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Özet
Amaç: Çeflitli hastal›klar›n tedavisinde uygulayabilmek amac› ile kök hücrelerin saklanarak sürekli bir kök hücre bankas›nda toplanmas› fik-
ri giderek yayg›n hale gelmektedir. Saklanma s›ras›nda hücre kayb›n›n en aza indirilmesi için kullan›lan metotlar›n gelifltirilmesi gerekmek-
tedir. Çal›flmam›zda, kordon kanlar›ndan ayr›lan mononükleer hücrelere farkl› saklama yöntemleri uygulayarak, yap›lan karfl›laflt›rmalar so-
nucunda hangi yöntemin daha verimli oldu¤unu belirlemek amaçlanm›flt›r.

Yöntem: Gönüllü vericilerden al›nan kordon kanlar›ndan mononükleer hücreler, yo¤unluk derecelendirme yöntemi kullan›larak ayr›ld›. Bi-
ri tek aflamal› di¤eri iki aflamal› olarak 2 ayr› vitrifikasyon metodu uyguland›. Vitrifikasyon öncesi ve sonras›nda tripan mavisi boyama yön-
temi ile hücre canl›l›¤›ndaki, ak›m sitometri tekni¤i kullan›larak CD34+, CD45+ ve CD34+45+ hücre oranlar›ndaki, ›fl›k mikroskobu kulla-
narak morfolojide meydana gelen farkl›l›klar belirlendi.  

Bulgular: Elde etti¤imiz bulgular sonucunda, dondurma öncesi ve sonras›nda CD45+, CD34+, CD34+/45+ hücre oranlar›nda anlaml› dü-
flüfller gözlendi. ‹statistiksel de¤erlendirmelerde, uygulanan iki farkl› vitrifikasyon metodu aras›nda anlaml› bir fark görülmedi. Yap›lan ›fl›k
mikroskobi de¤erlendirmelerinde ise hücrelerin dondurma sonras›nda membran yap›lar›n›n bozuldu¤u, hücrelerde fliflmeler olufltu¤u ve
hücre kümeleri meydana geldi¤i görüldü. 

Sonuç: Çal›flmam›zda vitrifikasyon sonras› hücre kay›plar› saptansa da kordon kan› hücrelerinin saklanmas›nda zamandan ve maddi aç›dan
tasarruf sa¤layacak vitrifikasyon tekniklerinin kullan›labilirli¤inin sa¤lanmas›n›n, kordon kan› bankalar› ve di¤er kök hücre depolama mer-
kezleri aç›s›ndan da kullan›fll› olaca¤› aç›kt›r.  

Anahtar kelimeler: Kordon kan›, hematopoetik kök hücre, mononükleer hücre, 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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eflitli hematolojik hastal›klar veya kemik ili¤i yet-
mezlik sendromlar›nda kök hücre nakilleri kullan›l-

maktad›r [1-4]. Kök hücre kayna¤› olarak kemik ili¤i ve-
ya periferik kan kullan›ld›¤›nda Graft versus host disea-
se (GvHD) geliflme riski oldukça yüksektir. HLA uyum-
lu akraba olmayan vericilerden yap›lan nakiller sonras›
%70, HLA uyumlu kardefllerden yap›lan nakiller sonra-
s› ise %35-40 oran›nda GvHD geliflme riski oldu¤u gös-
terilmifltir [5]. Bu sonuçlar, araflt›rmac›lar› nakiller için
yeni kök hücre kaynaklar› bulmaya yönlendirmifltir. Ya-
p›lan çal›flmalar ile plasenta ve kordon kan›n›n zengin
kök hücre kaynaklar› oldu¤u; bu kök hücrelerin kemik
ili¤i ve periferik kana k›yasla daha öncül oldu¤u anlafl›l-
m›flt›r. Ayr›ca bu hücrelerin afl›lanma kabiliyetleri de
daha yüksektir. Kordon kan› nakilleri sonras›nda, fetal
kan hücrelerinin düflük immün yetenekleri nedeniyle
doku reddi ve GvHD daha az görülmektedir [6-9]. 

Bu nedenlerle komplikasyonlar› azaltan ve nakiller
için verici havuzunu geniflletecek olan kordon kan› kök
hücreleri, klinik uygulamalarda çok yayg›n olarak kulla-
n›lmaktad›r. Hematopoetik kök hücrelerin nakilleri ve
klinik araflt›rmalar 1980'den beri ilerleyerek sürmekte-
dir. Günümüze kadar kordon kan› nakilleri; lenfoid ve
miyeloid lösemileri, Fanconi anemisi, aplastik anemi,
beta talasemi gibi çeflitli hematopoetik bozukluklar›n
tedavisinde kullan›lm›flt›r [10-12]. 

Kordon kan› mononükleer hücrelerinin (MNH) ta-
n›mlanmas› konusunda çal›flmalar sürekli gelifltirilmek-
tedir. Mc Guckin ve ark.[13], kordon kan›ndan elde et-
tikleri MNH'lerin baz›lar›n›n embriyonik kök hücre
özelli¤i tafl›d›¤›n› buldular.

Erken hematopoetik geliflimde sentezlenmesinden
dolay› özellikle CD34 antijeni, insan hematopoetik
hücrelerinin saflaflt›r›lmas› ve tan›mlanmas› için de¤erli
bir parametre haline gelmifltir [14-18]. CD34’ün fonksi-
yonel özelli¤i tam olarak bilinmemekle birlikte, hücre
adezyonunda rol oynad›¤› düflünülmektedir [19-21].
CD34’ün öncül kök hücrelerde baflkalafl›m belirteci ol-
du¤u düflünülmektedir [22]. Hematopoezde, CD34‘ün
yüzey ekspresyonu geliflimsel olarak düzenlenmekte ve
farkl›laflma evreleri artt›kça ekspesyonu azalmaktad›r.
CD45 ise tüm hematolojik hücre gruplar›n› ifade etmek-
tedir [19,23,24].

Kordon kan›, sahip oldu¤u bu özellikler ve kolay el-
de edilebilir olmas› nedeniyle nakil uygulamalar› için
önemli bir kaynak haline gelmifltir. Bu sebeple kordon
kan›n›n saklanmas› önem kazanm›fl, hatta bu yöntemi
anne ve baban›n iste¤iyle rutin olarak yürüten kurumlar
oluflmufltur (Kordon kan› bankalar›).

Kordon kan›n›n dondurulmas›yla ilgili yap›lan çeflit-
li çal›flmalarda elde edilen sonuçlar, kullan›lan metotla-
r›n gelifltirilmesi gerekti¤ini göstermifltir. Günümüzde
umbilikal kordon kan› kriyoprezervasyonu için kullan›-
lan metotlar› destekleyen deneysel çal›flmalar da olduk-
ça k›s›tl›d›r [25].

Bu çal›flmam›zda, nakillerde kemik ili¤ine alternatif
olarak kullan›lan kordon kan› MNH'leri için, farkl› vitri-
fikasyon teknikleri kullanarak de¤iflik saklama metotlar›
oluflturmay›, dondurma öncesi ve sonras›ndaki hücrele-
rin farkl›l›klar›n› ve canl›l›k özelliklerini karfl›laflt›rarak
ortaya koymay› amaçlad›k. Bu alandaki çal›flmalar, ka-
demeli dondurma üzerinde yo¤unlaflm›flt›r. Biz zaman-
dan ve maddi kaynaklardan tasarruf sa¤layabilecek,
farkl› vitrifikasyon teknikleri oluflturarak literatüre katk›-
da bulunmay› amaçlad›k. Böylece nakil alan›ndaki ça-
l›flmalara, verici havuzu oluflturulmas›na ve kök hücre-
lerin daha verimli bir flekilde saklanarak sürekli bir kök
hücre bankas›nda toplanmas›na katk› sa¤layaca¤›n› dü-
flünmekteyiz.

Gereç ve Yöntem

Kordon Kan›n›n Toplanmas›

Gerekli bilgilendirmenin yap›ld›¤› ve izinleri al›nan
sa¤l›kl› vericilerden al›nan 13 göbek kordon kan› kulla-
n›ld›. Çal›flmam›z için kordon kan› toplad›¤›m›z, ‹stan-
bul Üniversitesi ve Zeynep Kamil E. ve A. Hastanesi’nin
etik kurullar›ndan gerekli onaylar al›nm›flt›r (No:29783,
No:B.104.‹SM.4340014/6531). Normal ve sezaryan do-
¤umlarda, umbilikal venden fl›r›nga ile girilerek al›nan
kanlar, steril ve antikoagülant olarak CPD-A içeren
4.5ml’lik tüplere al›nd› [26]. 

MNH’lerin Ayr›lmas›

Toplanan kordon kanlar› en geç 24 saat içinde iflle-
me al›nd›. Kanlara uygulanan ilk ifllem, total kandan
MNH’lerin ayr›lmas› idi.  
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Total kan, hücre ayr›lmas›n›n daha verimli olmas›
için 5:1 oran›nda RPMI-1640 (PAN Biotech, P04-
18050) solüsyonu ile suland›r›ld›. Daha sonra suland›r›-
lan kan ile eflit hacimde Histopaque-1077 (Sigma-
10771) içeren tüplere yavaflça eklendi. Bu flekilde yo-
¤unluk fark› yarat›lan tüpler, 2500 rpm’de 30 dk santri-
füj edildi [16]. Bu ifllem sonucunda kanlar, alttan itiba-
ren s›ras›yla eritrositler, Histopaque solüsyonu,
MNH’ler ve plazma olarak fazlara ayr›ld› (fiekil 1). ‹nce
bir bulut fleklindeki görünümleri ile belirlenen MNH’ler
pipet yard›m› ile ayr›ld›. RPMI-1640 ile 5 cc’ye tamam-
lanan MNH’ler 2000 rpm’de 10 dk santrifüj edilerek y›-
kand›. Üst faz at›ld›ktan sonra pellet fleklindeki
MNH’ler yine RPMI-1640 ile 1 cc’ye tamamlanarak re-
süspanse edildi. Elde etti¤imiz bu süspansiyon, afla¤›da-
ki ifllemler için k›s›mlara ayr›ld›:

• Hücre say›m› 

• Tripan mavisi (Sigma T-8154) ile hücre canl›l›¤›n›n
tayini

• Ifl›k mikroskobi analizleri için preperat haz›rlanmas›

• Ak›m sitometri analizleri 

• 2 farkl› yöntemle uygulanacak vitrifikasyon ifllemi

Hücre Say›m› ve Canl›l›¤›n Belirlenmesi 

Hücre say›m› için Makler kamaras› kullan›ld›. Hüc-
re canl›l›¤›n›n belirlenmesi tripan mavisi boyas› kullan›-
larak yap›ld› [26]. Vital bir boya olan tripan mavisi, ölü
hücrelerin tespiti amac›yla kullan›ld›. Ölü hücrelerin si-
toplazmas› tripan mavisi boyas› ile mavi renkli olarak

görülmektedir. Bu flekilde, hem dondurma öncesi hem
de sonras›nda en az 100 hücre say›larak canl›l›k oran-
lar› tespit edildi. 

Vitrifikasyon

Karfl›laflt›rma yap›labilmesi amac›yla 2 farkl› vitrifi-
kasyon metodu kullan›ld›. Kullan›lan metotlar›n müm-
kün oldu¤unca az say›da basamak içermesi ve k›sa sü-
ren ifllemlerden oluflmas›na dikkat edildi. Kordon kan›
bankalar› ve klinik verimlilik aç›lar›ndan, kolay ve k›sa
süreli bir yöntemin daha kullan›fll› olaca¤› aç›kt›r.

Yöntem 1 

Elde edilen MNH’ler üzerine yavaflça, +4 °C s›cakl›-
¤›nda %8.7 DMSO içeren solüsyon eklendi (Sigma C-
6295). 10 dk s›v› azot buhar›nda tutulan hücre süspan-
siyonu daha sonra kriyotüpler içinde s›v› azota sokula-
rak donduruldu. 

Yöntem 2

Bu yöntemde 2 farkl› oranda DMSO içeren solüs-
yonlar kullan›ld› [27]. Solüsyonlar›n içerikleri afla¤›daki
gibidir:

PBD: PBS (Sigma P-4417) + %0.5 BSA (usb-10857)
+ %1 Dextran 40 (Fluka-BioChemika 31389)

1. Solüsyon: PBD içinde %6,5 DMSO

2. Solüsyon: PBD içinde %10 DMSO

MNH’ler üzerine ilk olarak 75 μl 1.solüsyondan ek-
lenerek 10dk +4°C’de inkübe edildi. Daha sonra, 2. so-
lüsyondan yine 75 μl eklenerek +4 °C’de 5 dk inkübe
edildi. Son olarak s›v› nitrojen buhar›nda 5 dk tutulduk-
tan sonra vitrifikasyon ifllemi gerçeklefltirildi.

Her iki yöntemde de hücreler 1 hafta s›v› nitrojende
sakland›ktan sonra çözüldü.

Çözme

‹ki vitrifikasyon metodu ile saklanan örneklerin ta-
mam› ayn› yöntem ile çözdürüldü. 37 °C su banyosuna
al›nan hücrelerin üzerine yine 37 °C s›cakl›kta RPMI-
1640 eklendi ve hücrelerin en k›sa sürede çözülmesi
sa¤land› [28]. Ard›ndan +4 °C s›cakl›kta 10 ml kadar
RPMI-1640 eklenerek hücrelerin y›kanma ifllemi ger-
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çeklefltirildi. 2000 rpm’de 10 dk’l›k santrifüj sonras› el-
de edilen pellet 1 cc medyum ile suland›r›larak afla¤›da-
ki ifllemler için bölümlere ayr›ld›:

• Tripan mavisi ile hücre canl›l›¤›n›n tayini

• Ifl›k mikroskobi analizleri için preperat haz›rlanmas›

• Ak›m sitometri analizleri

Ifl›k Mikroskopi De¤erlendirmeleri

Preparatlar, elde edilen hücre süspansiyonlar›ndan,
vitrifikasyon öncesi ve sonras› farkl›l›klar› belirleyebil-
mek amac›yla, haz›rland›. Her bir örnekten yayma ola-
rak haz›rlanan preparatlar, Giemsa tekni¤i ile boyana-
rak de¤erlendirildi.

Ak›m Sitometride Hücre Oranlar›n›n Belirlenmesi 

Ak›m sitometri, tek hücre seviyesinde analiz olana¤›
sunan bir teknikdir. Analizin yap›labilmesi için hücrele-
rin süspansiyon haline getirilip, monoklonal bir antikor-
la iflaretlenmesi gerekmektedir.

Ayr›lan MNH süspansiyondan polisteren tüplere
100μl kadar al›nd›. Üzerine 10 μl CD34/45 antikoru
(BD-341071) eklendi ve 20 dk karanl›kta inkübe edildi.
500 μl izoton ile suland›r›lan örnek, analiz için ak›m si-
tometri cihaz›nda okutuldu. De¤erlendirmeler, FACS
Calibur (Becton Dickinson) model ak›m sitometri ciha-
z›nda Cellquest® (software) analiz program› ile yap›ld›.

Bu programda 5.000 hücre say›l›p CD45+ ve CD34+
hücre oranlar› % olarak belirlendi.

Sonuçlar›n De¤erlendirilmesinde Kullan›lan 
‹statistiksel Yöntemler

Elde edilen veriler, SPSS istatistik program›nda de-
¤erlendirildi. Uygulad›¤›m›z 2 farkl› vitrifikasyon tekni-
¤inin birbiriyle olan ilflkilerini de¤erlendirmede eflli t-
test kullan›ld›. Anlaml›l›k seviyesi p<0.05 olarak kabul
edildi.

Bulgular

Hücre say›lar› ve canl›l›k oranlar›

Kordon kan›ndan elde edilen MNH say›s›n›n ortala-
mas› 57.09±9.5x106 olarak belirlendi (Tablo 1). Elde
edilen hücre süspansiyonunda tripan mavisi boyamas›
ile belirlenen ortalama canl›l›k oran› %93.8±4.4 fleklin-
de görüldü.

Hücre canl›l›klar›nda, her iki farkl› yöntemle uygula-
nan vitrifikasyon ifllemlerinden sonra düflüfl görüldü
(p<0.001) (Tablo 2).

‹fllemler öncesinde %93.9±4.4 olan hücre canl›l›-
¤›nda, vitrifikasyon uygulamalar› sonunda anlaml› dü-
flüfller tespit edildi. 1. teknikle vitrifikasyon sonras›nda
60.61±11.02 (p<0.001), 2. teknikle vitrifikasyon sonra-
s›nda ise 66.63±9.94 (p<0.001) olmufltur.
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Tablo 1. Kordon kanlar›ndan elde edilen mononükleer hücre say›lar›.
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Ak›m Sitometri Analizleri

Her bir kordon kan› örne¤i için vitrifikasyon öncesi
ve uygulanan farkl› teknikler sonras›nda, ak›m sitometri
analizleri yap›larak CD34, CD45 ve CD34/45 oranlar›
belirlendi. Vitrifikasyon öncesinde ortalama CD45+
hücre oran› 63.43±20, ortalama CD34+ hücre oran›
0.47±0.2, ortalama CD34+/45+ hücre oran› 0.38±0.2
olarak belirlendi. 1. teknikle dondurulup çözülen ör-
neklerde ortalama CD45+ hücre oran› 37.82±24.39,
ortalama CD34+ hücre oran› 0.19±0.1, ortalama
CD34+/45+ hücre oran› 0.17±0.1 fleklinde belirlenir-
ken, 2. teknikle dondurulup çözülen örneklerde ortala-
ma CD45+ hücre oran› 47.65±22.6, ortalama CD34+
hücre oran› 0.19±0.1, ortalama CD34+/45+ hücre ora-
n› 0.16±0.1 olarak belirlendi. Tablo 3’de bu sonuçlar›n
istatistik de¤erlerindirmeleri verilmifltir. Elde edilen
ak›m sitometri grafiklerinden baz›lar› ise fiekil 2, 3, 4, 5,
6 ve 7’de gösterilmifltir.

Ifl›k mikroskopi de¤erlendirmeleri

Vitrifikasyon öncesinde ve sonras›nda de¤erlendiri-
len hücre örneklerinde, dondurma sonras›ndaki hücre-
lerde çeflitli farkl›l›klar olufltu¤u gözlendi. Herhangi bir
ifllemden geçirilmeyen örneklerde tam ve düzgün hücre
ve membran yap›lar› gözlenirken, dondurulup çözülen
örneklerde ise hücrelerde, yap› bütünlü¤ünün bozulabil-
di¤i, çekirdek ve membran yap›lar›nda deformasyonlar
olabildi¤i görüldü. Apoptotik hücreler gözlemlendi.

Tart›flma

Günümüzde birçok hematolojik olan veya olmayan
hastal›klarda, metabolik ve genetik bozukluklarda, kemik
ili¤i nakilleri s›kl›kla ve baflar› ile kullan›lan bir yöntem-
dir. Verici bulunmas› zor olabilen, elde edilmesi ac› veri-
ci olan ve nakil sonras›nda infeksiyon ve GvHD geliflme
olas›l›¤› bulunan kemik ili¤ine alternatif yeni kök hücre

Cerrahpafla T›p Derg 2009; 40(2): 53-62

Tablo 2. Dondurma öncesi ve iki farkl› dondurma tekni¤i sonras›nda elde edilen hücre canl›l›k oranlar›.

Tablo 3. 1. ve 2. Teknik ile vitrifikasyon sonuçlar›n›n vitrifikasyon öncesi veriler ile istatistiksel olarak
anlaml›l›k de¤erlerinin karfl›laflt›r›lmas›.

CD34+ CD45+ CD34+/45+

1. Yöntem p=0.003 p<0.001 p=0.015

2. Yöntem p=0.002 p=0.001 p=0.013
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fiekil 2. Vitrifikasyon öncesi elde edilen ak›m sitometri de¤erleri.

Region Events % Gated X Mean

R1 4684 17.9 490.52

Quad Events % Gated X Mean

UL 7 0.15 8.16

UR 27 0.58 42.3

LL 851 18.17 2.8

LR 3799 81.11 325.19

fiekil 3. 1. Teknik ile vitrifikasyon sonras› elde edilen ak›m sitometri de¤erleri.

Region Events % Gated X Mean

R1 4538 17.17 622.47

Quad Events % Gated X Mean

UL 1 0.02 1.96

UR 5 0.11 39.6

LL 2435 53.66 3.36

LR 2097 46.21 293.21



kaynaklar› aranmaya bafllam›flt›r. Yap›lan araflt›rmalar so-
nucunda kordon kan›n›n, hematopoetik kök hücre kay-
na¤› olarak belirlenmesinin ard›ndan bu yeni kaynak, na-
killerde kullan›lmaya bafllanm›flt›r [29,30]. 

Kordon kan›n›n, di¤er kaynaklara göre en önemli
avantaj› zay›f immün yan›ta sahip olmas› nedeniyle
GvHD görülme olas›l›¤›n›n düflüklü¤ü ve böylece nakil-
lere daha uygun olmas›d›r [31,32].

Kordon kan›n›n bu özellikleri nedeniyle avantajl› bir
kaynak oldu¤unun belirlenmesi ile birlikte bu alandaki
araflt›rmalar art›fl göstermifltir. Kordon kan›n›n ancak
do¤umda elde edilebilmesinden dolay›, dondurularak
saklanmas› üzerinde çal›flmalar yo¤unlaflm›flt›r. Kordon
kan› bankalar›nda ve yap›lan çal›flmalarda genellikle
kontrollü dondurucular kullan›larak uygulanan yavafl
metotlar uygulanm›flt›r. Biz çal›flmam›zda daha k›sa za-
manda uygulanabilen ve kullan›lan malzeme say›s›n›
azaltabilece¤imiz h›zl› bir yöntem olan vitrifikasyon
tekni¤ini kulland›k.

Çal›flmam›zda, toplanan yaklafl›k 10 ml kordon ka-
n›ndan önceki literatürlere uygun olarak ortalama

57.09±9.50x106 MNH/ml hücre izole edilmifltir

[33,34]. Ancak Dhot ve arkadafllar›, 100-120 ml kordon

kan›ndan 13.97x107 MNH/ml izole etmifllerdir [26].

Aradaki fark›n toplanan kordon kan› miktarlar› aras›nda-

ki farkl›l›ktan meydana gelebilece¤ini düflünmekteyiz.
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fiekil 4. 2. Teknik ile vitrifikasyon sonras› elde edilen ak›m sitometri de¤erleri.

Region Events % Gated X Mean

R1 24449 36.51 470.39

Quad Events % Gated X Mean

UL 20 0.08 3.01

UR 37 0.15 66.33

LL 5228 21.38 6

LR 19164 78.38 426.89

fiekil 5. Vitrifikasyon öncesinde kordon kan›ndan elde edilen
çekirdekli hücrelerin görüntüsü (Giemsa, x1000).



Elde etti¤imiz bu hücrelerde canl›l›k oranlar›,

%93.8±4.40 olarak belirlenmifltir. Uygulad›¤›m›z 2 fark-

l› vitrifikasyon tekni¤i sonras› canl›l›k oranlar› s›ras›yla,

%60.61±11 ve %66.63±9.9’a düflmüfltür (p<0.001).

Dhot ve ark.’n›n yapt›¤› çal›flmada %98,4 canl›l›k ile

izole edilen hücrelerin canl›l›¤› 1 y›ll›k saklama sonra-

s›nda %82.1 olarak belirlenmifltir [26].

Çal›flmam›zda, 2 basamakl› dondurma tekni¤inde

temel ald›¤›m›z Meyer ve ark. [27]’n›n çal›flmas›nda,

%89 canl›l›k oran› ile dondurulan hücreler %70 canl›-

l›k ortalamas› ile çözülmüfltür. Çal›flmada belirtilen

önemli noktalardan birisi de, daha fazla hücre say›s›

(50x106) ile yap›lan çal›flmalarda ulafl›lan canl›l›k oran-

lar›n›n rutin çal›flma süresince kullan›lan 13.6±4.1x106

hücre ile elde edilen sonuçlardan daha yüksek oldu¤u-

dur. Biz kendi çal›flmam›zda elde etti¤imiz parametre-

lerde bu yönde anlaml› bir veri elde etmedik. Ayn› ça-

l›flmada, izole edilen MNH populasyonunda, CD45+

hücrelerin %0,86’s›n›n CD34+ hücre oldu¤u bildiril-

mifltir.

Daha önceki baz› çal›flmalarda kordon kan›nda

CD34+ hücre oranlar›, Abboud ve ark., [35] taraf›ndan

%0.9±0.1, Sousa ve ark., [36] taraf›ndan %0.4±0.17

olarak bildirilmifltir. Bizim çal›flmam›zda izole edilen

MNH’lerin ak›m sitometri analizleri sonucunda, ortala-

ma CD34+ hücre oran› %0.47±0.2 olarak belirlenmifltir.

Özetle çal›flmam›zda, kordon kan›ndan izole edilen
hücre say›s› ile de¤erlendirdi¤imiz di¤er parametreler
aras›nda anlaml› bir iliflki görülmemifl, izole edilen hüc-
relerin canl›l›k oranlar› ile CD34+, CD45+ ve
CD34+/45+ hücre say›lar› aras›nda da anlaml› bir ba¤
tespit edilmemifltir. ‹ki teknik k›yasland›¤›nda canl›l›kta,
1. teknikte 2. tekni¤e göre anlaml› bir düflüfl görülmüfl
(p=0.006), ancak CD34+, CD45+ ve CD34+/45+ hüc-
reler aç›s›ndan bir fark bulunmam›flt›r (p<0.005). Bu da,
2. teknik ile az da olsa dahi iyi sonuçlar elde etmeke
birlikte, iki tekni¤in birbiri üzerinde anlaml› bir üstünlü-
¤ünün bulunmad›¤›n› göstermektedir.

Ak›m sitometri analizlerinin yan›nda ›fl›k mikrosko-
bik teknikler uygulad›¤›m›z yayma hücre preperatlar›n-
da inceleme yap›lm›flt›r. Bu incelemeler sonucunda,
hücrelerin membran yap›lar›nda dondurulup çözme
sonras›nda bozulmalar meydana geldi¤i görülmüfltür.
Bu bozulma, belki de çözme sonras›nda CD45+ ve
CD34+ hücrelerde meydana gelen azalman›n, hücre
canl›l¤›ndaki azalmadan daha fazla oranda olmas›n›
aç›klayabilir. Hücrelere uygulanan tripan mavisi boya-
mas›nda canl› olarak tespit edilen hücrelerde oluflabile-
cek membran bozulmas›, hücre yüzeyinden CD45 ve
CD34 ekspresyonunu durdurmufl veya azaltm›fl olabilir.
Çünkü daha önce yap›lan çal›flmalarda ortaya konmufl-
tur ki, ak›m sitometride hücrelerin belirlenebilmesi,
hücre yüzey antijen ekspresyonunun devaml›l›¤›na ba¤-
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fiekil 6. 1.Teknik ile vitrifikasyon sonras›nda görüntülenen
hücreler (Giemsa, x1000). Beyaz ok: Yap›s› bozulmam›fl nor-
mal hücre. K›rm›z› ok: Hücre fleklinde ve çekirdek yap›s›nda
oluflan bozulmalar ile apoptotik hücre.

fiekil 7. 2.Teknik ile vitrifikasyon sonras›nda görüntülenen
hücreler (Giemsa, x1000). Beyaz ok: Yap›s› bozulmam›fl nor-
mal hücre. K›rm›z› ok: Hücre fleklinde oluflan bozulmalar.
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l›d›r. Ayr›ca yine ayn› çal›flmada CD34+ hücrelerin h›z-
l› dondurmaya çekirdekli hücrelerden daha hassas ol-
du¤u belirtilmifltir. Alternatif bir baflka aç›klama ise,
CD34 yüzey antijenlerinin kayb›na ba¤l› olarak CD34+
hücrelerin yüzdelerinin ak›m sitometri ile belirleneme-
mesi yönündedir [37]. 

Sonuç olarak, çal›flmam›zda uygulanan vitrifikasyon
yöntemleri sonucunda elde etti¤imiz hücrelerin canl›l›-
¤›nda, CD34+ ve CD45+ hücrelerin oranlar›nda düflüfl-
ler tespit edilmifltir. Sonuçlar›n iyilefltirilmesi için bu
yöntemin, özellikle çözme basama¤›n›n modifiye edil-
mesi gereklili¤ini görmekteyiz. 

Elde edilen bu verilerin daha da iyilefltirilebilmesi
amac›yla bu konudaki çal›flmalar devam etmekte olup
henüz ortak bir vitrifikasyon metodu üzerinde görüfl bir-
li¤i sa¤lanamam›flt›r.

Kordon kan›n›n saklanmas› yönündeki çal›flmalar,
özellikle kriyoprezervasyon ve kademeli so¤utma üze-
rinde durmufl bu yönde teknikler ortaya konmufltur. Biz
çal›flmam›zda çok daha k›sa sürede ve kolayl›kla uygu-
lanabilen vitrifikasyon tekni¤ini, bu alandaki bofllu¤u
dolduracak flekilde, kordon kan› hücrelerinin saklanma-
s› yönünde uygulad›k. Kordon kan› hücrelerinin saklan-
mas›nda vitrifikasyon tekniklerinin kullan›labilirli¤inin
sa¤lanmas›n›n, kordon kan› bankalar› ve di¤er kök hüc-
re depolama merkezleri aç›s›ndan da kullan›fll› olaca¤›
aç›kt›r. Hem zamandan hem de maddi aç›dan tasarruf
sa¤layacak vitrifikasyon tekni¤inin gelifltirilmesi gerekti-
¤i kan›s›nday›z.

Çal›flmalar›n yo¤un  bir flekilde devam etti¤i kordon
kan› ve kök hücre alan›nda literatüre katk›s› olacak, ge-
lifltirilebilecek bir çal›flma ortaya koydu¤umuzu düflün-
mekteyiz.
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