDH+ hücre miktarı arasında hem %  hem de 

µl’deki miktar olarak bakıldığında kuvvetli bir doğrusal ilişki saptandı. 
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Şekil 4.6. Tüm hastalardaki toplama işleminin 1. günü periferik kanda bakılan 

                       CD34%’si ile ALDH%’si arasındaki ilişki 
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Şekil 4.7. Tüm hastalardaki toplama işleminin 1. günü periferik kanda bakılan   

                 mikrolitredeki CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki  

 

r= 0.983 

p<0.001 

n=38 

r= 0.966 

p<0.001 

n=38 
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Şekil 4.8. Tüm hastalardaki toplama işleminin 1. günü elde edilen üründe bakılan 

                    CD34%’si ile ALDH%’si arasındaki ilişki 
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Şekil 4.9. Tüm hastalardaki toplama işleminin 1. günü elde edilen üründe bakılan 

                     mikrolitredeki CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 
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Şekil 4.10. Tüm hastalardaki toplama işleminin 2. günü periferik kanda bakılan 

                        CD34%’si ile ALDH%’si arasındaki ilişki 

r= 0.991 

p<0.001 

n=39 

r= 0.974 

p<0.001 

 n=39 

r= 0.967 

p<0.001 

n=36 
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Şekil 4.11. Tüm hastalardaki toplama işleminin 2. günü periferik kanda bakılan 

                        mikrolitredeki CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 
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Şekil 4.12. Tüm hastalardaki toplama işleminin 2. günü elde edilen üründe bakılan 

                     CD34%’si ile ALDH%’si arasındaki ilişki 
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Şekil 4.13. Tüm hastalardaki toplama işleminin 2. günü elde edilen üründe bakılan 

                     mikrolitredeki CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 
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Şekil 4.14. Tüm hastalardaki toplama işleminin 3. günü periferik kanda bakılan 

                       CD34%’si ile ALDH%’si arasındaki ilişki 
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Şekil 4.15. Tüm hastalardaki toplama işleminin 3. günü periferik kanda bakılan 

                        mikrolitredeki CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 

 

 

2,502,001,501,000,500,00

% ALDH+ Hücre (Ürün)

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

%
 C

D
34

+
 H

üc
re

 (
Ü

rü
n)

R Sq Linear =

0,961

 

Şekil 4.16. Tüm hastalardaki toplama işleminin 3. günü elde edilen üründe bakılan 

                     CD34%’si ile ALDH%’si arasındaki ilişki 
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Şekil 4.17. Tüm hastalardaki toplama işleminin 3. günü elde edilen üründe bakılan 

                     mikrolitredeki CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 

 

Toplama işleminin 1.gününde(Şekil 4.18), 2.gününde (Şekil 4.19), 3.gününde 

(Şekil 4.20) elde edilen kilogram başına CD34+ ve ALDH+ hücre miktarı arasında da 

kuvvetli bir doğrusal ilişki saptandı.  
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Şekil 4.18. Tüm hastalardaki toplama işleminin 1. günü elde edilen kilogram başına 

                    CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 
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Şekil 4.19. Tüm hastalardaki toplama işleminin 2. günü elde edilen kilogram başına 

                    CD34 Miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 

r= 0.970 

p<0.001 

 n=39 

r= 0.934 

p<0.001 

 n=36 

r= 0.952 

p<0.001 

 n=16 
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Şekil 4.20. Tüm hastalardaki toplama işleminin 3. günü elde edilen kilogram başına 

                    CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 

 

 

4.2. Otolog Kök Hücre Nakli Yapılan Hastaların Laboratuar Verilerinin   

       Değerlendirilmesi 

Otolog kök hücre nakli yapılan 27 hasta ayrı bir grup olarak incelendiğinde 

hastaların 17’si erkek, 10’u kadındı. Yaş ortalaması 46.62 ± 13.45 yıl olarak 

bulundu. Hastaların tümünde kök hücre kaynağı olarak periferik kan kullanıldı. Altı 

hastaya yeterli mobilizasyon sağlanamadığı için birden fazla mobilizasyon 

uygulandı. Mobilizasyon 16 uygulama için siklofosfamid + G-CSF, 21 uygulama 

için tek başına G-CSF ile yapıldı. Primer tanılar multipl miyelom (n=14), Hodgkin 

hastalığı (n=7), Hodgkin dışı lenfoma (n=2), akut miyeloid lösemi (n=2), kronik 

lenfositik lösemi (n=1) ve germ hücreli testis tümörü (n=1) şeklindeydi.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

r= 0.985 

p<0.001 

 n=16 
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Tablo 4.4.  Otolog kök hücre nakli yapılan hastalardan ürün toplama öncesi elde   

                   edilen tam kan sayımı sonuçları 

 
1.GÜN 

 
2.GÜN 

 
3.GÜN 

 

Ortalama ± S.S. 
 

Hemoglobin (g/dl)  
11.37 ± 2.28 

(n=37) 

 
11.63 ± 2.00 

(n=31) 

 
11.32 ± 2.26 

(n=15) 
 

Beyaz Küre (x103/µl)  
20108.11 ± 19215.06 

(n=37) 

 
22915.63 ± 15090.55 

(n=32) 

 
34313.33 ± 24202.42 

(n=15) 
 

Absolü Nötrofil Sayısı 
(x103/µl) 

 
16847.22 ± 16936.17 

(n=36) 

 
18458.06 ± 12713.32 

(n=31) 

 
27800.00 ± 22365.89 

(n=15) 
 

Absolü Lenfosit Sayısı  
(x103/µl) 

 
1430.55 ± 1430.44 

(n=36) 

 
1474.19 ± 973.64 

(n=31) 

 
1400.00 ± 823.75 

(n=15) 
 

Trombosit (x103/µl)  
159270.30 ± 118863.10 

(n=37) 

 
127580.60 ± 59277.19 

(n=31) 

 
101333.33 ± 39407.52 

(n=15) 
 

 

 

Hastalara ait tam kan sayımı sonuçları toplama işleminin günlerine göre 

karşılaştırıldığında 2.güne ait Hb değerleri 3.günden fazla saptandı (p<0.05). Üçüncü 

gün çalışılan beyaz küre sayısı 1 ve 2.günden anlamlı olarak fazlaydı (sırasıyla 

p<0.05 ve p<0.01). İkinci gün elde edilen absolü nötrofil sayısı 3.günde 2. günden 

anlamlı düzeyde fazlaydı (p<0.05). Trombosit değerleri ise 3.günde 1 ve 2. günlerden 

anlamlı düzeyde düşük bulundu (p<0.01).  

Nötrofil engrafman süresi 9.51 ± 1.50 gün, trombosit engrafman süresi 9.55 ± 

1.42 gün ve hastanede yatış süresi 23.62 ± 4.60 gün olarak hesaplandı. 
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Tablo 4.5. Hastalardan elde edilen periferik kan ve ürün örneklerindeki CD34+ ve   

                  ALDH+ hücre  miktarları 

 

 

Hastalardan elde edilen periferik kan örneklerindeki CD34+  hücre miktarı % 

olarak değerlendirildiğinde 1,2 ve 3.günler arasında fark saptanmadı (p>0.05). 

Mikrolitredeki CD34+  hücre miktarı olarak bakıldığında ise 2.gün elde edilen miktar 

1.gün elde edilenden anlamlı düzeyde fazlaydı (p<0.05), diğer günler arasında 

anlamlı fark yoktu. ALDH+  hücre miktarı için % ve µl’de olarak günler arasında fark 

saptanmadı (p>0.05). 

Hastalardan elde edilen ürün örneklerindeki CD34+  ve ALDH+ hücre miktarı 

% ve µl’deki miktar olarak değerlendirildiğinde 1,2 ve 3.günler arasında anlamlı fark 

saptanmadı (p>0.05).  

 

 

 

 

 

 

 
1.GÜN 

 

 
2.GÜN 

 
3.GÜN 

Ortalama ± S.S. 
 

 

Periferik 
Kan 

Ürün Periferik  
Kan 

 

Ürün Periferik  
Kan 

Ürün 

CD34%  
0.73 ± 0.97 

(n=33) 
 

 
2.20 ± 3.17 

(n=32) 

 
0.42 ± 0.83 

(n=29) 

 
1.25 ± 2.32 

(n=29) 

 
0.17 ± 0.18 

(n=15) 

 
0.57 ± 0.63  

(n=15) 

CD34/µl  
43.45 ± 
56.60 
(n=33) 

 

 
5715.50 ± 
9427.07 
(n=32) 

 
55.83 ± 
106.48 
(n=29) 

 
4269.85 ± 
9069.77  
(n=29) 

 
41.77 ± 
45.83 
(n=15)  

 
2239.08 ± 
2320.35 
(n=15) 

ALDH%  
0.69 ± 0.95 

(n=31) 
 

 
1.87 ± 2.74 

(n=30) 

 
0.43 ± 0.86 

(n=29) 

 
1.35 ± 2.45 

(n=29) 

 
0.17 ± 0.19 

(n=15) 

 
0.65 ± 0.71 

(n=15) 

ALDH/µl  
49.59 ± 
69.88 
(n=31) 

 

 
4518.34 ± 
7008.25 
(n=30) 

 
59.35 ± 
110.343 
(n=29) 

 
4560.97 ± 
9485.93 
(n=29) 

 
51.80 ± 
62.83 
(n=15) 

 
2596.67 ± 
2761.70 
(n=15) 
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Tablo 4.6. Toplanan üründe kilogram başına elde edilen CD34 ve ALDH miktarları 

Ortalama ± S.S. 
 

 

 
1.GÜN 

 
2.GÜN 

 
3.GÜN 

 
TOPLAM 

 
VERİLEN 

 
 
CD34 Hasta/Kg 
 (x106) 

 
3.77 ± 5.13 

(n=32) 

 
3.66 ± 7.08 

(n=29) 

 
2.12 ± 1.99 

(n=15) 

 
10.94 ± 9.95 

(n=21) 

 
7.22 ± 4.47 

(n=21) 
 

 
ALDH 
Hasta/Kg 
(x106) 

 
3.62 ± 5.30 

(n=30) 

 
3.87 ± 7.43 

(n=29) 

 
2.41 ± 2.33 

(n=15) 

 
11.47 ± 10.84 

(n=19) 

 
8.72 ± 8.93 

(n=19) 
 

 

Toplanan üründe kilogram başına elde edilen CD34 miktarı günlere göre 

karşılaştırıldığında aralarında anlamlı fark saptanmadı (p>0.05). Toplanan üründe 

kilogram başına elde edilen ALDH miktarı için de benzer sonuçlar elde edildi. 

Kilogram başına verilen toplam CD34 ve ALDH miktarı ile nötrofil ve 

trombosit engrafman süresi arasındaki ilişki incelendiğinde istatistiksel olarak 

anlamlı ilişki saptanmadı (Şekil 4.21, 4.22, 4.23, 4.24). Kilogram başına verilen 

toplam CD34 miktarı ile toplam ALDH miktarı arasındaki pozitif yönde kuvvetli 

ilişki saptandı (Şekil 4.25). 

Hastalara verilen CD34+ hücre ve ALDH+ hücre miktarı ile nötrofil ve 

trombosit engrafmanı arasındaki ilişki incelendiğinde verilen CD34+ hücre miktarı 

kg başına 5.40x106’dan fazla olduğunda ve ALDH+ hücre miktarı 6.53x106’dan fazla 

olduğunda nötrofil engrafman süresinin değişmediği gözlendi. Trombosit engrafman 

süresi ise verilen CD34+ hücre miktarı kg başına 7.22x106’dan fazla olduğunda ve 

ALDH+ hücre miktarı 8.72x106’dan fazla olduğunda değişmiyordu. 
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Şekil 4.21. Otolog nakil yapılan hastalardaki kilogram başına verilen toplam CD34     

                   miktarı ile nötrofil engrafman süresi arasındaki ilişki 

r = -0.143 

p = 0.534 

n = 21 
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Şekil 4.22. Otolog nakil yapılan hastalardaki kilogram başına verilen toplam CD34 

                     miktarı ile  trombosit engrafman süresi arasındaki ilişki 
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Şekil 4.23. Otolog nakil yapılan hastalardaki kilogram başına verilen toplam ALDH 

                    miktarı ile nötrofil engrafman süresi arasındaki ilişki 
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Şekil 4.24. Otolog nakil yapılan hastalardaki kilogram başına verilen toplam ALDH 

                    miktarı ile trombosit engrafman süresi arasındaki ilişki 

 

 

 

r = -0,210 

p = 0.350 

n = 21 

r = -0.170 

p = 0.484 

n = 19 

r = -0.164 

p = 0.500 

n = 19 
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Şekil 4.25: Otolog nakil yapılan hastalardaki kilogram başına verilen toplam CD34 

                     miktarı ile toplam ALDH miktarı arasındaki ilişki 

 

Kilogram başına verilen toplam CD34 ve ALDH miktarı ile yatış süresi 

arasındaki ilişki incelendiğinde verilen CD34 miktarı ve ALDH miktarı ile yatış 

süresi arasında istatistiksel olarak anlamlı ilişki saptanmadı (p>0.05). 

Toplama işleminin 1.gününde (Şekil 4.26, 4.27, 4.28, 4.29, 4.30), 2.gününde 

(Şekil 4.31, 4.32, 4.33, 4.34, 4.35), 3.gününde (Şekil 4.36, 4.37, 4.38, 4.39, 4.40) 

periferik kan ve ürün örneklerinde bakılan CD34+ ve ALDH+ hücre miktarı arasında 

hem %  hem de µl’deki miktar olarak bakıldığında kuvvetli bir doğrusal ilişki 

saptandı. 
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Şekil 4.26. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 1. günü periferik 

                       kanda bakılan CD34%’si ile ALDH%’si arasındaki ilişki 

 

r= 0.993 

p<0.001 

n=31 

r = 0.955 

p < 0.001 

n = 19 
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Şekil 4.27. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 1. günü periferik 

                      kanda bakılan µl’deki CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 
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Şekil 4.28. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 1. günü elde edilen 

                     üründe bakılan CD34%’si ile ALDH%’si arasındaki ilişki 
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Şekil 4.29. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 1. günü elde edilen 

                    üründe bakılan µl’deki CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 

 

r= 0.971 

p<0.001 

n=31 

r= 0.989 

p<0.001 

 n=30 

r= 0.978 

p<0.001 

 n=30 
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Şekil 4.30. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 1. günü elde edilen 

                     kilogram başına CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 
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Şekil 4.31. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 2. günü periferik 

                       kanda bakılan CD34%’si ile ALDH%’si arasındaki ilişki 
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Şekil 4.32. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 2. günü periferik 

                      kanda bakılan µl’deki CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 

 

r= 0.980 

p<0.001 

 n=30 
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p<0.001 

 n=29 
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Şekil 4.33. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 2. günü elde edilen 

                     üründe bakılan CD34%’si ile ALDH%’si arasındaki ilişki 
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Şekil4.34. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 2. günü elde edilen 

                    üründe bakılan µl’deki CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 
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Şekil 4.35. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 2. günü elde edilen 

                     kilogram başına CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 
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Şekil 4.36. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 3. günü periferik 

                       kanda bakılan CD34%’si ile ALDH%’si arasındaki ilişki 
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Şekil 4.37: Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 3. günü periferik 

                      kanda bakılan µl’deki CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 
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Şekil 4.38. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 3. günü elde edilen 

                     üründe bakılan CD34%’si ile ALDH%’si arasındaki ilişki 
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Şekil 4.39. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 3. günü elde edilen 

                     üründe bakılan µl’deki CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 
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Şekil 4.40. Otolog nakil yapılan hastalardaki toplama işleminin 3. günü elde edilen 

                    kilogram başına CD34 miktarı ile ALDH miktarı arasındaki ilişki 

 

 

4.3. Otolog Kök Hücre Nakli Yapılan Hastalar Mobilizasyon Şekline   

       Göre Değerlendirildiğinde Elde Edilen Laboratuar Verilerinin   

       Değerlendirilmesi 

Otolog kök hücre nakli yapılan 27 hasta mobilizasyon şekillerine göre ayrı 

ayrı incelendi. Tek başına G-CSF ile mobilizasyon yapılan grupta yaş ortalaması 

38.18 ± 14.75 yıl iken, siklofosfamid + G-CSF grubunda 52.43 ± 8.95 yıldı. Aradaki 

fark istatistiksel olarak anlamlıydı (p<0.01).  

 

 
 

r= 0.982 

p<0.001 

 n=15 

r= 0.989 

p<0.001 

 n=15 
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Tablo 4.7. Otolog kök hücre nakli yapılan hastalardan ürün toplama öncesi elde   

                  edilen tam kan sayımı sonuçları (mobilizasyon şekline göre) 

 
1.GÜN 

 
2.GÜN 

 
3.GÜN 

 

 

 
ORTALAMA ± S.S. 

 
 
Grup 1 

 
12.78 ± 1.64 

(n=21) 

 
12.49 ± 1.79 

(n=21) 
 

 
12.51 ± 1.46 

(n=10) 

 
 
Hemoglobin 
(g/dl) 

 
Grup 2 

 
9.69 ±  1.52 

(n=10) 
 

 
9.84 ± 0.98 

(n=10) 

 
9.60 ± 0.84 

(n=4) 

 
Grup 1 

 
31666.67 ± 18199.54 

(n=21) 
 

 
29819.05 ± 14141.59 

(n=21) 

 
44110.00 ± 23312.67 

(n=10) 

 
 
Beyaz Küre 
(x103/µl) 
  

Grup 2 
 

 
3727.27 ± 1955.04 

(n=11) 
 

 
9736.36 ± 3851.56 

(n=11) 

 
14720.00 ± 10368.55 

(n=5) 

 
Grup 1 
 

 
26950.00 ± 16699.68 

(n=20) 
 

 
23270.00 ± 13280.42 

(n=21) 

 
34970.00 ± 23779.77 

(n=10) 

 
Absolü 
Nötrofil 
Sayısı 
(x103/µl)  

Grup 2 
 

 
3160.00 ± 1816.10  

(n=10) 
 

 
8950.00 ± 3791.29 

(n=10) 

 
13460.00 ± 9639.65 

(n=5) 

 
Grup 1 
 

 
2280.00 ± 1414.80 

 (n=20) 
 

 
1910.00 ± 875.33 

(n=20) 

 
1830.00 ± 583.19 

(n=10) 

 
Absolü 
Lenfosit 
Sayısı 
(x103/µl)  

Grup 2 
 

 
340.00 ± 236.64 

(n=10) 
 

 
530.00 ± 266.87 

(n=10) 

 
540.00 ± 472.22 

(n=5) 

 
Grup 1 
 

 
234619.00 ± 102473.64 

(n=21) 
 

 
157142.90 ± 43452.60 

(n=21) 

 
116000.00 ± 31066.23 

(n=10) 

 
 
Trombosit 
(x103/µl) 

 
Grup 2 
 

 
52200.00 ± 30607.91 

(n=10) 
 

 
65500.00 ± 34574.39 

(n=10) 

 
72000 ± 40626.34 

(n=5) 

 

 

Nötrofil engrafman süresi grup 1’de 9.90 ± 2.11 gün ve grup 2’de 9.25 ± 0.85 

gün, trombosit engrafman süresi grup 1’de 9.54 ± 1.69 gün ve grup 2’de 9.56 ± 1.26 

gün olup 2 grupta birbirinden farklı değildi.  Hastanede yatış süresi grup 1 için 26.00 

± 4.66 gün, grup 2 için 22.00 ± 3.89 olarak hesaplandı. Grup 2’nin yatış süresi grup 

1’den anlamlı düzeyde kısaydı (p<0.05). 
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Tablo 4.8. Hastalardan elde edilen periferik kan ve ürün örneklerindeki CD34+ ve   

                  ALDH+ hücre miktarları 

 

 

Hastalardan elde edilen periferik kan örneklerindeki CD34+  hücre miktarı % 

olarak değerlendirildiğinde 1, 2 ve 3. güne ait değerler grup 2’de grup 1’den anlamlı 

düzeyde fazla bulundu (p<0.001). Mikrolitredeki CD34+  hücre miktarı olarak 

bakıldığında 1.gün elde edilen miktar grup 2’de grup 1’den anlamlı düzeyde fazlaydı 

(p<0.001). 2.güne ait değerler de grup 2’de grup 1’den fazla bulundu (p<0.01). 

 
1.GÜN 

 

 
2.GÜN 

 
3.GÜN 

 
ORTALAMA ± S.S. 

 

 

Periferik  
Kan 

Ürün Periferik  
Kan 

Ürün Periferik  
Kan 

Ürün 

 
Grup 

1 

 
0.06 ± 0.04 

(n=17) 
 

 
0.26 ± 0.20 

(n=17) 

 
0.08 ± 0.07 

(n=17) 

 
0.30 ± 0.30 

(n=17) 

 
0.07 ± 0.06 

(n=10) 

 
0.24 ± 0.17 

(n=10) 

 
 
 
 
CD34%  

Grup 
2 

 
1.28 ± 0.96 

(n=9) 
 

 
4.38 ± 4.25 

(n=9) 

 
1.14 ± 1.25 

(n=9) 

 
3.17 ± 3.49 

(n=9) 

 
0.36 ± 0.19 

(n=5) 

 
1.24 ± 0.71 

(n=5) 

 
Grup 

1 
 
 

 
17.71 ± 13.40 

(n=17) 
 

 
1160.87 ± 

780.99 
(n=17) 

 
20.29 ± 
13.38 
(n=17) 

 
1556.87 ±  
1288.01 
(n=17) 

 
38.33 ± 
53.07 
(n=10)  

 
1208.99 ± 

899.85 
(n=10) 

 

 
 
 
 
CD34/µl 

 
Grup 

2 
 
 

 
38.04 ± 27.31 

(n=9) 

 
9103.99 ±  
13857.40 

(n=9) 

 
134.49 ± 
170.71 
(n=9) 

 
10419.50 ± 
14923.38 

(n=9) 

 
48.66 ± 
30.41 
(n=5) 

 
4299.26 ± 
3010.66 

(n=5) 
 

 
Grup 

1 
 
 

 
0.07 ± 0.06 

(n=17) 

 
0.29 ± 0.20 

(n=17) 

 
0.08± 0.05 

(n=17) 

 
0.30 ± 0.31 

(n=17) 

 
0.06 ± 0.05 

(n=10) 

 
0.27 ± 0.21 

(n=10) 

 
 
 
 
ALDH% 

 
Grup 

2 
 
 

 
1.21 ± 0.93 

(n=8) 

 
3.67 ± 3.51 

(n=8) 

 
1.17 ± 1.39 

(n=8) 

 
3.06 ± 3.59 

(n=8) 

 
0.40 ± 0.19 

(n=5) 

 
1.42 ± 0.75 

(n=5) 

 
Grup 

1 
 
 

 
23.05 ± 19.39 

(n=17) 
 

 
1292.37 ± 

759.30 
(n=17) 

 
23.09 ± 
14.29 
(n=17) 

 
1531.19 ± 
1309.24 
(n=17) 

 
50.65 ± 
75.15 
(n=10) 

 
1384.61 ± 
1029.59 
(n=10) 

 

 
 
 
 
ALDH/ µl 

 
Grup 

2 
 
 

 
37.15± 25.92 

(n=8) 

 
4450.32 ± 
4915.77 

(n=8) 

 
139.30 ± 
189.89 
(n=8) 

 
11324.76 ± 
16374.19 

(n=8) 

 
54.10 ± 
33.14 
(n=5) 

 
5020.80 ± 
3645.71 

(n=5) 
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Üçüncü güne ait miktarlar arasında fark saptanmadı (p>0.05). ALDH+  hücreler için 

de benzer sonuçlar elde edildi. 

Hastalardan elde edilen ürün örneklerindeki CD34+  hücre miktarı % olarak 

değerlendirildiğinde 1, 2 ve 3.gün elde edilen miktar grup 2’de grup 1’den fazla 

bulundu (sırasıyla p<0.001, p<0.001 ve p<0.05 ). ALDH+  hücreler için de benzer 

sonuçlar elde edildi. 

 

Tablo 4.9. Toplanan üründe kilogram başına elde edilen CD34 ve ALDH miktarları 

ORTALAMA ± S.S 
 

 

1.GÜN 2.GÜN 
 

3.GÜN 

 
Grup 

1 

 
1.09 ± 0.76 

(n=17) 
 

 
1.51± 1.26 

(n=17) 

 
1.19 ± 0.7 2 

(n=10) 

 
 
CD34 
Hasta/Kg 
 (X106)  

Grup 
2 

 
3.77 ± 3.90 

(n=9) 
 

 
 
 

p<0.001 
 

8.36 ± 11.66 
(n=9) 

 
 
 

p<0.05 
 

3.98 ± 2.51 
(n=5) 

 
 
 

ns 

 
Grup 

1 

 
1.22 ± 0.78 

(n=17) 
 

 
1.46 ± 1.29 

(n=17) 

 
1.32 ± 0.79  

(n=10) 

 
 
ALDH 
Hasta/Kg 
 (X106)  

Grup 
2 

 
3.61 ± 3.98 

(n=8) 
 

 
 

p<0.001 

 
9.14 ± 12.83 

(n=8) 

 
 

p<0.01 
 
  

4.61 ± 2.95 
(n=5) 

 
 

ns 

 

 

G-CSF ile mobilizasyon yapılan hastalarda kilogram başına verilen toplam 

CD34 ve ALDH miktarı ile nötrofil ve trombosit engrafman süresi arasındaki ilişki 

incelendiğinde istatistiksel olarak anlamlı ilişki saptanmadı (p>0.05).  

             Kilogram başına verilen toplam CD34 miktarı ile toplam ALDH miktarı 

arasındaki pozitif yönde kuvvetli ilişki saptandı  (r=0.929, p=0.003, n=7). 

Kilogram başına verilen toplam CD34 ve ALDH miktarı ile yatış süresi 

arasındaki ilişki incelendiğinde verilen CD34 miktarı ve ALDH miktarı ile yatış 

süresi arasında istatistiksel olarak anlamlı ilişki saptanmadı (p>0.05). 

Siklofosfamid+G-CSF ile mobilizasyon yapılan grupta da benzer sonuçlar 

elde edildi.              
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4.4.Otolog Kök Hücre Nakli Yapılan Hastalar ve Allogeneik Kök Hücre  

      Nakli Yapılan Hastaların Sağlıklı Donörlerine Ait Laboratuar  

      Verilerinin Değerlendirilmesi                  

            Otolog kök hücre nakli yapılan hastalara ve allogeneik kök hücre nakli 

yapılan hastaların donörlerine ait tam kan sayımı sonuçları Tablo 4.10’da; CD34 ve 

ALDH sonuçları Tablo 4.11, 4.12 ve 4.13’te gösterildi. 

  

 

Tablo 4.10. Otolog kök hücre nakli yapılan hastalara ve allogeneik kök hücre nakli   

                    yapılan hastaların  donörlerine ait tam kan sayımı sonuçları 

 
 

1.GÜN 
 

2.GÜN 
 

ORTALAMA ± S.S. 
 

Hasta  
11.37 ± 2.28 

(n=37) 

 
11.63 ± 2.00 

(n=31) 

 
Hemoglobin 
(g/dl) 

Donör  
14.62 ±  1.49 

(n=5) 

 
 

p<0.001 
 

14.48 ± 0.93 
(n=5) 

 
 

p<0.001 

Hasta  
20108.10 ± 19215.06 

(n=37) 

 
22915.62 ± 15090.54 

(n=32) 

 
Beyaz Küre 
(x103/µl) 

Donör 
 

 
37440.00 ± 16467.63 

(n=5) 

 
 

n.s. 
 

41820.00 ± 8122.31 
(n=5) 

 
 

p<0.001 

Hasta  
16847.22 ± 16936.17 

(n=36) 

 
18458.06 ± 12713.32 

(n=31) 

Absolü 
Nötrofil Sayısı 
(x103/µl) 

Donör  
28200.00 ± 7686.67  

(n=5) 

 
 

n.s. 
 

35840.00 ± 7042.58 
(n=5) 

 
 

p<0.001 

Hasta  
1430.55 ± 1430.44 

 (n=36) 

 
1474.19 ± 973.64 

(n=31) 

Absolü 
Lenfosit 
Sayısı 
(x103/µl) Donör 

 
 

3360.00 ± 1167.47 
(n=5) 

 
 

p<0.001 
 

3700.00 ± 1079.35 
(n=5) 

 
 

p=0.001 

Hasta  
159270.27 ± 118863.05 

(n=37) 

 
127580.64 ± 59277.18 

(n=31) 

 
Trombosit 
(x103/µl) 

Donör  
268600.00 ± 85359.82 

(n=5) 

 
 

p=0.05 
 

213600.00 ± 66436.43 
(n=5) 

 
 

p<0.05 
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Tablo 4.11. Otolog kök hücre nakli yapılan hastalara ve allogeneik kök hücre nakli   

                    yapılan hastaların donörlerine ait periferik kan örneklerindeki CD34+   

                              ve ALDH+ hücre miktarları  

 
 

1.GÜN 
 

2.GÜN 
 

 
ORTALAMA ± S.S. 

 
 
Hasta 

 
0.73 ± 0.97 

(n=33) 

 
0.42 ± 0.83 

(n=29) 

 
CD34 % 

 
Donör 

 
0.12 ±  0.09 

(n=5) 

 
 

n.s. 
 

0.12 ± 0.07 
(n=4) 

 
 

n.s. 

 
Hasta 

 
43.45 ± 56.60 

(n=33) 

 
55.83 ± 106.48 

(n=29) 

 
CD34/µl 
 
  

Donör  
 

 
56.35 ± 65.45 

(n=5) 

 
 

n.s. 
 

51.16 ± 32.59 
(n=4) 

 
 

n.s. 

 
Hasta  

 
0.69 ± 0.95 

(n=31) 

 
0.43 ± 0.86 

(n=29) 

 
ALDH % 

 
Donör  
 

 
0.16 ± 0.11  

(n=5) 

 
 

n.s. 
 

0.13 ± 0.09 
(n=4) 

 
 

n.s. 

 
Hasta  

 
49.59 ± 69.88 

 (n=31) 

 
59.35 ± 110.34 

(n=29) 

 
ALDH/µl  

 
Donör  
 

 
66.73 ± 60.81 

(n=5) 

 
n.s. 

 
56.85 ± 38.57 

(n=4) 

 
n.s. 

 

Tablo 4.12. Otolog ve allogeneik kök hücre nakli yapılan hastalara ait engrafman   

                    zamanları, yatış süreleri ve verilen CD34+ ve ALDH+ hücre miktarları 

 
OTOLOG 

 
ALLOGENEİK 

 

ORTALAMA ± S.S. 
 

 

Nötrofil Engrafman Zamanı 
(Gün) 
 

 
9.51 ± 1.50 

(n=27) 

 
18.33 ± 4.71 

(n=6) 

 
p<0.01 

Trombosit Engrafman 
Zamanı (Gün) 

 
9.55 ± 1.42 

(n=27) 

 
20.80 ± 5.84 

(n=5) 
 

 
p<0.001 

Yatış Süre 
(Gün) 

 
23.62 ± 4.60 

(n=27) 

 
45.57 ± 12.99 

(n=7) 

 
p<0.001 

Verilen CD34 Hasta/Kg 
(x106) 

 
7.22 ± 4.47 

 (n=21) 

 
3.88 ± 2.25 

(n=5) 
 

 
n.s. 

Verilen ALDH 
Hasta/Kg (x106) 
 

 
8.72 ± 4.47 

 (n=19) 
 

 
4.76 ± 3.10 

(n=5) 
 

 
n.s. 

 

 



55 

 

Tablo 4.13. Otolog kök hücre nakli yapılan hastalara ve allogeneik kök hücre nakli   

                    yapılan hastaların  donörlerine ait ürün örneklerindeki CD34+ ve ALDH+   

                    hücre miktarları 

 
1.GÜN 

 
2.GÜN 

 

 
ORTALAMA ± S.S. 

Hasta  
2.20 ± 3.17 

(n=32) 

 
1.25 ± 2.32 

(n=29) 

 
CD34 % 

Donör  
0.40 ±  0.28 

(n=7) 

 
 

n.s. 
 

0.38 ± 0.30 
(n=4) 

 
 

n.s. 

Hasta  
5715.50 ± 9427.07 

(n=32) 

 
4269.85 ± 9069.77 

(n=29) 

 
CD34/µl 
 
 Donör   

238.02 ± 336.36 
(n=7) 

 
 

p=0.001 
 

357.04 ± 265.65 
(n=4) 

 
 

p<0.01 

Hasta   
1.87 ± 2.74 

(n=30) 

 
1.35 ± 2.45 

(n=29) 

 
 
ALDH % 

Donör   
0.52 ± 0.40  

(n=7) 

 
 

n.s. 
 

0.45 ± 0.40 
(n=4) 

 
 

n.s. 

Hasta   
4518.34 ± 7008.25 

 (n=30) 

 
4560.97 ± 9485.93 

(n=29) 

 
 
ALDH/µl 

Donör   
337.91 ± 482.77 

(n=7) 

 
 

p=0.001 
 

420.92 ± 360.63 
(n=4) 

 
 

p<0.05 
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5. TARTIŞMA 

 Çalışmamızda elde ettiğimiz bulgularla 1) Hematopoetik kök hücrelerin 

belirteç olarak CD34 gibi ALDH bakarak da değerlendirilebileceğini 2) Kök hücre 

mobilizasyonu yapılan hastalarda kök hücrelerin periferik kana mobilize olup 

olmadığının ALDH+ hücre oranına bakarak belirlenebileceğini 3) Daha öncül kök 

hücreler olarak belirtilen ALDH+CD34- hücrelerin periferik kana mobilize olduğunu 

ve periferik kana kök hücre mobilizasyonunun olduğu günler içerisinde bu hücre 

miktarlarının farklılık göstermediğini 4) Kök hücre nakli yapılan hastalarda 

6.58x106/kg dan fazla ALDH+ kök hücre vermenin trombosit ve nötrofil engrafmanı 

için ideal olduğunu 5) ALDH+’liğine bakarak kök hücreleri değerlendirme 

metodunun CD34+liğine bakarak değerlendirmeye göre daha öncül hücreleri de 

göstermesi, ölü hücrelerde pozitif olmaması nedeniyle avantajlı olduğunu ancak daha 

az stabil olması nedeniyle kısa sürede analiz yapılması gerekliliğinin dezavantaj 

olduğunu gösterdik.  

ALDH+’liğinin kök hücrelerde neyi ifade ettiği birçok araştırmacı tarafından 

hayvan çalışmalarıyla irdelenmiştir. ALDH’nın hematopoetik progenitör hücrelerde 

pozitif olduğu, matür hücrelerde negatif olduğu açık olarak gösterilmiştir. Hess ve 

ark. (99) yaptıkları hayvan çalışmasında lineage negatif hematopoetik kök hücrelerde 

ALDH+’liği yanı sıra CD133+’liğini araştırdılar. CD133 primitif insan hematopoetik, 

endotelyal ve nöral epiteliyal progenitör hücrelerde eksprese edilen bir yüzey 

molekülüdür. ALDH+CD133+Lin- hematopoetik öncül hücrelerin çoğunda CD34+ 

iken bir kısmında CD34-CD38-CD133+ olduğunu ve bu hücrelerin ALDH+ olup uzun 

süreli engrafmandan sorumlu olan önemli hücre grubu olduğunu gösterdiler.

 Yine Storms ve ark. (22) yaptıkları çalışmada ALDH+ hücrelerin çoğunda 

CD34’ün de pozitif olduğunu ancak bazı hücrelerin ya CD34 ya da ALDH eksprese 

ettiğini gösterdiler. Bulgularına göre; multilineage gelişim sağlayabilen ilkel 

progenitör hücrelerin çoğu ALDH+CD34+ hücre grubundaydı ve kısa süreli miyeloid 

progenitörlerden zengindi, ALDH-CD34+ hücrelerde ise ilkel progenitör sayısı ve 

kısa süreli miyeloid potansiyel azdı. Armstrong ve ark.(116) yaptıkları hayvan 

çalışmasında ALDH+Lin- hücrelerin tipik primitif hematopoetik öncül hücreler 

olduğunu ve in vitro hematopoetik progenitör fonksiyonun Lin-ALDH+ grupta Lin-

ALDH- gruptan daha yüksek olduğunu gösterdiler. Bu hücreler daha yüksek 
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telomeraz aktivitesi ve S fazında en az hücreye sahipti. Araştırmacılar yukarıda 

saptanan bulgular ışığında ALDH+Lin- hücrelerin diğer hücrelerden ayrılarak izole 

edilmesiyle en primitif hematopoetik kök hücrelerin izole edilebileceğini ve klinik 

uygulamalarda kullanılabileceğini belirttiler. Pearce ve ark. (117) da uzun süreli 

engrafman sağlayan Lin-CD34- side  popülasyon hücrelerinin çoğunun aynı zamanda 

ALDH+ olduğunu göbek kordonu kanında yaptıkları çalışmada gösterdiler. Bütün bu 

araştırmalardan çıkarılan sonuç ALDH+CD34- bir hematopoetik kök hücre grubu 

olduğu ve bunların klinik olarak önem taşıdıklarıdır. 

 Povsic ve ark. (118) ise ALDH+ hücreler periferik kana geçmekte midir ve 

saptanabilir mi sorularının yanıtını kardiyak kateterizasyon yaptıkları hastalarında 

ALDH aktivitesine bakarak araştırdılar. Mobilizasyon yapılmadan periferik kanda 

dolaşan öncül hücrelerin saptanabileceğini gösterdiler. Fallon ve ark. (23) otolog kök 

hücre nakli için kemoterapi+G-CSF ile mobilizasyon yaptıkları hastaların periferik 

kan örneklerinde ALDH+ hücrelerin saptanabileceğini gösterdiler. ALDH+ hücre 

grubu CD133+CD34+CD38-Lin- hücrelerden zengindi ve kültürde koloni oluşturma 

özelliğine sahipti. Bu da mobilize periferik kandaki ALDH+ hücrelerin ilkel 

hematopoetik hücrelerin fenotipik özelliklerine sahip oldukları sonucuna vardırdı.  

Çalışmamızda periferik kana mobilize olan CD34+ hücrelerin aynı zamanda 

ALDH+ olduğunu gözledik ve mobilize olan CD34+ hücre miktarları ve ALDH+ 

hücre miktarları için ilk ve sonraki günler arasında fark bulamadık. ALDH+ 

hücrelerin periferik kana mobilizasyonunun CD34+ hücreler gibi G-CSF sonrası 3-

4.günlerde olduğu ve ilk günlerdeki kök hücrelerin sonraki günlerden daha immatür 

hücrelerden oluştuğu da belirtilmektedir. Yani ALDH+ CD34-  olan kök hücrelerin 

bulunduğu ve bunların daha öncül kök hücreler olduğundan bahsedilmektedir ve 

daha erken periferik kana mobilize oldukları belirtilmektedir (101,102). ALDH- ve 

ALDH+CD34- hücrelerin kültürde koloni oluşturma yeteneği ALDH+ ve 

ALDH+CD34+ hücrelere göre çok azdır (23). Bu nedenle G-CSF ile kök hücre 

mobilizasyonu sonrası 5.gün yerine 4.gün kök hücre toplanmaya başlanması 

önerilmektedir (117). Biz de kliniğimizde kök hücre toplamaya başlama zamanı 

olarak 4.günü tercih etmekte ve hastalarımızda bu nedenle 4.günden itibaren 

periferik kana mobilize olan kök hücreleri değerlendirmekteyiz. Yaptığımız 
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çalışmada da bu nedenle genellikle G-CSF uygulamasının 4,5,6.günü toplanan kök 

hücre miktarları kullanılmıştır. 

Daha immatür olan progenitör hücrelerin uzun süreli engrafman sağlayan kök 

hücreler olduğu da ileri sürülen diğer bir durumdur (19,20,24,26). Bu nedenle bizim 

çalışmamızda 4.gün ve sonrası periferik kana mobilize olan CD34+ hücre miktarları 

ile ALDH+ hücre miktarları karşılaştırılmıştır. ALDH+ hücrelerin miktarı ilk günde 

sonraki günlere göre CD34+ hücrelerin miktarından göreceli olarak daha yüksek 

olsaydı bu durum erken progenitör hücrelerin daha önce mobilize olduğu savını 

destekleyecekti. Ancak çalışmamızda böyle bir fark saptamadık. ALDH+ hücreler 

CD34+ hücrelerden her gün için daha fazla idi. Birinci gün ortalama ALDH+ hücre 

52.49±66.54/µl iken CD34+ hücre 45.9±55.3/µl idi. İkinci gün ALDH+ hücre 

67.02±107.25/µl, CD34+ hücre ise 64.18±109.53; üçüncü gün ALDH+ hücre 

59.41±67.9/µl, CD34+ hücre 42.12±44.29/µl idi. ALDH+CD34- hücre birinci gün 

ortalama 6.59/µl, ikinci gün 2.84/µl, üçüncü gün 17.29/µl idi. Fakat bu fark ilk günde 

diğer günlerden fazla değildi. Bu bulgular ilk gün mobilize olan kök hücrelerin daha 

öncül progenitör hücreleri içermediğini gösterdi. Hatta 3.gün ALDH+CD34- hücre 

oranları daha fazla idi. Geç (3.gün) mobilize olan kök hücrelerdeki ALDH+ hücre 

oranının en yüksek olması bu gün mobilize olan ile önceki gün mobilize olan 

hücrelerin engrafman çalışmalarının yapılması ile engrafman potansiyelleri 

araştırılabilir görünmektedir ve ayrı bir araştırma konusudur. Yaptığımız analizlerde 

CD34+ALDH- hücre yok denecek kadar azdı. Bu nedenle değerlendirilmedi. 

Diğer ilginç bir nokta da periferik kanda birinci gün %12.5, ikinci gün %4, 

üçüncü gün %29 ALDH+ hücre CD34+ hücreye göre daha fazla olduğu halde 

toplanan ürün analiz edildiğinde ALDH+ hücre birinci gün %3, ikinci gün %6, 

üçüncü gün %11 daha fazla saptandı. Bu fark ALDH+ hücrelerin bir kısmının aferez 

işlemi sırasında toplanamadığı düşüncesini akla getirmektedir. Bundan sonraki 

çalışmalarda bu konunun açıklığa kavuşturulması gerekmektedir.  

Araştırdığımız diğer bir nokta da mobilize olan kök hücrelerde CD34+ hücre 

miktarı ile ALDH+ hücre miktarları arasında nasıl bir ilişki olduğuydu. Kök hücreleri 

topladığımız günler karşılaştırıldığında kök hücrelerin belirlenmesinde bugün için 

standart belirteç kabul edilen CD34+ hücre miktarı ile ALDH+ hücre miktarları 

arasında güçlü bir korelasyon saptadık (p<0.001, r=0.983). Lioznov ve ark. (142) 
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taze kemik iliği ve periferik kan örneklerinde ALDH+ hücre sayısıyla CD34+ hücre 

sayısının çok iyi korele olduğunu göstermişler ve bu durumun SSCloALDHbr 

hücrelerin hemen tümünde ALDH ve CD34’ün birlikte eksprese edilmesine bağlı 

olduğunu ileri sürmüşlerdir. Bizim çalışmamızda da benzer bulgular saptanmış olup 

ALDH+’liğinin kök hücre mobilizasyonunu değerlendirmede kullanılabileceğini 

göstermektedir. 

Hess ve ark. (21) da göbek kordonundan elde ettikleri örneklerle yaptıkları 

çalışmada ALDH+ hücrelerin içerdiği progenitör hücre miktarının CD34+ hücrelerin 

içerdiğine benzer miktarda olduğunu gösterdiler. 

Bulgularımız ALDH+ hücre miktarının 4,5,6. günler için CD34+ hücre 

miktarından fazla olduğunu ve bu da periferik kana CD34- öncül kök hücrelerin de 

mobilize olduğunu göstermiştir. Yani CD34+  hücrelerin hemen hepsi ALDH+ olup 

ilaveten ALDH+ CD34-  bir hücre grubu da mevcuttur. ALDH+ CD34-  hücreler kök 

hücrelerin mobilize olduğu tüm günlerde pozitif bulunmuştur. Ayrıca çalışmamızda 

gösterdik ki periferik kanda CD34+ hücre miktarı arttıkça ALDH+ hücre miktarı da 

artmaktadır (p<0.001).  

Periferik kandaki CD34+ hücre miktarı ile toplanan üründeki CD34+ hücre 

miktarı arasında önemli derecede korelasyon mevcuttu (p<0.001). Aynı şekilde 

periferik kandaki ALDH+ hücre sayısı arasında da önemli korelasyon vardı 

(p<0.001). Dolayısıyla periferik kandaki CD34+ hücre miktarı gibi ALDH+ hücre 

miktarı bize ne kadar ALDH+ hücre toplanacağı konusunda bilgi vermektedir. 

Periferik kandaki CD34+ hücre miktarının genellikle 10/µl’nin üzerinde (8-

20/µl) olması kök hücre toplamaya başlama zamanı için kriter olarak kabul 

edilmektedir (28). Bizim çalışmamızda kök hücre toplamada bu kritere uyuldu. 

ALDH için böyle bir kriter konulabilir mi sorusunun yanıtı çalışmamıza göre CD34 

kriterinin de ALDH için kullanılabileceğidir. Çünkü CD34+ hücre miktarı ile ALDH+ 

hücre miktarı korele idi ve düzeyleri arasındaki fark ALDH lehine ortalama %3 daha 

fazla idi. Dolayısıyla ALDH 10/µl kök hücre toplama için başlama zamanı olarak 

kabul edilebilir. 

Hematopoetik kök hücreleri sadece yüzey fenotipine bakarak 

değerlendirmenin bazı dezavantajları vardır. Hücre yüzey fenotipi türler ve kök hücre 

kaynağına göre değişebilir. Hücre siklusu ilerlemesi, kültür ve transplantasyon 
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işlemleri sırasında değişime uğrayabilir. Azalmış fonksiyonel aktiviteye rağmen sabit 

kalmaya devam eder. Dönüşümlü kök hücre ya da progenitör fonksiyon gösteren 

hücreleri dışlayabilir (21).  

Dondurma ve çözme türü işlemler sırasında membran hasarına uğrayan 

hücreler ALDH reaksiyonuna ait ürünü kaybeder ve sonuçta tüm ALDH+ hücreler 

saptanamayabilir. Bu durum bir dezavantaj gibi görünse de aynı zamanda ALDH 

aktivitesine göre değerlendirilen hücrelerin membran bütünlüğü korunmuş hücreler 

olduğu anlamına gelir (122). ALDH ölü hücreleri boyamadığı için dondurulup 

çözülen kök hücreleri verirken canlılık boyası olan 7-aminoaktinomisin D (7-AAD) 

ilave etmeden kullanım sağlar. 

Biz de çalışmamızda hücre yüzey belirteci olan CD34+ hücre bakmakla 

ALDH+ hücre bakmanın laboratuar yöntemi olarak zor ve kolay taraflarını 

karşılaştırdık. ALDH+’liğinin daha öncül hücreleri ayırt etmesi literatürde (6-9) de 

bildirilen bir avantaj olarak görülmekle birlikte çözünme işlemi sonrası CD34’ten 

daha az stabil olması nedeniyle kısa sürede analiz gerektirmesi dezavantaj olarak 

değerlendirildi. Ayrıca monositler ALDH+ popülasyonu etkilediğinden analizin 

monositleri ayırarak yapılması gerekmektedir (17). Monositler diğer lökositlerden 

daha fazla ALDH aktivitesine sahiptir bu nedenle ALDH reaksiyonu öncesi CD14 

antikoru ile monositlerin boyanması ALDH+ popülasyonun daha iyi ayırt edilmesini 

sağlar ya da CD45/SSC grafiğinde monositlerin kapı alınarak analiz sırasında 

dışlanması gerekmektedir (122). Biz çalışmamızda CD45, CD34, ALDH’yı 

boyamada kullandık ve ardışık kapılar alırken CD45/SSC grafiğinde monositleri kapı 

alarak analiz dışı bıraktık. 

Araştırdığımız bir diğer nokta da nötrofil ve trombosit engrafmanını tahmin 

etmede CD34+ hücre miktarının mı yoksa ALDH+ hücre miktarının mı daha yararlı 

olduğuydu. Otolog ve allogeneik nakil yapılan tüm hastalar için bakıldığında 

kilogram başına verilen toplam CD34+ ve ALDH+ hücre miktarı ile nötrofil 

engrafman zamanı arasında anlamlı ilişki saptanmadı. Kilogram başına verilen 

toplam CD34 ve ALDH miktarı ile trombosit engrafman zamanı arasında ise anlamlı 

negatif ilişki mevcuttu.  

Hastalar sadece otolog nakil yapılan grup olarak incelendiğinde kilogram 

başına verilen toplam CD34+ ve ALDH+ hücre miktarları ile nötrofil ve trombosit 
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engrafman zamanı arasında anlamlı ilişki saptanmadı. Tüm hastalar birlikte 

değerlendirildiğinde trombosit engrafmanı ile olan negatif ilişkinin sadece otolog 

nakil yapılan hastalar olarak bakıldığında gözlenmemesi olgu sayısının daha az 

olmasıyla ilişkili olabilir. Zaten tüm hastalar incelendiğinde gözlenen negatif ilişki de 

kuvvetli bir ilişki değildi. İlişkiyi incelediğimizde CD34+ veya ALDH+ hücrenin belli 

miktardan fazla olması engrafman süresini değiştirmiyordu. Engrafman ile CD34+ ya 

da ALDH+ hücre miktarı ilişkisi ayrıntılı araştırıldığında ise ilişki başka yönden 

gözlenebiliyordu. Bulgularımıza göre CD34+ hücre miktarı 5.63x106 dan fazla 

olduğunda engrafman süresi değişmiyordu.  

Bazı çalışmalarda (123,124) üründeki CD34+ hücre miktarının otolog 

periferik kök hücre nakli sonrası engrafmana kadar geçen zamanı tahmin etmede 

yararlı olduğu gösterilmiştir. Fallon ve ark. (23) ALDH+ hücreler ilkel hematopoetik 

hücrelerin fenotipik ve fonksiyonel özelliklerine sahip olduğuna göre sayıları otolog 

transplantasyon sonrası engrafman hakkında bilgi verebilir mi sorusuna yanıt 

aradılar. Bu amaçla otolog kök hücre nakli yapılan 21 kanser hastasında kilogram 

başına verilen ALDH+, canlı CD34+, CD34+ALDH-, ALDH+CD34+ ve 

ALDH+CD34- hücre sayılarını değerlendirdiler. Kilogram başına verilen ALDH+ ve 

ALDH+CD34+ hücre miktarları ≥5x106 olan hastalarda 11.gün nötrofil ve 20.gün 

trombosit engrafmanı gözlendi. Bu miktar ≤2x106 olduğunda hastaların yaklaşık 

yarısında trombosit engrafmanında gecikme oldu. Nakil öncesi taze olarak elde 

edilmiş lökoferez örneklerinde bakılan CD34+  hücre sayısıyla nötrofil ve trombosit 

engrafmanı arasında korelasyon gözlenmedi. CD34+ALDH- hücreler, taze CD34+ ve 

ALDH+CD34- hücreler engrafmanla korele değildi ya da zayıf korelasyon gösterdi. 

Dondurulup saklanmış lökoferez örneklerindeki ALDH+ hücrelerin viabilitesi CD34+ 

hücrelerinkinden daha fazlaydı (p<0.001). Ancak şu ana kadar araştırılan hem otolog 

hem allogeneik nakil hasta sayıları sınırlı olduğundan daha geniş prospektif 

çalışmalara ihtiyaç vardır.  

  Tüm serilerde engrafman sağlanması için gerekli olan minimum CD34+ 

hücre sayısı henüz bilinmemektedir. Çünkü bu sayı kök ve progenitör hücre alt 

gruplarına göre değişkenlik gösterebilir. Fakat kilogram başına 5-10 milyon CD34+ 

hücre verilmesinin mutlak nötrofil sayısı ve trombositlerde hızlı iyileşme sağladığı 

ve engrafman yetmezliği riskinin çok düşük olduğu bilinmektedir. Hastalara en az 
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2x106/kg CD34+ hücre verilmesi hedeflenmelidir ancak spesifik olgularda daha 

düşük sayılar kabul edilebilir (125).  

Hızlı ve kalıcı engrafman için verilmesi gereken minimum CD34+ hücre 

dozunu tanımlamak güç olsa da 4-5x106 CD34+ hücre/kilogram içeren ürünün bunu 

sağladığı gösterilmiştir. Kök hücre dozunu bu miktarın üzerine çıkarmak ise sonuçta 

dramatik bir düzelme sağlamamaktadır (126-128).  

CD34+ hücre miktarıyla transplantasyon sonuçları arasında ilişki olduğu ilk 

kez Bensinger ve ark. (129) tarafından vurgulanmıştır. Zaucha ve ark. (130) 

yaptıkları retrospektif çalışmada artmış CD34+ hücre miktarının daha hızlı 

engrafmanla ilişkili olduğunu buldular. Fakat bu ilişkinin biyolojik önemini kısıtlı 

olarak değerlendirdiler.  Çünkü >12x106/kg ve 4-8x106/kg CD34+ hücre miktarları 

için nötrofil engrafman süreleri arasında sadece 1 gün fark saptadılar. Trombosit 

engrafman süreleri arasında ise fark bulamadılar. Bu bulgular Gianni ve ark. 

(131)’nın belli bir değerden daha fazla progenitör hücre vermenin nötrofil 

iyileşmesini hızlandırmadığını gösteren çalışması ile uyumluydu. 

Çalışmamızda nötrofil ve trombosit engrafman süresi üzerine kilogram başına 

verilen CD34+ ve ALDH+ hücre miktarlarının etkisini karşılaştırdık. Otolog ve 

allogeneik kök hücre nakli yapılan hastalar birlikte değerlendirildiğinde kilogram 

başına verilen CD34+ hücre miktarı ortalama 6.58 ± 4.31x106 ve ALDH+  hücre 

miktarı ortalama 7.90 ± 8.18x106, otolog nakil yapılan hastalar tek başına 

değerlendirildiğinde kilogram başına verilen CD34+ hücre miktarı ortalama 7.22 ± 

4.47x106 ve ALDH+  hücre miktarı ortalama 8.72 ± 8.93x106 idi. Korelasyon grafiği 

incelendiğinde verilen CD34+ hücre miktarı kg başına 5.63x106’dan fazla olduğunda 

ve ALDH+ hücre miktarı 6.58x106’dan fazla olduğunda nötrofil engrafman süresinin 

değişmediği gözlendi. Trombosit engrafman süresi ise verilen CD34+ hücre miktarı 

kg başına 5.42x106’dan fazla olduğunda ve ALDH+ hücre miktarı 7.9x106’dan fazla 

olduğunda değişmiyordu. Bu bulgumuz yukarıda belirtilen yazarların çalışmalarıyla 

uyumlu idi. Engrafman yetmezliği olan hastamız olmadığı için en az verilmesi 

gereken miktarlar konusunda yorum yapamıyoruz. Zaten bu konu çalışmamızın 

amaçları arasında yer almıyordu.   

Bazı yazarlar (132,133) periferik kök hücre toplamaya başlamak için en iyi 

zaman olarak kemoterapiye bağlı nötropeni sonrası beyaz küre sayısının >1000/µl 
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olduğu dönemi ileri sürse de diğer yazarlarca (134,135) 3000/µl ya da 10000/µl gibi 

daha yüksek değerlerin toplama zamanını daha doğru belirleyebileceği de ifade 

edilmiştir. Bu farklılıklar için kesin bir açıklama mevcut değildir. Biz de 

kemoterapi+G-CSF hastalarımızda BK>1000 olduğunda periferik kandaki CD34+ 

hücre miktarını >10/µl olduğunda bulduk. Sadece G-CSF uygulandığında ise 

4.günde periferik kanda CD34 baktık ve >10/µl ise kök hücre toplamaya başlandı. 

Bazı merkezler periferik kök hücre toplamaya beyaz küre sayısı belirli bir 

düzeye ulaştığında başlasa da beyaz küre sayıları ve toplanan CD34+ hücre miktarı 

arasındaki ilişki zayıftır (132-134). Periferik kan ve aferez ürünündeki CD34+ hücre 

sayısı arasında ise yakın ilişki mevcuttur (135,136). Periferik kan ve üründeki CD34 

arasında korelasyonun iyi olmadığı çalışmalardaki hasta sayısı genellikle azdır ve 

CD34 standardizasyonu öncesi yapılmış çalışmalardır (141).  

Çalışmamızda 1.gün periferik kanda bakılan beyaz küre sayısı toplanan 

CD34+ ve ALDH+ hücre miktarlarıyla (hasta/kilogram olarak) zayıf yönde negatif 

ilişkili bulundu. Üründeki beyaz küre sayısıyla toplanan CD34+ ve ALDH+ hücre 

miktarları arasında ilişki saptanmadı. Diğer günler için hem periferik kan hem de 

üründe bakılan beyaz küre sayısıyla ilişki mevcut değildi. Literatürde belirtilen 

periferik kan ve aferez ürünündeki CD34+ hücre sayısı arasında yakın ilişki bizim 

çalışmamızda da gözlendi. 

Sonuç olarak çalışmamız hematopoetik kök hücrelerinin belirlenmesinde 

ALDH ekspresyonunun CD34 yerine kullanılabilecek yararlı bir belirteç 

olabileceğini desteklemiştir.  
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6. SONUÇLAR 

ALDH ekspresyonunun CD34 bakmaya alternatif olabilirliğini ve 

ALDH+ hücre miktarıyla nötrofil ve trombosit engrafmanı arasındaki ilişkiyi 

araştırdığımız bu çalışmaya 37 hasta alındı. 

 

1. Tüm hastalar değerlendirildiğinde; periferik kanda mikrolitredeki CD34+  

hücre miktarı 2.günde 1.günden fazlaydı (p<0.05).  

2. Periferik kanda mikrolitredeki ALDH+  hücre miktarları için günler arasında 

fark saptanmadı (p>0.05).  

3. Periferik kanda 1.gün ortalama ALDH+ hücre 52.49±66.54/µl, CD34+ hücre 

45.9±55.3/µl; 2.gün ALDH+ hücre 67.02±107.25/µl, CD34+ hücre 

64.18±109.53; üçüncü gün ALDH+ hücre 59.41±67.9/µl, CD34+ hücre 

42.12±44.29/µl idi.  

4. Periferik kandaki ALDH+CD34- hücre 1.gün ortalama 6.59/µl, 2.gün 2.84/µl, 

3.gün 17.29/µl idi.  

5. Periferik kanda birinci gün %12.5, ikinci gün %4, üçüncü gün %29 ALDH+ 

hücre CD34+ hücreye göre daha fazla olduğu halde toplanan ürün analiz 

edildiğinde ALDH+ hücre birinci gün %3, ikinci gün %6, üçüncü gün %11 

daha fazla saptandı. 

6. Ürün örneklerinde mikrolitredeki CD34+  ve ALDH+ hücre miktarı 2.günde 

1.günden fazlaydı (p<0.05).  

7. Toplanan üründe kilogram başına elde edilen CD34 miktarı 2.günde 1.günden 

daha fazlaydı (p<0.05).  

8. Toplanan üründe kilogram başına elde edilen ALDH miktarı için günler 

arasında fark saptanmadı (p>0.05). 

9. Nötrofil engrafman süresi 11.12 ± 4.15 gün, trombosit engrafman süresi 

11.31 ± 4.82 gün idi. 

10. Kilogram başına verilen toplam CD34 ve ALDH miktarı ile nötrofil 

engrafman süresi arasında anlamlı ilişki saptanmadı (p>0.05).  

11. Kilogram başına verilen toplam CD34 ve ALDH miktarı ile trombosit 

engrafman süresi arasında negatif ilişki mevcuttu (p<0.05).  
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12. Hastalara verilen CD34+ hücre miktarı kg başına 5.63x106’dan fazla 

olduğunda ve ALDH+ hücre miktarı 6.58x106’dan fazla olduğunda nötrofil 

engrafman süresinin değişmediği gözlendi. Trombosit engrafman süresi ise 

verilen CD34+ hücre miktarı kg başına 5.42x106’dan fazla olduğunda ve 

ALDH+ hücre miktarı 7.90x106’dan fazla olduğunda değişmiyordu. 

13.  Hastalara infüze edilen kilogram başına toplam CD34 miktarı ile toplam 

ALDH miktarı arasında pozitif yönde kuvvetli ilişki mevcuttu (p<0.001). 

14. Toplama işleminin 1,2 ve 3. periferik kan ve ürün örneklerinde bakılan 

CD34+ ve ALDH+ hücre miktarı arasında kuvvetli bir doğrusal ilişki saptandı 

(p<0.001). 

15. Toplama işleminin 1, 2 ve 3.gününde elde edilen kilogram başına CD34+ ve 

ALDH+ hücre miktarı arasında kuvvetli bir doğrusal ilişki mevcuttu 

(p<0.001).  

16. Sadece otolog kök hücre nakli yapılan hastalar değerlendirildiğinde; nötrofil 

engrafman süresi 9.51 ± 1.50 gün ve  trombosit engrafman süresi 9.55 ± 1.42 

gün idi. 

17. Periferik kan örneklerinde mikrolitredeki CD34+  hücre miktarı 2.günde 

fazlaydı (p<0.05).  

18. Periferik kan örneklerindeki ALDH+  hücre miktarı için günler arasında fark 

saptanmadı (p>0.05). 

19. Ürün örneklerindeki CD34+  ve ALDH+ hücre miktarları için 1,2 ve 3.günler 

arasında fark saptanmadı (p>0.05).  

20. Toplanan üründe kilogram başına elde edilen CD34 ve ALDH miktarı 

günlere göre karşılaştırıldığında aralarında anlamlı fark saptanmadı (p>0.05).  

21. Kilogram başına verilen toplam CD34 ve ALDH miktarı ile nötrofil ve 

trombosit engrafman süresi arasında ilişki saptanmadı (p>0.05). 

22.  Kilogram başına verilen toplam CD34 miktarı ile toplam ALDH miktarı 

arasındaki pozitif yönde kuvvetli ilişki mevcuttu (p<0.001). 

23. Verilen CD34+ hücre miktarı kg başına 5.40x106’dan fazla olduğunda ve 

ALDH+ hücre miktarı 6.53x106’dan fazla olduğunda nötrofil engrafman 

süresinin değişmediği gözlendi. Trombosit engrafman süresi ise verilen 
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CD34+ hücre miktarı kg başına 7.22x106’dan fazla olduğunda ve ALDH+ 

hücre miktarı 8.72x106’dan fazla olduğunda değişmiyordu. 

24. Otolog kök hücre nakli yapılan hastalar G-CSF (grup 1) ve siklofosfamid+G-

CSF (grup 2) ile mobilizasyon yapılanlar olarak değerlendirldiğinde; nötrofil 

engrafman süresi grup 1’de 9.90 ± 2.11 gün ve grup 2’de 9.25 ± 0.85 gün, 

trombosit engrafman süresi grup 1’de 9.54 ± 1.69 gün ve grup 2’de 9.56 ± 

1.26 gün olup 2 grupta birbirinden farklı değildi (p>0.05). 

25. Her iki grup için kilogram başına verilen toplam CD34 ve ALDH miktarı ile 

nötrofil ve trombosit engrafman süresi arasında ilişki saptanmadı (p>0.05).  

26. Her iki grup için kilogram başına verilen toplam CD34 miktarı ile toplam   

      ALDH miktarı arasındaki pozitif yönde kuvvetli ilişki saptandı  (p=0.003). 
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