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OZET

HUCRE TERAPISI

Dekstran silfat, intravendz olarak enjekte edilen hiucrelerin
pulmoner alimini azaltmak i1i¢in kullanilir. Dekstran stlfat,
intravendz olarak enjekte edilen hiicrelerin pulmcner zlimini,
intraarterivyal hiicre enjekszsivonu kullanmanin bunlara egslik eden
riskleri wve vyan etkileri olmaksizin hiucrelerin intraarterival
enjeksiyonu igin elde edilen seviyelere indirgeyebilme
kapasitesine sahiptir. Bu nedenle dekstran gilfat, bhir denekte
metastatik kanseri tedavi etmek ic¢in timdre infiltre eden T-

lenfositlerle birlikte bir bilesimde kullanilabilir.
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ISTEMLER

1. Dekstran stlfat wveya bunun farmasdotik olarak kabul
edilebilir bir tuzu olup, 6zelligi; bir denekte intravendz
olarak enjekte edilen hiicrelerin pulmoner aliminin neden oldudu
advers solunum yolu etkilerinin riskini azaltmada kullanima
yonelik olmasidir.

2, Istem 1'e gére kullanima ydénelik clarak dekstran siilfat
veya bunun sodz konusu farmasétik olarak kabul edilebilir tuzu
olup, 6zelligi; burada s6z konusu enjekte edilen hiicrelerin,
enjekte edilen otolog hilcreler ve enjekte edilen allcjenik
hiicrelerden seg¢ilmesidir.

3. Istem 1 veya 2'ye gdre kullanima yodnelik olarak dekstran
siilfat veya bunun séz konusu farmasdtik olarak kabul edilebilir
tuzu olup, 8zelligi; burada sdz konusu enjekte edilen hiicrelerin
hematopoetik k&k hilcreler vevya mezenkimal kék hiicreler gibi kdk
hiicrelerden; T-hiucreleri, T-lenfositleri, Nk hicreleri, B-
hiicreleri, antijen dizenleyici hilcreler wve antijen sunucu
hiicreler gibi bagdisiklak diizenleyici hilicrelerden; ve kemik i1igi
hiicrelerinden olusan gruptan sec¢ilmesidir.

4. Istemler 1 ila 3’ten herhangi birine gére kullanima y&nelik
olarak dekstran sulfat veya bunun sdz konusu farmasotik olarak
kabul edilebilir tuzu olup, 6zellidi; burada sdz konusu denedgin
bir insan denek olmasidir.

5. Tstemler 1 ila 4’ten herhangi birine gdre kullanima yénelik
olarak dekstran siilfat veya bunun sz konusu farmasdtik olarak
kabul edilebilir tuzu olup, 6zelligi; burada sdz konusu dekstran
sulfat veya bunun sz kcnusu farmasdtik olarak kabul edilebilir
tuzunun, 8000 Da, 7000 Da, 6000 Da va da 5000 Da giki 20000
Da'nin altinda, tercihen 10000 Da'nin altinda bir ortalama
molekiller adirlida sahip olmasidar.

6. Istemler 1 ila 5’ten herhangi birine gdre kullanima ydnelik
olarak dekstran sulfat veya bunun s5z konusu farmasdtik olarak
kabul edilebilir tuzu olup, 6zelligi; burada sdz konusu dekstran

stilfat veya bunun s&z konusu farmasdtik olarak kabul edilebilir
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tuzunun ortalama %10 ila %25, tercihen %15 ila %20 arasinda,
Srnedin yaklasik $17'1lik bir kiikiirt igerigine sahip olmasidir.
7. Istemler 1 ila 6’dan herhangi birine gdre kullanima ydnelik
olarak dekstran siilfat veya bunun sdz konusu farmasdtik olarak
kabul edilebilir tuzu olup, ©ézelligi; burada sz konusu
farmasétik olarak kabul edilebilir tuzunun, dekstran siilfatain
bir potasyum tuzu olmasidir.

8. Metastatik kanserin tedavisinde kullanima vydnelik clarak
dekstran silfat veya bunun farmasdtik olarak kabul edilebilir
bir tuzunu ve farmasdtik olarak kabul edilebilir bir akisgkan
veya si1vl tagiyicida sadlanan, témbre  infiltre eden T-
lenfositleri icgeren intravendz bir enjeksiyon bilesimi olup,
6zelligi; burada =8z konusu intravendz enjeksiyon bilesiminin

intravendéz olarak enjekte edilir olmasidir.
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TARIFNAME

HUCRE TERAPISI

BULUSUN TEKNIK ALANI
Bu bulus genel olarak hilcrelerin uygulanmasi ve akcigerlere
intravenéz olarak enjekte edilen hiicrelerin istenmeyen alimini

Oonleme teknikleri ile ilgilidir.

ONCEKI TERNIK

Metastatik kanser 1i¢in adoptif immilnoterapi, timér tasiyan
kcnakgl lUzerinde bir anti-timdr etkisine aracilik edebilen immiin
hiicrelerin otclog veya allojenik aktarimi anlamina gelir. Timdre
infiltre eden T-lenfositleri (TIL'ler) timdr dokusundan izole
edilir ve ex vivo olarak karakterize edilir ve genisletilir ve
kanser hastalarina tekrar asilanir. Aktarilan hicrelerin in vivo
etkilerini arttirmak icin bluylume faktdrleri ile birlikte bir
lenfotiketim rejiminden sonra 10° kadar aktive edilmis hiicre
infiize edilir. Tleri derecede metastatik melanoma sahip oclan ve
dider tedavilere direncli olanlarin hastalarin %50'si, lezyon
biylikliglinin radyolojik &lciimlerine dayanan Sclid Timdrlerde
Yanit Dederlendirme Kriterleri'ne (RECIST) gdre cbjektif kir
yvanit sergilemistir.

Hilcre tasinimi ve aktarilan  Thiicrelerin in vivo olarak
dagitiminin dederlendirilmesindeki zorluk, adoptif terapideki en
biiyiik kaygilardan biridir. Radyoizotop hicre etiketleme,
hiicrelerin in wvivo dadilimlarini incelemek ig¢in kullanilan en
vaygin yontemdir. 18F-2-floro-2-decksi-D-glikoz ([18F] FDG),
Pozitron Emisyon Tomografiisi (PET) [3] 4dile  hiicrelerin ve
dokularin in wvivo gérintillenmesine olanak sadlayan c¢esitli
hiicrelerde glikoz metabelizmasinin bir parametresi olarak vayvgin
sekilde kullanilmaktadir. Kan bilesenlerinin etiketleme
calismalari, eritresitlerin ve ldkositlerin birkag¢ saat boyunca

[18F] FDG'yi igerdidgini ve siirdlirdiiginil gdstermektedir.
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Molecular Immunology (2010} 47: 2349-2358, disuk molekiller
agirlikl: dekstran silfatin, insan monosit tilrevli dendritik
hiicrelerin TLR4 uyarimli olgunlasmasini inhibe ettidini, ©NK
hiicre aktivasyon markdrlerinin yukari regilasyonunu &nledigini
ve NK hicre degraniilasyconunu ve IFN-y salgilanmasini doza badli
olarak iptal ettidini ag¢iklar. Dlisik meolekiller adirlikl:
dekstran sulfatin, NK hicrelerinin dogrudan wve dolayli TLR
aracili aktivasyonunu inhibe etmek icin kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir.

BULUSUN QZETI

Mevcut uygulamalar genel olarak hilcrelerin uygulanmasi ve
akciderlere intravendz olarak enjekte edilen  hiicrelerin
istenmeyen alimini onleme teknikleri ile ilgilidir.

Bulus, distem 1'de tanimlandigilr gibi kullanim i¢in dekstran
siilfat wve istem 8'de tanimlandidir gibi kullanim ig¢in bir
intraventz enjeksiyon bkilesimi ile 1ilgilidir. Bulusun dider
uygulamalari badimli istemlerde tanimlanmaktadir.

Tuimére infiltre eden T-lenfositlerinin otclog wveva allojenik
aktarimi, metastatik kanserler i¢in Umit wverici bir tedavidir,
ancak en buyik kaygi, adoptif hilicre terapisindeki hiicre tasinimi
ve dadiliminin dederlendirilmesindeki zorluktur. Bu belge, bir
domuz modelinde, ['8F] FDG ve Pozitron Emisyon Tomografisi
vaslitasivla T-lenfoblastlarin transfizyonunun izlenmesine
yénelik bir ydntem sunar.

T-lenfoblastlar, inkiibasyon yoluyla pozitron yayan izleyici [18F]
DG ile etiketlenmistir. T-lenfoblastlar kan dolasimina verilmis
ve dadgilimi 120 dakika boyvunca Pozitron Emisyon Tomografisi
(PET) 1ile takip edilmistir. Hicreler intravendz olarak ig
Juguler vene (n=5) veya intraarteriyel olarak ¢ikan acrta (n=1)
uygulanmistir. Intravendz uygulama verilen domuzlardan ikisi
dekstran silfat ile on isleme tabki tutulmustur.

Hilcresel kinetik wve dadilim, 120 dakikaya kadar kolaylikla
Olgiilebilirdi. Tntravendz transfiizyon tamamlandiktan sonra

yvilksek (uygulanan hiicrelerin %78,6's1) hetercojen pulmener alim
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bulunmustur. Pulmoner alim, T-lenfokblastlari dekstran stlfat ile
bSnceden 1inkilbe ederek ve birlikte uygulayarak veya bunlar:
intraarteriyel olarak uygulayarak azalmisgtir.

Uygulamalarin ydnleri, farmasttik olarak kabul edilekilir bir
zkiskan veva si1vl tasiyicil iginde saglanan dekstran silfati wve
tiimére infiltre eden T-lenfositleri idig¢eren bir bilesimle
ilgilidir. Bu bilegim bir denekte metastatik kanseri tedavi
etmede yararlidir.

Mevcut calisma, [18F] FDG etiketli T-lenfoblastlarin
uygulanmasindan sconra hiicre tasinimi ve dadiliminin kantitatif
olarak izlenmesinin ve deferlendirilmesinin uygulanabilirligini
gdstermektedir. Protokol potansivyel olarak, birkac¢ dedisiklikle

beraber klinik ortama aktarilabilir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI

Mevcut bulus, bulusun baska amaclari ve avantajlariyla birlikte,
ver verilen c¢izimlerle birlikte vapilan asgadidaki aciklamalar
referans alinarak anlasilabilir, bu dodrultuda;

Sekil 1, intravendz uygulamadan 30 dakika sonra [18F] FDG

etiketli T-lenfoblastlarin akciger dagilimini
gbstermektedir. Soldan sada: koronal, sagital ve
transaksiyel gdrinumler. Renk, 0-106 hiicre/cc arasinda

dedisen hiicre yodunlugunu belirtir.

Sekil 2, uygulama mcdlari arasinda dedisen akcier alim
kinetiklerini (uygulanan T-lenfoblastlarin yizdesi olarak)
gostermektedir. Baslangic¢ alimi, T-lenfoblastlar,
intraarteriyel (n=1l) veya intravendz olarak dislk molekiler
adirlikli dekstran silfat (LMW-DS) (n=2) ile birlikte
uygulandidinda, intravenéz uygulama sonrasina (n=3) gdre
daha dusikti. Degerler, ortalamalar + OSH olarak

verilmistir.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI
Mevcut uygulamalar genel olarak, dekstran silfatin (D5},

pulmoner alimi ve intravendz olarak uygulanan hilcrelerin
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birikimini inhibke etmek veya en azindan azaltmak icin
kullanmasiyla ilgilidir.

Hilcre terapisi, insan ve hayvan, tercihen memeli viicudunda c¢ok
farkli tibbi tedavi alanlarinda uygulama bulabilir. Ornedin, T-
lenfositlerin veya diger badisiklik dizenleyici hiicrelerin
uygulandigil hiicre terapisi, metastatik kanserler i¢in umut
vericili bir tedavidir. Bu tir hiicreler genellikle intravendz veya
intraarterivyel olarak uygulanabilir. Bununla birlikte,
intraarteriyel hiucre enjeksiyonlari, genel olarak, adir kanama
riski wve buna eslik eden komplikasyonlar ile birlikte
atardamarin zarar gdrme riski nedeniyle tercih edilmez. BRu
nedenle, genellikle hiicrelerin intravendz enjeksiyonu tercih
edilir. Bununla birlikte vwve Dburada gdsterildidi  fiizere,
hiicrelerin intravendz enjeksiyonu tipik olarak vyliksek bir
pulmoner alima ve enjekte edilen hiicrelerin akcigerlerde
birikmesine neden olur. Bu, hilicreler akcidgerlere génderilmis
olmadikca, cofu zaman avantajli dedildir. Bu nedenle, intravendz
olarak enjekte edilen hiicrelerin biiyllk bir kismi, tipik olarak
vaklasik %80'1i akciderlere alinacaktir ve bu nedenle hilicrelerin
istenen terapdtik etkisine katkida bulunmaz.

Bulus sahipleri sasirtici bir sekilde dekstran siilfatain,
hilcrelerin intravendz enjeksiyonu 1ile Dbaglantili olarak bu
pulmoner alimai azaltmak icin kullanilabilecedini
kegsfetmislerdir. Dekstran silfat 1ile tedavi, gercekten de
pulmoner alimi, intraarteriyal enjeksivyonlarla baglantili clarak
ortaya ¢ikan ancak intraarterival enjeksiyonlarla 1liskili
sagdlik riski tasimayan seviyelere indirecektir.

Mevcut uygulamalar, kdken wve hicre tipinden bkadimsiz oclarak
herhangi kir intravenéz hlicre enjeksiyonuyla baglantili olarak
kullanilabilir. Dolayisiyla uygulamalar, hiicrelerin hem otolog,
hem de allojenik wveya ksenojenik enjeksiyonu ile baglantila
olarak kullanilabilir, ancak ©&dzellikle hiicrelerin otoclog wveya
allcjenik intravendéz enjeksivyonu i¢in uygundur.

Enjekte edilebilecek wve mevcut uygulamalarin uygulanabilecegi

sinirlayici olmayan hilcre tipi ©&rnekleri, hematopoetik kok
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hicreler, mezenkimal kok  hiicreler, bagisiklik dizenlevyici
hiicreler ve 9zellikle dalaktan 1izole edilen badisiklik
dilzenleyici hiicreler gibi k&k hilicreleri icgerir. Bu bafisiklik
diizenleyici hiicreler, T-lenfositler, Nk hiicreleri, B hilicreleri,
antijen dizenleyici hicreler, antijen sunucu hicreler vb. gibi
T-hiicrelerini, kemik 11i§i hiicrelerini icerir. Diger d&rnekler
arasinda hepatcsitler, lenfositler, makrcofajlar ve nétrofiller
giki karacider hiicreleri Dbulunur. Avrica modifiye edilmis
hiicreler ve &zellikle de geni modifiye edilmis hiicreler ve geni
modifiye edilmis kdk hiicreler bu bulustan faydalanabilir. Bu tir
modifiyve edilmis hilcreler bu durumda, bir hastada, geni modifiye
edilmisg hiicreler tarafindan eksprese edilecek bir hedef proteini
kodlayan en az bir dahil edilmis gene sahiptir. Hicre tipinin
bir baska wvarvyanti, terapdtik moleklillerin, partikillerin,
bilesiklerin, virislerin, vb. baglandigi hiicrelerdir. Bu bagl:i
molekiiller, partikiiller, bilesikler, virlisler, vb. daha sonra
hasta wvicudunda terapdtik fonksivon gibi amaclanan bir
fonksiyonu yerine getirebilir. Uygulamalar gercekten de, Lkir
insan veya hayvan vicuduna intravenéz enjeksiyon voluyla
verilmesi istenen herhangi bir hicre tipi ile baglantili clarak
kullanilabilir. Genel o¢larak, hiicrelerin boyutu, yani hiicre
ylizeyindeki herhangi bir ek de dahil olmak {izere hiicre c¢api
biylidikce, akcigerler tarafindan hiicrelerin daha biyiak
miktarlari alinacaktir. Dolavyisiyla mevcut uygulamalar, bu tir
daha biiylik hiicre tipleriyle kullanim ic¢in &zellikle uygundur.

Hilcreler genel clarak bir akiskan veya sivi arag¢ ig¢ine, vani bir
enjeksiyon ¢dzeltisine enjekte edilir. Bilinen ve canli hiicreler
ile birlikte kullanilabilecek bu tir enjeksivon c¢bzeltilerini
kullanmis olan onceki tekniklerden herhangi biri, uvgulamalara
gore kullanilabilir. Kullanilabilecek Dbilinen enjeksivyon
¢bzeltileri o&rnekleri arasinda fizyolojik salin (NaCl (sulu)},
fosfat tamponlu salin (PBS) veya bir sitrik asit tamponu, vs.
gibi tampon c¢odzeltiler yer alir. Ornedin, uygulamalarin dekstran

siilfati, %0,9 NaCl salin gibi salin igerisinde ¢dzlinebilir ve
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daha sonra 75 mM sitrik asit ile tamponlanir ve pH'i, sodyum
hidroksit kullanarak yaklagsik 5,9'a avarlar.

Memelilerin ve dzellikle insanlarin terapdtik tedavisinde,
dekstran stlfat ve bunun tuzlari tek baslarina uygulanabilir,
ancak genel olarak, amag¢glanan uygulama vyoluna ve standart
farmasétik uygulamaya gbdre segilebilecek clan, farmasdétik clarak
kabul edilebilir bir adjuvan, seyreltici wveya tagivyici 1ile
karisim halinde farmasdtik bir formiilasyoen olarak
uygulanacaktir. Yukarida belirtildigdi dUzere, dekstran siulfat
avantajll bir sekilde enjeksiyondan dnce, hiicrelerle dolu
enjeksiyon ¢dreltilerine eklenir wve dolayisiyla hiicrelerle
birlikte uygulanir. Béyle bir durumda dekstran siilfat, gercgek
enjeksiyon durumundan evvel dnceden karistirilacak ve hiicrelerle
birlikte inkibe edilecektir.

Dekstran silfat, ¢esitli uygulamalara gdre uygulanabilir. Halen
tercih edilen bkir wuygulamada, dekstran sililfat, enjeksiyon
cozeltisine hiicrelerle birlikte ilave edilir, bédylece hlicreler
dekstran stlfat 1le birlikte intravendz olarak uygulanir.
Alternatif bir vaklasimda, hiucreler, hlcreler igin kullanilmis
olan ile ayni enjeksivyon ¢dzeltisi gibil uygun bir ¢dzelti icinde
¢dzlilmils dekstran siilfatin bir intraven&z enjeksivyonundan ayri
olarak intravendz olarak enjekte edilir. Dekstran silfat daha
sonra avantajli bir sekilde hiicrelerle ayni bélgevye ve tercihen
intravenéz enjeksiyondan hemen &énce ve/veya hemen sonra enjekte
edilir.

Ek olarak veya alternatif olarak, dekstran silfat belirli bir
siire icginde, hiicre enjeksiyonu 1ile ayni zamanda, hiicre
enjeksiyonundan kisa bir glire sonra vevya hatta hiicre
enjeksiyonundan bir saat veya birkag saate kadar bir slre once,
siirekli bir inflizyon formunda uygulanabilir. Infiizyon, hiicre
enjeksiyonunu takiben &rnedin on dakikadan 10 saate kadar, tipik
olarak 20 dakikadan 5 saate kadar veya daha da kisa slrebilir.
Stirekli bir inflizyon kullanmak yerine dekstran sulfat, hicre
enjeksiyonundan &nce va da ayni zamandan baslavyarak ve daha sonra

hiicre enjeksiyonundan birkac saat sonraya kadar minferit



10

15

20

25

30

35

dekstran silfat uyvgulamalarina devam ederek birden fazla avri
zaman noktalarinda uygulanabilir.

Dekstran wve hiicrelerin birlikte uygulanmasi, dekstran stlfat ve
hiicrelerin intravendz birlikte enjeksivyonundan once ve/veva
sonra dekstran silfat uygulamasa: 1ile tamamlanabilir veya
dekstran siilfatin yukarida agiklandidil gibi bir inflizyonu ile
tamamlanabilir.

Dekstran stlfat wve bunun tuzlari, etken bileseni farmasotik
olarak kabul edilebilir bir dozaj formunda i¢eren farmasdtik bir
terkip seklinde oral, Intravenéz, intraperitonal, subkitan,
bukkal, rektal, dermal, nazal, trakeal, bronsal, topikal,
herhangi baska bir parenteral voldan veya inhalasvyon yoluyla
uygulanabilir.

Tercih edilen uygulama protokolleri, intravenéz enjeksiyonlara
ve daha uzun infilzyonlari igerir.

Uygulamalara gére kullanilan dekstran stilfat veya bunun tuzlara,
drnedin birkag¢ yiz veya bin Dalton (Da) gibi disik molekiiler
agirlikli dekstran stlfattan (ILMW-DS), genellikle 500000 Da’'nin
izerinde c¢rtalama bir meclekiler agirlidga, o&rnedin > 1000000 Da
molekiiler agirliga sahip yiksek molekiiler agirlikla dekstran
siilfata {(HMW-DS) kadar bir molekiller adgirlida sahip olabilir.
Dekstran stUlfatin avantajli etkisi, LMW-DS ic¢cin &zellikle
belirgindir. LMW-DS genel olarak 20000 Da’'nin altinda, drnedin
10000 Da'nin altinda ve &rnedin vaklasik 8000 Da, 7000 Da, 6000
Da veya tercihen yaklasik 5000 Da gibi bir ortalama molekiiler
afdirlida sahiptir. LMW-DS icin ortalama kitkiirt igceridi, glukosil
kalintis:i basina yaklagik 2 siulfat grubuna karsilik gelecek
sekilde wvaklasik %10 1la %25, 6rnedin %15 ila %20, 8rnedin
vaklasik %17 olabilir. Ortalama molekiil adirligi 20000 Da'dan
daha yiiksek olan dekstran silfat ig¢in daha biylik bir klukirt
iceridi kullanailabilir. Teknikte uzman kisi tarafindan, dekstran
silfat i¢in olan kir molekiler adirligdin, ortalama bir adirlik
oldugu iyi Dbilinmektedir. Bu, minferit dekstran silfat
molekiillerinin agirliklarinin ortalama agirlik etrafinda

daditilacadil anlamina gelir.
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Uygulamalardaki dekstran siUlfat, dekstran stlfatin farmasdétik
olarak kabul edilebilir bir tuzu olarak saglanabilmektedir. Bu
farmasétik olarak kabul edilebilir tuzlar, dekstran slilfatin bir
sodyum tuzunu icerir.

Dekstran sulfat ig¢in uygun doz araliklari, hastanin boyutuna ve
adirlidina, hastanin tedavi edildidi duruma ve dider hususlara
gdre degisebilmektedir. Dekstran sulfat, vyaklasik 0,1 1ila 25
mg/kg, tercihen 0,5 ila 20 mg/kg konsantrasyonda uygulanabilir.
Sinirlayici clmayan 6rnekler, vaklasik 1,5 mg/kg vicut agirliga
gibi, 1 ila 2,5 mg/kg araligindaki vicut agirligini igerir.
Bununla birlikte, 5-15 mg/kg gibi 5 mg/kg'dan daha biiyik
konsantrasvonlar da mimkindir.

Uygulanan ilactaki ilgili dekstran siilfat kcnsantrasycenu ve bir
denede verilecek dekstran stlfat miktari doktor tarafindan
belirlenebilir., Teknikte 1iyi bilindigi giki, aktive edilmis
kismi tromboplastin sliresi (APTT), denedin kani veya plazmasinda
oldudu gibki denekteki dekstran silfat konsantrasyonunun bir
temsili olarak kullanilir. APTT daha sonra bir glUvenlik &nlemi
olarak kullanilabilir, bévylece bu bulugsun dekstran silfatinin
uygulanmasi, glUvenli olarak kabul edilen &nceden tanimlanmig
APTT seviyelerini asmayacaktir. Ornedin, bir dekstran sulfat
uygulamasinin ardindan, vyaklasik 250 s'lik bir APTT, insan
hastalarda glivenli bir sekilde elde edilir. Ayrica,
ksenotransplantasyon ortamlarinda, teknik alanda, 250 s'den daha
yiiksek bir APTT'ye neden olan dekstran stlfat uygulamalar:
kullanilmistir. Ek olarak, deneysel bdlimde gdsterildidgi iizere,
150 s’'1ik bir APTT seviyesl elde etmek ic¢in dekstran silfat
infiizyonu, vaklasik 5 saatlik uzun inflizyon silirelerinde bile
gilvenle kullanilabilir.

Uygulamalarin bir yonii, intravenéz olarak enjekte edilen veya
uygulanan hiicrelerin pulmoner alimini azaltmak, ©&nlemek vevya
inhibe etmek i¢in kullanima ydnelik dekstran silfat veya bunun
farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tuzu ile ilgilidir.
Mevcut calismada, infiize edilen [18F] FDG etiketli T-

lenfoblastlarin akciferlerde biriktidi wve alimin, uygulama
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seklini dedistirerek va da LMW-DS 1le birlikte uygulanarak
azaltilabilecedi gbsterilmistir. T-lenfositlerin, adoptif
aktarimdan sonra pulmoner dokuya benzer bir yvapismasi, bir murin
modelinde gosterilmistir; buradaki Thl hiicrelerinin pulmoner
lokalizasyonunun, hiicre ig¢i vyapisma molekiili-1'e (ICAM-1} [4]
kismen badli oldudu gésterilmistir.

Intravendz uygulamadan sonra akcigerlerdeki Dbiyilk baslangic
alimi, bir ilk gecis etkisi gibi gdriinmektedir. Uygulanan T-
lenfoblastlar, pulmoner sistemden 1ilk geg¢isi sirasinda, tum
vilcuda dagitilmasi olanagina sahip olmadan o&nce akciderlerde
tutulmustur. Intraarteriyel infiizyon modu, bu islemi atlamak
icin tasarlanmig, bdvlece daha fazla miktarda T-lenfoblastin
vicudun geri kalanina daditilmasina izin wverilmistir. Bu
uygulama seklinin akcigerdeki Dbirikimi azaltmasi gergedi, 1ilk
geclis etkisi hipotezini desteklemektedir,

T-lenfoblastlari, ©&nceden iglem gdrmis bir domuza intravendz
olarak LMW-DS ile birlikte uygulandidinda benzer bir etki elde
edilmistir. DS ilavesinin, plazmadaki homing ve kemokin 1ile
iliskili ligandlarain ekspresyonunu arttirdiga, bunun da
digerleri arasinda CXCR4, VLA 4, 5 ve P-selektin gibi hicre
ylizeyl reseptdrlerinin ekspresyonunu vyukari regille ederek
gelismis hiicre mchilizasyonuna yol actidi tahmin edilmektedir.
Bu, burada bulunan LMW-DS ile tedavi edilen T-lenfcblastlarin
daha kisa pulmoner tutulmasini agiklayabilir.

Tumbre Ozgl lenfositler, ¢ok sayida kemokin ve homing (yerlesme)
reseptdril eksprese eder ve hiicrelerin, adoptif aktarimdan dnce
IMW-DS ile on kosullandirilmasi, efektdr hilicrelerin periferik
dokuya yverlesme kabilivetlerini arttirmanin bir volu clabilir.
Akcider dadiliminin iki farkli hetercojenite seviyesi vardi. Ilk
olarak, akcigerin ventral ve dorsal ydnleri arasinda alimda
bilyiik bir fark vardi. Ikinci clarak, dorsal alim homojen dedildi,
bunun vyerine, uygulama moduna bagli olarak ylksek Thicre
yogunluduna sahip etkin noktalarda, akcigerlerdeki T-

lenfoblastlarin Snemli bir yiizdesi bulunmugtur.
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Ventral-dorsal asimetrisi, inceleme prosedilril sirasinda hayvan
miskin oldudu icin basitce vercekimsel etkilerden
kaynaklaniyordu. Ikinci tip heterojenite, T-lenfoblastlarin etki
ncktalarinda birikme egilimi, toplam akcider alimi ile orantil:
olarak artmisgstar ve akciger dokusuna hilcresel yapilsma
mekanizmalarinin kendine &dzgll Dbir &zellidi ile iliskili
olabilir.

Akcifder aliminin genlidi, uvgulama sekilleri arasinda dedismis
olsa da, arinma kinetikleri benzerdi ve konsantrasyona baglivydi.
Akcigerlerden gelen arinma esas olarak, transfiize edilmis T-
lenfoblastlarda ['®F] FDG'nin tutulmasinin 1in wvitro olarak
5lclildiagll kadar vyiksek oldudu varsayilarak, vyapisma kaybi ile
pulmoner kanalai kan akisi yoluyla birakan T-lenfoblastlardan
kaynaklanmistir.

Sonug olarak, bu sonug¢lar adoptif TIL aktarimi ile ilgili clarak
deferlendirildigdinde, baslangig¢taki akcider aliminain azalmasi,
vilcudun geri kalanina daha bliylik miktarda hiicre dagdilmasina
neden olur. Bu, o&zellikle akcider metastazi disindaki hedef
dokulari g&éz 6nlUne almanin yani sira, ters solunum yolu etkileri
potansiyelini azaltiyorsa Gnemlidir. Protokol potansiyel olarak,
birka¢ dedisiklikle beraber klinik ortama aktarilabilir.
Uygulamalarin bir baska yonil dolayisiyla, farmasétik olarak
kabul edilekbilir bir enjeksivon c¢dzeltisi gibi farmasdtik olarak
kabul edilebilir bir akiskan veya sivl tasivyicil ic¢inde saglanan
dekstran stlfati wveya farmasétik olarak kabul edilebilir bir
tuzunu ve timdre infiltre eden T-lenfeositleri igeren bir
bilesimle ilgilidir. Bu bilesim, metastatik kanser tedavisinde
kullanim icin uygundur ve bu nedenle metastatik kanser tedavisi
i¢in bir ilacin uUretiminde kullanilabilir.

Bilegimin, tedavi veya inhibe etmek 1i¢in kullanilabilecedi
metastatik kanserlerin sinirlayici olmayan O&rnekleri arasinda
akut miyeloid 1losemi (AML), akut lenfoblastik l1ésemi ({&LL),
krenik miyeloid 1dsemi {(CML), miyelodisplastik sendromlar (MDS),
miyeloproliferatif bozukluklar (MPD), Hodgkin digi lenfoma
(NHL), Hodgkin hastalidi (HD), kronik lenfositik 1ésemi (CLL},
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coklu miyelom (MM), genc kronik miyeloid losemi, ndroblastom,
yumurtalik kanseri wve germ hicreli timdrler bulunur. Dider
kanser hastaliklari arasinda killi hicre ldsemisi (HCL), akut
promyelositik 16semi (APL)Y ve diger miyelomlar, l&semiler ve
lenfomalar bulunur.

Metastatik kanserlerin dider wvaryantlari, bunlarla sinirla
olmamak dzere, asadida sunulan &rneklerden secilebilir: insan

sarkomlari ve karsinomlari, &rnedin, fibrosarkom, miksosarkom,

liposarkom, kondrosarkom, osteojenik sarkom, kordoma,
anjiyosarkom, endotelicsarkem, lenfanjiyosarkomnm,
lenfanjiyoendcoctelyosarkom, sinoviyom, mezotelyoma, Fwing

timdri, leiomyosarkom, rabdomyosarkom, pankreas kanseri, meme
kanseri, vyumurtalik kanseri, prostat kanseri, skuamdz hiicreli
karsinom, bazal hiicreli karsincm, adenokarsinom, ter bezi
karsinomu, vyag bezlerl karsinomu, papiller karsinom, papiller
adenokarsinom, sistadenokarsinom, mediiller karsinom,
bronkojenik karsinom, hepatom, safra kanali karsinomu,
koricokarsinom, seminoma, embriyonal karsinom, Wilms timdrd,
servikal kanser, testis timdri, akcider kakinoma, kicik hiicreli
akciger karsinomu, mesane karsinomu, epitelyal karsincem, glioma,
astrositom, medullcblastomn, kraniyofarengioma, ependymomna,
hemangioblastom, o¢ligodendroglioma, melanom, ndéroklastom ve
retinomblastom, ldsemiler, orn., akut lenfositik l&semi (ALL) ve
akut miyelositik losemi (miyeloblastik, promyelositik,
miyelomonositik, monositik ve eritoldsemi), kronik 1dsemiler
(kronik miyelositik 1l&semi, kronik graniilositik ldsemi ve kronik
lenfositik 1ésemi), polisitemi vera, lenfoma (Hodgkin hastalida
ve Hodgkin disi hastalik), coklu mivelom, Waldenstrom's
makroglobulinemi ve adir zincir hastaligi.

Bir metastatik kanseri tedavi etmek wveya 1inhibe etmek ayni
zamanda, metastatik kanser hiicrelerinin sayisini azaltma ve/veva
ku kanser hiicrelerinin metastatik ve/veya hiicre Dbdélme

kapasitesini azaltma bilesiminin kapasitesini de kapsar.

DENEYLER
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Bu calismada PET-géruntileme 1ile bir domuz modelinde T-
lenfoblastlarin in wvivo transfiizyonunu izlemek ig¢in bir ydntem
sunuyoruz. Domuz T-lenfoblastlari, uygulamadan dnce [1°F] FDG ile
etiketlenmis wve hiicrelerin kinetikleri ve biyoc-dadilimi, 2 saate
kadar izlenmistir. ['®F] FDG, glukoza fonksiyonel bir analogdur,
ancak heksokinaz 1ile baslangi¢ fosforilasyonundan daha fazla
metabolize edilemez wve hiicre sitoplazmasinda tutulur. Ayni
kavram, grubumuz tarafindan Langerhans adaciklarinin bir domuz
modelinde [1] wve klinik ortamda [2, 3] g6riunti nakli icin de
uygulanmigtir,

Bu g¢alismada, ¢ uygulama sekli karsilastirilmistir; tamamlayici
ve pihtilagtirici inhibitdr disik molekiiler afdirlikli dekstran
silfatin (LMW-DS) birlikte uygulanmasiyla veva bu olmaksizin

intravendéz uygulama ve intraarteriyel uygulama.

Malzemeler ve yontemler

Domuz T-lenfoblastlarinin izolasyonu

Uc aylik domuzlardan alinan dalaklar cerrahi olarak kesilip
cikarilmis ve acil hazirlik icin PBS'de saklanmistir. Dalaklar
daha kiugik pargalara bdlinmis ve 1lk Snce 1 mm ¢elik aga ve
ikinci kez, siringalil lastik piston ile ince bir naylon ada karsi
ezilmistir. Doku PBS ig¢inde vyeniden slUspanse edilmis wve T-
lenfoblastlar, Ficoll-Paqgue (GE-Healthcare Uppsala, Isvecq)
vodunluk gradyan santrifijlemesi kullanilarak izcle edilmistir.
Tam T-lenfeblastlar, adoptif olarak aktarilan, timdre infiltre
eden lenfositlerinin klinik ortamini simiile etmek igin PHA (1

pg/mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD) ile aktive edilmisgtir.

T-lenfoblastlarin transfiizyonu

T-lenfeblastlar, 10-15 mL PBS icerisinde siispanse edilmis ve 10
dakika boyunca ya intravendz olarak i¢ juguler wvene (n=5} va da
intraarteriyel clarak artan aorta (n=1) uygulanmistir.
Intravendz uygulama verilen domuzlardan ikisi LMW-DS (4,5 mg/kqg)
(Apoteket AR, Umed, TIsveg) ile &n igleme tabi tutulmustur. T-
lenfoblastlar bu iki durumda IMW-DS ile birlikte intravendz
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olarak uygulanmistir (9 mg/kg, ardindan 7,2 mg/kg/saat siirekli

infiizyon) .

T-lenfoblastlarin etiketlenmesi ve in vitro tutulma

[13F] FDG (tw=10%,8 dk) standart prosediirlere gére hazairlanmigtir
(TRACER1ab FxFDG, GE Medical Systems, ARBD). Hiucreler, fazla
radyoaktiviteyi gidermek ic¢in yikanmadan &nce 7-10 mL PBS
icerisinde 60 °C'de [!®F] FDG ile inkiibe edilmistir.

Tutulma ([!8F] FDG-6P'nin defosforilasyonundan sconra izleyicinin
GLUT'lerden arinma hizi), 120 dakika boyunca 6 farkli zaman
noktasinda Ug¢li olarak &6lg¢lilmiis ve tutulma yari &mril, verileri

bir mono-iUstel edrivye uyarlavarak hesaplanmistir.

PET incelemeleri

[18F] FDG etiketli T-lenfoblastlarin uygulanmasindan sonra alti
domuz PET ile incelenmigtir., Bir GE Digcovery ST PET/CT tarayicl
(n=3) veva bir Hamamatsu SHR-7700 tarayici (n=3}) kullanilmistair.
Akcigerler ve karaciger {Uzerinde 120 dakikaya kadar dinamik
diziler elde edilmistir. Elde edilen kinetik wveri, mutlak hiicre
saylsl veya uygulanan hiicre yilizdesi olarak i1fade edilmistir.

Sonug¢lar, ortalamalar £ 0SH olarak verilmistir.

Sonug¢lar

T-lenfoblast izolasyonu, etiketlenmesi ve in vitro tutulma

LAciklanan yéntem ile her bir dalaktan 10° adede kadar T-
lenfoblast geri kazanilabilir. 500-1000 milyon T-lenfoblast,
25,616,7 MBg olan bir ortalama ile 10,6-53,1 MBg ['F] FDG ile
etiketlenmistir. Domuz T-lenfoblastlari, 319 dakikalik bir [!8F]
FDG tutulma yarl &émriine sahipti (R2 = 0,99). Ornedin, etiketin

%941 30. dakikada ve %77'si 120. dakikada bulunuyordu.

Transfiize edilmis T-lenfoblastlarin PET incelemesi

6 transfiizyonun ardindan, baslangig¢c aliminin bliylik codunludu
esas colarak akciderlerde bulunuycrdu. Etiketli T-lenfoblastlarin

akcigerlerdeki dadilimi, vyilksek hiicresel vodunluda sahip kiclk
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etkin noktalarda bkulunan greft kisimlari 1le 30 dakika sonra
heterojen clmustur (Sekil 1). Toplam alim dismis olsa da etkin
noktalar 120 dakika sonra kalmistir. Esas akcider alimi dorsal
olarak bulunmus ve dagdilimdaki bu asimetri, Ug¢ uygulama sekli
igin de benzer bulunmustur.

Transfilzyonlari takiben akciderlerde etiketli T-lenfoblastlaran
kinetikleri, Sekil 2'de sunulmaktadir. Gbreceli akcier alaima,
tamamlanmis transfiizvonda intravendz uygulamadan sonra en yliksek
ortalama alim (uygulanan T-lenfoblastlarin %78,6's1) ile
uygulama modlari arasinda dedismistir. LMW-DS'nin intravendz
uygulama sirasinda birlikte uygulanmasi, alim miktarina
%36,6’11k bir ortalamaya disiirmiistiir. Intraarteriyel uygulamadan
sonra T-lenfoblastlarin akcider alimi en disikti (%29,4).
Akciger dokusunda yakalanan hiicrelerin konsantrasyonu ve toplam
miktari olcgiilebilir. Tablce 1, 30. dakikada akcigerlerdeki T-
lenfoblast miktarini gdstermektedir. Uygulamadan scnra 80 ila
635 milyona kadar hicre (greftlerin %16 ila %7%'u) akcider
dckusunda tutulmustur. Etkin noktalarda vakalanmis  hiicre
miktarini S8lcmek icin iki vyodunluk sevivyesi tanimladik: 250.000
hiicre/cec  (orta yodunluklu) wveya 500.000 hicre/cc (yliksek

yvodunluklu) lzerinde hiicresel yodunluda sahip etkin noktalar.

Tablo 1 - 30. dakikada akcigerlerdeki T-lenfoblast yodunludu
ve heterojenlidi, uygulama sekli ile dedismistir. Etkin
noktalarin varligi, toplam akcider alimina paralel olarak

artmistir.
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Maksim

Akcigerle Orta Yiksek
i
Uygula rdeki Akciderle vodgunlu vodunlu
yogunl
nan toplam rdeki klu klu
Mod uk
(L0 miktar hiicre bdlgele bblgele .
(10
hicre) (1068 yuzdesi r (10 r (10°¢
hicre/
hiicre) hiicre) Thicre)
ce)
Intravend
520 411,51 79,1 184,6 170,62 2,05
z
Intravens
1C00 635,43 63,5 441,79 389,55 2,23
z
Intravend
560 172,36 30,8 101,74 67,75 0,929
z
Intraarte
5¢0 96, ¢8 17,3 26,08 0 0,42
riyel
LMW-DS 500 81,47 l¢,3 27,7 0 0,49
LMW-D3 800 285,77 31,8 155,21 111,3 1,14

Tntravensz uygulamadan sonra yiiksek yodunluklu etkin noktalarda
67-389 Milyon hiicre (akciger aliminin %39 ila 5el'i)
bulunmustur. Yiksek vyodunluklu etkin noktalardaki hiicrelerin
miktari, LMW-DS'nin (0-111 milyon hicre veya %0 ila %39) birlikte
uygulanmasindan sonra daha disuktid ve intraarteriyal uygulamadan
sonra hi¢ bulunmuyordu. Orta vyodunluklu etkin noktalar igin
benzer bir model gdrilmistiir. Gozlenen maksimum yodunluk, 2
milyon hiicre/cc'den fazlaydi.

Yukarida tarif edilen uygulamalarin, bu bulusun birkac
agiklayici ornedi olarak anlasilmasi gerekir. Teknikte uzman
kigsiler tarafindan, mevcut bulusun kapsamindan ayrilmadan
uygulamalarda c¢esitli modifikasyonlarin, kombinasycnlarin ve
defisikliklerin vapllabilecedi anlasgsilacaktair. Ozellikle,
farkli uygulamalardaki farkli parca c¢ézlimleri, teknik olarak

mumkin cldugunda baska uygulamalarla birlestirilebilir.
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