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e insan sagligi icin Uretimi yapilan her Griiniin, Gretiminin tim asamalarinda
ve hasta uygulamalarinda yuksek kalite standartlarina sahip olmasi

gerekmektedir.

e Uretilen bu uriinler icin dnceden saptanmis ozellikleri tasiyip tasimadiginin
ve ne Olcude glvenilir oldugunun incelenmesi icin kullanilan kalite kontrol

standartlari gelistirilmistir.
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Standards
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AMAC (BEKLENTILER)

e CD 34 nedir? ve Sayimi Nasil Yapilir? (ISHACE,FLOW)

e Hicre Sayimi ve Canlilik Nasil Olciilir? (CBC,Thoma Lami, Tripan Mavisi)
e Mobilizasyonda Toplama Oncesi CD 34 Sayisi ne olmalidir?

* Otolog ve Allogeneik Nakillerde Yeterli Engrafman Nasil Saglanir?

e DMSO iceren Uriinden Sayim Nasil Yapilir? (Dondurulmus Uriinden Céziimleme
sonrasi)
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Hematopoetik Kok Hiicre

e Hematopoetik kok hicre, lizerinde en cok calisilan ve tedavide yaygin olarak
kullanilan eriskin kok htcrelerdir.

 Kendi kendine yenileyebilme ve butiin matur kan hicrelerine farklilasabilme
ozellikleri vardir.

« Kemik iligi, periferik kan, kordon kani ve fetal karacigerden elde edilebilirler.

e Yizey belirtecleri baslica, CD34, CD14, CD45 ve CD133’ddr.*

*Dieterlen-Lieévre F, Pardanaud L, Bollerot K, Jaffredo T. Hemangioblasts and hemopoietic stem cells during ontogeny. C R Biol 2002;325:1013-20

*Reyes M, Dudek A, Jahagirdar B, Koodie L, Marker PH, Verfaillie CM. Origin of endothelial progenitors in human postnatal bone marrow. J Clin Invest 2002;109:337-46.
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CD 45 (+) Endotel hticrede CD45 (-) tir.
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CD 34, Hiicre Sayimi ve Canlilik

e Topladigimiz Grunun etkin bir tedavi icin yeterliliginin hesaplanmasinda
kullanilan CD34 miktari, hiicre sayisi, canlilik nasil 6lctlar ve hesaplanir?

Afllw
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CD 34, Hucre Sayimi ve Canlilik

e (CD34+ hucreler akim sitometri kullanilarak olculebilir.

 En kisa zaman dilimi icinde kdk hlicreyi tespit etmek icin yaklasik bir saat
suren bir teknik,

« Akim (Flow) :Suspansiyon halindeki hucreler sivi iletim sistemiyle
cekilerek lazer kaynagi onunden tek tek gecer,;

o Sitometri (HUcresayar) :BuyuklUk, sitoplazmik yogunluk, hucre igi ve
hucre disi antijenler dedektorler vasitasiyla tespit edilir.

e Suspansiyon halindeki hicreleri bir akis kanalindan, belli bir hizda
tek tek gecerken siniflandiran sistem.
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Optik Sistem
. Bilgisayar Sistemi

Lazer Kaynag

Sivi iletim Sistemi
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Tek tek hibcrelenin laoar
gndnden gegrmesin sajlar

Onden (FSC) ve yvandan (SSC)
— @ © 7 sagim tum hiscrelende gosulur,
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Kit contents (50 tests/kit)
« CD34 PE/ CD45 FITC
« 7-AAD Viability Dye

* NH,CI Lysing Solution
e Trucount Tubes
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1 1 * * Dilute samples with
BD SCE Kit Sample Preparation e
PBS with 0.5% BSA.

A FEW SIMPLE STEPS IN A SINGLE TUBE

L ‘ P

BD
Trucount™
tube

~ l -
A

=
i
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SCE Template in BD CellQuest Pro Software

Trucount = 50595.00
Dilution Factor = 10.00

Sample Volume = 100.00 uL

SSC-Height
0 200 400 600 800 1000

Sample ID; DRKOBSCL2
ol Patient 1D
100 10! 102 g03 1ot 4 Trucount: 50595
COSSFIE Custom Keyword #2°
DRKOBICL2034 Sample Volume: 100
hoquisition Date: 27-Aug-03
\Total Events: 77633

Gate Events % Gated
Viable CD45 75190 9685
G2 679 087

G3 663 0.85

Viable CD34 654 0.84

100 10! 10? 10® aot ) ; Beads 1490 192
CD45 FITG FSC-Helght

S5C-Haight
0 200 400 60O BOO 1000

Total CD34 673 087
Viable Lymphs 40935 5273
Total CD45 75817 9766
Debris 0 0.00

S5C-Height
0 200 400 600 BOO 1000

Inspect All Dotplots

CD34 PE
109 101 102 10% 10*

Results
10

Viable CD34 = 2220.75 fuL

Viable CD45 = 255317.99 /uL
Expression editors and automatic
results are not available in BD
CellQuest software.
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Total CD34 = 2285.26 /uL

CD34 Viability = 97.18 %

109 10! 102 10 10t 0 Viable CD34 of Viable D45 =
L 0.87%




= ]

1215300131001.001 fcx

CD34+ Viable Abs Cnt (cells/pl) 4530.20
CD45+ Viable Abs Cnt (cells/ul) 244258.30
CD34+ Viable Events 4378
CD45+ Viable Events 236052
Bead Events 2445
Viable CD34+ % Viable CD45+ 1.85
CD34 Viability (%) 98.18

Viable CD34+ CV (%) 1.51 @
ACIBADEM @
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CD 34, Hiicre Sayimi ve Canhilik

— Hiicre canhhgi

1) Akim sitometri yontemi; 7AAD

2) Isik mikroskobu; Thoma Lami, Tripan Mauvisi

3) Florasan mikroskobu; Akridin-Oranje ve Propidyum iyodit

Canlilik (%)= (Canh hiicre / Total hiicre) x100

Canlihk ylizdesi 6zel sartlarda %75 kabul edilse de % 90 ve uzeri olmalidir.
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CD 34, Hiucre Sayimi ve Canlilik

— Hucre Sayisi

e 1) CBCcihazlarinda veya diliisyon yapilarak Thoma laminda yapilir.
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CD 34, Hiucre Sayimi ve Canlilik

—/Yeterlilik Hesaplama:
> Toplam Canli Hiicre Sayisi (WBC) x CD34 Yuzdesi

100
= Toplam CD 34 sayisi/Hasta Kilosu
= e X 10°CD34/kg
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Kok Hiicreler Ne Zaman Toplanmalidir?
Mobilizasyonda Toplama Oncesi CD34 Ne Kadar
Olmalidir?
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Kok Hiicreler Ne Zaman Toplanmalidir?
Mobilizasyonda Toplama Oncesi CD34 Ne Kadar
Olmahidir?

e Kok hicre toplamadan once hasta ya da donore biyime faktorleri verilerek
kok hicrelerinin periferik kanda mobilizasyonu saglanir. Mobilizasyon ortalama
5 gun once baslatilir ve giinde iki kez hastaya ya da dondre Granulocyte
colony-stimulating factor (G-CSF) notrofil yapimini artirmak icin yapilir.

e G-CSF basladiktan sonra 4-5-6. glinler ideal glinlerdir, ancak beklenen pik gtint
5. giindur. Bazi durumlarda 7.gln de toplama islemi yapilabilir ancak 7. giinden
sonra toplamanin bir efektifligi yoktur.

e Toplama islemi yeterli olmayacak ise 1,5-2 ay ara verildikten sonra bir kez daha
toplama yapilabilir.
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Kok Hiicreler Ne Zaman Toplanmalidir?
Mobilizasyonda Toplama Oncesi CD34 Ne Kadar
Olmahidir?

e Kok hicrelerin yeterli oldugunu gosteren parametreler, l6kosit sayisi (10.000
m?3) ve CD34 sayisi (>20/ pl) dir. Glnluk olarak bu parametrelerin degerlerine
bakilarak kok hicre toplama tarihine karar verilir.*

*Arslan O (2004) Lokoferez. Kan ve Kemik iligi Transplantasyonu Kurs Kitabi. Cesme. Roche Sanayi A.S., 54-59.
*Ural AU (2004) Kemik iligi toplanmasi. Kan ve Kemik iligi Transplantasyonu Kurs Kitabi. Cesme. Roche Sanayi A.S., 50-53

*Undar L (2004) Kan ve ilik islenmesi, kryopreservasyonu, depolanmasi ve transportasyonu. Kan ve Kemik iligi Transplantasyonu Kurs Kitabi. Cesme. Roche Sanayi A.S., 60-64.

AC|BADEM~@




Kok Hiicreler Ne Zaman Toplanmalidir?
Mobilizasyonda Toplama Oncesi CD34 Ne Kadar
Olmalidir?

 Son yillarda lokosit sayilari yerine aferez dncesinde perifer kanda sirkile
eden CD34+ hicre sayilari baz alinarak basarili toplama islemleri
bildirilmistir. Siena ve arkadaslari perifer kanda CD34+ hticreler gortilmeye

basladigi zaman aferez vyapildiginda yuksek sayida CD34+ hicre
toplandigini bildirmislerdir *

e Haas ve arkadaslar ise aferez oncesi perifer kanda sirkiile eden CD34+
hicre sayilari 50 / ul ye ulastiginda toplama yapilmasi ile bir defada > 2.5 x
10° CD34+ huicre/kg elde edilebilecegini gostermislerdir **

*Siena S, Bregni M, Brando B et al. Flow cytometry for clinical estimation of circulating hematopoietic progenitors for autologous transplantation in cancer patients. Blood 1991, 77:400-
409.

**Haas R, Mohle R, Fruhauf S et al. Patient characteristics associated with successful mobilizing and autografting of peripheral blood progenitor cells in malignant lymphoma. Blood 1994,
83:3787-3794.
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Kok Hiicreler Ne Zaman Toplanmalidir?
Mobilizasyonda Toplama Oncesi CD34 Ne Kadar
Olmahidir?

e Passos-Coelho ve arkadaslar ise aferez oncesi perifer kanda sirkiile eden
CD34+ hucre yuzdesinin % 0.5 ve Ustiinde oldugu zaman toplama yapildiginda
yeterli sayida CD34+ hiicre elde edildigini gostermislerdir *

e Demirer ve arkadaslar yaptiklari bir calismada aferez 6ncesi perifer kanda
CD34+ hiicre sayilarinin 34 / pul ye ulastiginda toplama yapilmasi ile bir defada
> 2.5 x10° CD34+ huicre/kg elde edilebilecegini gostermislerdir **

e Kok hiucrelerin kemik iligine yerlesmesi icin 1-2 bazen 3 aferez gerekli
olabilmektedir.

*Passos-Coelho JL, Braine HG, Davis JM, et al. Predictive factors for peripheral- blood progenitor-cell collections using a single large-volume leukapheresis after cyclophosphamide and
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor mobilization. J Clin Oncol. 1995, 13:705-714

**Demirer T, ilhan O, Ayla M, et al. Monitoring of peripheral blood CD34+ cell counts on the first day of apheresis is highly predictive for efficient CD34+ cell yield. Therapeutic Apheresis, October,
2002, Vol:6 (5), pp 384-389.
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Edilebilecek Minimal Sayi Ne Olmalidir?
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Kok Hicre Toplanmasinda Yeterli Oldugu Kabul
Edilebilecek Minimal Sayr Ne Olmalidir? (Engrafman)

 Hazirlama rejimine bagl gelisen aplazi sonrasinda, kan hlicrelerinin normale
donmesi ile kan degerlerinin dizelmesine engrafman adi verilir.

e Engrafman verilen hucrelerin hastanin iliginde yerlestigini gosterir.
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Kok Hiicre Toplanmasinda Yeterli Oldugu Kabul
Edilebilecek Minimal Sayr Ne Olmalidir? (Engrafman)

e Kok hucrelerin kullaniminin ilk yillarinda hangi hticrenin graftin tutmasi
yonlnde bir 6lcl olacagl uzun zaman tartisma konusu olmustur.

e ilk yillarda bazi merkezler mononikleer hiicre sayilarini (MNH) esas almislar
ise de sonra CD34+ hiicre sayisina yogunlasmislar, zamanla yapilan calismalar
CFU-GM (Colony forming unit grnulocytemacrophage) sayisi lizerine poptler
olmustur ancak sonradan yine durum CD34+ hicreler Gzerine kuvvetlenmis
ve yogunlasmistir. *

*Rowley SD, Zuehlsdorf M, Braine HG et al. CFU-GM content of bone marrow graft correlates with time to hematologic reconstitution following autologous bone marrow transplantation with 4-
hydroperoxycyclophosphamide-purged bone marrow. Blood 1987, 70:271-275.

*Bender JG, To LB, Williams S et al. Defining a therapeutic dose of peripheral blood stem cells. Journal of Hematotherapy 1992, 1:329-341.
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Kok Hiicre Toplanmasinda Yeterli Oldugu Kabul
Edilebilecek Minimal Sayr Ne Olmalidir? (Engrafman)

e CFU-GM assay lerinin cok zor ve zaman alici olmasi nedeni ile bir cok enstiti
bu yontemi birakarak CD34+ hicre sayisina gecmislerdir. Yapilan bir cok
calisma CD34+ hicrelerin sayisinin CFU-GM kadar hatta ondan cok daha iyi
bir indikator oldugunu gostermistir *

*Weaver CH, Birch R, Schwartzberg L et al. CD34 content of peripheral blood progenitor cells (PBPC) is the single most powerful predictor of recovery kinetics in patients receiving myeloablative
high-dose chemotherapy and PBPC infusion. Blood 1994, 84: (Supplement 1, Abstr:1388).

* Haas R, Mohle R, Fruhauf S et al. Patient characteristics associated with successful mobilizing and autografting of peripheral blood progenitor cells in malignant lymphoma. Blood 1994,
83:3787-3794.

/\C|BADEM~§Q@




Kok Hucre Toplanmasinda Yeterli Oldugu Kabul
Edilebilecek Minimal Sayi Ne Olmalidir? (Engrafman)

Schwartzberg ve arkadaslari 52 hastada yaptiklari bir calismada 2.5 x 10° CD34+ hiicre
/kg sayisinin gerek notrofil gereksede trombositlerin hizli tutmasini sagladigini gostermis
ve bu sayisinin esik deger (threshold) oldugunu bildirmislerdir * (Bircok merkez bu esik
degeri kullanmaktadir)

Basarili bir engrafman icin verilecek CD34 hiicre sayisinin >2x10°/ kg olmasi gerekir. **

*Schwartzberg L, Birch R, Blanco R et al. Rapid and sustained hematopoietic reconstitution by peripheral blood stem cell infusion alone following high-dose chemotherapy. Bone Marrow Transplant
1993, 11:369-374.

**Arat M (2004) Engrafman, tanimi ve belirlenmesi ve kimerizm tayini. Kan ve Kemik iligi Transplantasyonu Kurs Kitabi. Cesme. Roche Sanayi A.S., 107-113, 2004.
**Arslan O (2004) Lokoferez. Kan ve Kemik iligi Transplantasyonu Kurs Kitabi. Cesme. Roche Sanayi A.S., 54-59

**Dilek i, Arslan O, Giirman G (1998) Allogeneik periferik kdk hiicre transplantasyonu. Van Tip Dergisi, 5(3): 183—187.

/\CIB/\DEM"ish

A Y




Kok Hicre Toplanmasinda Yeterli Oldugu Kabul
Edilebilecek Minimal Sayi Ne Olmalidir? (Engrafman)

2.5 x 10° CD34+ hiicre /kg basari %60-65, >5 x 10° CD34+ hiicre /kg basari %95 Seattle
dan Bensinger ve arkadaslar™®

CD34 sayisinin yliksek olmasi her zaman iyi anlama gelmez. Allogeneik nakillerde fazla
verildiginde T-Lenfosit miktari da artar. Bu da GVHD reaksiyonuna sebep olur. Dolayisiyla
etkin olan en dusuk doz tercih edilmelidir. Klinik tecrtiibe bu asamada ¢cok dnemlidir.

Otolog nakillerde ise fazla CD34 tumor hiicrelerinin de miktarini artiracagi icin tercih
edilmez dolayisiyla minimal rakamlar arasinda tercih yapilmalidir.

Full Match Allogeneik nakillerde 2.5 x 10® CD34+ hiicre /kg iyi bir rakamdir. Ancak
threshold 1,2 x 10° CD34+ hiicre /kg

*Bensinger WI, Appelbaum FR, Rowley S et al. Factorsthat influence collection and engraftment of autolo-gous peripheral blood stem cells. J. Clin Oncol 1995,Vol:13, No: 10, pp 2547-2555.
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Allogeneik
CD34/kg

Kemik iligi 1-5 x 106 2,5-8 x 10°

PBSC 2 x 10° 3-7 x 10°
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DMSO iceren Uriinden Sayim (Dondurulmus Uriinden
Cozumleme sonrasi)

e Yasayan ve 0lU hucrelerin oranini belirlemek amaciyla yapilan testler Griintn
fonksiyonel kapasitesini ve tedavi potansiyelini degerlendirmede cok
onemlidir.

e (Cozumleme sonrasi yeniden yapilacak olan CD 34 sayimi, hicre sayimi ve
canlilik icin DMSO, mevcut yikama yontemleri ile uzaklastirilmalidir.

e (D34 (Flow sitometri), hiicre sayimi (CBC cihazi veya dilisyon yapilarak thoma
laminda) sayilir.

e Canllik; 7AAD (Flow Sitometri), Triypan Mavisi

e Triypan Mavisi: Hucreler tripan mavisi boyasi ile karistirilir ve mikroskobik
olarak isaretlenir. Canli hilcreler boyaya gecirgen olmadigl icin berrak,
yuvarlak olarak izlenir. Oli hicreler triypan boyasini dislayamaz ve mavi
boyayi alir. Canlilik belirleme islemi yaklasik 5 dk da tamamlanir.
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UYGULAMA

e Uruniin uygulanmadan
once stabilite ve sterilite

testlerinin yerinde tekrar

yapilmasi 6nerilir.

e Bu surecteki sorumluluk

kullanciya aittir.
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