Krlyoprezervasyon



Kok Hucre Kaynaklari

m Kemik Iligi
m Periferik Kok Hucre
m Kordon Kani
Kok Hucre Nakilleri
« Otolog
= Allogeneik
« Kordon Kani



Kriyoprezervasyon

m KOk hucre kriyoprezervasyonu; kok hicre tedavisi oncesi
onemli bir basamak olmakla birlikte, o6zellikle allojenik
transplantasyon islemlerinde kok hicre dondurulmadan

da kullanilabilir
m Farkh transplant merkezleri farkl yontemler kullanmakta

m Vericiden aliciya kok hiicre transferinin 72-96 saat icinde
gerceklestirilebilecegi durumlarda, donma isinin Uistlinde
baslangic depolamasi yapilarak, hicrelerin nakledilmesine
yonelik cesitli protokoller mevcut



Kriyoprezervasyon

m 0 °C’ nin Uzerinde hdcrelerin saklanmasi yeterli
olmamaktadir. Clnkd:

1. Isi -79 °C altina inmedikce metabolik saatin durdurulmasi
imkansiz

2. 0/-20 °C ‘de hiicre canliligi bozulmakta

— Na-K pompasi bozulmakta ve hucreler sismeye baslamakta
— Membran lipidleri ve enzimlerinin aktiveleri bozulmakta

— az ¢ozlinen materyallerin prepisite olmasi nedeniyle Ph degisiklikleri
olusmakta

3. Hucrelerin hizla sogutulmasi ile olusan isi kaybi “termal sok” etkisi
yaparak hlcre dlimuine neden olmakta

m 1-4 °C' de 72-96 saate kadar hucreleri saklayabilmek
mumkun

— Bugun bazi otolog transplantasyonlarda bu yontem kullaniimakta



Kriyoprezervasyon basamaklari

m GUnUmuzde standart olarak kabul edilen
kok hicre toplama metodu  minimal
manipulasyon ile yapilan ve en az 2.5-5 x
10e6/kg hlicrenin toplandigi metottur.



Kriyoprezervasyon basamaklari

Kriyoprezervasyon basamaklari:

1. Donor hucrelerinin toplanmasi

2. Kriyoprezervatif ajanlarin eklenmesi
3. Sogutma ve dondurma islemi
4

Dondurulmus kok htcrenin canliiginin
degerlendirilmesi

Eritme islemi

6. Transplant oncesi kok hucrenin
hazirlanmasi

7. Kultdr alinmasi
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Kriyoprezervasyon

Toplanan ornek santrifujlenip hiicreden zengin hale getirilir.

Otolog transplantlarda donor plazmasi kullanilir.

— Amac heparinize plazma solusyonu ve %10luk dimetilstlfoksid
(DMSO) eklendikten sonra, hucreden zenginlestirilmis Grinun
yeniden sivilastirilmasidir.

KI veya PK kok hiicre trtinii 6ncelikle +4 C°’de saklanir.

Daha sonra, hangi kapta saklanacagina karar verilince -80
C° veya -196 °C'ye alinir.

Myeloablatif tedavi Oncesi, Grlnin sadlamligini garanti
etmek amaciyla tGrantn canhligl yeniden degerlendirilir.

— Canlilik en az .... olmalidir

Kok hucre inflizyonu oncesi ornek hizlica 37 °C'de cozulur.



Kriyoprezervasyon

m Kriyoprezervasyon isleminin temel esaslari
olan dondurma isisi, dondurma hiz,
kriyoprezervatifler, dayaniklilik, eritme 1sis|
ve eritme hizi ile ilgili cesitli algoritmalar
bulunmakla birlikte, bu konular ile ilgili hala
tartismalar bulunmaktadir.



Kriyoprezervasyon

m KOk hucrelerin saklanmasinda kullanilan
en yaygin yontemdir

m Ancak Kriyoprezervasyon hicreler
Uzerine son derece olumsuz etkileri de
olabileceginden kriyoprezervasyon

isleminde bilinmesi gereken bazi onemli
noktalar vardir.



1.

Kriyoprotektan ajanlar

Kriyoprotektan ajanlar

Hlcrelerin dusuk i1silarda dondurulmasi, metabolik
yolaklari korumakta

Hlcrelerin hizlica dondurulmasi ve ﬂzK olojik tuzlu su
icinde gozuinmesi hicreler igcinde buz kristalleri olusturarak
hicre membranlarinin hasar gormesine neden olabilmekte

Buz kristalleri hiicre bariyerlerini bozarak, hicrelerin ve
hicre organellerinin parcalanmasina neden olabilmekte

Yavas dondurma ekstraselltler buz kristali olusumuna,
osmotik dehidratasyona neden olarak hicre hasari
meydana getirebilmekte

Bu nedenle hucrelere cesitli kriyoprotektanlarin eklenmesi
zorunlulugu vardir.
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Kriyoprotektif ajanlar iki tiptir.
1- Intraselliiler ajanlar

=Gliserol
*Dimetilsulfoksid (DMSQO)

2- Ekstraselluler ajan
*HES (Hidroksietil starch)



Kriyoprotektan ajanlar

mGliserol

mDimetilsulfoksid (DMSQO)

m HES
m DMSO+HES
m HES+ albumin



Kriyoprotektan ajanlar

m DMSO;

m Tek basina kullanildiginda en ideal
Kriyoprotektan ajandir

m berrak, renksiz, organik sividir ve suya yuksek
afinite’ gdsterir. DMSO suda yiksek derecede
cozunurluk gosterebildigi ve hicre
membranlarini gegeblldlﬂ icin, DMSO’nun
eklenmesi hem hucre ici hem de hucre disinda

DMSO  osmolalitesini  yUkselterek membran

poyunca yerlesen tuz gradientini dengeye getirir.

Hiz kontrolli dondurma isleminde, hicre icinde

pulunan neredeyse tim serbest su hlcre disina

cikarak intraselltler buz kristali olusumu onlenir.




Kriyoprotektan ajanlar

m %5-10 oraninda DMSO’nun etkin koruma

saglayabildigini gostermektedir ve bugin en cok tercih
edilen konsantrasyonu %10 dur. Ancak %10 oraninda
DMSO ile hicrelerin +4°C'de 24 saat, 37°C'de 1 saatten
fazla temasta kalmamasi gereklidir.

Gerek bu 0Ozelliginden gerekse donma-¢oziinme
sirasinda anlatilan hasardan hucreyi koruyabilmek icin
k}]”a?lcllmaSI gereken kryoprezervatif bir karisim
olmalidir.

Bugun icin kabul edilen en ideal karisim DMSO4 ve HES
karisimidir. Bu karisimin ayrica hastaya infuzyon sonrasi
DMSO’ya bagl yan etkileri azaltici etkisi de s6z
konusudur.



Kriyoprotektan ajanlar

m DMSO toksitesinin azaltilmasi icin dikkat edilmesi
gereken bir noktada DMSO’nun direkt olarak hicre
stspansiyonu Uzerine konmamasi gerektigidir.

m Bu nedenle DMSO, otolog serum, HES ve ilave edilmesi
disinllen diger sivilar bir yerde hazirlanip, bu
karisimdan  olusan  kryoprotektan solisyon hicre
suspansiyonun Uzerine yavasca katilir.

m Ayrica kryoprezervasyon esnasinda oda sicakliginda
hucrelerin  DMSO ile iliskisinden dogabilecek hasari
azaltmak icin, islemde kullanilacak kryoprotektan
sollisyonun, torbanln transfer borularinin  6nceden
sogutulma5| ve kar|§|m hazirlanirken de, karisim
hazirlandiktan sonra da vyerlestirilecekleri aIumlnyum
plaklarda sogutma islemine devam edilmesi yararli
olmaktadir.



Kriyoprotektan ajanlar

19801 yillarin  basina kadar kryoprezervasyonda kullanilan altin
standart %10 DMSO, %20 otolog plazma karisimi iken bu tarihten
sonra intraselluler ve ekstraselliler kryoprotektanlarin beraber
kullanimi yavas yavas gundeme girmeye baslamistir.

Pespese yayinlanan bir dizi gaisma DMSO ve HES kombinasyonunun
etkinligini bildirmistir.

Son olarak yapilan bir calismada %5 DMSO ve %6 HES'In beraber
kullanilmasi halinde hlicre engrafmaninin, %10 DMSO’ya gore daha iyi
oldugu bildirilmistir.

Benzer olarak ~ayni kombinasyonun daha iyi hiicre canlligi ve
recovery'sini sagladigini rapor etmislerdir.

Hatta HES varliginda DMSO oraninin %3,5’a cekilebilecegi bu
kombinasyonda tekrarlanan dondurma ve cozmelerden sonra dahi
hicrelerin proliferatif etkilerini devam ettirebildikleri gosterilmistir.

Sonug olarak, buglnku veriler dondurmada en iyi kombinasyonun %5
DMSO + %6 HES karisimi oldugunu gostermektedir.



Yardimci kryoprotektan
aianlar

2. Yardimcli kryoprotektan ajanlar

Dondurma iglemi sirasinda dondurulacak Grtndn icine makro
molekilerin konmasi gerek donma, gerekse ¢oziinme esnasinda
hicreleri korumaktadir.

Bugiin igin kullanilmasi 6nerilen ideal makro molekiil kaynagi otolog
insan serumu kabul edilmektedir. Tavsiye edilen oranlar ise %10-20
arasindadir. Bu amacla albumin de kullanilabilmektedir (%1 oraninda).

Hazirlanan uriinde eritrosit ve eritrosit lizat varliginin ise CFU-GM
tzerine olumlu etkileri rapor edilmektedir. Bu agidan Grindn kirmizi
kiirelerle bulasik olmasi Urtin kalitesi acisindan sakinca yaratmayacagi
gibi bazi avantajlara da neden olabilmektedir.

Ayrica son yillarda trehaloz, taurin gibi membran stabilizatorlerinin,
askorbik asit, alfa takoferol asetat ve katalaz gibi antioksidanlarin
kryoprotektlf soliisyonlara ilavesi ile daha iyi sonuclar alinabileceqi
rapor edilmektedir.



Faz gecis zamani

3. Faz gecis zamani

Donma isleminin basladigi andan, tam donmanin tamamlandigi ana
kadar olan zamandir (Phase transition time).

Kritik bir periyottur.
Su, sivi durumundan kati duruma gecerken bir isI yayar.

Eger dondurma sirasinda buna dikkat edilmez ise faz gegis zamaninda
bir uzama meydana gelir ki, bunun hicre canhhgi Gzerine cok olumsuz
etkileri vardir.

Faz gecis zamani ile hicre hasari arasinda direk korelasyon
gosterilmistir [12].

Bu nedenle urin isisi -20°C'ye ulasana kadar -15°C, -20 °C/dk’da hizlh
bir sogutma islemine tabi tutulur.

Ancak yapilan arastirmalarda bu olumsuzluktan lenfositlerin daha az
etkilendigi gosterilmistir.

Bugln icin kabul edilen bu etkinin ylksek hacimlerde daha belirgin
oldugudur.



Gecis fazi (donma sonrasi) sogutma
HE

4. Gegis fazi (donma sonrasi) sogutma
ISISI

m Bu donemde (-50 °C'ye kadar) olan
sogumanin dakikada 5°C'den disik
olmasi onerilmektedir.

m Ideali 1-3°C/dk’drr.

m -80 °C'ye ulasildiktan sonra trtn daha
dislk 1silara 6rnegin sivi azot gazi icine
direkt olarak kaldirilabilir.



Dondurma islemi

Dondurma islemi icin gerekli malzemeler
sunlardir:

m 1. DMSO

= 2. Hidroksietilstarch (HES) %10

= 3. Otolog plazma/Albumin

= 4. Saklama torbalar (Cryobag)

= 5. Bes yollu musluk

m 6. 50 cc’'lik enjektor

= 8. Fenol kirmizisiz hucre kultur vasati
= 9.fistul
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Dondurma islemi ve
vontemleri

8. Saklama ortami (Depolama)

Bu doneme kadar uriin kayipsiz hazirlanmis ise bundan sonra -80 °C’ nin
altinda hiicresel bir hasar olusmasi beklenmez.

Yapilan fallsmalar -79 °C’ nin altinda saklanan uruinlerde saklama zamani ile
dogrusal iliskili olarak belirgin hiicresel hasar olusabilecegini gostermektedir.

Kritik deger olan -79°C’ nin uzerinde saklanmasi halinde 5 sene kadar urintin
saklanabilecegi rapor edilmektedir.

Bugiin icin en ideal saklama kosulu azot gazinin buhar fazinda saklanmasi olup
-196 °C’'de sonsuza dek saklanabilecegi dusiiniilmektedir.

Bu durumda da iki onemli sorun karsimiza gikmaktadir. Birincisi diizenli azot
gereksinimin karsilanmasi, ikincisi ise liriinuiin enfekte olma olasihigidir.

Yapilan arastirmalarda kriyoprezerve uruniin azot tanklari icerisinde
saklanmasi halinde, buhar fazinda bile baslica Aspergillus, stafilokok,
streptekok, Enterokok, psoudomonas gibi ajanlarla enfekte olabilecegini
E(’istermektedir. Mikrobiyolojik kontaminasyon orani %0-4.5'dur. Bundan

orunabilmenin yolu dondurulmak istenen uriin torbasinin gegirgen olmayan
bir ikinci torba icinde bu torbanin agzi isitilarak kapatildiktan sonra
saklanmasidir. Bu agidan -80 °C’lik derin dondurucular daha emniyetli
durmaktadir.
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m Kok hucreleri icin en uygun isi nedir?

-80 °C ile - 196 °C arasidir.

-80 °C’nin uzerinde 5 sene kadar
saklanabilecedqi,

-196 °C ‘de sonsuza dek saklanabilecegi
dusunulmektedir.



Cozme islemi

9. Cozme islemi
Bugun icin kabul edilen 2 yontem bulunmaktadir.
Standart olarak kabul edilen yontem tum buz kristalleri

kayboluncaya kadar 1lik su banyosu icerisinde, 37 °C'de
eritmektir.

Ikinci yontem ise jel ped uygulanan kuru isitmadir.

Yapilan calismalarda htcre viabilitesi ve klonijenik

Eotang yellerin benzer oldugu, fakat infeksiyoz
ontaminasyonun kuru isitma yonteminde daha az meydana

geldigini gostermistir.



Cozme islemi

Dondurulmus hucreler tekrar isitilirken 2 onemli sorun hucre
harabiyetine yol acmaktadir.

Birincisi iIsinma sirasinda hucre icinde kristal olusumu yeniden
baslamasi ve bunun hucrede mekanik hasara yol acmasidir.

Ikincisi ise, donma sirasinda gelisen olaylarin tam tersinin
ﬁﬁzﬁlme sirasinda gercekleserek ektraselluler alanin

ipotonik karakter kazanmasidir. Bu olayin nedeni
ektraselluler ortamin intraselluler ortamdan once cozilmesi
sonucunda olusan ani serbest sivi salinimidir. Bu hipotonisite
de hucrenin siserek patlamasina yol acar. Ozellikle bu olay
kuvvetli penetran kriyoprezervatiflerin varliginda daha
belirgindir. Coziinme sirasinda hiicre disi daha cabuk
ﬁﬁzijndﬁgﬁndeq ve hiicre i¢i heniiz tam ¢oziinemediginden

Ucre icinde yogun olarak bulunan penetran
kroprezervatiflerin konsantrasyonu disariya Eﬁre EL ERTA G
hale gelir ve bu islemde dilusyon sokuna katkida bulunur.



Cozme islemi

Bu iki olaydan htcreleri koruyabilmenin en lyi yolu ¢gozuinmenin,
dondurmanin aksine ¢ok hizla yapilmasidir.

Bu nedenle ici %90 etil alkol ile yikanmis su banyosuna steril su
konduktan sonra 37 °C’ye kadar su isitilir.

Bir miktar azot iceren kaplar ile transfer edilen urin torbalar su
banyosu icinde yumusak masaj hareketleri ile tamamen eritilir.

Burada dikkat edilecek nokta, liriin torbasinin koruyucu kilifi yoksa
agiz kisminin su icine daldinimamasidir.

Banyodan cikan torbalar steril bezlerle silindikten sonra koruyucu
kilifindan cikarilarak 200um’lik filtre iceren setlerle inflize edilir.

Coziinme ile infiizyon arasindaki siire 1 saati gecmemelidir.

Ayrica urunlerden canlilik, kultur analizleri ve CFU olgumleri igin
ornekler alinmalhidir.

Bazi merkezler cozme sonrasi urunu dilue etmektedirler.

Genellikle buna gerek olmamakla birlikte coziinme sonrasi P(apllacak
her manuplasyonun henuz frajil olan hucrelerin kaybina yol acacag
unutulmamalidir.

Ancak boyle bir isleme ?erek duyuluyorsa dilusyonun yavas
yapilmasi gereklldlr (Dilusyon soku).



Cozme islemi

Hucreleri cozuinme sirasindaki dilusyon sokundan koruyabilmenin bir
olu da hiicre disi osmolaritenin korunabilmesi icin nonpenetran

KHFIS gibi) kryoprezervatiflerin, penetran kryoprotektanlarla beraber
ullaniimasidir.

Yine urun cozuldukten sonra urun dilue edilirken bu dilusyonun
yavas yapilmasi da dilusyon sokundan korumak icin gereklidir.
Hiicre icinde yogun bulunan DMSO’nun diliisyonla diisen osmotik
gradiente bagl olarak hiicreden disari cikisi icin zaman taninmalidir.

Bu nedenle donma esnasinda ki etkilerden korunmada ¢ok etkin olan
penetran kriyoprezervatiflerle birlikte coziinme sirasindaki
etkilerden korunmak icin nonpenetran Kkriyropreprezervatifierin
beraber kullanilmasi en ideal kriyoprezervatif karisimi olusturacaktir.

Bu karisimin getirecegi bir diger avantajda iiriin ¢éziindiitkten sonra
37 °C gelen urundeki DMSO’'nun hiicrelere olan direkt toksik
etkisinin, konsantrasyonunun dusuk olmasi nedeniyle azalmasidir.

Rowley ve ark %10 DMSO’'nun 4 °C’'de 24 saatte hiicrelere belirgin
bir zarar veremezken, 37°C’de bir saat sonra CFU gelisimini olumsuz
etkileyebildigini ve bunun DMSO konsantrasyonu ile belirgin iliskili
oldugunu bildirmislerdir.
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