COCUK HASTALARDA DONDURULMUS KOK HUCRE
URUNLERI HEMATOPOETIK KOK HUCRE NAKLININ KLINIK
SONUCLARINI ETKILER MI?




Gir

> Hematopoietik kok htcre nakli maliniteler, diger hematopoietik hastaliklar
ve immun yetmezliklerin kuratif tedavisi icin kullanilan bir tedavi
yontemidir

> Hazirhk rejimi sonrasinda hastalara CD34+ kok hucre inflizyonu yapilarak
kemik iliginin yeniden yapilanmasi saglanmaktadir

> Akraba ici ya da akraba disi dondrlerden yapilan cogu kemik iligi
transplantasyonu, taze donor kemik iligi ya da periferik kok hiicre Grini
ile gerceklestirilmektedir



Giris

» Klasik olarak dondrden kok hicre genellikle kok hiicre inflizyonunu yapilacagi
gln toplanir

» Bu uygulamada dondrden alinan kemik iligi Grinldnldn toplanma islemi ile
hastaya verilen potansiyel olarak dldurict miyeloablatif rejiminin
programlanmasinin cok iyi bir sekilde yapilmasi ve bu programa uyulmasi
gerekmektedir

» Kemik iligi toplama isleminin nakil giinline kadar ertelenmesi, vericinin bir kaza
gecirme olasiligl, islemi reddetmesi veya toplanan Urintnin CD34 miktarinin
yeterli olmamasi gibi riskler nedeniyle alicinin hayatini tehlikeye sokabilecek
durumlara neden olabilir



Giris

» Koronavirls hastaligi 2019'un (COVID-19) kuresel bir pandemi olarak ortaya
cikmasi, diinya capinda bir saglik krizine sebep olmustur

» Uluslararasi ve llkeler icinde seyahati aksatmistir

» Allojeneik hematopoietik kok hicre nakli icin donoriin zamaninda
degerlendirilmesi, hiicre toplanmasi ve toplanan hticrelerin tasinmasi icin de
onemli engellere yol acmistir

» Planlanan transplantasyon giiniinde, hedeflenen alicilara taze donaor hticrelerinin
ulastirilmasinda guicliklere yol agmistir

» Tum bu sebepler nedeniyle bu dénemde hazirlik rejimi baslanmadan akraba disi
donor Urunlerinin teslim edilmesi ve kriyoprezervasyon yapilmasi gerektigine
dair Amerikan Transplantasyon ve Hucresel Terapi Dernegi tarafindan tavsiyeler
yayinlanmistir.

American Society for Transplantation and Cellular Therapy. ASTCT resources for COVID-19. Available at: https://www.astct.orqg/communities/pub lic home?



https://www.astct.org/communities/pub

Giris

» Dondurulmus kok hiicre kullanimi engrafman kinetiklerini olumsuz
etkileyebilecegi konusunda bazi endiselere neden olmussa da yapilan
calismalarda kriyoprezerve edilmis allojenik kemik iliginin transplantasyon icin
basaril bir sekilde kullanildigi gbsterilmistir

» Ayrica dondurulmus otolog periferik kok hticre trtnlerinin otolog nakillerde ve
umblical cord kok hicre trtnlerinin allojeneik nakillerde yillardir hematopoetik
kok hicre kaynagi olarak transplantasyonlarda kullanilmaktadir



» Calismamizda, donmus ve taze hematopoetik kdk hiicre trtnleriyle yapilan
allojeneik kok hucre nakillerinin klinik sonuclarini karsilastirmayi amacladik



Gerec ve Yontem

» Calismamiz Nisan 2017 - Mayis 2020 tarihleri arasinda Ankara Sehir Hastanesi
Pediatrik Kemik iligi Nakil Unitesinde yapilan allojeneik hematopoetik kok hiicre
nakillerinin hasta dosyalarindan hastalarin klinik verilerinin retrospektif olarak
incelenmesiyle yapilmistir

» Toplam 34 hasta calismaya dahil edildi. 17 hasta’ya dondurulmus drin
cozdurllerek, 17 hastaya da taze kdk hiicre Griunu inflizyonu yapildi.

» Donorler; HLA uyumlu kardesler, haploidentical akrabalar ve kemik iligi veya
periferik kan bagisinda bulunan HLA uyumlu akraba olmayan yetiskinlerdi



Gerec ve Yontem

HKH (HEMATOPOETIK KOK HUCRE ) DONDURMA PROTOKOLLERI

AMAC: Hilcresel tedavi iriinlerinin hastaya infiize edilme ajamasma kadar hilcre
canhhfmm en iist diizeyde totulmasi amac ile steril ortamlarda kryopreteltanlar eklenerek,
dondurulup uygun crtamda saklanmasidir.

YONTEM: Uriinler DMSO (dimethy] sulfoxide) HES (hydroxyethystarch) otolog plazma veya
uygun plazma giki kryoprotektif ajanlar ile kademeli bir gekilde dondurulup s azot fammnda
saklanmalidr.

ISLEMLER:
% Urimler toplama zzamasndan sonra tarhhp, hacmi ml olarak hesaplanir.
% Uriin iglenirken tiim iglemler steril biyao-giivenlik kabini (laminar air flow ) iginde vapilmalidir.

» Uriinlerden steril bir gekilde kan kiiltirti, CFU assay hemogram ve flow sitometri igin dmekler
almip uygun laboratuarlara génderilir.

¥ Otolog plazma veya uygun plarmamn hazirlanmas:, bunlann digimda Grimden elde edilecek
plazma kullamlacaksa firim santrifiij edilerek plazmas: ayrilir.

¥ DMB0, %6 “hik HES gibi protektif ajanlar hazirlamr.

» Uriin, toplama torbasmdan 50°lik enjektorlere gekilersk miktar ml olarak kesinlik kazanmig olur
aym zamanda dondurulacak torbalara fistiil yardim ile enjekte edilir.

# Dondurulacak torbaya kesinlikle DRSO direkt verilmemelidr DRSO plazma ile barlikte
hazrlanmalidir. Hilere igerisine enjekte etmeden dnee dondurulacak torba ve hortum sisteminin
+4 “C getiribmesi hilcre canlihf® acisimdan gok favdal olacaktr.

» DMSO plazma kangimm torbava enjekte edilirken ortalama 10 sn’de 1-2 ml firiin gidecek
sekilde avarlanmava galisilmalidir Enjelte etine igleminin baglamasmdan itibaren 15 dakika
1gerizinde firin dondurulmaya baglanmalidir.

% Uriinler genellikle, %650-60 frin %06-10 DMSO ve kalan miktarda 1/1 oramnda HES ve
PLAFMA kangumi olacak gelilde dondurulmalidar.

#* Cryvoproteltanlarm ilzvesinden sonra tekrar kan kiiltiiri almmahdir.

% Uriinfn dondurulacag torbalann kalmlig optimzl donmamnn saglanmas: bakimindan 5 mm
gecmemelidir.

% Urimler kademeli dondurncularda (cryoplaner) ortalama gegig fam 1-4 *C/dak olacak sekilde
dondurulmaltadir Farkl mekanik dendurma sekdlleride uygulanabilmektedir -79 2C nin altina
mmeden metabolik szat durmadi® igin firimler - 80 °C altna inmeden s faza almmamahdr.

» Uriinleri termal ok etkisinden konmak icin ervo planerden ana tank icerisindeki s faza
miimikiin oldufunca hizh bir sekilde gecirilmelidir.

Hazirlayan - Vasin K&ksal

HEH (HEMATOPOETIK KOK HUCRE ) COZUNME PREOTOKOLLERT

ANAC HAcresel tedavi trinlerinin donduribep saklandilctan sonra hastaya mfize edilme
asamazinz kadar olan iglemlerde canlilifin ve sterilizasyonun maximum dizevde tutalmas.

YTOMTER:3IT "C-38 "C staril su hanyosn igerisinde drinlerin hizh bir seldlde ¢dzimerak
hastaya nakdl igleminin gerpeklestirilmesi

IZLEMLER:

*  Iglem nsklin lnzh ve komlikasvonsuz gerpeklesmesi amacrvla hasta vatak bag: vava
hastaya yvakan bir yer tercih edilersk yapilmahdir.

» Uninler nakil igin wysun transport tanklanmda v azot fazmda tasmmahdir Eapah bir
ortarnda nakdl iglemi yvapilnrorsa wansport tanklsrmdan olam bir azot kacas: naticesinde
ockzijen disizine bagh komplikasyonlara kars dolem almmahdir.

* (ozme iglemine gecmeden once Grin torbalan kontral edilip efer virilma patlama gibi bir
dunmm varsa kliniktels doktor ile gérisalip wyvgun antibiyvotigin herrlanman ve e wygum
cominme ortapnim hamrlanmas saflsnmahdir.

» TUrpanler 37 “C-38 "C “lik steril su bamvolannda ertibaeli, su banvolan sterilize edilirkan
batikonls temizlendilten sonra bal distile sodan gegirbmelidir.

> Cominme izlemi 0.9 “Tik senmm firyolojik veyva distile so ile dolu =9 baryolan ile
vapilmahdar.

*  Cizimme izlemine zecilmaden Smce driin-kizi dogrlames) mutlaka vapilmahdar.

Uniinler pozirmireen glaz kontarminasyon riskini dnlemek irin ek bir steril torha igine
ahndiktan sonra isleme baglamwmalidm.

»* Cozinme islemi hicreler Gzerinds yarstaz: stresle apoptozize sshep oldugu bilinmektadir.
Eu gerakralarden Guird dondumbip gozinnmiy hiicrelarin canlihfmm ¢azinme sonrasimda
zaman icinde dafiziklik gdzterecesi unumbmamaldr.

*  Qominme igleminds DRSO ‘non icrelere olan toksik etkizini en azs mdinmek ve
viabiliteyi marimum seviyeds nrmmak amac ile igleam hizh bir gekilde yvapalmalydr.

Trrian igindski ve kristaller kaybolur kayholmar su banyosundan gilcanbmaldir,

» Cominme iglemini cabuklastimmak ve kolaylastimak arnac ile dnin torizan hareket
attirilmeli dnimin homojen daghn amacyla da ovulmahdir

» Trpin torbas: batikoon ile steril edilip uygun bir ortamda caphlik koilodr anslizleri wa CFU
assay igin dmekler almup nakil iglemine gecilmelidir.

* Cominme jle mfuzyon arasmdakd sirenin ideali 15 dakikanin akhdar.

Harmrlayan Yasin Faksal




Sonuclar

» Dondurulmus kok hticre Grinu ve taze kok hiicre trlinl verilen 2 grup arasinda

» Hasta yasi, donor yasi, hastaligin tanisi, ABO uygunsuzlugu, donoér tipi, verilen Urin sekli
(perifer/kemik iligi), verilen Grindn hicre icerigi acisindan anlamli farklilik yoktu

» Dondurulmus Grintnlerde canhlik bir miktar azalmisti ancak nakil icin kabul edilebilir
sinirlar icerisindeydi

» Transplantasyon sonrasi izlemdeki 6zelliklerine bakildiginda;

» Her iki grup arasinda notrofil engrafmani, trombosit engrafmani zamani arasinda anlamh fark
bulunmadi.

» iki grup arasinda nakil sirasinda gelisebilecek komplikasyonlar arasinda da anlamli fark
bulunmadi



Tablol. Hastalarin Demografik Ozelliklerin Kok Hiicre Tipine Gore Dagilimi

T Fresh Allograft Dondurulmus Allogreft
Ozellikler
n=17 n=17

LUTRET 8,85+5,05 7,14+4,99 0,33
onor Yas 19,5+12,6 18,0+11,3 0,57

BO uygunsuzlugu 0,083
Uyumlu 11
Major uyumsuz 5
Min6r uyumsuz
Major/Mindr uyumsuz 1

N B OO U

0,36

>
-
-

=

AML

immiin Yetmezlik
Talasemi Major
Osteopetrozis
Aplastik Anemi

9 7
0 1
3 2
2 5
0 1
3 1

onor Tip 0,52
12 10

Haploidentik 0 1

erilen liriin sekli 0,48
Kemik iligi 11 9

erilen Uriin 6zellikleri

CD34+ hiicre (x 10%/kg) 4,61+0,97 4,39+1,01 0,2
Total gekirdekli hiicre (x 108/kg) 4,42+1,7 4,63+2,1 0,75

riiniin Canlihig 10040 97,3+1,83 0,00




Tablo2. Kok Hucre Tipine Gore Transplantasyon Ozellikleri

Fresh Allograft Dondurulmus Allogreft
n=17 n=17

Ozellikler

Notrofil Engrafmani, median(min-max),giin 14(12-18) 14(10-24)

Trombosit Engrafmani, median(min-max),giin 19(13-42) 20,5(11-45)

Uriin verilirken gelisen komplikasyon,n(%) 0 1

Engrafman Sendromu,n

Veno-oklusive Hastalik,n

Hemorajik Sistit,n

Kronik GVHD,n

1 1
2 1
1 1
Akut GVHD,n 2 5
1 0
0 3

ilk 100 gun igcinde 6lim,n




Tarfisma

» Kok hiicrelerde canlilik kaybi, Grinlerde T ve NK hiicrelerinin kaybi ve tim bu
faktorlerin engrafman Uzerindeki olumsuz etkileri nedeniyle donmus allogreft
kullanimi konusunda endiseler vardir

» Kaynak olarak dondurulmus ve taze kemik iligi kullanilan nakilleri karsilastiran
calismalarda, her iki stratejiyle de benzer klinik sonuclar bildirilmesine ragmen
bazilarinda da tansplant dinamiklerini kota etkilidegi bildirilmistir
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Long-term follow-up of leukaemia patients after related
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Summary. We have previously shown that allogencic bone
marrow transplantation (BMT) with cryopreserved donor
marrow cells can be used without prolonging the engrafi-
ment time or interfering with the reconstitution of hacmo-
poiesis. In this report we extend our initial observations of
the first 40 patients who underwent allogeneic bone marrow
transplantation from reated donors with cryopreserved
donor bone marrow [or haematological malignancies,
including the long-term follow-up daia of the previcusly
reported  patients. The outcome of these patients was
compared with that of 40 related BMT recipients receiving
fresh domor bone marrow (historic control group). Time
until engraftment of all patients receiving cryopreserved
bone marrow was not different from the control group
(ANC=05 x 10%1 17d (range 11-24d} versus 17-5d
(range 10-28d); platelets =20 = 10%/1 21d (range 11—
45 d) versus 22 d (range 13—69 d), respectively). There was

the same incidence of acute and chronic GvHID in patients
receiving either cryopreserved bone marrow or fresh bone
marrow (acute GvHD = 11 61% v 60% and chronic GvHD
S6% v 52%, respectively). Chimeerism studies showed no
difference between the patient groups. Furthermaore, the two
groups did not differ in day 100 survival (82% v 72%). With
a median follow-up of 520d (range 47-1365d) and 12894
(range 48—1849 d), 6% of the patients receiving cryopre-
served and 53% of the patients receiving [resh allogeneic
donor bone marrow, respectively, are alive. We conclude that
eryopreservation of allogeneic related donor bone marrow
does not adversely affect engraftment. does not decrease the
incidence of severe acute GvHD, and does not seem o allect
the day 100 survival or long-term hasemopoiesis.

Keywords: cryopreservation, allogeneic, bone marrow trans-
plantation. chimaerizm, engrafiment. leuksemia, GvHIL

Losemi hastalarinda allojeneik akraba
ici nakillerde donoér kemik iligi Grindnt
kriyoprezervasyonunun

Nakli olumsuz etkilemedigi,

Siddetli akut GvHH insidansini
azaltmadigl

100 gunluk sagkalimi veya uzun vadel
hematopoezi etkilemedigi sonucuna
ulasmuslardir
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ABSTRACT

The BMT program at Princess Margares Hospital performed 105 transplanis using aryopreserved peripheral
blood stem cells (PBSC) from relsted allogeneic donors. The outcomes were compared with those of o historic
conteol of 106 patients transplanted with freshly procured PBSC. The infusions were tolerated with limived
toxicity related to navseafvomiting or bradyeardia, correlated with the wtal amount of DMSO infused. The
average viashility of the wial nucleated cell {TNC) population after thawing was 71%. The survival of

srs amaunted o 75% for coleny-forming unit-granulocyte- macrophsge (CFU-GM), 69%

clonogenic proge
for burst-forming wnits erythroid (BFU-E), and 78% for colony-forming wnits granulocyte-erythrocyte-
munocyte-megakaryocyte (CFU-GEMM). In contrast, colony-furming units megakaryocyre (CFU-MEG) was
sigmificantly more cryosensitive with recovery rates of 39%. The number of viable CID34° cells ransplanted
was currelated with the number of transplanted viable CFU-GM (P < .(01), BFU-E (P = .001), CFU-MEG
(P < 001), and CFU-GEMM (P = .049), but not with the TNC dose. The number of transplanted CD34° cells
wis correlated with engrufiment of nentrophils (P = 012} and platelets (P = 013). The outcomes of
cryopreseved or fresh PBSC transplants (PESCT) with respect to engraftment of neutrophils (P = .178) and
platelets (P = T85), lymphocyte recovery (P = 926), scave (P = 113}, and chronic grafe-versus-host disease
(P = 673), recarrence (P = 205), nonrelapse mortality (P = 340), and overall survival (P = 668) were not
i It is therefore ressonable to consider the option of ayopreserved allografis.

significanily diffe

B 2007 Awerican Society fir Biood and Marvos Transplantation
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To freeze or not to freeze peripheral blood stem cells

prior to allogeneic transplantation from matched related
donors
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Dondurulmus Uron
grubunda aGVHD insidansi
daha yuksek

kGVHD, genel sagkali, non

relaps mortaite acisindan iki
grup arasinda fark yok
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Anticke hiciory: ABSTRACT

Rereived X2 April 20 With the COVID-19 pandemic and the ensuing bamiers to the collection and transport of donor cells, it & often

Acreie 13 Aprril 200 necemary o oollect and cryopreserve grafts before initla ton of trans plantation conditi oning The effect on trans-
plantation outoommes in nonmalignant disexse i mknown This analyst examined the effect of cryopresenation

Keywords: of related and wnrelated donor grafts for transplantation for severe aplastic anemia in the United States during

Cryopresered graft 2013 to 2019, Included are 52 recipients of cryopreserved grafts who were matched for age, donor type, and graft

Severe aplastic anemia typee 00 194 red plents wiho received noncryopreserved grafts. Marginal Cox regression models were built tostudy

the effea of cryopreservation and other rsk botors associated with oucomes We recorded higher 1-year rates of
graft failwre (hazard ratio |HRE) 2.26; 95% confidence interval 1.17 to 435, P=_01 ) and of 1-year overall mortality
(HE,3.13; 95 CL 1.60 to 6.11; P= 0008 ) after transplantation of cryopreserved compared with noncryopresenyed
grafs, with adjustment for sex, performane score, comaorbddity, cytomegalovins semstatus, and ABD blood
growp match. The incidence of acute and chronde graft-versus- host disease did not differ between the 2 groups
Adjusted probabiities of 1-year survival were 73% (55% O1, 60% to B4%) in the cryopreserved graft group and 31%
(95% C1. BEE 1o 34E) in the noncryopresenved graft group. These data support the wse of noncryopre served grafts
whemever pissiibde im patients with sevene aplastic anemia_
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» Calismamizda dondurulmus urtinin engrafman kinetiklerini etkilemedigini
gordik

» Dondurulmus trunlerde nakil sonuclarini etkileyecek diizeyde canlilik kaybi
olmadi

» GVHH ve ilk 100 guin icindeki mortalite acisindan da her iki grup arasinda fark
goriulmedi



» Vericiden yetersiz kok hicre toplanmasi,

» Vericilerin nakil gliniinde fikrini degistirmesi veya hastalanmasi

» COVIiD-19 pandemisi gibi durumlarda akraba disi nakillerde tiriiniin nakil
merkezine tasinmasi sorun yaratabilecegi icin

» Dondurulmus trinlerin kullaniminin avantaj saglayabilecegini diisinmekteyiz

» Sonuc olarak;

Donmus kok htcre Grinlerinin nakil basarisini olumsuz etkileyecek bir soruna
neden olmadan kullanilabilecegini 6nermekteyiz



TESEKKURLER
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