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HEMATOPOETIK KOK HUCRE iZOLASYONUNDA ALDH ETKINLiGININ ONEMi
IMPORTANCE OF ALDH ACTIVITY IN HEMATOPOIETIC STEM CELL ISOLATION

Leyla TURKER SENER’, Aycan BAS**, ibrahim KALELLIOGLU***,
Suzan ADIN CINAR****, Isil ALBENIZ*

OZET

Amag: Kan hiicrelerine kolaylikla farklilagabilen hematopoetik kdk hiicrelerin (HKH) saflagtirmasinda tercih edilen
yontem, flow sitometrik veya magnetik ayirim sistemi ile CD34" hiicrelerin segimidir. Insan kok hiicrelerini tamamen
fenotipik hiicre yiizey belirteclerine dayanmadan etkin olarak saptayan metodlara ihtiyag vardir. Bu metodlardan biri
retinoid metabolizmas1 ve HKH’lerin siklofosfamid gibi alkilleyici ajanlara direncinde rol oynayan sitozolik aldehid
dehidrogenaz (ALDH) dir. Farkli fonksiyonlar1 olan kordon kanindan klinik uygulamalarda kullanilabilen en primitif
insan hematopoetik kok ve progenitor hiicrelerin daha yiiksek saflikta eldesinin CD34"CD38’ yiizey belirteglerinin yani
sira ALDH ile de isaretlenerek akim sitometri analizi sonrast1 ALDH" hiicrelerin diger hiicrelerden ayrilarak
olabileceginin belirlenmesi amaglanmistir. Hematopoetik hiicre serilerine farklilastirilma galismalar1 icin sadece CD34"
hiicrelerin secilmesinin yeterli olmadigit ALDH" ve CD38 negatifligin de analiz edilmesi amaglanmustir.

Gereg ve yontemler: Biz ¢alismamizda CD34 yiizey belirteci olan hiicreleri kordon kanindan magnetik nanopartikiiller
kullanarak ayirdiktan sonra flow sitometre cihaziyla, bu hiicrelerin igerisinden ALDH etkinligi olup CD38 yiizey
antijeni-olmayan hiicreleri saflagtirdik. Bu hiicre gruplarimni floresan mikroskobu ile goriintiiledik.

Bulgular: Yaptigimiz bu ¢aligmada kordon kanindan saflastirdigimiz CD34" hiicrelerin ALDH-FITC isaretlenmeleri
sonucunda aldigimiz floresan mikroskop ve flow sitometrik (facs) analizinde CD34" olan hiicrelerin ALDH" oldugu
goralda.

Sonug: Bu ¢aligmamizin sonucunda kordon kanindan hematopoetik kok hiicre izolasyonunda ALDH" hiicre grubu
CD34"CD38" hiicrelerden zengin oldugu ve hiicre kiiltiiriinde koloni olusturma 6zelligine sahip oldugu goriilmiistiir.
Kordon kanindan hematopoetik kok hiicre izolasyonunda yalmzca CD34" olmasinin yeterli olmadigit ALDH" ve CD38
negatifligin de analiz edilmesi gerektigi diisiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Hematopoetik kok hiicre; kordon kani; ALDH; CD34.

ABSTRACT

Objective: The preferred method for the purification of hematopoietic stem cells (HSCs), which can easily differentiate
into blood cells, is the selection of CD34" cells by flow cytometry or magnetic discrimination. Methods are needed that
effectively determine human stem cells without entirely relying on phenotypic cell surface markers. One of these
methods is cytosolic aldehyde dehydrogenase (ALDH), which plays a role in retinoid metabolism and resistance of
HSCs to alkylating agents such as cyclophosphamide. The prospective isolation of human hematopoietic stem and
progenitor cells with different functions, as well as surface markers, are also recommended by ALDH and flow
cytometry. In the above findings, ALDH" cells can be isolated from other cells and the most primitive hematopoietic
stem cells can be isolated and used in clinical applications.

Materials and methods: In our study, we separated the CD34 surface marker cells from cord blood using magnetic
nanoparticles and then purified the cells with ALDH activity and non-CD38 surface antigen by flow cytometer. We
visualized these cell groups with fluorescence microscopy.

Results: We observed that the majority of CD34" cells were ALDH" in fluorescence microscopy and flow cytometry
(FACS) analysis of CD34" cells purified from cord blood as a result of ALDH-FITC markings.
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Conclusion: As a result of this study, it was found that the ALDH" cells group is rich in CD34" CD38 cells in
hematopoietic stem cells isolated from cord blood, and is capable of colony formation in cell culture. It is suggested that
in hematopoietic stem cell isolation from cord blood, only CD34" cells are not sufficient and ALDH" and CD38"

negativity should also be analyzed.

Keywords: Hematopoietic stem cells; cord blood; ALDH; CD34.

GIRiS

Kok hucreler kendilerini yenileyebilme, proliferasyon
ve gesitli hiicre tiplerine (kemik, kikirdak, kas, yag, v.b.)
farklilasma potansiyeline sahip; eritroid seri, miyeloid
seri ve megakaryositik seri ile lenfoid serilerin her biri
i¢in birer unipotansiyel farklilagmamis hiicrelerdir (1).
Eriskin kok hiicreler mezenkimal ve hematopoetik kok
hiicreler olmak ftizere ikiye ayrilirlar. HKH’ler kendi
kendini  yenileyebilme ve tim kan hicrelerine
farklilasabilme 6zellikleri ile kan hiicreleri 6nciilleridir.
Farklilasabildikleri kan hiicreleri: myeloid hiicreler
(monositler, makrofajlar,  bazofiller, eosinofiller,
eritrositler, megakaryositler/ plateletler ve bazi dendritik
hiicreler) ve lenfositler (T-hicreleri, B-hicreleri, NK-
hiicreler, bazi1 dendritik hiicreler)’dir. Bu hicreler
periferik kana 3-4 gunluk bir sure icerisinde mobilize
olmaktadirlar. Insan kordon kaninda CD34" kok ve
progenitdr hiicre kompartmanlarmi ayirmada ALDH
aktivitesini ilk kullanan Storm ve arkadaslaridir (2).
ALDH" hiicrelerin ¢ogunda CD34’iin de pozitif
oldugunu ancak bazi hiicrelerin ya CD34 ya da ALDH
eksprese ettigini Fallon ve arkadaglar1 (4) yaptiklari
calismada gosterdiler. Bulgularina gore; farkli serilere
gelisim saglayabilen ilkel progenitdr hiicrelerin birgogu
ALDH'CD34" hiicre grubundaydi ve kisa siireli
miyeloid progenitérlerden zengindi, ALDHCD34"
hicrelerde ise ilkel progenitor sayisi ve kisa siireli
miyeloid potansiyel az oldugunu bildirmiglerdir.
Lacombe ve arkadaglar1 (5) yaptiklar1 hayvan
calismasinda ALDH® hiicrelerin  tipik  primitif
hematopoetik Onciil hiicreler oldugunu ve in vitro
hematopoetik progenitér fonksiyonun ALDH" grupta,
ALDH gruptan daha yiiksek oldugunu ve daha yiiksek
telomeraz aktivitesine sahip oldugunu gostermislerdir.
Aldefluor, kendisi ALDH nin substrati olmayan bodipy-
aminoasetaldehit dietil asetal (BAAA-DA) seklindedir.
BAAADA, dimetil stlfoksit (DMSO) iginde ¢dzlntr
ve ALDH icin floresan bir substrat olan bodipy-
aminoasetaldehite (BAAA) donistiiriilmek icin asite
maruz birakilir. BAAA yiikslizdiir ve intakt canli
hiicreleri plazma membranlarindan serbestge difiizyona
ugrar. Intraseliiler ALDH, BAAA’y1 serbest difiizyona
izin vermeyen negatif yuki nedeniyle hucre iginde
biriken bodipyaminoasetata (BAA) donistiiriir (Sekil 1)
(7).

Aldefluor kiti i¢inde bulunan buffer BAA nin
hiicrelerden disar1 ¢ikmasini engelleyen bir transport
inhibitdru icerir. Sonug olarak, yiksek miktarda ALDH
sentezleyen hiicrelerde BAA ve boylece floresans
birikir. Bu floresans standart akim sitometri ile
olcllebilmektedir.

BAAA’l1 hiicrelerin 10 kat daha fazla miktarda ALDH
inhibitéri  dietil amino benzaldehit (DEAB) ile

inkiibasyonu ALDH™ (Aldehit dehidrogenaz bright)
hiicrelerin floresans yogunlugunda 6nemli azalmayla
sonuglanir ve negatif kontrol olarak kullanilir. Mobilize
periferik kan hiicrelerindeki ALDH siklig1 %3.1+4.8
olarak bildirilmistir. Kordon kaninda ALDH™ hiicre
sikligr ise yaklagik %]l olarak bulunmustur. Cesitli
calismalarda CD34 eksprese eden ALDH™ hiicrelerin
siklig1 kordon kani ve mobilize periferik kan hiicreleri
arasinda kiigiik farkla %73-95 olarak bildirilmistir.
CD34 anlatimi olan ALDH insan kemik iligi
hiicrelerinin siklig1 ise daha azdir (%49-59). ALDH”
kordon kamt ve kemik iligi hiicrelerinin biiyiik
¢ogunlugu, ALDH’nin ilkel hematopoetik hiicrelerde
anlatimi  ile  uyumlu  olarak, CD34*CD38™
fenotipindedir. CD34"CD38™° olan ALDH™ hiicrelerin
mobilize periferik kandaki sikligi sadece %0.75+1.2
olarak bildirilmisti. ALDH™ hiicrelerin biiyiik kismi
ilkel hematopoetik hicrelerin karakteristik fenotipik
ozelliklerine de sahiptir (6rnegin CD117 ve CD133).
ALDH" hiicrelerin %63’iinde lineage antijenler azdir
veya bulunmaz. Lin- ALDH™ hiicrelerin  gogu
CD34™'tir. CD34 ALDH® hiicreler lineage antijen
anlatimi agisindan heterojendir.

Hess ve ark (8) otoloji mobilize periferik kan kok hiicre
graftlariyla verilen ALDH" hiicre sayist ile notrofil ve
trombosit diizelmesine kadar gecen siire arasinda
korelasyon oldugunu gostermislerdir. Bu sonuglar
ALDH" hiicre sayiminin CD34" hiicre 6lciimiine bir
alternatif olabilecegini yani HKH’lerin fenotip yerine
fonksiyonel oOzelliklere dayali olarak tanimlanip
sayilabilecegini gosterir (9).

Daha 6nce ALDH™ hiicrelerle yapilan tiim ¢aligmalarda
ALDH" kordon kani ve mobilize periferik kamin CD34"
ve CD38" hiicrelerden zengin oldugu gosterilmistir
(10,11,12). ALDH"CD34" hiicreler en ilkel
hematopoetik progenitorlerden zengindir. ALDH ve
CD34 anlatimi insan hematopoezinin gelisimsel
asamalarini  ayirmada da kullamilabilir. En ilkel
hematopoetik hiicreler ALDH ve CD34 sentezler.

Insan hiicrelerine toksik olmayan Aldefluor substrati;
insan hiicrelerinin ¢ogalma fonksiyonunu degistirmez.
Deoksiriboniikleik asit (DNA) arasina girmez. Sonug
olarak ALDH aktivitesine bagli izolasyon DNA’ya
baglanan boyalarla secime kiyasla relatif olarak daha
giivenli olarak goziikmektedir. Degisken hiicre yiizey
molekiilleri kullanmadan kok hiicreleri diger dokulardan
ayirmada standart bir yontem saglayabilir (13).

BAAA ile boyama yiiksek oranda tekrarlanabilen basit
bir islemdir. BAAA’nin emisyon spektrumu diger
florokromlarla 6nemli 6lgiide cakismaz bdylece ¢ok
parametreli FACS (Fluorescence Activated Cell
Sorting) analizi ile ilave belirteglerin kullanilmasina izin
Verir.
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Sekil 1: BAAA-DA (Bodipy aminoasetaldehit
dietilasetal), BAAA (Bodipy aminoasetaldehit) ve
BAA (Bodipy aminoasetat)’nin yapisi(7)

BAAA’nn hiicrenin canliligin1 gdsteren bir boya olmasi
onu kriyoprezervasyon uygulanan hiicrelerin ve canliligi
bozulmus diger Orneklerin boyanmasinda da yararh
kilar. CD34’e dayali yontemler canli ve cansiz hiicreleri

ayiramaz (14). BAAA boyast hem lineage negatif
CD34" hiicreleri hem de CD34 hiicreleri kapsar.
ALDH" popiilasyonun bir alt grubu olan lineage negatif
CD34 yiizey antijeninin hicrelerdeki biyolojik énemi
halen bilinmememektedir.

ALDH" hiicrelerin izolasyonu tiimér hiicreleriyle
kontaminasyonun temizlenmesinde de yararli olabilir.
Kordon kaninin dondurulmasi ve c¢ozilmesi turi
islemler sirasinda membran hasarina ugrayan hiicreler
ALDH reaksiyonuna ait Uriinii kaybeder ve sonucta tiim
ALDH" hiicreler saptanamayabilir. Bu sebepten dolay1
kordon kanindan progenitér hiicre saflastirmasi
yapilirken ¢alismalarda taze kordon kani ile galisilmasi
verimi arttirir.

Son olarak, bircok dokudaki kok hucreler yiksek
miktarda ALDH eksprese edebileceginden ALDH"
hiicrelerin tanimlanmasi hematopoetik sistem disindaki
barsak, karaciger ya da deri gibi diger dokulardan kok
hicrelerin izole edilmesinde yararli bir yontem olabilir
(15,16).

MATERYAL VE METOD

Kordon Kamindan CD34" Hiicre izolasyonu

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Kadin
Dogum Anabilim Dali tarafindan K2EDTA’l1 tiiplere
alman 10 ml kordon kani 1:1 oranda PBS ile seyreltildi.
Ficoll iizerine seyreltilmis olan kordon kani yavasca
tabakalandirildi. 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij
yapildi. Buffy coat polistrenli tiipe alindi ve 1 ml
medyum (%2 FBS+ 1mM EDTA igeren PBS) eklendi.
Siras1 ile EasySep™ Human CD34 Positive Selection
Kit (Stemcell Technology, Vancouver, Canada)
icerisindeki 100 pl kokteyl eklendi; pipetaj yapildi ve
oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. Ardindan
magnetik nanopartikiil igeren karigimdan 50 ul eklendi;
4-5 kez ¢ekip biraktiktan sonra 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Toplam hacmin medyumla
2500 pl olmast saglandi ve magnet igerisine alinan tiip 5
dakika burada bekletildi. Magnetten g¢ikarmadan tiip
icerigi 2-3 sn beklenerek bosaltildi. Tiip magnetten
¢ikartildi ve tekrar 2,5 ml PBS eklenerek 4 kez daha
yikandi. Tiip icerigi (CD34" hiicreler) saflastirilmis
oldu.

Kordon Kamndan CD34" Hucrelerin Seciminden
Sonra (ALDH)" CD38 Huicrelerin Secilmesi
ALDECOUNT RUO Assay Kit + Buffer (Stemcell
Technology) kullanilarak, belirte¢ tlipine (reagent tube)
50 ul aktivator eklendi ve 20 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Tipe 1,5 ml nétralizasyon tamponu
eklendi. Aym anda kontrol tiipiine 5 ul DEAB eklendi.
500 pl hacimde bulunan hiicre 6rnegi (kordon kanindan
elde edilen) belirteg tiipiine aktarildi. 2 ml olan tiipten
500 wl kontrol tiipiine aktarildi. 37°C’de 30 dakika
inkiibe edildi. Belirteg tiipiinden 1 ml &rnek ayr1 bir
flow tiipiine alindi. 5 ul CD34 APC ve 5 ul CD38 PE
eklendi. DEAB kontrol tiiplinden 250 pl 6rnek ayr1 bir
flow tiipiine alindi. 5 ul CD34 APC ve 5 ul CD38 PE
eklendi. Tum tdpler 37°C’de 20 dakika karanlikta
inkiibe edildi. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak
st stvist alindi. 0,5 ml 6lgtim tamponu eklenerek
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Sekil 2: Kok hiicrelerin secildigi tiip. APC isaretli CD34" hiicrelerin FITC isaretli Bodipy-
aminoasetaldehid (BAAA), PE isaretli CD38 antikorlariyla muamele edildigi tiipiin analizi ve

toplanacak hucrelerin segimi.

Becton Dickinson (USA) firmasinin BD FACS Aria II
cihazina gecildi. Veriler (Becton Dickinson) FACS
Diva Software 6.1.2 program kullanilarak elde edildi.
Immiinfloresan Mikroskopisi

izole edilen hiicre drnekleri polylizin kapli lam (izerine
yayilarak oda sicakliginda 2 saat kurutuldu. Hicreleri
sabitlemek amaciyla lam %2 paraformaldehitli PBS
icerisinde +4°C’de 1 saat bekletildikten sonra 2 kez PBS
ile yikand1 ve PBS igerisinde +4°C’de 12 saat bekletildi.
Hiicreler ¢esitli renkte FITC, PE antikorlar1 ile
isaretlendi. Sonrasinda lam {izerine hiicre g¢ekirdeginin

belirlenmesi i¢in DAPI damlatilarak lamel ile kapatildi
ve floresan mikroskobunda (Olympus BX51) incelendi.
Goruntller Olympus DP-72 kamera sistemi ve DP2-
TWAIN yazilim programi ile fotograflar1 ¢ekildi.
Caligmada kullanilan floroforlarin  uyarilma-salinim
degerlerine karsilik floresan mikroskopta Olympus U-
25ND25 ve U-25ND6 filtreleri kullanildi. Bu degerler;
DAPI i¢in uyarilma 345 nm — yaymim 458 nm, FITC
icin uyarilma 494 nm - yaymim 518 nm olarak
belirlendi.
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BULGULAR

Kordon Kamndan CD34" Hucrelerin Seciminden
Sonra (ALDH)" CD38 Hiicrelerin Secilmesi

ALDH etkinligi olan hiicrelerin se¢imi materyal-metod
kisminda anlatildigr sekilde gerceklestirilip ardindan
CD38 antijeni icin CD38PE isaretli antikorla
isaretlendi. Magnetik ayirim sistemi ile CD34" olan
secilmis hiicrelerden, bu isaretli antikorlar araciligiyla
CD38'ALDH" hiicreler secildi (Sekil-1). Becton
Dickinson (USA) firmasinin BD FACS Aria II cihaziyla
bu secilen hiicreler toplandi. 1 nolu dot plotta CD34
hiicrelerinden lenfosit kapisin1 alindi. Daha sonra
secmis oldugumuz kapidaki hiicreleri CD34 (P4) ve
CD38 (P3) parametrelerinde okundu. CD34/CD38
parametresinden CD34(+)CD38(-) olan hiicre grubunu
kapilayarak (P5) bu hiicre grubu igerisindeki ALDH
oranimi okundu. ALDH(+) (P6) ve ALDH(-) (P7) olarak
gordiiglimiiz popiilasyonlardan ALDH(+) (P8) olan
kismu sort ederek ayirildi (Sekil 2).

Kordon Kammndan Saflastirllan Hematopoetik
Progenitér Hiicre ve Onceki Asamalarinin Floresan
Mikroskobunda Gorintilenmesi

Magnetik ayirim sistemi ile izole edilen CD34" hiicreler
ile BD FACS Aria II cihaziyla ile segilip toplanan
CD34'CD38'ALDH" hiicreler, CD38PE ve ALDH-
FITC ile isaretlenerek Olympus BXS51 floresan
mikroskobunda gorintilendi. Magnetik ayirim sistemi
ile sadece CD34" olan hiicrelerin D38°PE ile boyanmasi
sonucu elde edilen Sekil 3’de verilmistir. ALDH ve
CD38 isaretlenmeleri sonucu alinan goriintiilerde, bu
hiicrelerin tamaminin kok hiicre olmadig1 goriildi (Sekil
4a-4b). ALDH(+)CD34(+)CD38(-) belirteclerine sahip
olan kok hiicrelerin toplanmasi sirasinda lazer 15181
kullanildigindan uyarilma sonrasi toplanirken BAAA-
FITC soniimlendi. Dolayisiyla FACS ile toplanmig olan
kok hicreler floresan mikroskobunda, DAPI ile
boyanmis ¢ekirdekleri mavi renkte olan hiicreler olarak
goriintiilendiler (Sekil 5).

IR

Sekil 3: CD34" hiicrelerin CD38PE ile isaretlenmis
hicrelerin floresan mikroskop géruntusu.

RN

e

Sekil 4: a- CD34" hiicreler secildikten sonra ALDH  Sekil 4: b- CD34" hiicreler secildikten sonra ALDH

enzimatik etkinliginin ve CD38 yiizey antijenine sahip

hiicrelerin incelendigi floresan mikroskop goriintiisii

enzimatik etkinliginin ve CD38 yiizey antijenine sahip
hiicrelerin incelendigi floresan mikroskop goriintiisii
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| YT

Sekil 5: CD34"CD38'ALDH" hiicrelerin FACS ile toplanmasi asamasindan sonra hiicrelerin

floresan mikroskop gérintisu.

SONUC

Calismamizda insan kordon kani kdkenli hematopoetik
kok hiicre saflastirilmasinda 6ncelikle magnetik ayirim
sistemi kullanilarak CD34" hiicreler toplanmug; ardindan
ALDH isaretlemesi sonrast FACS ile CD34'CD38
ALDH" hiicreler toplanmistir. Biz ¢calismamizda CD34,
CD38, ALDH antikorlarini isaretlemede kullandik ve
ardisik kapilar alirken monositleri kapi alarak analiz dis
biraktik. CD34" seleksiyon asamasindan sonra ALDH
secimine gidildigi i¢in arada zamandan ve ortamdan
kaynaklanan canliligi bozulmus hiicreler goriilmiistiir.
BAAA sayesinde bu canliligt bozulmus hiicreler
saflagtirma dis1 birakilmistir. ALDH o6l hiicreleri
boyamamasi ozelliginden dolay1r dondurulup c¢oziilen
veya izolasyon sirasinda kok hiicrelere canlilik boyasi
olan  7-aminoaktinomisin D  (7-AAD) testinin
yapilmasina gerek kalmamaktadir. Floresan
mikroskopta magnetik ayirim sistemiyle toplanan
CD34" hiicreler incelendiginde bu hiicrelerin tiimiiniin
ALDH etkinligine sahip olmadigt; ayrica hematopoetik
kok hicrelerin CD38  olmasi gerekirken bu CD34"
hiicre popiilasyonunun igerisinde CD38" olan hiicrelerin
de bulundugu belirlenmistir. Dolayisiyla kordon
kaninda hematopoetik kok hiicre izolasyonunda CD34"
pozitifligin yeterli olmadigt ALDH etkinligi de 6nemli
oldugu goriilmektedir.

ALDH® hiicre grubu CD34'CD38 hiicrelerden
zengindir ve kiiltirde koloni olusturma o6zelligine
sahiptir. Bu da mobilize periferik kandaki ALDH"
hicrelerin ilkel hematopoetik hicrelerin  fenotipik
ozelliklerine sahip olduklar1 sonucuna vardirdi. Kordon
kanindan elde edilen CD34'CD38 ALDH"
hematopoetik ~ kdk  hicrelerin  eritroid  seriye

farklilasmalar1 asamalar1 esnasinda CD38" hiicrelerin
varligr tespit edilmistir. (17). Hematopoetik kok
hicreler CD38 iken faklilagmaya bagladiginda
yuzeylerinde CD38 belirtegleri olugsmaktadir. Buna gore
de hucrelerin CD38 yiizey belirteclerinin negatif ve
pozitif olmast kordon kani hematopoetik kok hiicre
izolasyonu agisindan énemlidir.

ALDH" hiicrelerin ¢ogunda CD34’Gn de pozitif
oldugunu ancak bazi hiicrelerin ya CD34 ya da ALDH
eksprese ettigini Storms ve arkadaglar1 (18) yaptiklari
calismada gosterdiler. Bulgularina gore; farkli serilere
gelisim saglayabilen ilkel progenitor hiicrelerin birgogu
ALDH'CD34" hiicre grubundaydi ve kisa siireli
miyeloid progenitorlerden zengindi, ALDHCD34"
hiicrelerde ise ilkel progenitor sayisi ve kisa siireli
miyeloid potansiyel azdi. Bizim yaptigimiz kordon
kanindan saflastirilan CD34" hiicrelerin ALDHFITC
isaretlenmeleri sonucunda aldigimiz floresan mikroskop
ve flow sitometrik analizinde CD34" olan hiicrelerin
bircogunun ALDH" oldugu gériildii. Armstrong ve
arkadaglar1  (19) yaptiklar1  hayvan ¢aligmasinda
ALDH*Lin hiicrelerin tipik primitif hematopoetik onciil
hiicreler oldugunu ve in vitro hematopoetik progenitdr
fonksiyonun Lin- ALDH" grupta ALDH" gruptan daha
yitksek oldugunu gosterdiler. Bu hiicreler daha yiksek
telomeraz aktivitesi ve S fazinda en az hiicreye sahipti.
Aragtirmacilar yukarida saptanan bulgular 1s181nda
ALDH" hiicrelerin diger hiicrelerden ayrilarak izole
edilmesiyle en primitif hematopoetik kék hicrelerin
izole edilebilecegini ve klinik uygulamalarda
kullanilabilecegini belirttiler (20). Analiz i¢in kullanilan
¢ok renkli flow sitometre ve saflastirmada kullanilan
yiiksek hizli hiicre saflagtirma
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cihazi bu alandaki
cihazlar olmuslardir.

calismalarda kullanilan baslica

TARTISMA

Yapilan bu c¢aligmanin sonucunda kordon kanindan
hematopoetik kok hiicre izolasyonunda yalmzca CD34"
olmasmin yeterli olmadizn ALDH" ve CD38
negatifligin de analiz edilmesi gerektigi
diisiiniilmektedir. ALDH etkinliginin analiz sistemi
hiicreler agisindan toksik olmamast ve en ilkel
hematopoetik kok hiicrelerin dahi ALDH etkinligine
sahip olmasindan dolayr hematopoetik kdok hiicre
ayiriminda olduk¢a 6nemlidir (21,22). Bu teknik ile
kordon kanindan kok hiicre izolasyonu
gerceklestirilmesi ile hematopoetik hiicre serilerine
farklilagtirilmak sureti ile kullanimi saglanabilir.
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