Agirhigi 25 kg'in altinda olan yiiksek riskli néroblastom’lu ¢ocuklar igin kék hiicrelerin toplanmasi,
dondurulmasi ve ¢6zdiiriilmesi: Fas'ta tek bir merkez sonuglari

OZET:

Giris:Noroblastom tedavisinde kaydedilen ilerlemelerin 6nemli bir bileseni yliksek doz kemoterapiyi
desteklemek igin periferik kan koék hiicrelerinin kullanimi olmustur. Bu ¢alismada, standart ve biyutk hacimli
|6koferesis (LVL) islemleriyle tedavi gormus bir dizi kiiclik cocukla ilgili deneyimimizi rapor ediyor ve % 10 dimetil
stlfoksit (DMSO) kullandiktan sonra, ¢dzdirme sonrasi DMSO deplesyonu uygulayarak ve canhhg
etkileyebilecek degiskenlerin sayisini analiz ederek tek bir kurumun otolog periferik kan kék hiicrelerinin (PBSC)
kriyoprezervasyonu konusundaki deneyimini giincelliyoruz.

Yéntemler:-Temmuz 2016 ile Ekim 2019 tarihleri arasinda ibn Sina iiniversite hastanesinde agirlig 25 kg'in altinda
olan 29 ¢ocuga toplam 36 aferez uygulandi.

Bulgular:Ortalama viicut agirligi 14 kg (9—22) olan yedi kadin ve yirmi iki erkek arastirildi. Vakalarin % 82,8'inde
en az 3 x 10%/kg vicut agirhgr (BW) CD34+ hiicresi elde etmek icin tek bir aferez yeterliydi. 22 aferezde LVL
gerceklestirildi. Aferez basina ortalama 5,9 x 10%/kg sayida CD34 hiicresi toplandi. Toplam 60 PBSC 6rnegi
dondurularak saklandi ve 46 6rnek infiize edildi. Ortalama hiicre canhligi yliizdesi, dondurma 6ncesi 94,75 +
1,14'ten, ¢6zdirme sonrasi %70,84 + 8,6'ya geriledi (p < 0,001). Cozdirme sonrasi canhlik ve saklama suresi
(r=—0,233; p=0,234) veya toplam cekirdekli hiicre sayisi (r=0,344; p=0,073) arasinda hicbir korelasyon
bulunamadi.

Sonug:Gerekli onlemler alindigi takdirde I6koferez, kiiclik pediatrik hastalarda glivenli ve uygulanabilir bir
yontemdir. Kriyoprezervasyonun bir¢ok zorlugu bulunmaktadir, 6zellikle de ¢6zdlirme sonrasi hiicre canlhihginda
azalmaya neden olmaktadir.

GIRIS:

Noroblastom, sempatik sinir sisteminin embriyonal bir malinitesidir; gocukluk ¢aginin liglincii en sik goriilen koti
huylu timori ve bebeklik caginin en sik gérilen solid timaridir.! Yogun kemoterapi sonrasi otolog kok hiicre
nakli, solid tumorli pediatrik hastalar icin umut verici bir tedavi protokoludiir.® Aferez teknolojisinin
gelismesinden bu yana, periferik kan kok hiicrelerinin (PBSC) aferez yoluyla toplanmasi, otolog transplantasyon
icin umut verici ve tercih edilen bir hiicre kaynag olarak giderek kemik iliginin yerini almistir.2 Zamanla,
cocuklarda l6koferezin fizibilitesini ve glvenligini degerlendirmek ve kanitlamak icin ¢cok sayida calisma
yapiimistir.3® Basarill pediatrik PBSC toplama algoritmalari, yeterli damar yoluna, en uygun toplama
zamanlamasina, ¢ocugun hemodinamik ve elektrolit durumunun yeterli sekilde hazirlanmasina ve kiguk
cocuklar icin uygun énlemlerin kullanildig etkili bir aferez islemine baghdir.%” istenilen CD34+ sayisina ulasmak
icin (en az 2 x 10°), alicinin agirhgina gore bircok grup cesitli stratejiler dnermistir.89 Hedef CD34+ hiicrelerini
toplamanin ve |6koferez sayisini azaltmanin bir yolu, bliyik hacimli 16koferez uygulanmasidir; bu, hastanin
toplam kan hacminin en az (i¢ kez islenmesini iceren bir prosediirdiir.’® Diinya ¢apinda bircok merkez CD34+
hiicre hasadinin sayisini artirmak icin zayif mobilize edicilerle bu yaklasimi kullanmaktadir.l® Teknik olarak
yetiskin islemine benzerliklerine ragmen, pediatrik hastalarda I6koferez, deneyimli ekiplere, uygun etik
onlemlere ve hastanin blyuklugiine gore bazi prosedur degisikliklerine ihtiyag duyar.>” Yiksek riskli néroblastom
tedavi semasi, PBSC greftinin kullanilincaya kadar saklanmasini gerektirir. Kriyoprezervasyon igin diinya
capindaki farkli nakil merkezleri tarafindan cesitli protokoller kullanilmaktadir.’¥*® Bu sire¢ kritiktir ve



kriyoprotektan sollisyonu, saklama sicakligl, donma hizi, hiicre konsantrasyonu ve saklama siresi de dahil olmak
Uzere birgok unsurun dikkate alinmasini gerektirir.

Bu galismanin amaci, agirhigr 25 kg'in altinda olan bir dizi cocukta yeni Spectra Optia cihazi kullanilarak yapilan
standart ve biyiik hacimli I16koferez (LVL) islemleriyle ilgili deneyimlerimizi aktarmakti. ikinci amag, tek bir
kurumun, % 10 dimetil sllfoksit (DMSO) kullanarak otolog periferik kan kok hiicresi (PBSC) kriyoprezervasyonu
yapilmasi ve ¢ozdiirme sonrasi DMSO deplesyonu uygulanmasi konusunda gilincel deneyimlerimizi sunmak ve
canhhg etkileyebilecek cesitli degiskenlerin analizini yapmakti.

YONTEMLER:
Hastalar

Tum hastalar, primer timoriin ameliyatla lokal kontrolii ve bununla birlikte neoadjuvan kemoterapi uygulamasi,
ylksek doz kemoterapi konsolidasyonu ve ardindan otolog CSH ve son olarak retinoik asit ile rezidiel hastaligin
kontroli seklindeki HR-NBL-MA 2010 protokoliine gore tedavi edildi.* Sekil 1.

Protokol 2-3 glnlik kemoterapi dongisiinden sonra hiicrelerin toplanmasini 6nerir ancak bu, toplama giini
randevularindaki aksakliklar nedeniyle nadiren mimkin olur. Cogu zaman toplama 4-5 déngliden sonra ve
bazen de cerrahiden sonra yapilir.

ibn Sina Universitesi Hastanesindeki bélimiimiizde Temmuz 2016'dan 2019 Ekim'e kadar gerceklestirilen tim
pediatrik otolog PBSC aferezlerindeki veriler retrospektif olarak toplandi. Dahil edilen hastalar, PBSC aferez
islemine tabi tutulduklarinda 25 kg’dan daha az agirlikta olan ¢ocuklardi.

Mobilizasyon

PBSC mobilizasyonuna baslamadan 6nce aferez doktorunun, hastalarin uygun olup olmadigini kontrol etmesi
gerekir. Uygunluk, fizik muayene ile radyolojik (elektrokardiyogram ve ekokardiyografi gibi) ve laboratuvar
sonuglarinin (tam periferik kan sayimi, kalsiyum, potasyum, magnezyum, pihtilasma parametreleri, bobrek
degerleri, hepatik enzim ve seroloji gibi) dogrulanmasini igerir.

Tam toplamalar 4 giin boyunca gtinde iki kez deri altindan uygulanan granilosit koloni-uyarici faktor (G-CSF)’le
mobilizasyondan (5 pg/kg) sonra gergeklestirildi. Periferik kan CD34+ hiicre sayimi G-CSF uygulamasinin 4 tncl
guninde kontrol edildi. Aferez 6ncesi sayimlari = 20 x 10%/L CD34+ olan hastalarin hiicrelerinin iyi mobilizérler
oldugu kabul edildi, CD34+ sayisi < 20 x 10%/L olanlar zayif mobilizérler olarak degerlendirildi. Mobilizasyon
protokolliniin 5 inci giiniinde PBSC toplama islemi, G-CSF uygulamasini takip eden 2—3 saat icinde baslatildi.
Alicinin vicut agirhgr basina gerekli sayida CD34+ hiicresi toplanmadiysa, G-CSF uygulamasi tekrarlandi ve 6.
glnde ikinci bir I16koferez uygulandi.

Kok hiicre toplama
Lokoferez; femoral, subklavyen veya juguler venlerde santral bir damar yoluyla sirekli akim kan hiicresi ayiricisi

(Spectra Optia Terumo BCT) kullanilarak gerceklestirildi. Girisim yerleri hastanin bedenine ve yasina gore segcildi.
Santral vendz kateterin yerlestirilmesi bir anestezi uzmani tarafindan gercgeklestirildi. Spectra Optia aferez



sistemi vicut agirhg 25 kg'dan az hastalarda toplam kan hacmi (TBV) hesaplamasi yapmadigi icin operatoriin
daha sonra manuel hesaplama yapmasi gerekti.

Lokoferezden 6nce ekstrakorporeal hat, dilisyonel anemiyi 6nlemek ve hipovolemik durumdan kaginmak igin
200 ml ABO ve Rhesus uyumlu I6ko-deplese edilmis paketlenmis kirmizi kan hicreleri ile hazirlandi. Aferezde
kullanilan tek antikoagiilan 1:12 oranindaki sitrat dekstroz formiilasyonu A (ACD-A) idi. islemden &nce ve sonra
serum iyonize kalsiyum seviyeleri izlendi. Sitrat intoksikasyonu nedeniyle hipokalsemiyi dénlemek igin, tim
pediatrik hastalara yavas inflizyonda 100 ml normal salin icinde sirekli kalsiyum glukonat (1g x 10 kg viicut
agirhg) verildi.

Tum hastalar sedasyon yapilmadan tedavi edildi, ancak islem sirasinda gesitli faaliyetlerle (¢izim ve boyama gibi)
ve ebeveyn varligiyla yonlendirildi. Cocuklar aferez boyunca diizenli olarak kardiyak monitorle ve nabiz
oksimetresiyle izlendi. Aferez dncesinde, sirasinda ve hemen sonrasinda hastanin hayati belirtileri kaydedildi,
hastanin aferez islemi toleransina bagl olarak akim hizi hekimin kararina gére ayarlandi.

Heedeflenen CD34+ hiicre verimi 5.10%/kg BW (viicut agirligi) idi, 3.10%/kg BW verimi minimum diizeyde de olsa
kabul edildi. Hastalarin nakil sirasinda agirhk kazanmasi durumunda hedeflenen CD34+ hiicre sayisindan
mimkin oldugunca daha fazlasini toplamaya calistik.

Numune alma

Aferez Oncesi ve sonrasi hematoloji analizéri (Sysmex K21N) kullanilarak periferik kan analizi yapildi. Hem
|6koferez 6ncesi periferik kan 6rneginde hem de I6koferez Griiniinde, flow sitometri (Cytomics FC 500, Beckman
Coulter) ile kok kit reaktifleri kullanilarak, Uluslararasi Hematoterapi ve Greft Miihendisligi Dernegi (ISHAGE)

spesifikasyonlarina gére CD34+ hiicrelerin miktari belirlendi.

KRiYOPREZERVASYON VE C6ZDURME YONTEMLERI:

Hicreler, toplandiktan sonraki ilk 24 saat icinde donduruldu. Tim Uriinler ilk dondurma icin hiz kontrolli
dondurucuda donduruldu ve daha sonra azot buhari fazli dondurucularda (sicakhk arahg —145 ila —=195 C°)
saklandi.

ilk olarak, PBSC'ler 600 m!'lik bir kan transfer torbasina aktarildi ve 870 rpm'de (160 g) 18 dakika boyunca araliksiz
olarak santrifiijlendi. Uygun hiicre konsantrasyonunu elde etmek icin fazla plazma ¢ikarildi. Uriin, dondurma
islemine uygun torbalara dagitildi ve kriyoprezervasyon islemi icin kontrol gorevi gormek Gzere kiicik miktarlar
kriyoviyallere aktarildi.

Kriyoprezervasyon sollisyonu % 6 hidroksietil nisasta (HES) (Voluven, Fresenius Kabi, Sevres, Fransa) ve aferez
GrGnlne eklendikten sonra % 10’luk son DMSO konsantrasyonuna ulasmak igin % 20 DMSO ile hazirlandi.
Kriyoprotektan sollsyonun eklenmesinden sonra, torbalar ve flakonlar asagidaki sekilde hiz kontrolli bir
dondurucuya (CryoMed Dondurucu, Thermo) aktarildi: Kontrolli dondurma hizi 4°C'de basladi. Bu sicakhgi
—5,2°C'ye kadar 2°C/dakika, —90°C'ye kadar 45°C/dakika, —50°C’'ye kadar 25°C/dakika, —15°C’ye kadar
10°C/dakika ve —40°C’ye kadar 2°C/dakika seklinde sogutma izledi ve islem 10°C/dakika’lik son sogutma hiziyla
—120°C sicakhga kadar tamamlandi. Kriyoprezervasyon islemi sonrasinda torbalar buharli azotta saklandi.



Nakil glintinde torbalar 39°C'deki su banyosunda 2 ila 3 dakikada hizla ¢o6zdirildi. Cozdirildikten hemen sonra
hicre canhhgi test edildi. Yikama proseddrleri HES yikama sollisyonu ile manuel olarak gergeklestirildi. Numune
siispanse edildikten sonra santrifiij edildi ve inflizyondan 6nce normal salin icinde tekrar siispanse edildi.

HR-NBL-MA 2010

Induction On Study

Courses 1, 5. (CiVP)
Cisplatin 100 ma/m*“/4 hours IV days 1

HR NBL

)

INDUCTION

|:|
PBSC harvestwill be done after course2 or3 T T

Course 3 (IIVP) nic: Ep—
Ifosfamide 2 a/m“/day |V days 1-5
Etoposide 150 mg/m*/dose IV daily days 1-3

Course 4 (CaVP)

Etopaside 150 ma/m* IV daily days 1-3 A B
Course 5(Gi/VP, same as Course 1) CONSOLIDATION MAINTENANCE

Surgery will be done after Course 5, if —
metastatic disease by Curiescoresshs onmlBG \ /

scan andbone marrow clear.

ARMA: Consolidation (Bu/Mel)

For patients with MYCMN-amplifiedtumors stage
2,3, 4, 4s)and all stage 4 =18 monthsif
CRNVGPR/PR after induction

Busulfan 37.5ma/m* q8h x 16 doses PO or NG
ASCT infusion 48 hours after Melphalan

ARM B: Continuation Chemotherapy
For patients =<PR endinduction; stage 3 = 18 months without MYCN amplification but with

13-cis-retinoic acid 80 mg/m2 PO twice daily days 1-14
Repeat every 28 days for & cycles

Sekil 1. - Yiiksek riskli néroblastomun HR-NBL-MA 2010 protokoliine gore tedavisi.



KRiYOPREZERVASYONUN DEGERLENDIRILMESi:

Canli ¢ekirdekli hiicrelerin (NC) sayisi, hem taze hem de ¢ozdirilmis numuneler Gizerinde gergeklestirilen tripan
mavisi boya dislama testi ile degerlendirildi. Cekirdekli hiicre seviyeleri hematoloji analizori ile belirlendi, CD34+
hicre sayilari, flow sitometri ile yikamadan sonra toplanan kiglk miktarlarda belirlendi.

istatistiksel analiz

istatistiksel analiz icin Windows IBM SPSS istatistik stiriimii 20.0 kullanildi. Hasta 6zellikleri ve aferez sonuglari
ortalama + standart sapma olarak veya aralikli medyan (¢eyrekler arasi aralik) ile tanimlanir. Biz toplam CD34+
hilcrelerinin verimi ve aferez 6ncesi CD34+ hiicre sayisi arasindaki iliskiyi test etmek igcin Spearman'in
korelasyonunu kullandik. Aferez 6ncesi ve aferez sonrasi trombosit sayimlari arasindaki farklar, eslestirilmis
numuneler t-testi ile test edildi. Karsilastirilan canhlik yéntemleri arasindaki farklarin istatistiksel &nemi bagimsiz
orneklerde t-testi kullanilarak degerlendirildi. CD34+ hicre sayilarinin ortalamalari arasindaki farklarin
istatistiksel 6nemi eslestirilmis numunelerde Wilcoxon testi kullanilarak degerlendirildi. Cézdiirme sonrasi
canhlik ile saklama siresi arasindaki ve ¢6zdiirme sonrasi canlilik ile toplam g¢ekirdekli hiicre sayisi arasindaki
iliskiyi test etmek icin Spearman korelasyonunu kullandik.

SONUCLAR:

Calisma siiresi boyunca néroblastoma’li ve 25 kg'dan daha az agirliktaki 29 cocuga 36 periferik kdk hiicre aferezi
yapildi. 22 erkek (%75,9) ve 7 kadin (%24,1) hasta vardi. Ortalama yas 3 yas (1,2—6,5 yas arasinda) ve ortalama
agirhk 14 kg (9-22 kg arasinda) idi.

Her prosediirde ortalama toplam kan hacmi 1,117 + 261 ml (630 — 1,650 ml arasi) idi. 22 aferez isleminde bliyuk
hacimli I6koferez, 14 |6koferezde ise 3'ten az siklus uygulandi. Cift Iimenli santral venoz kateter kullanilarak
venoz girisim yapildi: Aferezler sirasinda kateterler 28 islemde (%77,8) jugular vene, 6 islemde (%16,7) femoral
vene ve 2 islemde (%5,5) subklavyen vene yerlestirildi. Toplanan PBSC &zelliklerinin teknik ayrintilari Tablo 1'de
gosterilmektedir.

Tablo 1.— Lokoferez ve liriin 6zelliklerinin teknik detayi
Veri Deger Arahk
islenen toplam kan hacmi (x)* 3.1+0.6 1.7-4.4
islenen kan hacmi (ml)** 3,414 (2,607.75; 4,323.25) 1,356 -5,810
ACD-A hacmi (ml)** 315 (237; 390.25) 123 -528
islem siiresi (dakika)* 290 + 61 137 — 444
CD34+ hiicreler x 10%/kg BW** 5.9 (3.05; 9.55) 0.7-19.7
ACD-A:sitrat dekstroz formilia A; BW:viicut agirhigi

* Ortalama + standart sapma

** Medyan (¢eyrekler arasi aralik)




24 vakada, istenen CD34+ hiicre sayisini (en az 3 x 10%/kg vicut agirhgi) elde etmek icin tek bir aferez yeterliydi
(%82,8). 5 vakada art arda iki glinde iki aferez yapildi. Yukarida bahsedilen 24 ¢ocuktan dgiinde, ilk islemde
yetersiz sayida CD34+ hiicresi olmasi nedeniyle iki islem gerekti, diger iki tanesinde ise hedeflenen CD34+
hiicreye (= 5 x 10%/kg viicut agirligi) ulasmak icin yeniden islem yapildi. iki hastada mobilizasyon zayifti ve yeterli
saylda CD34+ hiicre elde etmek icin ek hematopoietik progenitér mobilizasyonu gerekti.

ilk aferez giiniinden itibaren kazanilan hasta viicut agirhg dikkate alindiginda periferik kan CD34+ hiicre sayisi
ile toplam CD34+ hiicre verimi arasinda anlamli dogrusal iliskiye sahip giicli bir korelasyon bulundu [r =0,714; p
< 0,001].

lyi mobilizasyon gosteren grupta aferezin ilk giiniindeki aferez 6ncesi CD34+ hiicre sayisi ile LVL ve standart
aferez sonrasi lrlin 6zellikleri Tablo 2'de gosterilmektedir. LVL uygulanan iyi mobilizasyonlu hastalarda aferez
Oncesi CD34+ hiicre sayisi daha disiik iken, hastanin vicut agirhgi dikkate alindiginda biytk hacimli [6koferez
ve standart aferez arasinda kok hiicre Griintindeki CD34+ hiicre sayisi ve CD34 kok hiicre verimi arasinda anlamh
bir farkhhk bulunmamistir.

Her I6koferezden sonra trombositlerde anlamli bir azalma gozlendi [r=0,937; p <0,001], ancak disiik trombosit
sayisi nedeniyle kanama olmadi, hemoglobin seviyesinde anlamli bir degisiklik gézlenmedi (p > 0,05). Her
|I6koferezden sonra trombosit sayisindaki ortalama disls %40,3 (% 26,6 — 55,28 araliginda) idi.

Sitrat toksisitesine bagl herhangi bir olumsuz olay gézlenmedi. Lokoferez ile ilgili yalnizca dort vazovagal etki
kaydedildi, bir vakada ise I6koferez baslangicinda nabiz sayisi 120 bpm'nin lizerinde idi ve islemin sonunda kan
basincinda hafif ve geri donlistmli bir diists yasandi.

Tablo 2.— iyi mobilizasyon gosteren grupta aferez 6ncesi CD34+ hiicre sayisi ile LVL ve standart aferez
sonrasi liriin 6zellikleri

LVL Standart aferez p**
Toplam aferez sayisi (n) 15 11 3
Toplam kan hacmi islem zamani 3.5(3-4.3) 2.5(1.7-2.9)
Periferik CD34+ hticre sayisi/ul* 42 (22-188) 64 (24-207) > 0.05
Urtindeki CD34+ hiicreler (hiicre/pl)* | 958 (229-2,484) | 979 (773-2,173) >0.05
CD34+ hiicre x 10%/kg viicut agirhigi* | 7.07 (2-16.5) 6.36 (3.2-19.7) >0.05

LVL: buyik hacimli I6koferez;  BW:viicut agirhg
* Ortalama (aralik)
** Mann-Whitney testi

PBSC'lerin kriyoprezervasyon Oncesi ve sonrasi laboratuvar ozellikleri Tablo 3'te aciklanmistir. Toplam 60 PBSC
numunesi ortalama 72,25 x 103/ul (aralik 33,8-593; ceyrekler arasi aralik 51.15 — 88.4) hiicresel konsantrasyonda
dondurularak saklandi.

Toplam 46 numune inflze edildi. Ortalama greft saklama siiresi 56 glind( ve saklama siresi 13 ila 244 giin
arasinda degisiyordu.



Tablo 3.— Kriyoprezervasyondan 6nce ve sonra PBSC iiriiniiniin 6zellikleri

Kriyoprezervasyondan 6nce Kriyoprezervasyondan sonra
Greft ozellikleri
Deger Arahk Deger Aralk
Torba sayisi 36 60
Toplam cekirdekli hiicre (x103/pl) | 124.21 + 36.7* [168-202] 72.25 [33.8-593]
plam ¢ W B (51.15; 88.4)** '
Canlilik 94.63 + 1.35%* [91-98] (1
842.9 499.75
CD4+ hii | —2484 -2,17
+ hiicre sayist (/ul) (536.5; 1280.78)++ | [0>72484] (408.38; 70a)+* | 16572173
3.03
. 6 . * ¥ — —
CD34+ hiicreler (x10°/kg) 5.9 (3.05; 9.55) [0.69-19.7] (2.52; 5.17)** [0.5-19.7]
Torba hacimleri 96 + 27.48** [25-180] 121.6 + 16.15* [40-150]

* Ortalama + standart sapma
** Medyan (geyrekler arasi aralik)

Ortalama 4 + 0,9 x 10%/kg (aralik:2-5.8) alan 23 hastada (44 numune) DMSO, infiizyondan énce uzaklastirildi.
Toplamadan sonraki ve ¢oézdliirmeden sonraki PBSC greftlerinde hiicre canhihg degerlendirildiginde canlilik
endeksleri istatistiksel farkhliklar gosterdi (Tablo 4). Donmadan 6nce % 94 + 1,14 olan ortalama hiicre canhhg
ylzdesi ¢ozdlirmeden sonra % 70,84 + 8,6 'ya dustli (p < 0,001). Cozdirme sonrasi canlilik ve saklama sliresi (r=
—0,233; p = 0,234) veya toplam c¢ekirdekli hiicre sayisi (r = 0,344; p = 0,073) arasinda hicbir korelasyon
bulunamadi.

Dondurma 6ncesi ve ¢dzdirme sonrasi CD34+ hiicre sayisinda énemli bir fark gézlendi (Tablo 4). Ortalama son
inflizyon hacmi 97 + 20 ml idi. TUm Urinler sterilite testine gonderildi ve tiim kiltir sonuglari negatifti.

Tablo 4.— C6zdiirmeden 6nce ve sonra canlilik ve CD34+ hiicre sayisi

Degisken Kriyoprezervasondan 6nce | Kriyoprezervasondan sonra p**
CD34+ hiicre sayisi (ul)** 471 (516; 951) 461 (347.95; 637.43) <.001
Canlilik (%)* 94 +1.14 70.84 + 8.61 <.001

* Ortalama + standart sapma
** Medyan (geyrekler arasi aralik)

TARTISMA:

Pediatrik hastalarda otolog kék hiicre nakli icin I6koferez kullanimindaki artis devam etmektedir.’® 25 kg'dan
daha hafif olan kii¢lik cocuklarda bile I6koferez etkili ve glivenlidir ancak bu teknik islem 6ncesi bircok hazirlik
gerektirir.’ Bu calismada 9 ila 22 kg arasi agirliktaki 29 pediatrik hastada 36 seansta gerceklestirilen I6koferez
islemini retrospektif olarak inceledik.

Kok hiicre toplama sirasindaki ilk zorluk, islem sirasinda ¢ocuklari, 6zellikle de hastaliklariyla ilgili cesitli travmalar
yasamis olan cocuklari isbirligi icinde tutmakti.'® Pediatrik hastalara yonelik bazi duygusal riskler cocugu ve aileyi
aferez icin hazirlayarak en aza indirgenebilir.® Bizim deneyimizde tiim ¢ocuklar aferez icin énceden hazirlandi,



sedasyon yapilmadan tedavi edildi ve bir ebeveynin varliginda boyama veya TV izleme gibi bir aktivitelere
yonlendirildi.

Lokoferezde damar yolu ¢ok dnemlidir ve islem sirasinda gereken sabit kan akis hizinin siirdiiriilebilmesi igin
vendz girisim yeterlidir. Cocuklarda damar yolu icin, cogu makale yazari femoral, juguler veya bizim
hastalarimizda vyaptigimiz gibi subklavyen vene cift limenli diyaliz kateteri kullanilarak girilmesini
dnermektedir.”'” D. Orbach ve arkadaslari®® yeterli kan akis hizi elde etmek icin periferik ven kullaniminin yeterli
oldugunu bildirmistir. Bizim vakalarimizda santral vendz kateter kullanimiyla ilgili herhangi bir olumsuz olay
kaydetmedik ancak bu siirecin femoral arteriyovenéz fistiil ® ve kanama® gibi ciddi komplikasyonlara neden
olabilecegine dair bazi ¢calismalar rapor edilmistir.

Eger ekstrakorporeal hacim cocugun toplam kan hacminin % 10-15'ini aslyor ise cok sayida merkez siklikla prime
(isleme hazirlama) yapmayi tercih eder.>* Uygulamamiz, tim PBSC toplamalarindan énce, normal salin ve
antikoagtlan sitrat dekstroz ¢ozelti formili A ile prime yapmak, ardindan |6kositten yoksun uyumlu kirmizi kan
hicreleri kullanarak ikinci bir prime yapmak seklindedir ve islemin sonunda geri yikseltme yoktur. Orbach ve
arkadaslari®® cogu durumda baslangictaki hemoglobin seviyesine bagli olarak diisiik agirliktaki cocuklarda kanin
prime yapilmasindan kacinilabilecegini bildirmistir.

Cogu makale yazari pediatrik aferezde? sitratin heparinle kombine edilerek kullaniimasini &nermektedir, R.W.
Maitta ve arkadaslari®® tarafindan bildirilen seride oldugu gibi bizim serimizde de ACD-A tek basina kullanilmistir.
Sitrat'in en sik goériilen yan etkisi hipokalsemidir.2?! Aferez sirasinda sitrat toksisitesini dnlemek icin cogu makale
yazari oral veya parenteral yolla profilaktik kalsiyum verilmesini énermektedir®!’ ve pediatrik kalsiyum dozu,
maksimum 5ml/dak. hizda 5 ila 10 dakika icinde Iv yolla 100-200 mg/kg'dir.?*

Kok hiicre toplama etkinligini artirmak icin degistirilebilir parametrelerden biri de islenen kanin hacmidir. ideal
toplama amacina ulasmak icin bircok ekip, hastalarin 3—-6 TBV'nin islenmesinde LVL kullanimini tavsiye
etmistir.’?2 LVL, pediatrik zayif mobilizérlerde bile, toplanan CD34+ hiicrelerin sayisini arttirmada daha etkili
olmustur.’® Bizim serimizde 22 aferez isleminde LVL uygulandi ve 14 I6koferezde 3’ten az siklus gerceklestirildi.
Sonuclarimiz hem standart aferez prosediriiniin hem de LVL'nin uygulanabilir oldugunu ve istenilen sayida
CD34+ hiicre (en az 3 x 10%/Kg BW) elde etmek igin vakalarin % 82,8'inde tek bir aferezin yeterli oldugunu
gostermektedir. CD34+ toplama etkinligini olumlu yonde etkileyen bir diger faktor de periferik dolasim kaninda,
toplama giiniinden bir giin dnceki veya toplama giiniindeki CD34+ hiicre konsantrasyonudur.?® Bizim serimizde,
hastalarin % 86'si iyi mobilizérdii ve hastanin viicut agirligr dikkate alinarak yapilan kan CD34+ hiicre sayimi ile
toplam CD34+ verimi arasinda giigli bir korelasyon mevcuttu. Literatlire uygun olarak, aferez dncesi CD34+

hiicre sayimi PBSC toplama islemini baslatmak icin hala en iyi gdstergedir.2*®

Diger makale yazarlar gibi’®?® biz de her |6koferezden sonra trombosit sayisinda azalma gézlemledik, ancak
vakalarimizda trombositopeni ile ilgili hicbir komplikasyon rapor edilmedi. Protokoliimtiize gére hastanin kanama
riskini 6nlemek amaciyla trombosit sayisi 90 x 10°/L’nin Gizerinde ¢ikinca aferez baslattik.

Yiksek riskli néroblastom tedavi semasi PBSC greftinin kullanima kadar saklanmasi gerektigini isaret eder.
Kriyoprezervasyon i¢in, diinya ¢apinda farkl nakil merkezlerinde farkli protokoller kullanilir. Bu siireg kritiktir ve
birka¢ noktanin dikkate alinmasini gerektirir.

Hicrelerin toplanmasindan sonra dondurma—oncesi saklama, kriyoprezervasyon sonucunu etkileyebilir.
Guttridge ve arkadaslari, kriyoprezervasyon slrecindeki gecikmelerin gobek kordonu kanindaki (UCB)



kriyoprezervasyon sonrasi CD34+ hiicre canhhigini dnemli él¢iide etkiledigini bildirdi.® Optimum hiicre canhligini
saglamak icin kriyoprezervasyonun 48 saat veya daha az zaman icinde yapilmasi tavsiye edilmektedir.?®

Bu alandaki arastirmalarin ¢cogu, strecteki kritik noktalari belirlemeye odaklanmaktadir.

Hacmin azaltilmasi, hematopoietik kok hiicrelerin (HSC) kriyoprezervasyonundan 6nceki ilk adimdir. Bu islem
canh hicrelerin yiksek oranda geri kazanilmasini saglamalidir. Hacmin azaltilmasindan sonra toplam gekirdekli
hiicre kazanimi > %75 olmalidir.3

Dondurma sirasindaki yiiksek hiicre konsantrasyonunun, hiicre kaybinin olasi bir nedeni oldugu tespit edilmistir.
Literatlir incelemesine dayanarak, dondurularak saklanan nakil greftindeki maksimum NC konsantrasyonunun 4
x 108/ml'yi asmamasina dikkat ediyoruz.?’

Nihai konsantrasyonda % 10’luk DMSO, insan alblmini veya SF gibi diger katki maddeleri de dahil olmak Uzere,
bir dondurma ¢ozeltisinde en ¢ok kullanilan bilesendir. DMSO'nun kriyoprotektan etkisi dondurma ve ¢ézdiirme
islemleri sirasindaki hiicre hasarini énlemektir.’®> Olumsuz hasta reaksiyonlarini en aza indirmek icin, DMSO
deplesyonu amaciyla 6n yikama, merkezimizde rutin olarak gerceklestirilmektedir.

Onemli derecede hiicre canliligi kaybina neden olabilecek diger bir faktér ¢ézdiirmedir. Bizim verilerimize gére
dondurularak saklanan hicreleri ¢ozdirmek, CD34+ hiicre sayilarinda ve canliliklarinda 6nemli bir azalmaya
neden oldu. CD34+ hiicrelerdeki ve hiicre canliligindaki bu azalma daha énce rapor edilmis oranlarla benzerdi.?®

Diger bircok calismada oldugu gibi®®% bizim serimizde de ¢dzdiirme sonrasi canlilik ile saklama siiresi arasinda
bir korelasyon bulunmadi.

Bu calisma analiz edilen 6rneklem buytkligi ile sinirli olup, nakil sonrasi hematopoietik iyilesme dénemine
iliskin veriler mevcut degildir. Ancak merkezimizdeki deneyimleri paylasmak istiyoruz.

SONUC:

Yetiskinlerdeki islemle teknik benzerliklerine ragmen kiigiik cocuklardaki I6koferez, hala pediatrik hasta yonetimi
konusunda ¢ok az deneyime sahip olan diinyamizda bazi operatérleri endiselendiriyor. Mevcut metin diger
aferez ekiplerine karsilastirmali bir ¢alisma olarak hizmet edebilir ve onlari ¢ocuklarda I6koferez baslatmaya
tesvik edebilir.

Sonug olarak I6koferezin kiiglik cocuklarda sedasyon yapilmadan, LVL bile uygulansa uygun énlemler alindiginda
glvenli ve iyi tolere edilebilir oldugu sonucuna varabiliriz. En dnemli faktorler kdk hiicre toplanmasindan bir gilin
onceki veya toplama glintindeki periferik kan CD34+ hiicre konsantrasyonu, cocugun elektrolit ve duygusal stres
durumlarinin yeterli bir sekilde hazirlanmasi, iyi bir venoz girisim ve tek kullanimlik malzemenin ekstrakorporeal
hacminin yonetimidir. Kriyoprezervasyon sireci kritiktir. Bu makalede, kok hiicre greftinin kalitesini
etkileyebilecek cesitli degiskenleri inceledik.

CIKAR CATISMALARI:
Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢catismasi bildirmemektedir.
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