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~———Kriyoprezervasyon -

Kok hiicre kriyoprezervasyonu; kok hiicre tedavisi oncesi
onemli bir basamak olmakla birlikte, 6zellikle Allojenik
transplantasyon islemlerinde kok hiicre dondurulmadan da
kullanilabilir

Evrensel olarak kullanilan basit bir kriyoprezervasyon
yontemi bulunmamakta

Farkli transplant merkezleri farkli yontemler kullanmakta

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



~——Kriyoprezervasyon -

0 °C’ nin uzerinde hucrelerin saklanmasi yeterli
olmamaktadir. Cunku:

1. Is1 -79 °C altina inmedikge metabolik saatin durdurulmasi
Imkansiz

2. 0/-20 °C ‘de hucre canhligi bozulmakta

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

az ¢cozunen materyallerin prepisite olmasi nedeniyle Ph degisiklikleri
olusmakta

3. Hucrelerin hizla sogutulmasi ile olusan isi1 kaybi “termal sok” etkisi
yaparak hucre olumune neden olmakta

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

e Bugun bazi otolog transplantasyonlarda bu yontem kullaniimakta

Stockschlaeder M, et al. Long term follow up of leukemic patients after related cryopreserved bone marrow transplantation. Br ] Haematol 1997; 96: 382-386



~—Kriyoprezervasyon basa ari

Uriin toplanmasi
e Toplanan ornek santrifiijlenip hiicreden zengin hale getirilebilir
Kriyoprezervatif ajanlarin eklenmesi
e DMSO ve donor plazmasi kullanilir:
» Plazma; Girtint besleyici ortam, DMSO toksitesini azaltmakta, diliisyon etkisi

e Plazma+DMSO cozeltisi i¢cindeki hiicre konsantrasyonu yaklasik 100-500 x
10e6/L

« Daha yiiksek konsantrasyon iriiniin hastaya verilmesi sirasinda siiresinin uzamasina, buda
DMSO toksik etkisi sebebiyle viabilite kaybina neden olur

Sogutma ve dondurma islemi

« Kl veya PK kok hiicre {iriinii 6ncelikle +4 C°de saklanir

e Daha sonra, hangi kapta saklanacagina karar verilince -8o C° veya -196 °C’ye alinir.
Eritme islemi
Dondurulmus kok hiicrenin canliliginin degerlendirilmesi

e Myeloablatif tedavi oncesi, tiriniin saglamligin1 garanti etmek amaciyla, Trill)an
mavisi (1s1k mikroskopisi) / Akridin orange (Floresan mikroskopisi) veya Flow
sitometri ile tirtintin canlilig1 yeniden degerlendirilir

« Canlilik en az % 75 ve tizeri olmalidir
e ornek hizlica 37-40°C’de ¢cozilir




~—Kriyoprezervasyon —

Kok hiicrelerin saklanmasinda kullanilan en yaygin
yontemdir

Ancak kriyoprezervasyon hiicreler iizerine son
derece olumsuz etkileri de olabileceginden
kriyoprezervasyon isleminde bilinmesi gereken bazi
onemli noktalar vardir.



; * Dondurma1 nde

bilinmesi gereken noktalar

e Soliisyon etkileri
e Termal sok
e Faz gecis zamani etkileri



P Soltsyon etkileri

Hiicreler yavas yavas sogutulmaya basladiginda,
ckstraselliiller alanda ilk buz c¢ekirdegi olusmakta ve
soguma devam ettikce yeni su kiitleler1 Kkristalizasyona

katilmaktadar.



Hiicreler sogutulmaya basladiginda olusan buz

cekirdegi  genislerken, c¢evresine sogudukca 1s1
yaymakta ve heniiz donmaya baslamamis hiicrelerde

termal hasara yol agmaktadir.



I Soliisyon etkiler FIsr ook

Donma esnasindaki goriilen bu 1ki olumsuz etki, yavas

sogutmada belirginlesmektedir.

Bu olumsuzluklardan kac¢mak icin hitcreler hizla
sogutulur 1se (20°C/dakika) hiicre 1¢inde kristal

formasyonu olusmaktadir.
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Bu amagcla gliserol veya DMSO gibi intraselliiler etkili
ajanlar kullanmak

Penetran bir kryoprotektif ajan, donma islemi esnasinda
hiicre i¢ine gecerek Internal Kkristalizasyonun oOniine

gececek



KOK HUCRE
KRIYOPREZERVASYONU

Kriyoprotektif ajanlar iki tiptir
1- Intraselliiler ajanlar

» Gliserol

» Dimetilsulfoksid (DMSO)
2- Ekstraselliiler ajan

- HES (Hidroksietil starch)

Gorlin J. Stem cell cryopreservation. J Infusional Chemother 1996; 6: 23-27




~Kriyoprotektan ajanlar- DMSO/

Tek basina kullanildiginda en ideal kriyoprotektan ajan

Berrak, renksiz, organik sividir ve suya yiiksek afinite
gosterir.

Suda ytliksek derecede cozunurluk gosterebildigi ve hiicre
membranlarini gecebildigi icin, hem hiicre ici hem de
hiicre disinda osmolariteyi ylikselterek membran boyunca
yerlesen tuzu dengeye getirir.

Hiz kontrolli dondurma isleminde, hiicre icinde bulunan
neredeyse tim serbest su hiicre disina ¢ikarak intraselliler
buz kristali olusumu onlenir.

Gorlin J. Stem cell cryopreservation. J Infusional Chemother 1996; 6: 23-27
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~—Kriyoprotektan

En cok tercih edilen konsantrasyonu %10 dur.

e %10 DMSO ile hiicrelerin +4°C’de 24 saat, 37°C’de 1 saatten fazla

temasta kalmamasi gereklidir.

« Cunki DMSO CFU tizerine direkt toksik etki olusturabilmekte
Saf verilmemelidir. Yakic1 6zelligi var.

Gerek viabilite, gerek CFU, gerek yakici oOzelligi gerekse donma-
¢oziinme sirasinda hasardan hiicreyi koruyabilmek i¢in plazma/HES

ile karisim seklinde verilmelidir.

, et al. Cryopreservation of hematopoietic progenitor cells with 5-percent dimethyl sulfoxide at -80 degrees C without rate-controlled freezing. Transfusion 1996; 36: 794-797
. Effect of DMSO exposure without cryopreservation on hematopoietic progenitor cells. Bone Marrow Transplant 1993;11: 389-393


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term="Galm%C3%A9s A"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term="Rowley SD"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term="Anderson GL"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

" KriyoprotéRtamajantar——

1983°e¢ kadar Kkryoprezervasyonda kullanilan altin

standart %10 DMSO ve %20 otolog plazma karisimi
Idi.

Intraselliiler ve ekstraselliiler kryoprotektanlarin beraber
kullanimi1 glindeme girdi (DMSO+HES)

, et al. Unfractionated human marrow cell cryopreservation using dimethylsulfoxide and hydroxyethyl starch. Cryobiology 1983; 20: 17-24.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term="Stiff PJ"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

~—— Kiriyoprotektan ajanlar/

%5 DMSO ve %6 HES’1n beraber

kul

Y0

lanilmasi halinde hiicre engraftmaninin

10 DMSO*e gore ¢

aha 1y1 oldugu Seatle

grubu tarafindan rapor edilmistir.

» Ancak Engraftmanda CFU yapica ozelligin daha onemli

oldugu bildirilmekte, viabilitenin o kadar onemli olmadig:

ifade edilmekte

. 7th Annual meeting of ISHAGE, June 14-17, 2001; Qabec City, Canada

, et al. Unfractionated human marrow cell cryopreservation using dimethylsulfoxide and hydroxyethyl starch. Cryobiology 1983; 20: 17-24.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term="Stiff PJ"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

~——  Kiriyoprotektan ajaﬁlar/ '

Kang ve ark. ayn1 kombinasyonun daha 1y1 hiicre
canlilig1 ve recovery'sini sagladigini rapor etmislerdir.
e Blood.2002:99:850-5

Hatta HES varliginda DMSO oraninin %3,5¢a
cekilebilecegi, bu kombinasyonda tekrarlanan dondurma
ve ¢ozmelerden sonra dahi hiicrelerin proliferatif
etkilerini devam ettirebildikler1 gosterilmaistir.

e Halle P et al. Transfusion.2001:41667-73

, et al. Mobilization, collection, and processing of peripheral blood stem cells in individuals with sickle cell trait. Blood_2002; 99: 850-855.
, et al. Uncontrolled-rate freezing and storage at -80 degrees C, with only 3.5-percent DMSO in cryoprotective solution for 109 autologous peripheral blood
progenitor cell transplantations. Transfusion 2001; 41: 667-673.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term="Kang EM"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term="Halle P"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

PF— Ky

Bugiinkii veriler dondurmada en 1yi kombinasyonun DMSO + HES
karisimi oldugunu gostermektedir.

Bu karisimin ayrica hastaya infiizyon sonrasi DMSO’ya bagh yan
etkileri azaltici etkisi de s6z konusudur.

DMSO toksitesinin azaltilmasi i¢in dikkat edilmesi gereken bir
noktada DMSO'nun direkt olarak hiicre stispansiyonu tizerine
konmamasi gerektigidir.

e DMSO, otolog plazma, HES ve ilave edilmesi diistiniilen diger
stvilar bir yerde hazirlanip, bu karistimdan olusan kryoprotektan
soliisyon hiicre siispansiyonun tizerine yavasca katilir.

, et al. Cryopreservation of hematopoietic progenitor cells with 5-percent dimethyl sulfoxide at -80 degrees C without rate-controlled freezing. Transfusion 1996; 36: 794-797
. Effect of DMSO exposure without cryopreservation on hematopoietic progenitor cells. Bone Marrow Transplant 1993;11: 389-393


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term="Galm%C3%A9s A"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term="Rowley SD"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term="Anderson GL"[Author]&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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- Dondurma islemi ve yontemleri

URUN DONDURMA PROTOKOLU | URUN | PLAZMA | HES %10 | DMSO

KD1O(KONT.DON.%10 DMSO 2.5cc |6.5cc yok lcc
KH3 (KONT. DON. %3 HES) 2.5cc |dcc 3cc 0.5cc
KH6 (KONT.DON. %6 HES) 2.5cc |lcc 6ccC 0.5cc
BD10 (BUHAR %10 DMSO 2.5cc  [6.5cc yok lcc
BH3 (BUHAR %3 HES) 2.5cc  {cc 3cc 0.5cc

BH6 (BUHAR %6 HES) 2.5cc |lcc 6cC 0.5cc




~ Dondurma istemive y6ntemle{i‘

Dondurma islemi icin gerekli malzemeler sunlardir:
1. DMSO
2. Hidroksietilstarch (HES) %10
3. Otolog plazma/Albumin
4. Saklama torbalar1 (Cryobag)
5. Bes yollu musluk
6. 50 cc'lik enjektor
7. 0,2 um’lik filtre
8. Fenol kirmizisiz hiicre kiiltiir vasati
9. Sampling site coupler



/

- Dondurma islemive yontemleri

ISCT’ (International Society for Cellular Therapy )nin

kendi web sayfasinda onerdigi 6’s1 etinil vinil asetat

gEVA) tabanli olmak iizere 9 saklama kabi
ulunmaktadir:

EVA tabanlilar:
1. Cryocyte/Baxter
2. CellFlex/Maco Pharma
3. Cell FreezeTM Charter Medical
4. Pall Medical Freezing Bag 791-05
* 5. Cryostore EVA/Origen Biomedical Inc.
e 6. Thermogenesis Corp./Freezing bag 80346-0
EVA tabanli olmayanlar:
e 1. American Fluoroseal /FEP(Teflon)
e 2. Fresenius Hemocare/Hemofreeze(Teflon,Kaplon)
* 3. Origen Biomedical Inc./Permalife Bag, FEP/Polyimide
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/Sog'utma 1§W /

Bugiin dondurmada kullanilan programli- otomatik
ve mekanik olmak iizere ikl yontem vardr.

Her iIki yontemde de onerilen optimal donmanin
saglanmasi i¢in torbalara konan iiriiniin kapasitesini
asmamali ve kalinlig1 Smm’y1 gegmemelidir.



¥ Sogutma islemi

JIMekanik dondurma:

Uriin -20°C’ye kadar, sogutulmus  aliiminyum plakalar
vasitastyla monolayer haline getirilir.

_IKopiik icinde veya gazli beze sarilarak direk -80°C’ye
kaldirilir.

_I1Boylece ortalama 1-2°C/dk’lik bir sogutma hiz1 saglanir

* Bu yontemde, faz ge¢is zamaninin umulandan kisa oldugu
saptanmistir.

o Klinik ¢alismalarda hiicre kaybinin yiiksek oldugu bulunmakla
birlikte, engratmaninda uzama tespit edilmemis

Lewis JP,et al. The effect of cooling regimens on the transplantation potential of marrow. Transfusion; 7: 17-32.

Meryman HT, et al. Freezing injury from solution effects" and its prevention by natural or artificial cryoprotection. Cryobiology; 14: 287-302.
Ketheesan N, et al. Effect of cryopreservation on the immunogenicity of umbilical cord blood cells. Transfus Apher Sci; 30: 47-54.

Almici C, et al. Uncontrolled-rate freezing of peripheral blood progenitor cells allows successful engraftment by sparing primitive and committed
hematopoietic progenitors.Haematologica; 88: 1390—-1395.
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~—Soo sutma islemi

Programli-otomatize yontem:

Bu yontemde lirtin 4°Cye sogutulmus aliiminyum
plakalar arasinda programli sogutucuya yerlestirilir

4° 1le -10°C arasinda 1°C/dk sogutma programlanir

-10°C’den sonra faz gecis doneminde i1se Onerilen
sogutma hizi, sogutma haznesinin 1si1s1 -50°C ye ulasana
dek 25°C/dk, sonra iiriin 1s1s1 -20°C’ye gelene dek
15°C/dk’lik bir sogutma yapilmasidir

Geci1s zamani sonras1 makine dakikada 1°C sogutmaya
programlanarak tirtin -80°C’ye kadar sogutulur ve azot
tankina kaldirilir



~Sogutma Hizr— —

Bugiinkii bilgilerimiz sogutmanin Kryoprotektan varliginda dakikada
1°C olmasi gerektigidir.

Ancak:

Su, s1vi durumundan kat1 duruma gegerken 1s1 yayar. Eger
dondurma sirasinda buna dikkat edilmez ise gecis fazinda bir uzama
meydana gelir ki, bunun hiicre canliligi iizerine ¢ok olumsuz etkileri
olur.

Bu donemde yapilmasi gereken 1sitma hizini arttirmaktir.

e Donma isleminin basladig1 andan, tam donmanin tamamlandlgl ana
kadar olan bu kritik period ile hiicre hasari arasinda direk korelasyon
gosterilmistir.

« Bu nedenle tirtin 1s1s1 -20°C’ye ulasana kadar 15-20 °C/dk’da hizli bir
sogutma islemine tabi tutulur.

« Ancak 1yapllan arastirmalarda bu olumsuzluktan lenfositlerin daha
az etkilendigi gosterilmistir.

Rowe AW. Controlled rate freezing of bone marrow. Blood 20: 636



}gegis zamani: Ozellikleyitksekvoliimlii tirtinlerin dogduftrfn{

sirasinda onemlidir. Donma diizeninde bu platonun kisa tutulmasi
onemlidir

Transition ((Gegis)
Fazi

& Donma Molitast

IsI

TIiin Isim

Solid Far

weemeems s Ty dutma
TTmtes: Tsist




_Geclis cis faz1 (Donma) sonrast sogutma 1sis1

Bu donemde olan sogutmanin dakikada 5°C’ den daha

yavas olmasi Onerilmektedir.
Ideal 1-3°C/dk’dir

-80°C’ye ulasildiktan sonra liriin daha diisiik 1s1lara,

ornegin s1vi azot veya azot buhari 1¢ine direkt olarak

kaldirilabilir



~_Hizkontrollii ve kontrolstiz dondurma

Randomize bir calisma; viabilite testi acisindan her iki yontemin

birbirine benzer oldugunu bildirmekte

e Perez ve ark
Kontrollii dondurma ile yapilan periferik kok hiicre naklinde
engrafman siirelerinin kontrolsiiz dondurma ile yapilanlara gore
daha uzun oldugu tespit edilmis

e Montanari ve ark

Perez-Oteyza J, et al. Controlled-rate versus uncontrolled-rate cryopreservation of peripheral blood progenitor cells: A prospective
multicenter study. Group for cryobiology and biology of bone marrow transplantation. Haematologica; 83: 1001.

Montanari M, et al. Long-term hematologic reconstitution after autologous peripheral blood progenitor cell transplantation: a
comparison between controlled-rate freezing and uncontrolled- rate freezing at 80 degrees C. Transfusion; 43: 42.



Mekanik dondurma yonteminin programli
dondurma yontemine ustiinliikler1

Hiz kontrollii dondurma yontemine gore ¢ok ucuz
[slem daha az zaman almakta

Ek ekipmana ve azot iiretim sistemine gereksinim
gostermemekte

5 seneye varan siirelerde; viabilite ve CFU-GM
olusturma kapasitesi ac¢isindan hiz kontrolli
dondurmaya gore farksiz sonuglar1 mevcut

DMSO toksisitesi daha az
Viral veya bakteriyel bulas tanimlanmamais









- iy e

Eger iiriin azot tankinda saklanmasi s6z konusu Ise
koruyucu kilifinin da bulunmasi faydalidir.

Saklama ortami i¢cin en uygun ortam, azot buhar faz
olup, teorik olarak azot icinde iiriiniin sonsuza kadar
saklanabilecegi kabul edilir.

-80, -135°C’lik sogutma kapasitesine ulasan mekanik
dondurucular kurulum ve maliyet acisindan daha
uygundur.

Mekanik dondurucularda saklanacak iirlinlerin ayr1 ayri
paketler halinde yatay saklanmasi 6nerilmektedir.



KOK HUCRE
KRIYOPREZERVASYONU

e Kok hucreleri icin en uygun 1s1 nedir?
e -80 °Cile - 196 °C arasidir.
e -80 °C’nin uzerinde 5 sene kadar saklanabilecegi,

e -196 °C ‘de sonsuza dek saklanabilecegi
dusunulmektedir.

Valeri , Transfusion 1996; 36:303-308
Galme, Transfusion 1996;36:794-797




- Cozme

Bugiin icin kabul edilen 2 yontem bulunmaktadar.



1) Su Banyosu

Standart olarak kabul edilen yontem tiim buz kristalleri kayboluncaya kadar su
banyosu igerisinde, 37 °C, 40 °C’de eritmektir.




2) Jel Ped (Kuru Isitma)

Yapilan ¢alismalarda hiicre viabilitesi nin su banyosu ile benzer oldugu,
fakat infeksiy6z kontaminasyonun kuru isitma yonteminde daha az meydana

geldigini gostermistir.













nt - Pre-disinfectant
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~“SONUC

Kok hiicre saklama uygulamalarinin cogu “Ampirik”

En uygun kriyoprezervasyon yontemini belirlemek icin calismalara

(soliisyon, dondurma hizi) devam edilmektedir

Dondurma ve saklama esnasinda meydana gelen hasar1 en aza
indirmek icin, hasara ait spesifik molekiiler mekanizmalar

belirlemek ve 6nlem almak gerekmektedir

Ideal kriyoprezervasyonu saglamak icin, molekiiler yapis1 ve
donma ozellikleri iyi tanimlanmis, yeni nesil kriyoprotektif

ajanlara gereksinim vardir
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