KOK HUCRE
MANUPULASYONLARI

Bio. Zerrin ERTAS

Gulhane Egitim ve Arastirma
Hastanesi
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NEDIR?

e Kok hucre, oncul bir
hucredir.

e -Sinirsiz bolunebilme,
-Kendini yenileme,

-organ ve dokulara
donusebilme

yetenegine sahiptir.




|IIarda ameliyatla alinan kok hii

ayen yillarda vucutta dolagsan kandaki
aler,

‘li yillarin basinda, yeni dogan bebeklerin
don kaninda da kok hucreler,

tedavide kullanilmaya baslanmistir.

998 yilinda ABD’li bilim adami James Thomsoil

ekibi, ilk defa “insan embriyonik kok

relerini” laboratuvarda embriyondan
tirdilar ve cogalttilar.




KOK HUCRE
KAYNAKLAR]



KEMIK ILIGI

PERIFERIK KOK
HUCRE

KORDON KANI
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| KEMIK iLIGINDEN KOK HUCRE
TOPLANMAS|

e Genel anestezi

e Simirh kok huicre toplanir
® Yiiksek enfeksiyon riski
e Engraftman siiresi uzun
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- PERIFERIK KANDAN KOK

HUCRE TOPLANMASI

® Toplama 1slemi1 kolaydir

e Genel anestezi
gerektirmez

® Yiiksek sayida hiicre
toplanir

e Engraftman siiresi kisadir
e GCS-F yan etkisi mevcut
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KOK HUCRE NAKIL
CESITLERI

~OTOL NAKLI

>ALL KLI






KANSERLI SAGLIKLI
HUCRELERIN HUCRELERIN

YUKSEK DOZ

BN YOK EDILMESI NAKLI

* Normal kosullarda hucre manipulasyonuna gerek
yoktur.

* Eger manipulasyon ihtiyaci varsa bu “volum azaltma”
nedeniyle olabilir.



\ KOK HUCR

A
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NAKLI

Allojenik Naklin Temelleri
° Kok Hiicre Mobilizasyonu/Toplama

e

° Direk Hastaya verilmesi ya da Dondurup

° Kok Hiicrenin hastaya verilmesi
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" ALLOGENEIK NAKILLERDE
HANGI KOK HUCRE
KAYNAGININ KULLANILACAGI

e Kan grubu uyumu
® Vericinin saglik durumu

e Verici tercihine gore belirlenir.



YUKSEK DOZ HE?;EEEEN
KEMOTERAPI

SAGLIKLI
HUCRELERIN

YOK EDILMESI NAKLI

* Yuksek doz kemoterapinin etkinliginden

faydalanmanin yani sira GVT etkisi olugsturmak
asil hedetftir.

*Hucre manipulasyonuna gereksinim var.
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" ALLOJENEIK KOK HUCRE NAKLINDE
KARSILASILAN SORUNLAR

URUN KAYNAKLI —
SORUNLAR

-Hemoliz

-Eritrosit engraftmaninda
gecikme -

-Greft reddi riski

-GVHH -

CcOzUM
Plazma azaltimi
Eritrosit azaltimi

Hucresel manipulasyonlar
-Pozitif seleksiyon
-Negatif seleksiyon



) KORDON
KOK HUCRE NAKLI
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® Dogum esnasinda bebegin gobek kordonundan elde edilir.

e Allojenik kok hiicre nakli i¢cin kullanilmak tizere kordon
kanm bankalarinda saklanir

® Doku uygun akraba veya akraba dis1 vericisi olmayanlarda
tercih edilmektedir.

e Uriin hacminin az olmas: kisitlayici bir 6zelliktir.
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e Gobek kordonu HKH'’leri icinde bulunan eritrositlerin
sayis! kriyoprezervasyon oncesinde urunun hacmini
standardize etmek amaciyla genellikle azaltilir.

e Kordon kaninda eritrositlerin azaltilmasi, diferansiyel
sedimantasyon ve yogunluk gradient santrifuju ile
gerceklestirilir.
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e 1k baslarda gobek kordonu iiriinleri belirgin bir isleme
tabi tutulmadan yanlizca kriyoprezervasyonna tabi
tutulurdu.

e Daha sonra saklama alanlarindaki sinirlamalar nedeni ile
bir cok laboratuvar plazma ve eritrositlerin hacmini
azaltmak amaciyla isleme tabi tutmaya baslada.
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e HKH(GK) Grlnleri tipik olarak 20 mLUlik hacimlerde
dondurularak saklanmaktadir.

® Bu sekilde saklanan unitelerde bulunan segmentler
gerekli oldugunda dogrulama amaciyla yapilan ileri
testleri mimkun kilmaktadir.
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Elde yapilan islemlerde
® plazma santrifij ile eksiltilirken .
® Eritrositler HES sedimantasyon ile eksiltiimektedir
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Kordon kanindaki MNH zenginlestirmesini gerceklestirmek
icin piyasada otomatik cihazlarda bulunmaktadir.



. PLAZMA/ERITROSIT

DEPLESYONU

» Hematopoietik Kok Hiicre Nakil Uriinlerinde;

e Alici ve donor arasinda ABO uyumsuzlugu (%40-50)

+ Major uyumsuzluk = % 20-25
+ minor uyumsuzluk < % 20-25

+ ¢ift yonlii uyumsuzluk 2 % 5
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&= Agrup

e

& gup ' | 4 gup | R gup
AB grup A grup B grup

® Burada sorun verici plazmasinda bulunan antikorlarin alici
eritrositlerinde akut ama dustk siddetli hemolize neden
olmasidir.

® Bu tabloda gec hemoliz donor B lenfositlerinden salgilanmaya
devam eden antikorlar nedeniyle olussa da karakteri kronik ve

dusuk siddetlidir.
e Uriinden Plazma azaltimi yapilmalidir.



" MAJOR UYUMSUZLUK

o o o

== Agrup

é=m B grup

&= AB grup ' - @=m AB grup ' &= AB grup
O grup A grup B grup

e Buradaki sorun ise alici plazmasinda bulunan antikorlarin
verici eritrositlerinde erken donemde olusturacagi akut ve
siddetli hemolizdir.

® Bu tablodaki sorun; bazen de donor kaynakh eritrositlerin
ortaya ¢cikmasi ile alici serumunda devam eden alici
antikorlarinin ge¢ donemde meydana getirecegi kronik
hemoliz ve eritrosit engraftmanindaki gecikmedir.

e Uriinden Eritrosit azaltimi yapiimahdir..



MINOR +
- UYUMSUZLUK
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== B grup == A grup

A grup B grup

® Buradaki sorun ise alici ve verici plazmasinda karsilikli
antikorlarin varhgidir. Bu nedenle alici ve verici grup
eritrositlerde akut ve kronik donemde hemoliz kacinilmazdir

e Uriinden hem plazma hem de eritrosit azaltimi yapiimalidir.
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PLAZMA DEPLESYONU

. . Kok hiicre Urlintinden
Plazmanin uzaklagtiriimasi



® Mindr ABO grubu uyumsuzluklarinda ve,

® Mindr + Major ABO grubu uyumsuzluklarinda,
uygulanmaktadir
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Aliciya sunulan yabanci bir ABO izohemaglutinin s6z
konusudur.

( izohemaglutinin; Alici kan grubu antijenlerine karsi vericide bulunan
antikorlardir.)

Izohemaglutinin titresi
1:128 > ise plazma azaltmasi mutlaka yapihr
1:60 > ise tablo klinik olarak tartisiimalidir.
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PLAZMA DEPLESYONU
YONTEMLERI

1) HES + Santrifiij
2) HES + 2 saat Bekleme
3) Hucre islemcisi



- HES + Santrifij
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e Uriin voliimiiniin %20 si
kadar HES (%6lik) urun
Uzerine eklenir,

e Uriin ile HES’in homojen
karisimi saglanir.

e Torba 2500 rpm de 15 dk
santrifuj edilir.

e Buffy coat hattina kadar
plazma uzaklastirilir.
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HES + 2 SAAT BEKLEME

e Uriin voliimiiniin %20 si kadar HES iriin Uzerine
eklenir,

e Uriin ile HES’in homojen karisimi saglanur.
® Torba 120 dk boyunca asili olarak bekletilir.
e Buffy coat hattina kadar plazma uzaklastirilir.



3- HOCRE ISLEMCIS| /T 77

® Manuel olarak herhangi
bir islem yapilmaz.
¢ Cihazlardan ozel

programlar secilerek
otomatize islem yapilir.
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ERITROSIT DEPLESYONU

Yiksek oranda eritrosit igeren

e Major ABO grubu kok hicre Urtinleri
uyumsuzluklarinda,

® Minor + Major ABO grubu
uyumsuzluklarinda,

e Aliciya ve/veya vericiye
sunulan yabanci bir ABO

kan grubu antijeni soz
konusudur.

® Hematokrit oran1 % 3-5
den kicuk olmal.

Major/cift yonli uyumsuzluklarda olugur
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ERITROSIT DEPLESYONU
YONTEMLERI

1- HES + Santrifij

2- HES + 2 saat bekleme
3- Dansite gradient

4- Otomatize Sistemler



1- HES + Santrifuj

e Uriin voliimiiniin %20 si kadar
HES (%6lik) tiriin Uzerine
eklenir,

e Uriin ile HES’in homojen
karisimi saglanir.

® Torba 2500 rpm de 15 dk TERS
santrifiij edilir.

® Renk degisim hattina 1cm
kalana kadar eritrosit
uzaklastirilir.
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2- HES + 2 saat bekleme

e Uriin voliimiiniin %20 si kadar HES iiriin
Uzerine eklenir,

e Uriin ile HES’in homojen karisimi saglanur.

® Torba 120 dk boyunca TERS ve asili olarak
bekletilir.

® Renk degisim hattina 1cm kalana kadar
eritrosit uzaklastirilir.



3- Dansite gradient

e Uriin hacminin yarisi
kadar ficol tizerine
yavasca yayilir.

® 1200 rpm de 25 dk
santrifiij edilir.

® Eritrosit hattina kadar
buffy coat tabakasi
toplanir.

* Yikama gerektirdiginden
cok fazla tercih edilmez.
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4- Otomatize Sistemler

e Aferez cihazlani



"~ ALLOJENEIK K&K HUCRE NAKLINDE
KARSILASILAN SORUNLAR

URUN KAYNAKLI -
SORUNLAR

-Hemoliz

-Eritrosit engraftmaninda
gecikme -

-Greft reddi riski

-GVHH -

COZUM
Plazma azaltimi
Eritrosit azaltimi

Hucresel manipulasyonlar
-Pozitif seleksiyon
-Negatif seleksiyon
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GREFT REDDI

NEDENLERI
* Alic1 bagisikliginin yeterince baskilanamamasi

® Vericiden gelen CD34 sayisinin ve kalitesinin diisiik
olmasi
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/ GRAFT VERSUS HOST
HASTALIGI

e Vericinin T lenfositlerinin
alicinin hedef organlarina
saldirmasi durumudur.

* Allogeneik hematopoetik
kok hiicre naklinde
izlenen en sik ve onemli
komplikasyondur.




"~ GRAFT VERSUS HOST

HASTALIGI

Insidans ve Siddeti;
* HLA uyum derecesi,
e HKH kaynagi

Onlem:;
e Hucresel Manuplasyonlar



y HUﬁESEL/

MANUPLASYONLAR

Pozitif seleksiyon
e CD34 Seleksiyonu

Negatif seleksiyon

e CD 3 Deplesyonu

e CD3/CD19 Deplesyonu

e TCR Alfa Beta Deplesyonu

e TCR Alfa Beta/ CD 19 Deplesyonu
e TCR Alfa Beta/ APC Deplesyonu
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e Allojenik transplantlarda GVHH ‘yi 6nlemek i¢in T
hiicreler ayrilarak negatif seleksiyonla T lenfosit
yoniinden fakirlestirilir

* Alternatif olarak da kok hiicre pozitif seleksiyonla
secilerek T lenfositler de dahil olmak lizere 1stenmeyen
hiicreler uzaklastirilmis olur.

e Bunlarin disinda otolog nakillerde bazen tiimor
hiicrelerinin arindirilmasi i1¢in toplanan hiicreye bazi
islemler uygulanir.
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e Allogenik nakillerde nihai hedef engraftman yetesizligi
riskini arttirmadan GVHH n1 azaltmaktir.

e Islem basarisi ;
v ayirma tekniklerine ,
v inflize edilen total CD34 (+) hiicre sayisina

v kalan lenfositlerin sayisina ve i¢erigine baglidir.
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o T lenfosit sayisinin ,hastanin viicut agirligimin 1x10%/kg
‘dan daha az olacak sekilde azaltilmas: ,HLA-haplotip
uyumsuz transplantlarda bile siddetli GVHH ‘yi
onleybilmektedir.

e HLA uyumlu olan akraba veya akraba dis1 transplantlarda
minmal CD34 dozu olan 2x10°/kg ‘a ulasmasi
gerekmektedir.

e HLA haploidantik transplantlarda greft yetmezligini
onlemek icin 10x10%kg veya daha fazla CD34 hiicre

dozuna 1htiya¢ dulmaktadir
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e Ex-vivo lenfosit deplesyonu veya CD34 (+) seleksiyonu
i¢in kullanilan en yaygin yontem ;

spefsifik lenfositlere veya kok hiicre epitoplarina karsi
yonelen monoklonal antikorlarin kullanildig1 ve manyetik

boncuklarla 1saretlenmenin yapildigr immiinomanyetik
ayirma teknigidir.
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Bu metotla;

® Cok sayida ve yliksek derecede saflastiriimis
CD34(+)hiicreler,

* Istenildigi kadar diisiik sayida T hiicreleri
® T-ve B- hiicreleri

® Lenfosit alt kiimeleri 1le kombine olan diger kok hiicre
kompozisyonlarinin

Uretilmesine de olanak saglanmaktadir.
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T lenfosit sayilarinin veya alt tiplerinin kritik sayinin
altina diismesinin sonucu olarak;

>  Immiin yapilanmada gecikme
»  GVT etkisinde kayip
gibi olumsuz etkiler olabilir



CD 34 SELEKSIYONU

Avantajlari;

e Kok hucre sayisi
yuksek,

e GVHH riski dusuk




CD 34 SELEKSIYONU

Dezavantajlari

e Engrafman yetmezligi olabilir.

e T hucre sayisi dusuk
(<10.000/kQ),

e Gec immiin yapilanma, agir
enfeksiyonlar ve yuksek
mortalite

e Yuksek relaps sikhgi
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~ T LENFOSIT DEPLESYONU

ALLOJENIK
NAKIL

Haploidentik
verici

Immiinsupresif
tedavi yerine T
lenfosit

deplesyonu
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T LENFOSIT DEPLESYONU

e T Lenfositler GVHH neden olan hucrelerdir.

» Alfa beta TCR pozitif T lenfositler: GVHH
sorumlu tip

» Gama Delta TCR pozitif T lenfositler: GVT ‘den
sorumlu tip

e Ex-vivo ortamda T Lenfositler Uriinden ayrilarak
uzaklastirildigi takdirde GVHH onlenebilmektedir.

e Toplanan urunde 50.000 /kg dan az T hucresi
kalana kadar deplesyon yapilmasi GVHH riskini
ortadan kaldirmak igin yeterlidir.
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T LENFOSIT DEPLESYONU

Avantajlari
e GVHH riski dusuk

Dezavantajlari;

e Engrafman gecikmesi
veya olmamasi

e GVT etkisinin ortadan
kaybolmasi

e Immiin diizelmenin
gecikmesi




CD3/CD19 HUCRE
DEPLESYONU

Avantajlari;

e T Lenfosit deplesyonuna gore daha az GVHH
riski

Dezavantajlari;

e Engraftman yetmezligi ve Kronik GVHH riski
vardir.
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TCR ALFA BETA DEPLESYONU

Avantajlari;

e Gama delta+ T hucreler mevcuttur (Alloreaktif
degillerdir, anti-enfeksiyoz ve anti-tumor etki)

e GVT etkisi yuksek
e Engrafman orani yuksek

Dezavantajlari;
e GVHH riski azda olsa var



¥ 1 LI EOAnmnD
DEPLESYONU

Avantajlari;
* T hucre sayisi dusuk
e GVT etkisi yuksek
e GVHH riski dusuk

Dezavantajlari;

e Engrafman orani TCR Alfa-Beta deplesyonuna
gore dusuk
e Kronik GVHH riski var.
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DEPLESYONU

Avantajlari;

e APC lerin deplesyonu

(T ve B lenfositlerin aktivasyonundan sorumlu temel
hucreler)

e T hucre sayisi dusuk

o GVT etkisi yuksek

e GVHH riski yok

e Engrafman orani yuksek

Dezavantajlari;
e Kronik GVHH riski var.
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MANiPl'J_LASYO ENGRAFMAN GVT GVHH

N SEKLI YETERSIZLIGI

CD34 ++ + -/ cGVHH
CD3/CD19 ++ ++ -/ cGVHH
TCR ALFA BETA + +++ -/ cGVHH
/| CD19

TCR ALFA BETA -~ +++ .
TCR ALFA BETA -~ +++ -/ cGVHH
| APC







