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1.GIRIS VE AMAC

Otolog ve allojeneik periferik kék hiicre transplantasyonu su anda tim
diinyada yaygin olarak uygulanmaktadir. Bagarili bir k6k hiicre transplantasyonu
icin hiicre toplama yontemleri kadar hiicre dondurma ve saklama y6ntemleri de
Onemlidir. Yeterli hiicre toplandiktan sonra, eger hiicreler uygun yontemlerle
dondurulmaz ve saklanmazsa hiicre kaybi ¢ok olacagindan transplantasyon
basarisiz olacaktir. Bu nedenle mobilizasyondan, aliciya transflizyona kadar her
evre ¢ok  Onemlidir. Periferik kan kok hiicreleri, genellikle programh
dondurucularla kontrollii (Hiz-kontrollii programli dondurma) olarak
dondurulmakta ve sivi azot iginde saklanmaktadirlar. Fakat bu teknigin iki
dezavantaji vardir: 1- programli dondurma kompleks ve pahali ekipman
gerektirir, 2- daha ¢ok zaman ve is giicli gerektirir. Ayrica kontamine azot
tanklarindan Hepatit B transmisyonu bildirilmistir (1). Bu yéntemden ¢ok daha
basit bir yontemle hiicrelerin dondurulup saklanabildigini gésteren ¢aligsmalar

vardir(2-5). Mekanik dondurma(MD) bu metod i¢in -80 C’lik bir elektrik

dondurucudu gereklidir. MD metodunda daha az dimetilstilfoksit (DMSO)
kullanildifindan, ¢oziilme iglemi sirasinda kok hiicrelerin canliligt daha iyi
korunabilir ve reinflizyon sirasinda alicida DMSQO’ya bagl yan etkiler azaldig:
disiiniilmektedir. Biz bu ¢aligmada programli dondurma ve mekanik dondurma
yontemlerini hiicre canliligi, CD34 kaybi ve koloni olusturma yetenekleri

acisindan karsilagtirmay1 planladik.



2.GENEL BILGILER

Kriyopreservasyonun amaglari, canli hiicreleri miimkiin oldugu kadar
yiiksek canlilik orani1 ve fonksiyonel kapasite ile tekrar resiisite edebilmek ve
hastaya verirken de zarara yol agmamaktir. Hiicrelerin toplanmasi ve
reinflizyonu arasinda 72 saatten fazla zaman gegecekse, hiicrelerin
viabilitelerinin ve engrafman potansiyellerinin korunacak sekilde dondurularak
saklanmasi gerekir (6). Hiicrelerin dondurularak saklanmasi genellikle otolog

transplantasyonlarda gerekmekle beraber, bazen allojeneik transplantasyonlarda

da gerekebilir. Hiicrelerin 0 ile 4 C’ye kadar sogutulmasi kisa dénem saklanma

(12-36 saat) i¢in yeterlidir (7-10). Fakat su anda uygulanan tedavi metodlarina
gore otolog transplantasyonlarda genellikle, allojeneik transplantlarda da bazen,
kok hiicrelerin orta veya uzun vadeli saklanmasi gereklidir. Hiicrelerin hasarini
Oonleyen veya minimuma indiren optimal kriyopreservasyon ve saklama
metodlar1 heniiz tanimlanamamistir. Sogutma sirasinda olusan buz kristalleri
hiicre hasarinin temel nedenidir. Hizli sogutma sirasinda olusan hiicre i¢i veya
yavag sogutma sirasinda olusan hiicredist buz kristalleri, hiicre zarinin
pargalanmasina ve hiicre dehidrasyonuna yol agarlar. Kriyoprotektanlarin
kullanilmasi, buz kristallerinin olusumunu azaltarak 1s1 soku denen olay: Onler.
Herkes tarafindan kabul edilen standart koruyucu karigim bulunmamakia
birlikte, DMSO ko&k hiicrelerin dondurulmasi sirasinda kullanilan vazgegilmez
kriyoprotektandir. Hizla degisen ¢evresel kogullarda hiicre membranim

gecebilme kabiliyeti ile, bu ajan hiicre zarmi stabilize eder. Boylelikle DMSO,



donma esnasinda intraselliiler buz kristalleri ve gegcis faz1 sirasinda agiga ¢ikan
151 ile hiicrenin zarara ugramasini engeller. Fakat bu 6zelliklerinin yaninda,
proteinlerin hidrofobik rezidiilerine baglanarak proteinlerin denatiirasyonuna ve
destiiriiksiyonuna yol agabilir(11). Ayrica alicilarda DMSQO’ya bagli serum
hiperosmolaritesi (12) ve ciddi kardiak aritmiler de (13) rapor edilmistir.
DMSO’nun insanlar igin akut toksik dozu bilinmemektedir. Iki hastada
kriyopreserve periferik kok hiicre inflizyonundan sonra reversibl ensefalopati
bildirilmigtir (14). Her iki vakada da iirlin %10 DMSO icermekteydi ve bir
hastaya toplam 2254ml, digerine 1198ml {irlin verilmisti. Bu hacimlerin DMSO
karsiliklar1 sirasiyla 249.7g ve 132.7g DMSO yapmaktadir. Raporda hasta
kilolar1 belirtilmemekle beraber bu miktar DMSO, yaklasik olarak 2g/kg’a
karsilik gelmektedir. Bu nedenle iiriin i¢inde infiize edilen DMSO miktar1
1g/kg’t ge¢memelidir. Eger bu oran gecilecekse, kalan iirlin ertesi giin
verilmelidir. Bir diger yontem ise iiriin ¢oziildiikten sonra yikayarak DMSO’dan
arindirmaktir (15), fakat bu yOntem ile hematopoetik kék hiicre kayb1 ¢ok fazla
oldugundan tavsiye edilmemektedir. Bu nedenle hiicre siispansiyonuna katilan
DMSO, dondurulan hiicrenin 1s1 degisimine bagli zarara ugramasin
engelleyecek kadar ¢ok, ¢6ziilme sirasinda hiicreye ve reinflizyon sirasinda
hastaya zarar vermeyecek kadar az olmalidir. Kemik iligi progenitor
hiicrelerinin 2 saatin sonunda DMSO’nun zararlarina direngli oldugunu gosteren
calismalar (16,17) bulunmasina ragmen, DMSO oda isisinda hiicreye toksik

oldugu genel olarak kabul edildiginden, DMSO’nun hiicre siispansiyonuna



eklenmesi +4 C’ta, yavag ve sabit hizla yapilmalidir. DMSO’ya ek olarak

hydroxyethyl starch (HES) eklenmesinin ¢6ziilme sirasinda clumpingi 6nledigi
ve ¢Ozilme esnasindaki hiicre disi hipoosmolariteyi engelledigi iddia
edilmektedir (5,18). Programli dondurmada degisik oranlarda DMSO
kullanilmakla beraber genellikle kabul edilen DMSO orant %10’dur, mekanik
dondurmada da %5-8 oraninda DMSO kullamilmigtir. DMSO’in
konsantrasyonunun azaltilmasi yukarda da bahsettigimiz gibi ¢6ziilme sirasinda
hiicre hasarinin azalmasi anlamina gelebilir, fakat bu iki ydntemi bu agidan
karsilastiran bir ¢aligma literatiirde yoktur.

2.1.Dondurma teknigi

Geleneksel olarak, dondurma islemi, sivi azotun bir bélmeye kontrollii
olarak pompalandig1 ve dolayist ile hiicre siispansiyonunun isisinin sabit bir

hizla distiriildiigii (genellikle 2 C/dk) bir aletle yapilir. Gegis faz1 esnasinda

soliisyon tarafindan ¢evreye 1s1 verildiginden hiicreler zarar gorebilir. Bunu
engellemek i¢in bu fazda daha fazla sivi azot pompalamak gereklidir.
Mikroislemci ile kontrol edilen dondurma makineleri oldugu gibi, soliisyoniin
is1sin1 dikkatlice gozleyerek azot akiginin manuel olarak saglandigi makineler de
vardir. Sogutmanin geg fazlari daha ¢abuk, dakikada 5 C geklinde olur ve -120

C’a dislince torbalar azot tankina konur. Hematopoetik kok hiicreler sivi azot

tankina konuldugu gibi, buhar fazinda da muhafaza edilebilir. Kpek modelinde

yapilan bir ¢aligmaya goére azotun buhar fazinda saklanan hematopoetik kok



hiicreler, 6 aya kadar transplantasyon potansiyellerini korumuslardir, fakat 1-2
yil gectikten sonra, hiicre canliliklarinda ve engrafman kapasitelerinde azalma
gbzlenmistir. Aragtiricilar bu durumu, azot tankinin kapaginin sik sik agilmast
sonucu olusan ani sicaklik degisimlerine baglamislardir (19).

Ik olarak 1991 yilinda Makino ve arkadaslar hiicre dondurma isinin daha

ucuz, basit ve zahmetsiz bir yolunu tarif ettiler (5). Bu yontem hiicre

soliisyonlarmin  direkt olarak -80 C’lik donduruculara konulmastydi. Daha

sonra bagka arastiricilarda bu yontemi denediler ve gercekten hiicre viabilitesi,
CFU-GM oranlar1 ve engrafman ozelliklerinin programli dondurma ile benzer
sonuglarinin oldugu goriildii. Katayama Y ve ark %6 HES ve %5 DMSO ve

programli dondurucu olmadan -80 C’de sakladiklar1 k6k hiicrelerde ¢oziilmeden

30 ve 60 dakika sonra bakilan hiicre canlilifinin anlamli derecede azaldigini,
fakat BFU-E ve CFU-GM olusturma kapasitelerinin = degismedigini
gostermislerdir (20). Stiff ve arkadaglari da benzer metodlarla yaptiklar
kriyopreservasyon ile hiicre canliliginin korundugunu ve engrafmanin

saglandigin1 gbzlemislerdir (10).

T.C. YOKSEKDERETIM KURULY
DOKURIANTASYON MERKEZI



3.MATERYAL VE METOD

3.1.Periferal mononiikleer hiicrelerin toplanmasi

PMNH’ler Cobe spectra, aferez cihazi kullanilarak saglikli donérlerden ve
hastalardan, hiz kontrollii programli dondurma metodu ile dondurulanlar Ekim-
1995 ile Temmuz-1996, mekanik dondurma metodu ile dondurulanlar Eyliil-
1996 ile Mayis-1999 tarihleri tarihleri arasinda toplam 25 kisiden topland:.

Hastalarin ve saglikli donérlerin demografik &zellikleri tablo 1’de gosterilmigtir.

Mobilizasyon rejimi olarak 10 g/kg G-CSF kullanildi. G-CSF’in 4’ilincii ve

5’inci glinlerinde aferez iglemi yapildi.

3.2.Hiicrelerin dondurulmaya hazirlanmasi ve dondurulmasi

Hiicrelerin optimum konsantrasyona getirilebilmesi ig¢in degisik
miktarlarda otolog plasma kullanildi. Mekanik olarak dondurulacak tirtinlere %3
oraninda hydroxyethyl starch (HES) ve %?7,5 oraninda dimethylsulfoksit
(DMSO) eklenirken programlt olarak dondurulacak tiriinlere %10 oraninda
DMSO eklendi. Alt1 kiginin hiicreleri programli yontemle, 19 kisinin hiicreleri
mekanik yontemle donduruldu, fakat her iki islemin sonunda da hiicreler sivi
azot tankina kaldirildi. Mekanik dondurma iglemi i¢in hiicre soliisyonlar1 100’er
mililitrelik torbalara kondu ve sogukla direk temas1 6nlemek i¢in torbalarin tiim

ylizeylerine 10 santimetre kalinliginda gazli bez sanildi. Torbalar direkt olarak -



80 C’lik dondurucuya kondu ve 24 saat sonra buradan alinarak sivi azot tankina

yerlestirildiler.

Tablo 1: Periferik kok hiicreleri toplanarak, HKPD* veya MD** metoduyla dondurularak
saklanan hasta ve saglikli donérlerin demografik 6zellikleri

Hasta | Ad1 Cinsiyet | Yag | Kok hiicre | Saklama | Hastalik Toplanan Toplanan Saklama
No Soyadi tiirl metodu MNC/kg CD34(+) hiicre/kg | stiresi
(ay)
01 AC E 28 | Allogeneik | HKPD 4.28x10° 3.42x10° 60
02 [EO K 23 | Otolog HKPD |HL 3.80x10° 3.80x10° 57
03 |FE E 35 | Otolog HKPD |AML 2.08x10° 1.90x10° 55
04 |GD E 23 | Otolog HKPD |AML 8.74x10° 1.04x10’ 52
05 |GO E 35 | Otolog HKPD | NHL 1.38x10° 0.82x10° 49
06 [GS K 35 | Otolog HKPD |[KML 1.70x10° 2.04x10° 47
07 [SK K 48 [ Allogeneik |MD 2.90x10° 2.61x10° 44
08 [AD E 28 | Allogeneik |MD 2.09x10° 8.36x10° 42
09 |FK E 56 | Otolog MD Amiloidoz | 3.50x10° 5.60x10° 40
10 [AD E 36 | Allogeneik |MD 8.77x10° 2.05x10’ 40
11 |CH E 57 | Otolog MD AML 5.61x10° 8.48x10° 39
12 [KK E 36 |Otolog MD AML 5.08x10° 4.06x10° 39
13 NM E 35 | Allogeneik |MD 8.30x10° 7.50x10° 37
14 [DY E 24 [ Allogeneik |MD 8.00x10° 1.02x10° 36
15 |00 E 25 | Allogeneik |MD 7.80x10° 1.3x107 35
16 |AB E 26__ | Allogeneik |MD 5.7x10° 2.2x10° 34
17 |[FO E 36 | Otolog MD KML 3.6x10° 1.44x10° 33
18 [SB E 32 | Allogeneik [MD 8.5x10° 5.86x10° 31
19 |CY E 37 | Otolog MD HL 8.85x10° 9.35x10° 28
20 [HA K 28 | Allogeneik |MD 6.86x10° 6.46x10” 27
21 SO E 58 | Otolog MD Akciger Ca [9.9x10° 2.51x107 23
22 RK E 24 | Otolog MD NHL 2.7x10° 1.0x10° 21
23 AK E 27 | Allogeneik |MD 1.76x10° 1.9x107 16
24 |10 E 24 | Allogeneik |MD 6.0x10° 2.5x10° 15
25 |Gz K 19 [Otolog MD NHL 1.3x10° 1.1x107 14

*HKPD:Hiz kontrollii programl1 dondurma

**MD :Mekanik dondurma

3.3.Canliligin degerlendirilmesi

Azot tankindan c¢ikarilan dondurulmus kok hiicre igeren torbalar 37°C

suda eritilerek, 1ml hiicre siispansiyonu bir tiipe aktarildi. Torbadaki hiicre

slispansiyonu oda sicakliginda bekletildi. Tiipe aktarilan 1 ml’lik siispansiyon

RPMI ile sulandirilip 1500 g'de 5 dakika santrifiij edildi ve {istte kalan kisim




dokiilerek, hiicrelerin bulundugu ortamdan DMSO ve plazma proteinlerinin
uzaklastirilmasi saglandi ve tekrar RPMI ile sulandirildi. Canlilik, akridin oranj
ve etidin bromiir boyalar1 kullanilarak bakildi. Yesil renk yansima veren
mononiikleer hiicreler canli olarak kabul edilerek, bunlarin toplam mononiikleer
hiicrelere orani hesaplandi ve bdylece canli hiicrelerin ytizdesi bulundu.

Oda sicaklifinda bekletilen torbadan 1. ve 24. saatin sonunda yukardaki islemler

yapilarak tekrar canlilik bakildi.

3.4.CD34(+) Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Azot tankindan ¢ikarilan dondurulmus kok hiicre igeren torbalar 37 C
suda eritilerek, 1ml hiicre silispansiyonu bir tiipe aktarildi. Torbadaki hiicre
slispansiyonu oda sicakliginda bekletildi. Tiipe aktarilan 1 ml’lik slispansiyon
PBS ile sulandirilip 1500 g'de 5 dakika santrifiij edildi ve istte kalan kisim
dokiilerek, hiicrelerin bulundugu ortamdan DMSO ve plazma proteinlerinin
uzaklastirilmas: saglandi ve tekrar PBS ile sulandirilan hiicreler +4 C’de 30
dakika siire ile, karanlikta anti-CD34 monoklonal antikorla inkiibe edildi.
[nkiibasyondan sonra hiicrelerin iizerine PBS eklenerek 5 dk siire ile 500g’de
santriflij edildi.

Anti CD34-FITC (HPCA-2, Kat No: BD, 348053): Fareden elde edilmis
1gG1 yapisinda, kimopapain direngli bir epitopa baglanan, tip III monoklonal

antikor. Boyama i¢in 10 1 hacminde kullanildi. 10 1 antikor hiicrelerin {izerine
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konduktan sonra 20 dakika sogukta inkiibe edildi ve %1’lik formaldehit ile fikse

edildikten sonra BD-FACSort (Becton-Dickinson, Mountain View, CA) ile

degerlendirildi. Bu yontemle CD34 degerlendirilmesi hiicreler dondurulmadan

Once ve sonra olmak tizere 2 kez bakildi.

3.5.Mix-CFU analizi

Bu deney i¢in kullanilan malzemeler ve hazirlaniglarn asagida tarif

edilmigtir (20-22):

1-

1.5 gr daha 6nce otoklavda magnetik karigtiricinin gubugu ile
birlikte steril hale getirilmis metilselluloz, kaynama noktasina
getirilmis 50 cc steril double distile su ile magnetik karigtiricili
hot plate tizerinde laminar akim odasi i¢inde karistirildi.

Bu karisim 30 dakika daha magnetik karistirici esliginde hot
plate lizerinde tagmasina mani olacak isilarda (kaynama noktasi
sinirlarinda) 1sitilmaya devam edildi.

L-Glutamin ve HEPES iceren 2XIMDM, 50cc double distile
steril su iginde ¢6ziiliip %7.5 NaHCO; ile pH=7.3 olacak sekilde

ayarlandiktan sonra filtre edilerek 37 C’ye getirilmis olan 50cc

metilselliilozlu siispansiyon ile karistirildi. Bu karisim 2 saat oda
sicakliginda magnetik karistiricr ile karigtirilmaya devam

edildikten sonra, 24 saat daha bu sefer +4 C’de karistirilmaya

devam edildi.
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Ertesi giin bu mediadan bir miktar 6rnek kontaminasyon
kontrolii igin 7 giin siire ile kiiltiir ortamma alinirken, geri kalan
%1.5’lik Metilseliiloz igeren Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium (IMDM, Sigma, Kat No: I 7633) asagidaki katkilarla
zenginlestirildi:

%30 FCS

%1 BSA (Sigma, Kat No: A 8412)

100U/ml Eritropoietin (Eprex, Cilag)

10ng/ml IL-3 (Sigma, Kat No: I 1646)

10ng/ml GM-CSF (Leucomax, Schering)

2x107° Mol 2- Merkaptoetanol (Sigma, Kat No:M 6250)

Ustte hazirlanan %1.5°lik Metilseliiloz igeren, zenginlestirilmis

IMDM (Mixt-CFU mediast) lcc’lik aliguotlar halinde ¢aligma

gliniine kadar -80 C’de sakland:.

Calisma giinii, 100 1 1x10° hiicre ve 1cc Mixt-CFU medias: bir

enjektér vasitasi ile 24 go6zli bir plagin bir kuyucugunda
kabarcik olusturulmadan karistirildi. Caligmaya alinan plaklar

bagil nemi %90’mn {izerinde olan, %5 CO, igeren 37 C’lik bir

ortamda 14 giin siire ile inkiibe edildiler.
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7- Inkiibasyonun 10. ve 14. giinleri inverted mikroskop altinda 5
hiicreden olugan gruplar bir koloni sayilarak, plak basina diisen

koloni miktar hesapland1 (21-24) ve fotograflandi.

Oda sicakliginda bekletilen torbadan 1. saatin sonunda, yukardaki islemler

yapilarak tekrar hiicre ekimleri yapildi.

4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Hiz kontrollii programli dondurma ve mekanik dondurma gruplari kendi
aralarinda paired non-parametric Wilcoxon’s Signed-Rank testi kullanilarak
karsilastirildi. Hiz kontrollii programli dondurma ve mekanik dondurma
gruplarimi birbirleri ile karsilastirmak igin ise Mann-Whitney U testi kullanilda.
Istatistiksel analizler INSTAT ve SPSS programlan ile yapildi ve p<0.05
anlamli olarak kabul edildi. Degerler ortalamatstandart sapma seklinde rapor

edildi.
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S5.SONUCLAR

5.1.Hiicre Canlihik Sonuclar

Hiz kontrollii programli dondurma ve mekanik dondurma metodlar: ile
dondurulup saklanan periferik kan kok hiicrelerinin ¢6ziildiikten hemen ve 1 saat
sonra bakilan canlilik oranlar tablo 2 ve sekil 1°de gosterilmistir. Bu sonuglara
gore hiz kontrollii programli dondurma metodu ile dondurulan hiicrelerde, 0. ve
1. saatlerde canlilik oranlari sirasi ile %69.5£9.3 ve  %59.5£8.0 bulundu.
Sifirmc1 ve 1. saatler arasindaki fark istatistiksel olarak Gnemli bulunmadi.
Mekanik dondurma metodu ile dondurulan hiicrelerin, ¢oziildiikten sonra 0. ve
1. saatlerde degerlendirilen canlilik oranlari, sirasiyla %47.3£22.8 ve
%27.7+£18.7 olarak bulundu. Bulunan iki deger arasindaki fark, istatistiksel
olarak anlaml bulundu (p=0.0003).

Hiz kontrolli programli dondurma ve mekanik dondurma metodlar ile
dondurulan hiicrelerin ¢6ziildiikten hemen sonra bakilan canliliklart

karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(%69.5 9.3, %47.3£22.8, p=0.0361). Ayni metodlarla dondurulan hiicrelerin

cOziildikten 1 saat sonra bakilan canlilik degerleri ise ilkinde %59.5+8.0



CANLILIK ORANI (%
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bulunurken, ikincisinde %27.7+18.7 bulunmustur ki aradaki fark yine belirgin

olarak anlamli bulunmustur (p=0.001).

Tablo 2: HKPD* ve MD** Metotlar: ile Hiicre Canlilik Yiizdeleri

Canlilik (%)
0. saat 1. saat
HKPD (n=6) 69.5+9.3 59.5+8.0 p=0.0625
MD (n=19) 47.3+22.8 27.7+£18.7 p=0.0003
p=0.0361 p=0.001
* HKPD : Hiz Kontrollii Programli Dondurma

** MD: Mekanik Dondurma

Hiz kontrollii programli ve mekanik dondurma metodlar1 kullamlarak
dondurulup saklanan hiicreler, g¢oziildiikten sonra 24 saat oda sicakliginda

bekletildiklerinde, hiicre canliliklar: tiim 6rneklerde %0 bulundu.

@ HKFD (n=6)
EMD (n=19)

20

80

70 4

60 -

50 4

40

0. Saat 1. Saat

Sekil 1: HKPD ve MD Metodlar: ile dondurulan hiicrelerin ¢éziilme sonras 0. ve 1. saatlerdeki

canlilik orant e o
1.C. YOKSEKOBRETIM KURULD
NRKGMANTASYON MERKEZI



5.2.Koloni Sayim Sonuglari

Hiz kontrollii programli ve mekanik dondurma metodlari ile dondurularak
saklanmig kok hiicrelerin ¢oziildiikten hemen ve 1 saat sonra ekildiklerinde 14.
Giinde 1X10° hiicre basina elde edilen CFU-mix sayilari tablo 3 ve sekil 2’de
gosterilmistir (Resim 1). Buna gore hiz kontrollii programli dondurma metodu
ile dondurularak saklanmis kék hiicrelerin, ¢oziildiikten hemen ve 1 saat sonra
ekildiklerinde elde edilen CFU-mix sayisi sirastyla 163.7+21.1 ve 156.3£17.7
olarak bulundu. Aradaki fark anlamli bulunmadi (p=0.1563). Mekanik
dondurma metoduyla dondurularak saklanmus hiicreler ¢oziildiikten hemen ve 1
saat sonra ekildiklerinde elde edilen CFU-mix sayisi sirast ile 97.0£35.0 ve
90.2+30.8 olarak bulunmustur; aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0.0002).

Iki metodu birbiri ile karsilastirdigimizda 0. saatlerdeki sayimlar arasinda
anlamli fark bulunmustur (163.7421.1 ve 97.0+35.0, p=0.001). Birinci saatlerde
bakilan 6l¢timlerde ise hiz kontrollii programli dondurma ve mekanik dondurma
metodlarinda koloni sayimlari, sirasi ile 156.3+17.7 ve 90.2430.8 olarak

bulundu. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamliyd (p=0.0001).




CFU-MIX SAYISI

Tablo 3: : HKPD* ve MD** Metodlan ile 1x10° Hiicre Bagina

Olusturduklart CFU-Mix*** Sayimlar

CFU-mix
0. saat 1. saat
HKPD (n=6) [163.7+21.1 156.3+17.7 p=0.1563
MD (n=19) 97.0+35.0 90.2+30.8 p=0.0002
p=0.001 p=0.0001

* HKPD: Hiz Kontrollii Programli Dondurma ** MD: Mekanik Dondurma , *** CFU-mix:

Colony Forming Unit — Pluripotent

HKPD (n=6)
EMD (n=19)

0. Saat

1. Saat

Sekil 2: HKPD ve MD Metodlar: ile dondurulan hiicrelerin ¢oziilme sonrast ekilen 100.000

hiicre bagina diigen CFU-Mix sayisi.




5.3.CD34(+) Hiicre Sonugclar

Periferik hematopoetik kok hiicreler dondurulmadan énce ve hiz kontrollii
programli dondurma ve mekanik dondurma metodlari ile dondurulduktan sonra
belirlenen CD34(+) hiicre sayilarl, tablo 4 ve  sekil 3’te gsterilmistir. Buna
gbre hiz kontrollii programli dondurma grubunda, dondurulmadan énce ve
coziildiikten sonra olmak iizere sayilar 626.7£572.9 ve 596.7+546.6 olarak
bulunmustur. Aradaki fark anlamli degildir (p=0.0938). Mekanik dondurma
grubunda ise sézkonusu sayilar 564.6+618.4 ve 536.2+603.5 olarak bulunmus

ve istatistiksel olarak aradaki fark anlamlidir (p=0.0013).

Tablo 4: : HKPD* ve MD** Metodlari ile Dondurma Oncesi ve Sonrasi
CD34(+) Hiicre Sayilari

CD34(+) Hiicre Sayisi/uL

Dondurma Oncesi | Céziilme Sonrast
HKPD (n=6) |626.7+572.9 596.7£546.6 p=0.0938
MD (n=19) 564.6+618.4 536.2+603.5 P=0.0013
* HKPD : Hiz Kontrollii Programli Dondurma

*¥* MD: Mekanik Dondurma




CD34 (+) HUCRE SAYIS
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mHKPD (7=6)
EMD (=19)
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Sekil 3: HKPD ve MD Metodlar: ile dondurulan hiicrelerin ¢oziilme sonrast

mikrolitredeki CD34 (+) hiicre sayilart

Resim 1: 14. giinde kolonilerin gériinimleri




6.TARTISMA

Otolog periferik kok hiicre ve kemik iligi transplantasyonlarinda ve bazen
de allojeneik periferik kok hiicre veya kemik iligi nakillerinde kok hiicrelerin
dondurularak saklanmasi gereklidir. Kriyopreservasyonun amaglari, canli
hiicreleri miimkiin oldugu kadar yiiksek canlilik orani ve fonksiyonel kapasite
ile tekrar restisite edebilmek ve hastaya verirken de zarara yol agmamaktir.
Bunun i¢in degisik metodlar ve degisik kriyopreservanlar denenmistir. Fakat
simdiye kadar ideal bir ajan ve metod bulunamamustir. Su anda biitiin diinyada
kabul edilen standart krioprotektan DMSO olup, en iyi metod da hiz kontrollii
programli dondurma metodudur. Ilk olarak 1991 yilinda Makino ve arkadaslar:
hiicre dondurma isinin daha ucuz, basit ve zahmetsiz bir yolunu tarif ettiler. Bu
metod hiicre soltisyonlarimin  direkt olarak -80 C’lik, elektrikle galisan
donduruculara konulmasiydi. Daha sonra baska arastiricilarda bu metodu
denediler ve bazilari birbiri ile geligen raporlar olsada gergekten hiicre canlilig1,
CFU-GM oranlar ve engrafman 6zelliklerinin programli dondurma ile benzer
sonuglarmin oldugunu gosterdiler.  Fakat higbir ¢alismada bu iki metod
karsilagtirilmamistir. Sadece mekanik dondurma metodu ile de hiicre canliligs,
koloni olusturma kapasitesinin korundugu ve hastalarda engrafmanin saglandig
iddia edilmektedir. Biz bu ¢alismamizda hiz kontrollii programli ve mekanik
dondurma metodlarint hiicre canliligmin korunmasi, CFU-mix olusturma
kapasitesi ve CD34(+) hiicre kayiplari agisindan karsilagtirdik ve ilging

sonuglarla kargilastik.
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Carpict sonuglardan biri hiicre canlilifmin Hiz kontrollii programl
dondurma metodu ile daha iyi korunmasi idi. Hiz kontrollii programli dondurma
metodu ile dondurulan hiicrelerin ¢oziildiikten hemen sonra bakilan canlilik

orant %69.5 9.3 iken, mekanik dondurma metodu ile dondurulup saklanmis
hiicrelerde bu oran %47.3 22.8 olarak bulundu (p=0.0361). Literatiire gore

DMSO hiicreye toksik oldugundan DMSO miktarmin azaltilmas: oda 1sisida
hiicrelerin daha az zarar gérmesi anlamma geliyordu, fakat bizim caligmamizda
hiz kontrollii programli dondurma metodu ile dondurulan hiicreler ¢ozildiikten
bir saat sonra bakilan canliliklari ile 0. saat canlilig arasinda istatistiksel fark
gdzlenmedi. Buna karsin mekanik dondurma metodunda daha az DMSO
kullanilmasina ragmen 1. saat canliligs ile 0. saat canlilig1 arasinda istatistiksel

anlam ifade eden fark ortaya gikti (0. saat canlilik:%47.3 22.8, 1. saat canlilik
%27.7 18.7, p=0.0003). Literatiire bakacak olursak; Galmes A ve ark %5

DMSO kullanarak mekanik dondurma metodunu uygulamislar ve ilk 6 ayda
hiicre canlihg: %80 iken 31. Ayda bu oranin %31’e dusttigtint gdstermislerdir.
Fakat Makino S ve ark’min 1991°de yaptiklar1 ¢alismada 18. ayda dahi,
hiicrelerin trypan blue viabilitesi %70’in iistinde olarak rapor edilmistir. Tkinci
aragtirmacilar ilkinden farkli olarak %6 oraninda HES kullanmislardir. Bizim
metodumuz Makino S ve arkadaslarinin metoduna daha fazla benzemekle
beraber, aslinda her iki metodtan da farklidir. Ciinkii biz uzun siireli muhafaza

i¢in s1v1 azot tankini tercih ettik. Yukarda belirttigimiz gibi mekanik dondurma
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metodu ile, ortalama 31 aylik saklama sonunda hiicre canliligini %47.3 22.8

olarak bulduk ki bu oran Galmes A ve ark’ninkinden iyi, Makino S ve
ark’ninkinden koétiidiir ki, muhtemelen bu da saklama zamanimizin daha uzun
olmasindan kaynaklanmaktadir.

Hiz kontrollii programli dondurma metodu ile dondurup sakladigimiz
hiicrelerde ise, ortalama saklama siiresi 48 ay1 gegmesine ragmen, ortalama
canliligin hala %70 civarinda olmasi bizce dikkate alinmasi gerekli olan bir
bulgudur.

Cozilen hiicreler oda 1sisinda 24 saat bekletildiklerinde, dondurma
metodu ne olursa olsun hiicrelerin canliligini kaybettigini gozledik. Bu durum
DMSO’in hematopoetik kok hiicreler iizerinde oda isisinda, uzun siirede hem
%7.5, hem de %10’luk konsantrasyonlarda toksik etkisi oldugunu
gostermektedir.

Koloni olugturma kapasitesine baktigimizda yine benzer sonuglarla
karsilastik. Hiz kontrollii programli dondurma metodu ile dondurularak
saklanmig hiicrelerin 0. ve 1. saatlerde yapilan ekimlerden sonra 14. giin
sayilan koloni sayilari arasinda istatistiksel fark g6zlenmezken, mekanik
dondurma metoduyla dondurulup saklanan hiicrelerin 0. ve 1. saat ekim
sonuglart arasinda istatistiksel fark géze ¢arpmaktaydi. Bu sonug bize DMSO
oranini %10’un altina ¢gekmenin ilk 1 saat iginde hiicre hasarini azaltmadigini,
bilakis belki de %10’luk DMSO oraninin ideal oldugunu gostermektedir. Her iki

grubu birbiri ile kargilastirdigimizda, 0. ve 1. saatler sonunda ekilen hiicrelerin,
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koloni sayimlarinda ibre belirgin olarak hiz kontrollii programli dondurma
metodunun daha iyi oldugunu goéstermesine ragmen, mekanik dondurma metodu
ile dondurulan koék hiicrelerin de koloni olusturma kapasitelerini korudugunu
gozledik. Bu konu ile ilgili olarak ta literatiirde tartismali sonuglar vardur.
Katayama Y ve ark 5 yillik kriyopreservasyon sonunda dahi, mekanik dondurma
metodu ile dondurulan hiicrelerin hematopoetik aktivitelerini korudugunu iddia
ederken, Galmes A ve ark 24. ay sonun da kok hiicrelerin hematopoetik
Ozelliklerini kaybettiklerini iddia etmektedir. Bu ag¢idan bizim sonuglarimiz
Katayama Y ve ark’nin sonuglarina daha ¢ok uymaktadir. Fakat sunu da
belirtmek gerekir ki hiz kontrollii programli dondurma y6ntemi ile dondurulan
hiicreler 4-5 yillik olmasina ragmen hematopoietik kapasitelerini belirgin bir
bicimde muhafaza etmislerdir. Bu nedenle bu yoéntemle hiicrelerin dondurulup
saklanmasi kanimizca daha dogru olacaktir. Fakat sunu da belirtmemiz gerekir

ki bizim mekanik dondurma yontemimizde kok hiicreleri -80 C’den ¢ikarip azot

tankina gotiirlirken gecen 3-5 dakikalik siirede ve azot tankina konulduktan
sonra olan ani 1s1 degisiklikleri ile olusan hiicre hasart hiicre canliligin1 ve koloni
olusturma kapasitesini etkilemis olabilir.

CD34(+) hiicre kayb1 agisindan iki yontemi karsilagtirdigimizda her iki
yontemde de %5 civarinda kok hiicre kayb1 oldugu gozlenmis olup, bu kayip
makul sinirlarda olarak kabul edilmistir.

Aslinda litertatiirde uygulanan dondurma ve saklama metodlarinin

hematopoetik kok hiicrelerin canliligi lizerinde minimal farkliliklar vardir;
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sonugta biitiin metodlarla yapilan transplantlarda engrafman basarili olmaktadir.
Fakat metod ne olursa olsun bir miktar hematopoetik kok hiicre kayb: mutlaka
olacagindan, engrafman igin yeterli olan hiicrenin alt simrinda hiicre
toplandifinda engrafman gecikmesi veya engrafmanda basarisizlik s6z konusu
olur (25,26). Bu nedenle iiriin toplama, dondurma ve saklama esnasinda
kullamlan yontemin yaninda kok hiicrelerin miktarimin yeterli olmasi gok
Oonemlidir.

Sonug olarak;

1-Hiz kontrollii programli dondurma metodu ile hiicre canliliinin ve
hematopoietik aktivitenin daha uzun siire korunabildigi gozlenmistir.

2-Hiz kontrollii programli dondurma metodu ile dondurularak saklanmig
periferik kan kok hiicrelerinin ¢oziildiikten 1 saat sonra canliliklarinda ve
hematopoietik aktivitelerinde bir farklihk gozlenmemistir. Yani %10 oraninda
DMSO oda 1s1sinda 1 saat boyunca toksik etki gostermemistir.

3-Dondurma metodu ne olursa olsun, ¢6ziinen hiicreler oda 1sisinda uzun
siire bekletildiklerinde canliliklarini kaybetmektedirler.

4-Mekanik dondurma metodu ile hiicreleri dondurduktan sonra sivi azot

tankina kaldirmadan, devamli -80 C’de saklayarak ¢oziilme sonrasi kok hiicre

canliligi ve koloni olusturma kapasitesinin degerlendirildi§i ek c¢alismalarin

yapilmasi gereklidir.
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7.0ZET

Periferik kan kok hiicreleri (PKKH), genellikle programli dondurucularla
dondurularak saklanmaktadirlar. Fakat programli dondurma (PD) ¢ok zaman ve
is giici gerektirir ve pahalidir. Daha basit ve zahmetsiz olan mekanik
dondurmanin, PD’ya alternatif oldugunu gOsteren ¢alismalar vardir. Bu
calismada PD ve mekanik dondurma (MD) yéntemlerini hiicre canlilig1, koloni
olusturma yetenekleri ve CD34(+) hiicre kaybi agisindan kargilagtirmay1
planladik. Alti donériin PKKH PD, 19 dondrin PKKH MD metodu ile
donduruldu. PD metodu ile dondurulup saklanan PKKH’nin ¢6ziildiikten hemen
ve 1 saat sonra bakilan canlilik oranlar1 ve 14. giinde koloni sayimlari arasinda
istatistiksel fark bulunamadi (0. saat: canlilik=%69.5+9.3, CFU-mix
say1si=156.3+£17.7  ve 1. saat: canlilik=%59.5+8.0, CFU-mix
say1s1=163.7£21.1). MD metodu ile dondurulan hiicrelerin, ¢6ziildiikten sonra 1
saat oda 1s1sinda bekletildiklerinde canliliklar1 ve 14. giin koloni sayilar: belirgin
bicimde disiis goOsterdi (0. Saat: canlilik=%47.3+22.8, CFU-mix
say1s1=97.0£35.0, l.saat: canlilik=%27.7+18.7, CFU-mix say1s1=90.2£30.8
p=0.0003, p=0.0002). iki metod ile dondurulan hiicrelerin ¢oziildiikten hemen
sonra ve 1. saatte bakilan canliliklar1 ve 14. Giindeki koloni sayilar
karsilagtirildiginda, PD ile dondurulan hiicrelerin canliliklart ve CFU-mix sayist
hem 0. saatte hem de 1. saatte daha iyi bulundu. PD metodu ile hiicre
canlilifimin ve hematopoietik aktivitenin daha uzun stire korunabildigi

gozlenmigtir. PD metodu ile dondurularak saklanmis PKKH’in ¢6ziildiikten 1
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saat sonra canliliklarinda ve hematopoietik aktivitelerinde bir farklilik
gozlenmemistir. CD34(+) hiicre kayb1 agisindan iki yéntemi karsilagtirdigimizda
her iki yontemde de %5 civarinda kok hiicre kaybi oldugu gozlenmis olup, bu
kayip makul sinirlarda olarak kabul edilmistir. Bu sonuglar 1s1g1nda; PD metodu

ile kriyopreservasyona devam edilmesi gerektigini diislinliyoruz.
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8.SUMMARY
Peripheral blood stem cells (PBSCs) are usually cryopreserved with rate-
controlled programmed freezing (RCPF). But this method is expensive and time

consuming. A simplified method named mechanical freezing (MF) for

cryopreservation of PBSCs at -80 C without rate-controlled freezing was

established for cryopreservation. In this study we compared cell viability, colony
forming potential and CD34(+) cell loss after thawing of cryopreserved PBSC
with RCPF and MF methods. Six subject’s PBSCs were cryopreserved with
RCPF and 19 subject’s PBSCs were cryopreserved with MF. There was no
significant difference between the cell viability and 14™ day colony count, just
after and 1 hour after thawing in RCPF(0. hour: viability=%69.5+9.3, CFU-mix
count= 156.3£17.7, 1* hour:%59.5+8.0, CFU-mix count=163.7+21.1). The cell
viability and colony forming potential of PBSCs, cryopreserved with MF
decreased significantly one hour after thawing (0. hour: viability=%47.3+22.8,
CFU-mix count=97.0+35.0, 1% hour: viability=%27.7+18.7, CFU-mix
count=90.2+30.8 p=0.0003, p=0.0002). When the two methods are compared,
the cell viability and colony forming potential was better with RCPF just after
and 1 hour after thawing. As a result we observed that in RCPF the viability and
hematopoietic activity of PBSC is well preserved and the stem cell viability does
not decrease in room temperature for one hour. CD34(+) cell loss was about 5%
with both methods and this is in acceptable limits. In the light of these results we

suggest to continue cryopreservation with RCPF.
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