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Ozet
Amag: Cesitli hastaliklarin tedavisinde uygulayabilmek amaci ile kok hticrelerin saklanarak stirekli bir kok hiicre bankasinda toplanmasi fik-
ri giderek yaygin hale gelmektedir. Saklanma sirasinda hiicre kaybinin en aza indirilmesi icin kullanilan metotlarin gelistirilmesi gerekmek-
tedir. Calismamizda, kordon kanlarindan ayrilan monontkleer hiicrelere farkli saklama yontemleri uygulayarak, yapilan karsilastirmalar so-
nucunda hangi yontemin daha verimli oldugunu belirlemek amaclanmistir.
Yontem: Gonullu vericilerden alinan kordon kanlarindan monontikleer hiicreler, yogunluk derecelendirme yontemi kullanilarak ayrildi. Bi-
ri tek asamali digeri iki asamali olarak 2 ayri vitrifikasyon metodu uygulandi. Vitrifikasyon éncesi ve sonrasinda tripan mavisi boyama yon-
temi ile hiicre canliligindaki, akim sitometri teknigi kullanilarak CD34+, CD45+ ve CD34+45+ hiicre oranlarindaki, isik mikroskobu kulla-
narak morfolojide meydana gelen farkhliklar belirlendi.
Bulgular: Elde ettigimiz bulgular sonucunda, dondurma 6ncesi ve sonrasinda CD45+, CD34+, CD34+/45+ hiicre oranlarinda anlamli du-
stisler gozlendi. Istatistiksel degerlendirmelerde, uygulanan iki farkli vitrifikasyon metodu arasinda anlaml bir fark goriilmedi. Yapilan isik
mikroskobi degerlendirmelerinde ise hiicrelerin dondurma sonrasinda membran yapilarinin bozuldugu, hiicrelerde sismeler olustugu ve
hiicre kiimeleri meydana geldigi goruldi.
Sonug: Calismamizda vitrifikasyon sonrasi hiicre kayiplari saptansa da kordon kani hiicrelerinin saklanmasinda zamandan ve maddi agidan
tasarruf saglayacak vitrifikasyon tekniklerinin kullanilabilirliginin saglanmasinin, kordon kani bankalari ve diger kok hiicre depolama mer-
kezleri agisindan da kullanish olacagr agiktir.

Anahtar kelimeler: Kordon kani, hematopoetik kok hiicre, mononiikleer hiicre, kriyoprezervasyon, vitrifikasyon
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Vitrification method in banking of cord blood mononuclear cells

Abstract
Objectives: The idea of protection of stem cells in a cord blood bank for treatment of various diseases, becomes more widespread. The meth-
ods when used during the protection, must be developed for minimizing the risk of cell lost. According to our purpose, we made a com-
parison by using different protection methods for the cord blood stem cells, during the experiments.
Methods: “Density-gradient” method was used for mononuclear cell separation from cord blood, which is taken from voluntary donors. We
applied 2 different vitrification method. One of them consist of two steps. Before and after the freezing process, cell viabilities by trypan blue
dye method, differences in CD34+, CD45+ and CD34+45+ cells ratio by flow cytometry method and, differences in morphology by light
microscope had been determinated.
Results: According to our experiment results, CD45+, CD34+ and CD34+/45+ cell ratios significantly decreased after vitrification process-
es. But there is no significant differences between 2 different vitrification method, we used. In the light microscopy analysis, cell membran
structures have damaged, cells have seen like swell and cells come together and have seen attaching.
Conclusion: Vitrification methods are usefull for cell banking because of their short, cheap and easy process. We are thinking that our study
is helpful for improving new and suitable methods.
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esitli hematolojik hastaliklar veya kemik iligi yet-
C mezlik sendromlarinda kok hiicre nakilleri kullanil-
maktadir [1-4]. K6k hiicre kaynagi olarak kemik iligi ve-
ya periferik kan kullanildiginda Graft versus host disea-
se (GvHD) gelisme riski oldukga ytksektir. HLA uyum-
lu akraba olmayan vericilerden yapilan nakiller sonrasi
%70, HLA uyumlu kardeslerden yapilan nakiller sonra-
sl ise %35-40 oraninda GvHD gelisme riski oldugu gos-
terilmistir [5]. Bu sonuclar, arastirmacilari nakiller icin
yeni kok hiicre kaynaklari bulmaya yonlendirmistir. Ya-
pilan calismalar ile plasenta ve kordon kaninin zengin
kok hucre kaynaklart oldugu; bu kok hiicrelerin kemik
iligi ve periferik kana kiyasla daha 6ncil oldugu anlasil-
mustir. Ayrica bu htcrelerin agilanma kabiliyetleri de
daha yiksektir. Kordon kani nakilleri sonrasinda, fetal
kan hucrelerinin distk immun yetenekleri nedeniyle
doku reddi ve GvHD daha az gorilmektedir [6-9].

Bu nedenlerle komplikasyonlari azaltan ve nakiller
icin verici havuzunu genisletecek olan kordon kani kok
htcreleri, klinik uygulamalarda ¢ok yaygin olarak kulla-
nilmaktadir. Hematopoetik kok hticrelerin nakilleri ve
klinik aragtirmalar 1980'den beri ilerleyerek stirmekte-
dir. Ginumiuze kadar kordon kani nakilleri; lenfoid ve
miyeloid lésemileri, Fanconi anemisi, aplastik anemi,
beta talasemi gibi cesitli hematopoetik bozukluklarin
tedavisinde kullanilmistir [10-12].

Kordon kani mononiikleer hiicrelerinin (MNH) ta-
nimlanmasi konusunda ¢alismalar strekli gelistirilmek-
tedir. Mc Guckin ve ark.[13], kordon kanindan elde et-
tikleri MNH'lerin bazilarinin embriyonik kok hicre
ozelligi tasidigini buldular.

Erken hematopoetik gelisimde sentezlenmesinden
dolayi 6zellikle CD34 antijeni, insan hematopoetik
hticrelerinin saflastirilmasi ve tanimlanmasi icin degerli
bir parametre haline gelmistir [14-18]. CD34’(in fonksi-
yonel 6zelligi tam olarak bilinmemekle birlikte, hticre
adezyonunda rol oynadigi dustinilmektedir [19-21].
CD34’tun oncul kok hicrelerde baskalasim belirteci ol-
dugu dustintilmektedir [22]. Hematopoezde, CD34‘lin
ylizey ekspresyonu gelisimsel olarak diizenlenmekte ve
farklilasma evreleri arttikca ekspesyonu azalmaktadir.
CD45 ise tim hematolojik hiicre gruplarini ifade etmek-
tedir [19,23,24].

54

Kordon kani, sahip oldugu bu 6zellikler ve kolay el-
de edilebilir olmasi nedeniyle nakil uygulamalari icin
onemli bir kaynak haline gelmistir. Bu sebeple kordon
kanmnin saklanmasi 6nem kazanmis, hatta bu yontemi
anne ve babanin istegiyle rutin olarak yirtten kurumlar
olusmustur (Kordon kani bankalari).

Kordon kaninin dondurulmasiyla ilgili yapilan cesit-
li calismalarda elde edilen sonuclar, kullanilan metotla-
rin gelistirilmesi gerektigini gostermistir. Glinimuzde
umbilikal kordon kani kriyoprezervasyonu icin kullani-
lan metotlari destekleyen deneysel calismalar da olduk-
ca kisithidir [25].

Bu calismamizda, nakillerde kemik iligine alternatif
olarak kullanilan kordon kant MNH'leri icin, farkli vitri-
fikasyon teknikleri kullanarak degisik saklama metotlari
olusturmayi, dondurma 6ncesi ve sonrasindaki hiicrele-
rin farklihklarini ve canhlik 6zelliklerini karsilastirarak
ortaya koymayi amacladik. Bu alandaki calismalar, ka-
demeli dondurma tzerinde yogunlasmistir. Biz zaman-
dan ve maddi kaynaklardan tasarruf saglayabilecek,
farklr vitrifikasyon teknikleri olusturarak literattre katki-
da bulunmayi amacladik. Béylece nakil alanindaki ga-
lismalara, verici havuzu olusturulmasina ve kok hticre-
lerin daha verimli bir sekilde saklanarak strekli bir kok
hiicre bankasinda toplanmasina katki saglayacagini di-
stinmekteyiz.

Gerec ve Yontem
Kordon Kaninin Toplanmasi

Gerekli bilgilendirmenin yapildigi ve izinleri alinan
saglikh vericilerden alinan 13 gobek kordon kani kulla-
nildi. Calismamiz icin kordon kani topladigimiz, istan-
bul Universitesi ve Zeynep Kamil E. ve A. Hastanesi’nin
etik kurullarindan gerekli onaylar alinmistir (N0:29783,
No:B.104.I1SM.4340014/6531). Normal ve sezaryan do-
gumlarda, umbilikal venden siringa ile girilerek alinan
kanlar, steril ve antikoagtilant olarak CPD-A igeren
4.5ml’lik ttplere alindi [26].

MNH’lerin Ayrilmasi

Toplanan kordon kanlari en geg 24 saat icinde isle-
me alindi. Kanlara uygulanan ilk islem, total kandan
MNH’lerin ayrilmasi idi.



Total kan, hiicre ayrilmasinin daha verimli olmasi
icin 5:1 oraninda RPMI-1640 (PAN Biotech, P04-
18050) soliisyonu ile sulandirildi. Daha sonra sulandiri-
lan kan ile esit hacimde Histopaque-1077 (Sigma-
10771) iceren tiplere yavasca eklendi. Bu sekilde yo-
gunluk farki yaratilan tupler, 2500 rpm’de 30 dk santri-
fuj edildi [16]. Bu islem sonucunda kanlar, alttan itiba-
ren sirasiyla eritrositler, Histopaque solisyonu,
MNH'’ler ve plazma olarak fazlara ayrildi (Sekil 1). ince
bir bulut seklindeki gortintimleri ile belirlenen MNH’ler
pipet yardimi ile ayrildi. RPMI-1640 ile 5 cc’ye tamam-
lanan MNH’ler 2000 rpm’de 10 dk santrifij edilerek yi-
kandi. Ust faz atildiktan sonra pellet seklindeki
MNH’ler yine RPMI-1640 ile 1 cc’ye tamamlanarak re-
stispanse edildi. Elde ettigimiz bu stispansiyon, asagida-
ki islemler icin kisimlara ayrildi:

e Hiicre sayimi

e Tripan mavisi (Sigma T-8154) ile hiicre canlihiginin
tayini

e Isik mikroskobi analizleri icin preperat hazirlanmasi

e Akim sitometri analizleri

e 2 farkli yontemle uygulanacak vitrifikasyon islemi

Hiicre Sayimi ve Canliigin Belirlenmesi

Hucre sayimi icin Makler kamarasi kullanildi. Hiic-
re canlihginin belirlenmesi tripan mavisi boyasi kullani-
larak yapildi [26]. Vital bir boya olan tripan mavisi, 6li
hiicrelerin tespiti amaciyla kullanildi. Olii hiicrelerin si-
toplazmasi tripan mavisi boyasi ile mavi renkli olarak

Santrifiij
] = Plazma
KAN ,, el \[ononiikleer
2000 rpm e
5 A Hiicreler
30 Dakika
| Kirmmn
Hiicreler
HISTOPAQUE®=1077

Sekil 1. Total kandan monontkleer hiicrelerin ayrilmasi.
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gorulmektedir. Bu sekilde, hem dondurma 6ncesi hem
de sonrasinda en az 100 hticre sayilarak canhlik oran-
lari tespit edildi.

Vitrifikasyon

Karsilastirma yapilabilmesi amaciyla 2 farkl vitrifi-
kasyon metodu kullanildi. Kullanilan metotlarin mim-
kiin oldugunca az sayida basamak icermesi ve kisa si-
ren islemlerden olusmasina dikkat edildi. Kordon kani
bankalari ve klinik verimlilik acilarindan, kolay ve kisa
stireli bir yontemin daha kullanish olacagi agiktir.

Yontem 1

Elde edilen MNH’ler lizerine yavasga, +4 °C sicakli-
ginda %8.7 DMSO iceren solusyon eklendi (Sigma C-
6295). 10 dk sivi azot buharinda tutulan hticre stispan-
siyonu daha sonra kriyotipler icinde sivi azota sokula-
rak donduruldu.

Yontem 2

Bu yontemde 2 farkli oranda DMSO iceren solis-
yonlar kullanmildi [27]. Soltsyonlarin igerikleri asagidaki
gibidir:

PBD: PBS (Sigma P-4417) + %0.5 BSA (usb-10857)
+ %71 Dextran 40 (Fluka-BioChemika 31389)

1. Soliisyon: PBD iginde %6,5 DMSO

2. Soluisyon: PBD iginde %10 DMSO

MNH’ler tizerine ilk olarak 75 pl 1.solisyondan ek-
lenerek 10dk +4°C’de inkiibe edildi. Daha sonra, 2. so-
[isyondan yine 75 pl eklenerek +4 °C’de 5 dk inkibe
edildi. Son olarak sivi nitrojen buharinda 5 dk tutulduk-
tan sonra vitrifikasyon islemi gercgeklestirildi.

Her iki yontemde de hicreler 1 hafta sivi nitrojende
saklandiktan sonra ¢ozildu.

Cozme

iki vitrifikasyon metodu ile saklanan érneklerin ta-
mami ayni yontem ile ¢ozdurtldi. 37 °C su banyosuna
alinan hicrelerin tizerine yine 37 °C sicaklikta RPMI-
1640 eklendi ve hiicrelerin en kisa stirede ¢6zilmesi
saglandi [28]. Ardindan +4 °C sicakhkta 10 ml kadar
RPMI-1640 eklenerek hicrelerin yikanma islemi ger-
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ceklestirildi. 2000 rpm’de 10 dk’lik santriftij sonrasi el-
de edilen pellet 1T cc medyum ile sulandirilarak asagida-
ki islemler icin bolimlere aynildi:

e Tripan mauvisi ile hiicre canlihginin tayini
e Isik mikroskobi analizleri icin preperat hazirlanmasi

o Akim sitometri analizleri

Isik Mikroskopi Degerlendirmeleri

Preparatlar, elde edilen hiicre siispansiyonlarindan,
vitrifikasyon oncesi ve sonrasi farkliliklari belirleyebil-
mek amaciyla, hazirlandi. Her bir 6rnekten yayma ola-
rak hazirlanan preparatlar, Giemsa teknigi ile boyana-
rak degerlendirildi.

Akim Sitometride Hiicre Oranlarinin Belirlenmesi

Akim sitometri, tek hiicre seviyesinde analiz olanagi
sunan bir teknikdir. Analizin yapilabilmesi icin hiicrele-
rin sispansiyon haline getirilip, monoklonal bir antikor-
la isaretlenmesi gerekmektedir.

Ayrilan MNH sispansiyondan polisteren tiiplere
100p! kadar alindi. Uzerine 10 pl CD34/45 antikoru
(BD-341071) eklendi ve 20 dk karanlikta inkiibe edildi.
500 pl izoton ile sulandirlan 6rnek, analiz igin akim si-
tometri cihazinda okutuldu. Degerlendirmeler, FACS
Calibur (Becton Dickinson) model akim sitometri ciha-
zinda Cellquest® (software) analiz programi ile yapildi.

Bu programda 5.000 hiticre sayilip CD45+ ve CD34+
hiicre oranlari % olarak belirlendi.

Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullanilan
istatistiksel Yontemler

Elde edilen veriler, SPSS istatistik programinda de-
gerlendirildi. Uyguladigimiz 2 farkl vitrifikasyon tekni-
ginin birbiriyle olan ilskilerini degerlendirmede esli t-
test kullanildi. Anlamlilik seviyesi p<0.05 olarak kabul
edildi.

Bulgular
Hiicre sayilari ve canlilik oranlar

Kordon kanindan elde edilen MNH sayisinin ortala-
masi 57.09+9.5x106 olarak belirlendi (Tablo 1). Elde
edilen hiicre stispansiyonunda tripan mavisi boyamasi
ile belirlenen ortalama canlilik orani %93.8+4.4 seklin-
de goruldi.

Hdcre canliliklarinda, her iki farkli yontemle uygula-
nan vitrifikasyon islemlerinden sonra dusts gortldu
(p<0.001) (Tablo 2).

islemler 6ncesinde %93.9+4.4 olan hiicre canhli-
ginda, vitrifikasyon uygulamalari sonunda anlamli di-
stisler tespit edildi. 1. teknikle vitrifikasyon sonrasinda
60.61+11.02 (p<0.001), 2. teknikle vitrifikasyon sonra-
sinda ise 66.63+9.94 (p<0.001) olmustur.

Hiicre sayisi (milyon / ml)
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Tablo 1. Kordon kanlarindan elde edilen monontkleer hiicre sayilari.



Hiicre Canhilik Oranlari
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p<0.001

Tablo 2. Dondurma 6ncesi ve iki farkli dondurma teknigi sonrasinda elde edilen hticre canlilik oranlari.

Akim Sitometri Analizleri

Her bir kordon kani 6rnegi icin vitrifikasyon oncesi
ve uygulanan farkli teknikler sonrasinda, akim sitometri
analizleri yapilarak CD34, CD45 ve CD34/45 oranlari
belirlendi. Vitrifikasyon o©ncesinde ortalama CD45+
hiicre orani 63.43+20, ortalama CD34+ hiicre orani
0.47+0.2, ortalama CD34+/45+ hticre orani 0.38+0.2
olarak belirlendi. 1. teknikle dondurulup coziilen 6r-
neklerde ortalama CD45+ hiicre orani 37.82+24.39,
ortalama CD34+ hiicre orani 0.19+0.1, ortalama
CD34+/45+ hicre orani 0.17+0.1 seklinde belirlenir-
ken, 2. teknikle dondurulup ¢6ziilen 6rneklerde ortala-
ma CD45+ hiicre orani 47.65+22.6, ortalama CD34+
hiicre orani 0.19+0.1, ortalama CD34+/45+ hiicre ora-
ni 0.16x0.1 olarak belirlendi. Tablo 3’de bu sonuclarin
istatistik degerlerindirmeleri verilmistir. Elde edilen
akim sitometri grafiklerinden bazilari ise Sekil 2, 3, 4, 5,
6 ve 7'de gosterilmistir.

Isik mikroskopi degerlendirmeleri

Vitrifikasyon oncesinde ve sonrasinda degerlendiri-
len hiicre 6rneklerinde, dondurma sonrasindaki hiicre-
lerde cesitli farkliliklar olustugu gozlendi. Herhangi bir
islemden gecirilmeyen orneklerde tam ve diizgilin hiicre
ve membran yapilari gézlenirken, dondurulup ¢ozilen
orneklerde ise hicrelerde, yapi buttinltgiinin bozulabil-
digi, cekirdek ve membran yapilarinda deformasyonlar
olabildigi gortildii. Apoptotik hicreler gozlemlendi.

Tartisma

Gunumizde bircok hematolojik olan veya olmayan
hastaliklarda, metabolik ve genetik bozukluklarda, kemik
iligi nakilleri siklikla ve basari ile kullanilan bir yontem-
dir. Verici bulunmasi zor olabilen, elde edilmesi aci veri-
ci olan ve nakil sonrasinda infeksiyon ve GvHD gelisme
olasiligi bulunan kemik iligine alternatif yeni kok hiicre

Tablo 3. 1. ve 2. Teknik ile vitrifikasyon sonuglarinin vitrifikasyon éncesi veriler ile istatistiksel olarak

anlamlilik degerlerinin karsilastiriimasi.

CD34+ CD45+ CD34+/45+
1. Yontem p=0.003 p<0.001 p=0.015
2. Yontem p=0.002 p=0.001 p=0.013
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Region Events Quad Events % Gated X Mean
R1 4684 UL 7 0.15 8.16
UR 27 0.58 42.3
LL 851 18.17 2.8
LR 3799 81.11 325.19
Sekil 2. Vitrifikasyon 6ncesi elde edilen akim sitometri degerleri.
g- ‘3 PETTRe
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400
1

10

Region  Events Quad Events % Gated X Mean

R1 4538 UL 1 0.02 1.96
UR 5 0.11 39.6
LL 2435 53.66 3.36
LR 2097 46.21 293.21

Sekil 3. 1. Teknik ile vitrifikasyon sonrasi elde edilen akim sitometri degerleri.
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FSC-Height
Region  Events % Gated X Mean Quad Events % Gated X Mean
R1 24449 36.51 470.39 UL 20 0.08 3.01
UR 37 0.15 66.33
LL 5228 21.38 6
LR 19164 78.38 426.89

Sekil 4. 2. Teknik ile vitrifikasyon sonrasi elde edilen akim sitometri degerleri.

kaynaklari aranmaya baslamistir. Yapilan arastirmalar so-
nucunda kordon kaninin, hematopoetik kok hiicre kay-
nagi olarak belirlenmesinin ardindan bu yeni kaynak, na-
killerde kullanilmaya baslanmistir [29,30].

Kordon kaninin, diger kaynaklara gére en 6nemli
avantaji zayif immin yanita sahip olmasi nedeniyle
GvHD goralme olasiliginin dustikligu ve boylece nakil-
lere daha uygun olmasidir [31,32].

Kordon kaninin bu 6zellikleri nedeniyle avantajli bir
kaynak oldugunun belirlenmesi ile birlikte bu alandaki
aragtirmalar artis gostermistir. Kordon kaninin ancak
dogumda elde edilebilmesinden dolayi, dondurularak
saklanmasi tizerinde calismalar yogunlagmistir. Kordon
kani bankalarinda ve yapilan calismalarda genellikle
kontrolli dondurucular kullanilarak uygulanan yavas
metotlar uygulanmistir. Biz calismamizda daha kisa za-
manda uygulanabilen ve kullanilan malzeme sayisini
azaltabilecegimiz hizli bir yontem olan vitrifikasyon
teknigini kullandik.

Calismamizda, toplanan yaklasik 10 ml kordon ka-
nindan onceki literatirlere uygun olarak ortalama

57.09+9.50x106 MNH/ml hicre izole edilmistir
[33,34]. Ancak Dhot ve arkadaslari, 100-120 ml kordon
kanindan 13.97x107 MNH/ml izole etmislerdir [26].
Aradaki farkin toplanan kordon kani miktarlari arasinda-

ki farkliliktan meydana gelebilecegini diistinmekteyiz.

€
[

Sekil 5. Vitrifikasyon 6ncesinde kordon kanindan elde edilen
cekirdekli hiicrelerin goriintiisi (Giemsa, x1000).
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Sekil 6. 1.Teknik ile vitrifikasyon sonrasinda goriintilenen
hicreler (Giemsa, x1000). Beyaz ok: Yapisi bozulmamis nor-
mal hiicre. Kirmizi ok: Hiicre seklinde ve cekirdek yapisinda
olusan bozulmalar ile apoptotik hticre.

Elde ettigimiz bu hiicrelerde canlilik oranlari,
%93.8+4.40 olarak belirlenmistir. Uyguladigimiz 2 fark-
[ vitrifikasyon teknigi sonrasi canlilik oranlari sirasiyla,
%60.61+11 ve %66.63+9.9’a dismustir (p<0.007).
Dhot ve ark.’nin yaptigi calismada %98,4 canllik ile
izole edilen hiicrelerin canliigi 1 yillik saklama sonra-
sinda %82.1 olarak belirlenmistir [26].

Calismamizda, 2 basamakli dondurma tekniginde
temel aldigimiz Meyer ve ark. [27]'nin ¢alismasinda,
%389 canlilik orani ile dondurulan htcreler %70 canli-
lik ortalamasi ile ¢ozilmustir. Calismada belirtilen
onemli noktalardan birisi de, daha fazla hiicre sayisi
(50x106) ile yapilan calismalarda ulasilan canlilik oran-
larinin rutin ¢alisma stiresince kullanilan 13.6+4.1x106
hiicre ile elde edilen sonuclardan daha yiksek oldugu-
dur. Biz kendi calismamizda elde ettigimiz parametre-
lerde bu yonde anlamli bir veri elde etmedik. Ayni ca-
lismada, izole edilen MNH populasyonunda, CD45+
hiicrelerin %0,86’sinin CD34+ hicre oldugu bildiril-
mistir.

Daha onceki bazi calismalarda kordon kaninda
CD34+ hiicre oranlari, Abboud ve ark., [35] tarafindan
%0.9+0.1, Sousa ve ark., [36] tarafindan %0.4+0.17
olarak bildirilmistir. Bizim calismamizda izole edilen
MNH'’lerin akim sitometri analizleri sonucunda, ortala-
ma CD34+ hicre orani %0.47+0.2 olarak belirlenmistir.
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Sekil 7. 2.Teknik ile vitrifikasyon sonrasinda gortintiilenen
huicreler (Giemsa, x1000). Beyaz ok: Yapisi bozulmamis nor-
mal hiicre. Kirmizi ok: Hiicre seklinde olusan bozulmalar.

Ozetle calismamizda, kordon kanindan izole edilen
hiicre sayisi ile degerlendirdigimiz diger parametreler
arasinda anlamli bir iligki gortilmemis, izole edilen htic-
ile CD34+, CD45+ ve
CD34+/45+ hiicre sayilari arasinda da anlamli bir bag

relerin canlilik oranlari

tespit edilmemistir. iki teknik kiyaslandiginda canlilikta,
1. teknikte 2. teknige gore anlamh bir dusts gortlmus
(p=0.006), ancak CD34+, CD45+ ve CD34+/45+ hiic-
reler acisindan bir fark bulunmamuistir (p<0.005). Bu da,
2. teknik ile az da olsa dahi iyi sonuclar elde etmeke
birlikte, iki teknigin birbiri Gizerinde anlamli bir Gstiinli-
gunin bulunmadigini gostermektedir.

Akim sitometri analizlerinin yaninda stk mikrosko-
bik teknikler uyguladigimiz yayma hiicre preperatlarin-
da inceleme yapilmistir. Bu incelemeler sonucunda,
hiicrelerin membran yapilarinda dondurulup ¢6zme
sonrasinda bozulmalar meydana geldigi gorilmustir.
Bu bozulma, belki de ¢ozme sonrasinda CD45+ ve
CD34+ hiicrelerde meydana gelen azalmanin, hiicre
canhlgindaki azalmadan daha fazla oranda olmasini
aciklayabilir. Hiicrelere uygulanan tripan mavisi boya-
masinda canli olarak tespit edilen hiicrelerde olusabile-
cek membran bozulmasi, hiicre yiizeyinden CD45 ve
CD34 ekspresyonunu durdurmus veya azaltmis olabilir.
Cunkt daha once yapilan calismalarda ortaya konmus-
tur ki, akim sitometride htcrelerin belirlenebilmesi,
hticre yiizey antijen ekspresyonunun devamliligina bag-



lidir. Ayrica yine ayni calismada CD34+ hicrelerin hiz-
It dondurmaya cekirdekli hiicrelerden daha hassas ol-
dugu belirtilmistir. Alternatif bir baska aciklama ise,
CD34 yizey antijenlerinin kaybina bagli olarak CD34+
hticrelerin yiizdelerinin akim sitometri ile belirleneme-
mesi yonundedir [37].

Sonug olarak, calismamizda uygulanan vitrifikasyon
yontemleri sonucunda elde ettigimiz hticrelerin canlili-
ginda, CD34+ ve CD45+ hucrelerin oranlarinda diists-
ler tespit edilmistir. Sonuclarin iyilestirilmesi icin bu
yontemin, dzellikle ¢gozme basamaginin modifiye edil-
mesi gerekliligini gérmekteyiz.

Elde edilen bu verilerin daha da iyilestirilebilmesi
amaciyla bu konudaki calismalar devam etmekte olup
hentiz ortak bir vitrifikasyon metodu tizerinde goris bir-
ligi saglanamamistir.

Kordon kaninin saklanmasi yonundeki calismalar,
ozellikle kriyoprezervasyon ve kademeli sogutma tize-
rinde durmus bu yonde teknikler ortaya konmustur. Biz
calismamizda ¢ok daha kisa stirede ve kolaylikla uygu-
lanabilen vitrifikasyon teknigini, bu alandaki boslugu
dolduracak sekilde, kordon kani hiicrelerinin saklanma-
s yoniinde uyguladik. Kordon kani hticrelerinin saklan-
masinda vitrifikasyon tekniklerinin kullanilabilirliginin
saglanmasinin, kordon kani bankalari ve diger kok hiic-
re depolama merkezleri acisindan da kullanisli olacagi
actktir. Hem zamandan hem de maddi agidan tasarruf
saglayacak vitrifikasyon tekniginin gelistirilmesi gerekti-
gi kanisindayiz.

Calismalarin yogun bir sekilde devam ettigi kordon
kani ve kok hiicre alaninda literatiire katkisi olacak, ge-
listirilebilecek bir calisma ortaya koydugumuzu distin-
mekteyiz.
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