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Cryofit® DMSO Kullanılarak CD34+ Hematopoietik Kök Hücrelerin Kriyoprezervasyonu ve  

Sonuçlara Etkisi 

 

GİRİŞ 

 

Hematopoietik kök hücrelerin otolog nakli (Oto-SCT), çok sayıda hematolojik ve hematolojik olmayan maliniteler 

ve bağışıklık bozuklukları için etkili bir tedavi olarak durmaktadır [1]. Oto-SCT prosedürü, hücrelerin periferik 

kana mobilizasyonu, CD34+ hücre sayımı, aferez toplanması, sık sık kriyoprezervasyon ve yüksek doz tedavinin 

ardından çözülmüş hücrelerin daha sonra yeniden infüzyonu dahil olmak üzere birkaç önemli adımı içerir [2]. 

 

Hematopoietik progenitör kök hücreler (HSC'ler), periferik kan kök hücrelerinin (PBSC), kemik iliğinin veya göbek 

kordonu kanının aferezi yoluyla elde edilebilir; PBSC, kemik iliğine kıyasla daha az invaziv toplama yöntemi 

nedeniyle tercih edilir [3]. Bu kök hücrelerin mobilizasyonu, donöre granülosit koloni uyarıcı faktörün (GCSF) tek 

başına veya diğer ajanlarla kombinasyon halinde art arda beş gün boyunca verilmesini içerir. Yeterli sayıda doz 

sağlamak için CD34+ hücre ölçümü toplamadan önce gerçekleştirilir [4]. 

 

Oto-SCT güvenli ve standartlaştırılmış bir prosedür haline gelirken, çeşitli faktörler HSC'lerin hastanın kemik iliğini 

ve periferik kanını verimli ve tutarlı bir şekilde yeniden oluşturma yeteneğini etkileyebilir. Bu faktörler progenitör 

hücrelerin miktarı ve kalitesini, kriyoprezervasyon ve depolama prosedürlerini ve ayrıca çözme işlemi sırasında 

kullanılan teknikleri içerir [1,5]. Kriyoprezervasyona tabi tutulmayan taze HSC'ler, özellikle allojenik transplant 

vakalarında ve miyelom ve lenfoma vakaları gibi seçilmiş otolog transplantasyonlarda tipik olarak hemen 

kullanılan, sterilite, sızdırmazlık ve 2-6 °C'de sıcaklık stabilizasyonu dahil olmak üzere özel işleme ve saklama 

gereksinimlerine tabidir [1,6,7]. Hematopoietik kök hücre toplanması ile infüzyon veya kriyoprezervasyon 

arasındaki süre, hücre canlılığını etkileyebilir; taze HPC'nin korunması, özellikle daha düşük sıcaklıklarda tipik 

olarak 1 ila 6 gün olarak kabul edilir [8-10]. Otolog lenfoma ve miyelom hastalarının, toplamadan sonraki 72 

saatten sonra PBSC transplantasyonuna ihtiyaç duyduğu durumlarda, kök hücrelerin % 35'e kadar kaybıyla 

sonuçlanabilir [11,12]. 

72 saat içinde transplantasyona yönelik olmayan HPSC ürünleri, dimetil sülfoksit (DMSO) ile dondurularak 

saklanır ve insan albümini, plazma veya diğer klinik olarak onaylanmış solüsyonlar gibi maddelerle seyreltilir; 

DMSO buz kristali oluşumunu ve hücresel şoku önlemek için yaygın bir kriyoprotektandır. Dondurularak saklanan 

bu hücreler, sıvı nitrojen dondurucularda -140°C ile -195°C arasında on yıla kadar saklanır [13-15]. Ek olarak taze 

PBSC ile karşılaştırıldığında, dondurma/çözdürme işlemi kanıtlandığı üzere toplam çekirdekli hücrelerde (TNC), 

CD34+ hücrelerde, hücre canlılığında ve/veya çözülme sonrası numunelerdeki koloni oluşturan birimlerin (CFU) 

sayısında önemli bir azalma ile hücre hasarına neden olabilir [16-18]. Çalışmalar, kriyoprezerve edilmemiş 

hücrelerin infüzyonunun daha iyi transplantasyon sonuçlarına ve daha az yan etkiye yol açtığını göstermiştir 

[10,19]. Ayrıca DMSO'nun, nakil materyalinin en toksik bileşeni olduğuna ve infüzyon sırasında mide bulantısı, 

kusma, karın krampları ve baş ağrısı gibi olumsuz etkilere yol açtığına inanılıyor. DMSO içeren ürünlerin diğer yan 

etkileri arasında bradikardi, hemoliz, döküntüler, böbrek yetmezliği, akciğer ödemi, bronkospazm, kalp durması, 

nörolojik hasar ve hipo veya hipertansiyon yer alır. Bu reaksiyonlar, kriyoprezervasyon sonrası hasar görmüş 

hücreler veya aşırı düşük infüzyon sıcaklığı gibi faktörlerden kaynaklanabilir [20-24]. 

HSC kriyoprezervasyonu, nakil merkezleri arasında yaygın olarak kullanılmaktadır, ancak standartlaştırılmış 

prosedürler bulunmamaktadır. DMSO çok uzun bir süredir standarttır. Artık çeşitli şişe formlarında mevcuttur. 
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DMSO kimyasal bir bileşen olduğundan ve farmasötik teknoloji açısından üretimi kolay olduğundan, bu şişeler 

normal kullanımda da benzer şekilde kabul edilir. Ancak üretim koşulları ve son ürün durumları aynı değildir. 

Burada CryoFit® DMSO'yu ve sonuçlara etkisini değerlendirdik. 

 

YÖNTEMLER 

 

Hastalar 

 

Bu, Oto-SCT için yönlendirilen hematolojik maliniteleri olan yetişkin hastaları içeren tek merkezli, retrospektif bir 

çalışmaydı. CryoFit® DMSO ile dondurularak saklanan HSC'leri olan hastalar dahildir. Çalışma yerel etik kurul 

tarafından onaylandı ve Helsinki Bildirgesi'ne uygun olarak yürütüldü. 

 

HSC'lerin mobilizasyonu, toplanması ve dondurulması 

 

Kök hücrelerin mobilizasyonu tek başına granülosit koloni uyarıcı faktör (G-CSF) kullanılarak veya kemoterapi ve 

gerektiğinde G-CSF ve/veya pleriksafor kullanılarak gerçekleştirildi. Akış sitometrisi analizi, kriyoprezervasyon 

öncesinde kandaki CD34+ hücre sayısını ve aferez ürününü belirlemek için kullanıldı. Hücre canlılığının (7-

aminoaktinomisin D [7-AAD]) yanı sıra canlı CD45+ ve CD34+ hücreleri, ISHAGE yönergeleri izlenerek akış 

sitometrisi aracılığıyla ölçüldü [25]. Toplama, kandaki CD34+ hücrelerinin mutlak sayısı 10/µl'den yüksek 

olduğunda başladı. Periferik kandan kök hücreler, sürekli bir kan hücresi ayırıcısı (blood cell separator) akışıyla 

toplandı. Her bir aferez işlemi yaklaşık 2,4 saat sürdü ve kan hacminin 2-2,5 katı işlem yapıldı. CD34+ hücre/kg 

hedefi minimum 2 x 10⁶ ve ideal 4 x 10⁶ olarak belirlendi. Toplanan CD34+ hücre miktarı hedefi karşılamadığında 

G-CSF devam etti ve eretsi gün aferez süreci yeniden başlatıldı. Kriyoprezervasyon % 5 konsantre DMSO, HES 

(Hidroksietil nişasta) ve otolog plazma kullanılarak gerçekleştirildi. HSC'ler toplandıktan hemen sonra veya ertesi 

gün dondurularak saklandı. Ertesi gün kriyoprezervasyon yapılması durumunda hücre süspansiyonu 4°C'de 

tutuldu. 

 

Hazırlama Rejimi, Engraftmanın ve Yan Etkilerin İzlenmesi 

 

Hazırlama rejimi, yerel standart çalışma prosedürlerini takip ederek ayrı ayrı seçildi. Lenfoma hastalarında BEAM 

(Carmustine + Etoposide + Cytarabine + Melphalan), miyelom hastalarında Melphalan kullanıldı. Nötrofil 

engraftmanı, mutlak nötrofil sayısının (ANC) 3 gün üst üste herhangi bir destek olmadan > 500/mm³ veya 

1.000/mm³ olduğu ilk gün, trombosit engraftmanı ise trombosit sayısının > 20.000/mm³ veya 50.000/mm³ 

olduğu ilk gün olarak tanımlandı. Nötrofil iyileşmesini desteklemek için tüm hastalara nakil sonrası +4. günden 

itibaren G-CSF uygulandı. Trombosit seviyesi 20 x 10⁹/L'nin altına düştüğünde trombosit transfüzyonları endike 

olurken, hemoglobin seviyesini > 8 g/dL'de tutmak için paketlenmiş kırmızı kan hücresi (RBC) transfüzyonları 

uygulandı. HSC infüzyonunun başlangıcından itibaren 24 saat içinde meydana gelen yan etkilerin görülme sıklığı 

kaydedildi. 
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İstatistikler 

 

Analizlere SPSS yazılımının 26.0 sürümü (IBM Corporation, Armonk, NY, ABD) uygulandı. Kategorik değişkenler 

frekans tabloları halinde, sayısal değişkenler ise uygun olduğu yerde ortalama ± standart sapma veya ortanca ve 

minimum-maksimum değerler olarak sunuldu. 

 

SONUÇLAR 

 

Çalışmaya toplam 80 hasta dahil edildi. Ortalama yaş 58,5 (19-75, min-maks) olup 37'si (% 46,3) erkek, 43'ü (% 

53,8) kadındı. Hastalar arasında en sık görülen tanı miyelom (46 [% 57,5]) idi. Hasta özelliklerine ilişkin diğer 

ayrıntılar Tablo 1'de sunuldu. 

 

Tablo 1. Hasta Özellikleri 

 Tüm vericiler (n:80) 

Ortalama Hasta Yaşı 58,5 (19-75) 

Cinsiyet (Erkek/Kadın) 37 (% 46,3) / 43 (% 53,8) 

Tanı  

Multiple Myelom 46 (% 57,5) 

Non-Hodgkin Lenfoma 25 (% 31,3) 

Hodgkin Lenfoma 9 (% 11,3) 

Önceki Tedaviler  

1 kür kemoterapi 48 (% 60) 

2 kür kemoterapi 24 (% 30) 

> 3 kür kemoterapi 8 (% 10) 

RT 8 (% 10) 

Teşhisten Transplantasyona Kadar Ortalama Süre (ay) 7 (3-25) 

RT: Radyoterapi 

 

 

Tüm hastalara hazırlık rejimi uygulandı; en yaygın olanı melfalan (46 [% 57,5]) idi. Hastalığın tanısından nakil 

gününe kadar geçen ortalama süre 7 (3-25, min-maks) ay’dı. Ortalama hasat edilen CD34+ hücre sayısı 5,8 x 

10⁶/kg hücreydi (3,2-14, min-maks). Nakil özelliklerinin diğer detayları Tablo 2'de sunulmuştur. 

 

Tablo 2. Nakil Özellikleri 

 Tüm vericiler (n:80) 

Hazırlık Rejimleri  
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MEL 46 (% 57,5) 

BEAM 32 (% 40) 

BEAC 2 (% 2,5) 

Teşhisten Transplantasyona Kadar Ortalama Süre (ay) 7 (3-25) 

Ortalama Hastanede Kalış Süresi (gün) 24 (15-60) 

Ortalama Nötrofil Engrafmanı (gün) 13 (7-19) 

Ortalama Trombosit Engrafmanı (gün) 17 (12-50) 

Ortalama Eritrosit Transfüzyonu (ünite) 0 (0-6) 

Ortalama Trombosit Transfüzyonu (ünite) 2 (12) 

Ortalama Canlılık 98 (90-99,5) 

Ortalama Toplanan CD34+ hücre sayısı (x10⁶/kg hücre) 5,8 (3,2-14) 

MEL: Melphalan. 
BEAM: Carmustine, Etoposide, Cytarabine, Melphalan. 
BEAC: Carmustine, Etoposide, Cytarabine, Cyclophosphamide. 
 
 

Yan etkiler kaydedildi. En sık görülen yan etki, yüzde 15'e varan sıklıkta bulantı-kusmaydı. Tüm yan etkiler derece 

1-2 idi ve yönetilebilirdi. Hayatı tehdit eden herhangi bir olumsuz olay kaydedilmedi. Ayrıntılar Tablo 3'te 

sunuldu. 

 

Tablo 3. Yan Etkiler 

İnfüzyonla İlgili Komplikasyonlar Tüm vericiler (n:80) 

Bulantı-Kusma 12 (15) 

Titreme 2 (2.5) 

Göğüs ağrısı 1 (1.3) 

Hipotansiyon 4 (5) 

Hipertansiyon 3 (3.8) 

Aritmi 2 (2.5) 

Diğer 5 (6.3) 

Herhangi bir yan etki 21 (26.3) 

 

 

TARTIŞMA 

 

Bu çalışma, CryoFit® DMSO kullanılarak CD34+ HSC'lerin kriyoprezervasyonunun sonuçlarını ve bununla ilişkili 

klinik sonuçları değerlendirmeyi amaçladı. Bulgular, Oto-SCT bağlamında bu yaklaşımın etkinliği ve güvenliği 

hakkında fikir vermektedir. 
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Oto-SCT'nin genel başarısı büyük ölçüde dondurularak saklanan kök hücrelerin canlılığına ve işlevselliğine 

bağlıdır. Bu çalışmada, CD34+ hücrelerin yüksek erime sonrası canlılığı, ortalama % 98 canlılık oranıyla, CryoFit® 

DMSO formülasyonunun dondurma ve çözme işlemleri sırasında hücresel bütünlüğü etkili bir şekilde 

koruduğunu göstermektedir. Bu, DMSO gibi kriyoprotektanların, kriyoprezervasyon sırasında buz kristali 

oluşumunu ve hücresel hasarı önlemedeki kritik rolünü vurgulayan mevcut literatürle tutarlıdır [26]. 

 

Amerikan Kan ve İlik Transplantasyonu Derneği'ne göre, 3-5 x 10⁶ CD34+ hücre/kg'lık bir hedef dozaj önerilmiştir 

[27]. Üstelik gözlemlenen ortalama CD34+ hücre verimi (5,8 x 10⁶/kg), başarılı aşılama için önerilen minimum 

eşiği aşıyor ve kullanılan kriyoprezervasyon protokolünün etkinliğini daha da vurguluyor. Çalışmadaki engrafman 

sonuçları olumluydu; ortalama nötrofil engraftrasyon süresi 13 gün ve trombosit engrafman süresi 17 gündü. 

Transfüzyon gereksinimleri de kabul edilebilir aralıktaydı. Bu sonuçlar, dondurularak saklanan hücrelerin 

kullanıldığı otolog nakillere ilişkin önceki raporlarla uyumludur [5,12]. Gözlemlenen aşılama kinetiği, CD34+ 

hücrelerinin yüksek canlılığına ve nakil başarısını optimize etmek için özel olarak tasarlanmış kişiselleştirilmiş 

hazırlama rejimlerine atfedilebilir. Ancak çoğu kriyoprezervasyon yönteminde olduğu gibi DMSO'nun kullanımı 

da sınırlamalardan muaf değildir. Çoğu durumda yönetilebilir ve geçici olmasına rağmen bulantı, hipotansiyon 

ve infüzyonla ilişkili diğer reaksiyonlar gibi yan etkiler belgelenmiştir. Bu etkiler önceki çalışmalarda bildirilen 

DMSO ile ilişkili bilindik toksisitelerle tutarlıdır [28,29]. Bu, hücre canlılığından ödün vermeden toksisiteyi en aza 

indiren alternatif kriyoprezervasyon ajanlarının veya DMSO formülasyonlarının sürekli araştırılması ihtiyacını 

vurgulamaktadır. 

 

Kayda değer ek bir bulgu, hastalar arasında aşılama süreleri ve transfüzyon gereksinimlerindeki önemli 

değişkenliktir. Bu değişkenlik hasta özelliklerindeki, altta yatan hastalıklardaki veya önceki tedavi rejimlerindeki 

farklılıklardan kaynaklanabilir. Örneğin, bu kohorttaki miyelom hastaları hazırlama rejimi olarak Melphalan aldı; 

bu, lenfoma hastaları için kullanılan BEAM gibi diğer hazırlama rejimleriyle karşılaştırıldığında aşılamaya kadar 

geçen nispeten kısa süreyi açıklayabilir. Daha ileri alt grup analizleri bu faktörlerin transplantasyon sonuçları 

üzerindeki etkisinin aydınlatılmasına yardımcı olabilir. 

 

Bu çalışmanın çeşitli sınırlılıkları bulunmaktadır. Birincisi, tek merkezli, retrospektif bir çalışma olması bulguların 

genellenebilirliğini sınırlayabilir. İkinci olarak, alternatif kriyoprezervasyon yöntemlerini kullanan bir karşılaştırma 

grubunun bulunmaması, CryoFit® DMSO'nun göreceli avantajlarını doğrudan değerlendirme yeteneğini 

kısıtlamaktadır. Bu sonuçları doğrulamak ve klinik sonuçları iyileştirmek için kriyoprezervasyon protokollerini 

daha da geliştirmek için gelecekte çok merkezli, ileriye dönük çalışmalara ihtiyaç vardır. 

 

Sonuç olarak, CryoFit® DMSO, CD34+ HSC'lerin korunmasında yüksek erime sonrası canlılık ve olumlu aşılama 

sonuçlarıyla güçlü bir etkinlik gösterdi. DMSO ile ilgili toksisiteler bir endişe kaynağı olmaya devam ederken, 

bunların geçici doğası ve yönetilebilirliği, CryoFit® DMSO'nun Oto-SCT için güvenilir bir kriyoprotektan olduğunu 

göstermektedir. 

Kriyoprezervasyon tekniklerindeki daha fazla ilerleme, kök hücre naklinin güvenliğini ve etkinliğini arttırma 

konusunda umut vaat ediyor. 

 

Finansman: Gatamed 

Teşekkür: Yok. 
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