ANKARA GOCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI HEMATOLOJi ONKOLOJi
EGITiM VE ARASTIRMA HASTANESI

PERIFERIK KOK HUCRE
SAKLAMA, ERITME VE INFUZYON
ISLEMLERI

BiO.YASIN KOKSAL



HUCRELERIN SAKLANMASI

Birgok pratik uygulamada 0°C’ nin tizerinde hiicrelerin saklanmasi hiicre canliligi igin

yeterli olmamaktadir.
Is1-79°C’nin altina inmedikce metabolik saatin durdurulmasi imkansizdir.
0-20°C’de

Na-K pompasi bozulmakta

Hiicreler sismeye baslamakta

Hiicre viabilitesini

Enzim aktiveleri bozulmakta
bozmaktadir

Az ¢oziinen materyallerin presipite
olmasi nedeniyle pH degisiklikleri

olusmaya baslamakta



KRIYOPREZERVASYON

Kriyoprezervasyon hiicrelerin ya da dokularin 6zel koruyucu

maddelerle (kriyoprotektan) saklanmasidir.

-79% C ve daha dusiik sicakliklarda, hiicre 6liimiine neden

olabilecek biyokimyasal reaksiyonlar dahil buitiin biyolojik

aktiviteler durdurulur.



KRIYOPREZERVASYONDA AMAC

Periferik Kok Hiicre yada Kemik iliginden elde edilen “canli’
pluripotent Hematopoetik Kok Hiicrelerin yeniden

eritildiklerinde canliik ve fonksiyonel biitiinliiklerini yiiksek
oranda korunmus olmasi ve toksik bir etki olmaksizin aliciya

Infuze edilebilmesinin saglanmasidir.



KRIYOPREZERVASYON

Kriyoprezervasyon isleminin temel esaslar1 olan dondurma
1s1s1, dondurma hizi, kriyoprezervatifler, eritme 1sis1 ve

eritme hizi ile ilgili ¢esitli yontemler bulunmakla birlikte, bu

konular ile ilgili hala tartismalar bulunmaktadir.



KRIYOPREZARVASYON ASAMALARI

Termal sok

Soliisyon etkiler

Faz gecis zamani etkileri
Donma sonrasi1 sogutma hizi
Saklama-depolama

Cozme donemi
Rekristalizasyon

Diliisyon soku

Torbalarin patlamasi
Kontaminasyon



TERMAL SOK

Serum fizyolojik sogutulmaya basladiginda olusan buz
cekirdegl genislerken, ¢evresine sogudukca 1s1 yaymakta ve
heniiz donmaya baslamamis hiicrelerde termal hasara yol

acmaktadir.



KRIYOPROTEKTIF AJAN

Su molekiilerini baglayarak, su Kristalizasyonunu yavaslatmak

ve soliitlerle es zamanli donmasini saglamak

Bu amacla gliserol veya DMSO gibi kolligatif ajanlar

kullanmak

Penetran bir kryoprotektif ajan, donma islemi esnasinda hiicre

icine gecerek Internal kristalizasyonun oniine gececektir.



KOK HUCRE
KRIYOPREZERVASYONU

Kriyoprotektif ajanlar iki tiptir.
1- Intraselliiler ajanlar Hiicremembranindan
gecebilen (permeabl)
Gliserol
Dimetilsulfoksid (DMSO)
2- Ekstraselluler ajan

Hiicre membranindan ge¢cemeyen (non-permeabl)

HES (Hidroksietil starch)
Hepsi hiperozmotiktir
Suyla tamamen karisirlar.




INTRASELLULER KRIYOPROTEKTANLAR

Hiicre i¢erisine girebilen kriyoprotektanlar diisiik molekiiler
agirliga sahiptirler.

Dimetilsiilfoksit (DMSO),
Gliserol,
Etilenglikol (EG),
1.2 propandiol,
2.3 biuitandiol,
Propilen glikol




INTRASELLULER KRIYOPROTEKTANLAR

Hiicre i¢1 proteinleri stabilize etmek

Hiicre i¢cinde donma sicakligini diisiirerek meydana gelen

oltimciil buz olusumunu azaltmak veya tamamen ortadan

kaldirmak

Konsantre hale gelen hiicre i¢1 ve hiicre dis1 elektrolitlerin

etkisine bagli 0zmotik hasar1 azaltmak



EKSTRASELLULER KRIYOPROTEKTANLAR

Nonpermeabl kriyoprotektanlar
Diisiik molekiil agirlikli kriyoprotektanlar
Glikoz, HES, siikroz, trehaloz, rafinoz, galaktoz.
Yiiksek molekiil agirlikli Kriyoprotektanlar

PVA (polivinilalkol), PVP (polivinil pirolidon) ve diger

bazi polimerler.



EKSTRASELLULER KRIYOPROTEKTANLAR

Hiicre disindaki donmamis suyun oranini azaltmak

Faz gecislerini ve hidrasyon durumunu degistirmek amaciyla

membran lipidleri ve proteinleriyle etkilesime girmek

Kriyoprotektan eklenmesi veya uzaklastirilmasi sirasinda
hiicrelerin sismesini engellemek amaciyla ozmotik tamponlar

olarak gorev yapmak.



KRIYOPROTEKTAN AJANLAR

Gliseroliin reinflizyon oncesi uzaklastirilmasindaki
giicliiklerden dolay1 bugiin kullanilan Kryoprotektif ajanlar
icinde en penetran olan dimethyl sulfoxide (DMSO).

Polivinil pirolidon (PVP) ve Hidroksietil starch’in (HES)

hemen hi¢ penetrasyon ozelligi yok.



KRIYOPROTEKTAN AJANLAR

Ancak bu ajanlarin penetrasyon ozelligi hiicreler
dondurulduktan sonra ¢oziiniirken bir diliisyon sokuna neden

olabilmektedir.

Bu nedenle tek bir kryoprotektif ajanin kullanilmasindan
cok, birden fazla kryoprotektanin uygun karisimlar: daha Iyi

sonuclar Vvertir.



KRIYOPROTEKTAN AJANLAR

Intraselliler ve ekstraselliiler kryoprotektanlarin beraber
kullanimi giindeme gelmeden 6nce genel olarak
Kryoprezervasyonda kullanilan altin standart %10 DMSO ve

%20 otolog plazma karisimi idi.



KRIYOPROTEKTAN AJANLAR

%5 DMSO ve %6 HES’1n beraber kullanilmasi halinde hiicre

engraftmaninin %10 DMSO’e gore daha i1y1 oldugu yapilan

calismalarda gosterilmaistir.



KRIYOPROTEKTAN AJANLAR

Hatta HES varliginda DMSO  oraninin  %3,5’a
cekilebilecegi, bu kombinasyonda tekrarlanan dondurma ve
c¢ozmelerden sonra dahi hiicrelerin proliferatif etkilerini

devam ettirebildikleri gosterilmistir.



HUCRE KAYBI

Dondurma 1slemi1 sirasinda hiicre kaybinin en onemli nedeni

buz kristal formasyonudur.

Hizli sogutmalarda(>10°C/dak) intraseliiler buz kristalleri olusmakta ve
hiicrenin mekanik olarak par¢alanmasina ve hizli hiicre oliimiine neden

olmaktadir.

Daha yavas(<10°C/dak) sogutma hizlarinda ise buz kristal olusumu
hiicre dis1 alanda olusur. Ortaya c¢ikan hiperosmolar durumda hiicrenin

dehidrasyon ile 6liimiine neden olur.



SOGUTMA HIZI

~ Bugiinkii bilgilerimiz sogutmanin Kryoprotektan varliginda
dakikada 1°C olmasi gerektigine dikkati ¢ekmektedir.
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SAKLAMA-DEPOLAMA

-80°C’ye kadar protokollere uygun olarak hiicreler hazirlanirsa
artik hiicre kaybi1 yasanmayacaktir ve -196°C tanklarda sinirsiz

muhafaza edilebilecegi belirtilmektedir.

Kritik deger olan -79 °C saklanmas1 halinde 5 sene kadar iirtiniin

saklanabilecegi rapor edilmektedir.



DONDURULMUS HUCRELERIN COZULMESI

Isinma sirasinda hiicre 1¢inde kristal olusumu yeniden
baslar ve hiicrede mekanik hasara yol acar.

Donma sirasinda gelisen olaylarin tam tersinin ¢oziilme
sirasinda gercekleserek ektraselliiler alanin hipotonik
karakter kazanmasidar.

[sinma sirasinda dondurma oncesi hazirlik doneminde
cryobag’de kalmis olan havanin genisleyerek torbayi
patlatmasi.



YAPILMASI GEREKEN

Eritmenin, dondurmanin aksine ¢ok hizli yapilmasi.

Hiicreleri ¢oziinme sirasindaki ozmotik soktan (Diliisyon soku)
koruyabilmenin bir diger yolu; hiicre dis1 osmolaritenin
korunabilmesi i¢in nonpenetran (HES gibi) kryoprotektanlarin,

penetran kryoprotektanlarla beraber kullanilmasidir.



DONDURMA VE ERITME ISLEMINDE
DIKKAT EDILMESI

GEREKEN KONULAR



KONSATRASYON

Islem Oncesi Hiicre Konsantrasyonu
Periferik kaynakli kok hiicre i¢in; <1 x108/ml

Kemik iligi kaynakh kok hiicre i¢in; <5x10//ml



O TORBALARI

3




OZETLE

Tek basina kullanildiginda en ideal ajan DMSO
%5-10 oraninda DMSO etkin koruma saglamaktadir

DMSO toksitesinin azaltilmasi i¢in, DMSO direk hiicre siispansiyonu

lizerine eklenmemeli
Ayrica buz kalib1 veya masa tistii sogutucu kullanilmali

Yardimci Kriyoprotektan olarak kullanilanlar
DMSO
HES
Plazma (Otolog-Allojenik)












SOGUTMA ISLEMI

Bugiin dondurmada kullanilan programli- otomatik ve mekanik

olmak tizere 1ki yOntem vardir.

Her 1ki yontemde de Oonerilen optimal donmanin saglanmasi 1¢in
torbalara konan urtinlin torba 6zelligine gore ayarlanmasi ve

kalinliginin Smm’yi gecmemesidir.

Torba agizlarinin donma esnasinda kirilma ve yirtilma riskini goz

oniinde bulundurmali, torbalar1 uygun sekilde kasetlere

yerlestirmeliyiz.



SOGUTMA ISLEMI

Mekanik dondurma:

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

Kopiik i¢cinde veya gazli beze sarilarak direk -80°C’ye
kaldirilir.

Boylece ortalama 1-2°C/dk’lik bir sogutma hizi saglanir
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SAKLAMA

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

Saklama ortami i¢in en uygun ortam, azot buhar fazi olmasina
ragmen tankin alt ve iist kisimlarinda belirgin bir sicaklik
gradiyenti ortaya c¢ikmakta. Bunun oOniine gecebilmek icin
sicakligtr daha 1yl ileten o6zel aliminyum cergeveler
kullanilmahdir. ~ Teorik  olarak  iirliniin ~ sonsuza  kadar

saklanabilecegi kabul edilir.



SAKLAMA

Tank i¢ersindeki enfekte iiriinlerden 6zellikle aspergillus,
stafilokok, streptekok, enterokok, pseudomonas, HBV, HCV gibi

ajanlarm bulasabildigi gosterilmistir.

Bu gibi bulagma riski olan kontamine iirinlerin ayr bir tankta

muhafaza edilmesi daha uygun olacaktir.















KOK HUCRE TRANSFERINI NASIL
YAPABILIRIM?

Dondurulmus hiicreler nakil yapilacak merkeze 0zel

tasima tanklari ile transfer edilmeli:

Uriinlerin saklandig: tanklarin 1sisiyla ayni olmah
Uriinler tasinirken 1s1 farkina maruz kalmamah

Sehirlerarasi ve uluslar arasi tasimalarda, dokiilme, s1zint1 v.b
risklere karsi uriinler sivi azot icerisinde degil buhar fazinda

tasinmali

Tasima tanki lizerinde ortamin 1sisin1 belirten bir gosterge olmah









KOK HUCRE ERITME iSLEMI NEREDE YAPILIR?

Ici %90 etil alkol ile yikanmis su banyosuna steril su konduktan
sonra 37-40°C kadar su 1sitilir

Kok hiicre turini hizlica 38-40°C’de ¢oziiliir
Bir miktar azot i¢ceren kaplar ile transfer edilen tirtin torbalari su

banyosu icinde yumusak masaj hareketleri ile tamamen eritilir.

Uriin torbasinin koruyucu kilifi yoksa agiz kisminin su icine

daldirilmamalidir.



Coziilen Uriin Batikon Ile steril edilir,



KALITE KONTROLU iCiN NELER YAPILMALI?

1. Hiicre Miktar:
A. Cekirdekli hiicre miktari
B. Eritrosit miktari
C. Trombosit miktar1
2. Hiicre morfolojisi (Yayma, formiil)
3. Hiicre canlilig: (Viabilite)
4. Sterilite (Kiiltiir)
5. Kok Hiicre miktar1 (Quantity):
A. CD34 hiicre sayisi
B. Hematopoietik progenitor hiicre kiiltiir

6. Tiimor hiicre kontaminasyonu (otolog)



VALIDASYON CALISMALARI

Tim cihazlarin 1s1s1 kontrol edilmeli; islem Oncesi ve 1slem esnasinda,

Islem yapilan kabin ve iiriin islenen odanin sterlizasyonu yapilip partikiil

Olgtimleri yapilmalidir.

Toplanan iiriin islem Oncesi ve 1slem sonrasi kiiltiirler: alinmali ve

hematopoetik koloni (CFU) sayimlar1 yapilarak degerlendirilmelidir

Nakil olacak tirtinden en az 3 cryovial 6rnek hiicresel izolasyon yapilarak

saklanmalidir.

Hiicre canlilig1 kontrol edilmeli ve yapilan tim kontrol islemleri kayit altina

alinmalidir.

Verilen iiriin ilk asamadan engraftman asamasina kadar takip edilmelidir.
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CFU KOLONI SAYIMININ ONEMI

Dondurma ve ¢6zme sonrasinda hiicrelerin hastalara geri verilmesi sirasinda
meydana gelen kayiplarin degerlendirilmesinde en o6nemli takip Kriteri
hematopoietik dokunun semi-solid kiiltiir ortaminda, CFU-E, BFU-E, CFU-
GM , CFU-GEMM koloni olusturma yetisinin degerlendirilmesidir.

Hiicre saklama ve nakli sirasinda koloni olusturma yetisine sahip onciillerin
karsilagtirilmasi, dondurarak saklama isleminde meydana gelen kayiplara

yansitacaktir.



CFU KOLONI SAYIMININ ONEMI

CFU-GM koloni sayisi ile notrofil engraftmani arasinda

kolerasyon oldugu calismalarla gosterilmistir.

CFU-GM koloni say1 ile CD34+ hiicre sayisi arasinda

kolerasyon oldugu calismalarla gosterilmistir.

Islem o6ncesi CFU ile islem sonrasi yapilan CFU iliskisi
degerlendirilerck engrafman siiresi a¢isindan 6nemli veriler elde

edilebilir.



CFU KOLONI SAYIMININONEMI

» Basarili bir sekilde yapilan kriyoprezervasyon isleminde ¢oziinen
trtiniin CFU sayimlari, 1slem oncesi yapilan sayimdan daha 1yi

beklenmelidir.




e
CRYO ONCESI CRYO SONRAS




KRIYO ONCESI HEMATOPIETIK KOLONI (CFU) SAYIMI VE
GORUNTULERI

ISLEM ONCES!
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COZUNME SONRASI HEMATOPOIETIK KOLON

SAYIM VE GORUNTULERI
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