Cryofit® DMSO Kullanilarak CD34+ Hematopoietik Kok Hiicrelerin Kriyoprezervasyonu ve
Sonuglara Etkisi

GIRIS

Hematopoietik kdk hiicrelerin otolog nakli (Oto-SCT), ¢cok sayida hematolojik ve hematolojik olmayan maliniteler
ve bagisiklik bozukluklari icin etkili bir tedavi olarak durmaktadir [1]. Oto-SCT prosediri, hiicrelerin periferik
kana mobilizasyonu, CD34+ hiicre sayimi, aferez toplanmasi, sik sik kriyoprezervasyon ve yiiksek doz tedavinin
ardindan ¢6zllmus hicrelerin daha sonra yeniden inflizyonu dahil olmak (izere birkag 6nemli adimi igerir [2].

Hematopoietik progenitor kok hiicreler (HSC'ler), periferik kan kdk hiicrelerinin (PBSC), kemik iliginin veya gdbek
kordonu kaninin aferezi yoluyla elde edilebilir; PBSC, kemik iligine kiyasla daha az invaziv toplama yontemi
nedeniyle tercih edilir [3]. Bu kok hiicrelerin mobilizasyonu, donére granilosit koloni uyarici faktoriin (GCSF) tek
basina veya diger ajanlarla kombinasyon halinde art arda bes glin boyunca verilmesini icerir. Yeterli sayida doz
saglamak icin CD34+ hiicre 6l¢imi toplamadan 6nce gerceklestirilir [4].

Oto-SCT giivenli ve standartlastirilmis bir prosediir haline gelirken, gesitli faktorler HSC'lerin hastanin kemik iligini
ve periferik kanini verimli ve tutarh bir sekilde yeniden olusturma yetenegini etkileyebilir. Bu faktorler progenitor
hicrelerin miktari ve kalitesini, kriyoprezervasyon ve depolama proseddrlerini ve ayrica ¢6zme islemi sirasinda
kullanilan teknikleri igerir [1,5]. Kriyoprezervasyona tabi tutulmayan taze HSC'ler, 6zellikle allojenik transplant
vakalarinda ve miyelom ve lenfoma vakalari gibi secilmis otolog transplantasyonlarda tipik olarak hemen
kullanilan, sterilite, sizdirmazlik ve 2-6 °C'de sicaklik stabilizasyonu dahil olmak tizere 6zel isleme ve saklama
gereksinimlerine tabidir [1,6,7]. Hematopoietik kok hiicre toplanmasi ile inflizyon veya kriyoprezervasyon
arasindaki silre, hiicre canliligini etkileyebilir; taze HPC'nin korunmasi, 6zellikle daha dusik sicakhklarda tipik
olarak 1 ila 6 glin olarak kabul edilir [8-10]. Otolog lenfoma ve miyelom hastalarinin, toplamadan sonraki 72
saatten sonra PBSC transplantasyonuna ihtiya¢ duydugu durumlarda, kok hiicrelerin % 35'e kadar kaybiyla
sonuglanabilir [11,12].

72 saat icinde transplantasyona yonelik olmayan HPSC driinleri, dimetil stlfoksit (DMSO) ile dondurularak
saklanir ve insan alblmini, plazma veya diger klinik olarak onaylanmis sollisyonlar gibi maddelerle seyreltilir;
DMSO buz kristali olusumunu ve hiicresel soku dnlemek icin yaygin bir kriyoprotektandir. Dondurularak saklanan
bu hiicreler, sivi nitrojen dondurucularda -140°C ile -195°C arasinda on yila kadar saklanir [13-15]. Ek olarak taze
PBSC ile karsilastinildiginda, dondurma/c¢ézdirme islemi kanitlandigi Gizere toplam cekirdekli hiicrelerde (TNC),
CD34+ hucrelerde, hicre canhhiginda ve/veya ¢6zilme sonrasi numunelerdeki koloni olusturan birimlerin (CFU)
sayisinda 6nemli bir azalma ile hiicre hasarina neden olabilir [16-18]. Calismalar, kriyoprezerve edilmemis
hicrelerin inflizyonunun daha iyi transplantasyon sonuglarina ve daha az yan etkiye yol actigini gdstermistir
[10,19]. Ayrica DMSO'nun, nakil materyalinin en toksik bileseni olduguna ve inflizyon sirasinda mide bulantisi,
kusma, karin kramplari ve bas agrisi gibi olumsuz etkilere yol a¢tigina inaniliyor. DMSO igeren Uriinlerin diger yan
etkileri arasinda bradikardi, hemoliz, dokiintiler, bobrek yetmezligi, akciger 6demi, bronkospazm, kalp durmasi,
norolojik hasar ve hipo veya hipertansiyon yer alir. Bu reaksiyonlar, kriyoprezervasyon sonrasi hasar gérmds
hicreler veya asiri dusik inflzyon sicakhigi gibi faktorlerden kaynaklanabilir [20-24].

HSC kriyoprezervasyonu, nakil merkezleri arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak standartlastiriimis
prosedirler bulunmamaktadir. DMSO ¢ok uzun bir siiredir standarttir. Artik cesitli sise formlarinda mevcuttur.



DMSO kimyasal bir bilesen oldugundan ve farmasoétik teknoloji acisindan tretimi kolay oldugundan, bu siseler
normal kullanimda da benzer sekilde kabul edilir. Ancak tretim kosullari ve son Griin durumlari ayni degildir.
Burada CryoFit® DMSO'yu ve sonuglara etkisini degerlendirdik.

YONTEMLER
Hastalar

Bu, Oto-SCT i¢in yonlendirilen hematolojik maliniteleri olan yetiskin hastalari iceren tek merkezli, retrospektif bir
¢alismaydi. CryoFit® DMSO ile dondurularak saklanan HSC'leri olan hastalar dahildir. Calisma yerel etik kurul
tarafindan onaylandi ve Helsinki Bildirgesi'ne uygun olarak yuratulda.

HSC'lerin mobilizasyonu, toplanmasi ve dondurulmasi

Kok hiicrelerin mobilizasyonu tek basina graniilosit koloni uyarici faktér (G-CSF) kullanilarak veya kemoterapi ve
gerektiginde G-CSF ve/veya pleriksafor kullanilarak gerceklestirildi. Akis sitometrisi analizi, kriyoprezervasyon
oncesinde kandaki CD34+ hiicre sayisini ve aferez Urinini belirlemek icin kullanildi. Hiicre canhihginin (7-
aminoaktinomisin D [7-AAD]) yani sira canli CD45+ ve CD34+ hiicreleri, ISHAGE yoOnergeleri izlenerek akis
sitometrisi araciligiyla 6lciildu [25]. Toplama, kandaki CD34+ hicrelerinin mutlak sayisi 10/ul'den yiksek
oldugunda basladi. Periferik kandan kok hicreler, slrekli bir kan hiicresi ayiricisi (blood cell separator) akisiyla
toplandi. Her bir aferez islemi yaklasik 2,4 saat stirdii ve kan hacminin 2-2,5 kati islem yapildi. CD34+ hiicre/kg
hedefi minimum 2 x 10° ve ideal 4 x 10° olarak belirlendi. Toplanan CD34+ hiicre miktari hedefi karsilamadiginda
G-CSF devam etti ve eretsi glin aferez siireci yeniden baslatildi. Kriyoprezervasyon % 5 konsantre DMSO, HES
(Hidroksietil nisasta) ve otolog plazma kullanilarak gercgeklestirildi. HSC'ler toplandiktan hemen sonra veya ertesi
gin dondurularak saklandi. Ertesi glin kriyoprezervasyon yapilmasi durumunda hiicre sispansiyonu 4°C'de
tutuldu.

Hazirlama Rejimi, Engraftmanin ve Yan Etkilerin izlenmesi

Hazirlama rejimi, yerel standart ¢alisma prosediirlerini takip ederek ayri ayri segildi. Lenfoma hastalarinda BEAM
(Carmustine + Etoposide + Cytarabine + Melphalan), miyelom hastalarinda Melphalan kullanildi. Notrofil
engraftmani, mutlak nétrofil sayisinin (ANC) 3 glin Ust Uste herhangi bir destek olmadan > 500/mm3 veya
1.000/mm? oldugu ilk giin, trombosit engraftmani ise trombosit sayisinin > 20.000/mm? veya 50.000/mm?3
oldugu ilk giin olarak tanimlandi. Notrofil iyilesmesini desteklemek i¢in tim hastalara nakil sonrasi +4. giinden
itibaren G-CSF uygulandi. Trombosit seviyesi 20 x 10°/L'nin altina distigiinde trombosit transfiizyonlari endike
olurken, hemoglobin seviyesini > 8 g/dL'de tutmak icin paketlenmis kirmizi kan hicresi (RBC) transfiizyonlari
uygulandi. HSC inflizyonunun baslangicindan itibaren 24 saat icinde meydana gelen yan etkilerin gortlme sikhgi
kaydedildi.



istatistikler

Analizlere SPSS yaziliminin 26.0 stirimi (IBM Corporation, Armonk, NY, ABD) uygulandi. Kategorik degiskenler
frekans tablolari halinde, sayisal degiskenler ise uygun oldugu yerde ortalama # standart sapma veya ortanca ve
minimum-maksimum degerler olarak sunuldu.

SONUGLAR

Calismaya toplam 80 hasta dahil edildi. Ortalama yas 58,5 (19-75, min-maks) olup 37'si (% 46,3) erkek, 43'U (%
53,8) kadindi. Hastalar arasinda en sik goriilen tani miyelom (46 [% 57,5]) idi. Hasta 6zelliklerine iliskin diger
ayrintilar Tablo 1'de sunuldu.

Tablo 1. Hasta Ozellikleri

Tum vericiler (n:80)

Ortalama Hasta Yasi 58,5 (19-75)
Cinsiyet (Erkek/Kadin) 37 (% 46,3) / 43 (% 53,8)
Tani
Multiple Myelom 46 (% 57,5)
Non-Hodgkin Lenfoma 25 (% 31,3)
Hodgkin Lenfoma 9(% 11,3)

Onceki Tedaviler

1 kiir kemoterapi 48 (% 60)
2 kiir kemoterapi 24 (% 30)
> 3 kiir kemoterapi 8 (% 10)
RT 8 (% 10)

Teshisten Transplantasyona Kadar Ortalama Siire (ay) | 7 (3-25)

RT: Radyoterapi

Tim hastalara hazirlik rejimi uygulandi; en yaygin olani melfalan (46 [% 57,5]) idi. Hastaligin tanisindan nakil
ginine kadar gecen ortalama siire 7 (3-25, min-maks) ay’di. Ortalama hasat edilen CD34+ hiicre sayisi 5,8 x
10%/kg hiicreydi (3,2-14, min-maks). Nakil 6zelliklerinin diger detaylari Tablo 2'de sunulmustur.

Tablo 2. Nakil Ozellikleri

Tiim vericiler (n:80)

Hazirhk Rejimleri




MEL 46 (% 57,5)

BEAM 32 (% 40)
BEAC 2 (% 2,5)

Teshisten Transplantasyona Kadar Ortalama Siire (ay) | 7 (3-25)

Ortalama Hastanede Kalis Siiresi (giin) 24 (15-60)
Ortalama Noétrofil Engrafmani (giin) 13 (7-19)
Ortalama Trombosit Engrafmani (giin) 17 (12-50)
Ortalama Eritrosit Transfiizyonu ({inite) 0 (0-6)
Ortalama Trombosit Transfiizyonu (ilnite) 2(12)
Ortalama Canlilik 98 (90-99,5)

Ortalama Toplanan CD34+ hiicre sayisi (x10%/kg hiicre) | 5,8 (3,2-14)

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

Yan etkiler kaydedildi. En sik gorilen yan etki, ylizde 15'e varan siklikta bulanti-kusmaydi. Tim yan etkiler derece
1-2 idi ve yonetilebilirdi. Hayati tehdit eden herhangi bir olumsuz olay kaydedilmedi. Ayrintilar Tablo 3'te
sunuldu.

Tablo 3. Yan Etkiler

infiizyonla ilgili Komplikasyonlar Tiim vericiler (n:80)

Bulanti-Kusma 12 (15)

Titreme 2 (2.5)

Gogls agrisi 1(1.3)

Hipotansiyon 4 (5)

Hipertansiyon 3(3.8)

Aritmi 2 (2.5)

Diger 5(6.3)

Herhangi bir yan etki 21 (26.3)
TARTISMA

Bu calisma, CryoFit® DMSO kullanilarak CD34+ HSC'lerin kriyoprezervasyonunun sonuglarini ve bununla iligkili
klinik sonuglari degerlendirmeyi amacladi. Bulgular, Oto-SCT baglaminda bu yaklasimin etkinligi ve glvenligi
hakkinda fikir vermektedir.



Oto-SCT'nin genel basarisi bilyilk ol¢lide dondurularak saklanan kdk hicrelerin canliigina ve islevselligine
baghdir. Bu ¢alismada, CD34+ hiicrelerin yiksek erime sonrasi canliligl, ortalama % 98 canhilik oraniyla, CryoFit®
DMSO formilasyonunun dondurma ve c¢ozme islemleri sirasinda hicresel bitlnlGgl etkili bir sekilde
korudugunu gostermektedir. Bu, DMSO gibi kriyoprotektanlarin, kriyoprezervasyon sirasinda buz kristali
olusumunu ve hiicresel hasari 6nlemedeki kritik rollini vurgulayan mevcut literatirle tutarlidir [26].

Amerikan Kan ve ilik Transplantasyonu Dernegi'ne gére, 3-5 x 106 CD34+ hiicre/kg'lik bir hedef dozaj énerilmistir
[27]. Ustelik gdzlemlenen ortalama CD34+ hiicre verimi (5,8 x 10%/kg), basarili asilama icin énerilen minimum
esigi aslyor ve kullanilan kriyoprezervasyon protokoliiniin etkinligini daha da vurguluyor. Calismadaki engrafman
sonuclari olumluydu; ortalama notrofil engraftrasyon siresi 13 giin ve trombosit engrafman siiresi 17 gind.
Transflizyon gereksinimleri de kabul edilebilir araliktaydi. Bu sonuglar, dondurularak saklanan hicrelerin
kullanildig1 otolog nakillere iliskin 6nceki raporlarla uyumludur [5,12]. Gozlemlenen asilama kinetigi, CD34+
hicrelerinin yiiksek canliligina ve nakil basarisini optimize etmek icin 6zel olarak tasarlanmis kisisellestirilmis
hazirlama rejimlerine atfedilebilir. Ancak cogu kriyoprezervasyon yonteminde oldugu gibi DMSO'nun kullanimi
da sinirlamalardan muaf degildir. Cogu durumda yonetilebilir ve gegici olmasina ragmen bulanti, hipotansiyon
ve inflizyonla iliskili diger reaksiyonlar gibi yan etkiler belgelenmistir. Bu etkiler 6énceki ¢alismalarda bildirilen
DMSO ile iliskili bilindik toksisitelerle tutarhdir [28,29]. Bu, hiicre canhligindan 6diin vermeden toksisiteyi en aza
indiren alternatif kriyoprezervasyon ajanlarinin veya DMSO formilasyonlarinin stirekli arastirilmasi ihtiyacini
vurgulamaktadir.

Kayda deger ek bir bulgu, hastalar arasinda asilama siireleri ve transflizyon gereksinimlerindeki 6nemli
degiskenliktir. Bu degiskenlik hasta 6zelliklerindeki, altta yatan hastaliklardaki veya 6nceki tedavi rejimlerindeki
farkhliklardan kaynaklanabilir. Ornegin, bu kohorttaki miyelom hastalari hazirlama rejimi olarak Melphalan aldi;
bu, lenfoma hastalari i¢in kullanilan BEAM gibi diger hazirlama rejimleriyle karsilastirildiginda asilamaya kadar
gecen nispeten kisa sureyi aciklayabilir. Daha ileri alt grup analizleri bu faktorlerin transplantasyon sonuglari
Uzerindeki etkisinin aydinlatilmasina yardimci olabilir.

Bu galismanin gesitli sinirhliklari bulunmaktadir. Birincisi, tek merkezli, retrospektif bir calisma olmasi bulgularin
genellenebilirligini sinirlayabilir. ikinci olarak, alternatif kriyoprezervasyon yéntemlerini kullanan bir karsilastirma
grubunun bulunmamasi, CryoFit® DMSO'nun goreceli avantajlarini dogrudan degerlendirme yetenegini
kisitlamaktadir. Bu sonuglari dogrulamak ve klinik sonuglari iyilestirmek icin kriyoprezervasyon protokollerini
daha da gelistirmek icin gelecekte ¢cok merkezli, ileriye doniik ¢alismalara ihtiyag vardir.

Sonug olarak, CryoFit® DMSO, CD34+ HSC'lerin korunmasinda yiksek erime sonrasi canllik ve olumlu asilama
sonuclariyla gliclt bir etkinlik gosterdi. DMSO ile ilgili toksisiteler bir endise kaynagl olmaya devam ederken,
bunlarin gegici dogasi ve yonetilebilirligi, CryoFit® DMSO'nun Oto-SCT igin glvenilir bir kriyoprotektan oldugunu
gostermektedir.

Kriyoprezervasyon tekniklerindeki daha fazla ilerleme, kdk hicre naklinin glvenligini ve etkinligini arttirma
konusunda umut vaat ediyor.

Finansman: Gatamed
Tesekkdr: Yok.
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