Hematopoietik kok hiicre naklinde kullanilan hiicresel tedavi iiriinlerinin degerlendirilmesinde flow
sitometrinin rolii

OZET:

Gunlmiuzde hiicresel tedavi, kemik iliginden, periferik kandan ve gobek kordonu kanindan toplanan
hematopoietik kok hiicrelerden (HSC) elde edilen ¢esitli tirlinlerden, malign hastaliklarin tedavisi icin daha
karmasik adoptif immiin tedaviye ve kalitsal bagisiklik yetersizlikleri icin gen tedavisine kadar gesitli Grinleri
icermektedir.

Hicresel tedavinin daha genis kullanimi, her ne kadar ¢esitli merkezlerde uretilseler de bu Urlnlerin bilesim,
saflik ve etki ile ilgili ayni sartlari karsilamasi gereken kapsamli kalite testlerini gerektirir. Flow sitometrilerdeki
teknik ilerlemeler ve monoklonal antikorlari konjuge etmek (birlestirmek) icin kullanilan reaktiflerin ve
florokromlarin sayisinin artmasinin da buna eslik etmesi, bagisiklik sisteminin fonksiyonuna ve hiicre biyolojisinin
diger alanlarina iliskin ayrintili ve kesin bilgiler saglar ve boyut, sekil ve morfolojiye dayali hiicre
degerlendirmesine veya hiicre tedavisinin gelismesine ve ilerlemesine biyilk katki saglayan hiicre safligi ve
canhhgi kadar, hiicre ylzeyi belirteclerinin degerlendirilmesine de izin verir. Bu makalenin amaci, HSC ve l6kosit
alt popilasyonunun belirlenmesine iliskin temel ilkeler ve iyi laboratuvar uygulamalarina gore flow sitometri
yontemlerinin validasyonunun ve kalite kontroliiniin 6nemi kadar dondurularak saklanmis ve ¢ozdlriImis
HSC'nin hiicre canlihginin ve kalitesinin degerlendirilmesi bakimindan da hiicresel tedavi Urinlerinin kalite
degerlendirmesinde flow sitometri analizinin mevcut kullanimi ve zorluklariyla ilgili genel bir bakis agisi
sunmaktir.

ANAHTAR KELIMELER:
hicresel tedavi, flow sitometri, hematopoietik kok hiicre nakli

KISALTMALAR:

7-AAD (7-aminoaktinomisin D), Ab (Antikor), Ann V (Annexin V), BM (Kemik iligi), CB (Kordon kani), CFU (Koloni olusturan
birim), DLI (Donér lenfosit infiizyonu), EBMT (Avrupa Kan ve Kemik iligi Nakli Dernegi), FACT (NetCord-Hiicresel Tedavi
Akreditasyon Vakfi), GvHD (Graft-versus host hastaligi), HSC (Hematopoietik kdk hiicre), IEC (immiin efektér hiicre), ISHAGE
(Uluslararasi Hemoterapi ve Greft Mhendisligi Dernegi), JACIE (Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi), NK (Dogal oldiirlci),
PB (Periferik kan), PBSC (Periferik kan kok hicresi), UCB (Gobek kordonu kani).

1 | GIRIS

Hicresel tedavi alani, 1950'lerdeki ilk kemik iligi (BM) naklinden bu yana stirekli olarak gelismektedir ve su anda
hematopoietik sistemin malign, konjenital veya edinsel hastaliklarinin tedavisinde basariyla uygulanmaktadir.’
Hematopoietik kok hiicre (HSC) nakliyle baslayan hiicresel tedaviler artik malign hastaliklar icin adoptif immin
tedavi ve kalitsal bagisiklik yetmezliklerinin tedavisi icin gen tedavisi de dahil olmak lzere daha karmasik hale
geliyor.? Gelecek vaat eden yeni hiicresel tedaviler; geni modifiye edilmis T hiicreler ve dogal éldirtici (NK)
hiucreler gibi immun efektér hiicrelerdir (IEC'ler).2 Hucresel tedavilerin daha genis kullanimi, cesitli merkezlerde
Uretilmis olsalar da bu trtnlerin bilesim, saflik ve etki konularinda ayni gereklilikleri saglamalari icin kapsamli
kalite testleri yapilmasini gerektirir.* Hicresel tedavi Grtnlerinin daha ileri klinik kullanim igin bir merkezden
diger merkeze gonderilmesinde hiicre toplama ve isleme prosediirlerinin tim merkezlerde givenli, etkili ve
karsilastirilabilir Girtinler elde edecek mekanizmalara sahip olmasi kritik derecede 6nemlidir.

Baslangigcta BM greftin kalitesinin degerlendirilmesi toplam cekirdekli hiicrelerin sayimi ve koloni olusturan birim
(CFU) testiyle sinirhiyken gliniimiizde hiicresel tedavi lrinlerinin kalitesini degerlendirmek amaciyla gesitli testler



kullanilmaktadir. Huicre tipinin degerlendiriimesi; hicre boyutuna, sekline ve morfolojisine dayal
degerlendirmeleri veya hiicre ylzeyi belirteglerinin flow sitometri ile degerlendirilmesini igerebilir. Hiicrelerin
safligl boya dislama testleri ile dlgllen hicre canhhg kadar, siklikla flow sitometri ile de degerlendirilir. Flow
sitometrinin imminoloji, hiicresel biyoloji, bakteriyoloji, viroloji, kanser biyolojisi ve bulasici hastaliklarin
izlenmesi gibi gesitli alanlarda uygulamalari mevcuttur. Son 30 yilda bagisiklik sisteminin islevine ve hiicre
biyolojisinin diger alanlarina iliskin ayrintili ve kesin bilgiler saglayan dramatik ilerlemeler gérildi.® Bu makale
HSC nakli igin kullanilan hicresel tedavi Griinlerinin kalite degerlendirmesinde flow sitometri analizinin mevcut
kullanimina ve zorluklarina genel bir bakis agisi sunmayl amaglamaktadir.

2 | FLOW SITOMETRI:PRENSIPLER, CIHAZLAR, REAKTIFLER

Flow sitometri hem rutin laboratuvarda hem de arastirma merkezlerinde olmak Uzere birgok farkli ortamda
kullanilan bir tekniktir. Teknolojinin ilerlemesiyle birlikte flow sitometri alani da gelismektedir. Dolayisiyla bugiin
belirli amaclar icin 6zel tipte cihazlar tasarlandi, 6rnegin mikroskopi ve flow sitometriyi veya flow sitometri ile
kiitle spektrometrisini birlestiren sistemler gibi. Bu teknik, periferik kan (PB) ve BM'den elde edilen karisik hiicre
populasyonunun ve yanisira tek hiicrelere ayrisabilen kati dokularin hiicre 6zelliklerinin es zamanli analizine ve
flow sitometrinin ana uygulamalarindan biri olan, daha ileri hiicre siralamasi (cell sorting) analizine olanak
saglar.®

Flow sitometrideki teknik ilerlemelere, monoklonal antikorlari konjuge etmek icin kullanilan mevcut reaktiflerin
ve florokromlarin sayisindaki artisin neden oldugu analiz karmasikligi ve daha yeni kime veri analizi
algoritmalarinin kullanilmasi gerekligi eslik etmektedir. Veri madenciligi yontemlerini gelistiren her sey, su anda
mevcut olan yuksek boyutlu flow sitometri verilerinden ¢ikarilacak faydal bilgiler saglar.®

Flow sitometride en cok kullanilan uygulama olan immiinfenotiplemenin yani sira, apoptoz analizi, hiicre
doéngusi analizi ve hiicre siralama da hiicresel tedavi Griinlerinin kalite degerlendirmesinde kullanilir.5-8

3 | HEMATOPOIETIK KOK HUCRELERIN SAYILMASI

Su anda nakil i¢in kullanilan HSC kaynaklari BM, mobilize PB ve gobek kordon kani (UCB)’dir.° Her HSC grefti
tipinin, farkl bir toplama ve isleme yontemi, avantajlari ve dezavantajlari vardir. HSC kaynagi olarak BM, genel
anesteziye gerek kalmadan I6koferez islemi ile daha kolay toplanmasi ve nakilden sonra daha hizli hematopoietik
yeniden yapilanma nedeniyle periferik kan kok hicreleri (PBSC) ile neredeyse tamamen yer degistirdi.’o™
UCB'den gelen HSC'ler yiksek klonojenik potansiyele sahiptir ve bagisiklik agisindan saf ve olgunlasmamis
olduklari icin sadece kismi doku uyumu ile nakledilebilir. Ama sinirh hacmi olmasi nedeniyle, UCB esas olarak
pediatrik hastalarin nakil isleminde uygulanabilir.®

HSC'lerin kaynagi ne olursa olsun, hematopoietik kok ve progenitér hiicreler, morfolojik olarak en erken kok
hlicre durumunda kiiglk lenfositler olarak veya olgunlasan progenitér durumunda blast formlari olarak gorindar.
Bu nedenle yalnizca islevsel tahlillerle veya immiinfenotipik ylizey isaretleyici analizi ile tanimlanabilirler. HSC'nin
fenotipi CD34*/CD45%™/SSC'ow/FSC'ow and intermediate’ jj - 12

Daha sonraki progenitorler yumusak agar kiltlr sistemlerinde fonksiyonel olarak test edilebilir. Uygun biylime
faktorleriyle desteklendiginde, kaplanan hicrelerin toplam sayisi basina belirli sayida CFU olarak
numaralandirilabilen ve ifade edilebilen, kendi soylarinin kolonilerini olustururlar. Farkli HSC tirlerinin
numaralandirilmasina yoénelik fonksiyonel analizler birka¢ haftalik steril kiltiir inkiibasyonu gerektirir. Bu



nedenle bu analizlerin bazi dezavantajlar vardir ve bunlarin en énemlileri laboratuvar ici ve laboratuvarlar arasi
zayif tekrarlanabilirlik, standartlasmama ve uzun geri doénis slresidir.®™* Dolayisiyla klinik nakil
uygulamasindaki fonksiyonel hematopoietik hiicre analizleri genellikle dondurularak saklanan hiicrelerin kalite
kontrol islemleri ile sinirlidir ve rutin laboratuvar testlerinde nadiren kullanilir.

Bununla birlikte, CD34+ hiicrelerin flow sitometri ile 6lcimi, HSC Urinlerinin potansiyelini lgmek i¢in evrensel
bir test haline geldi. Hasta PB'sinde mutlak CD34+ hiicre sayisinin degerlendirilmesi ayni zamanda |okoferez
islemine baslamak icin en uygun zamanlamanin belirlenmesi agisindan da énemlidir. Uluslararasi Hicresel
Tedavi Dernegi (JACIE)'nin Ortak Akreditasyon Komitesi standartlarina gore, canli CD34+ hiicrelerin sayimi greft
kalitesine erismek icin taze PBSC uriinlerinde gerceklestirilmelidir.™®> Minimum CD34+ hiicre sayisi bir nakilde
alicinin viicut agirhginin kg'i basina > 2 x 106 CD34+ hiicre olmalidir. Optimal (en uygun) hiicre sayisi ise 5 x 10°
CD34+ hiicre/kg (vlcut agirligl) olup bu, nakil sonrasi nétrofil ve trombosit sayiminin daha hizl iyilesmesiyle
iligkilidir.1®17
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Sekil 1: Modifiye ISHAGE protokoliinii kullanarak tek platform icin CD34+ hematopoietik kdk hiicrelerin
analizine yonelik yol stratejisi. ISHAGE, Uluslararasi Hemoterapi ve Greft Miihendisligi Dernegi.



Her ne kadar nakil merkezlerinde laboratuvarlar kalite kontrolii igin CD34+ hiicreleri belirlemede farkli
protokoller kullaniliyorsa da, Uluslararasi Hemoterapi ve Greft Miihendisligi Dernegi (ISHAGE) protokoli, en sik
kullanilanidir (Sekil 1).28 Bu protokol sayma boncuklari tanitilarak ve canhlik boyalari dahil edilerek siirekli olarak
giincellendi.’> Ancak ISHAGE protokoliinii kullanan laboratuvarlar arasinda hala farkliliklar var; bazilar tek
platform yéntemini kullanirken digerleri ikili platform yéntemini kullanmakta.'® Tek platformun faydasi, floresan
mikrokireler (boncuklar) kullanan ve sivi fazda veya liyofilize formda olabilen CD34+ hiicrelerin yizdesinin ve
mutlak sayisinin es zamanl olarak belirlenmesidir. Liyofilize boncuklarin ana avantaji, tiipin, mutlak hiicre
sayisinin hesaplanmasina olanak saglayan tam sayida boncuk icermesidir. Ayrica, tek veya ikili platform
yonteminin hangisinin kullanildigina bagli olarak hiicre etiketleme protokoliinde de farklilik vardir. Baz
laboratuvarlar lyse-wash yontemi (ikili platform) kullanir, digerleri ise daha kisa siiren ve potansiyel hiicre
kaybinin engellendigi lyse-no wash (tek platform) yéntemini kullanir. Her ne kadar CD34+ hiicre tespiti icin
ISHAGE protokoll bircok laboratuvarda kullanilmakta ise de bahsedilen farkhliklar, standardizasyonun gerekli
oldugunu gostermektedir.

EBMT (Avrupa Kan ve Kemik iligi Nakli Dernegi) kilavuzlarina gére BM degerlendirmesi icin CD34+ testleri zorunlu
olmasa da bircok merkez bunu kalite testlerine dahil eder.?° Eger laboratuvar BM numunelerinde canli CD34+
hicrelerin tespitini gerceklestiriyorsa, flow sitometride hiicrelerin analizine yonelik protokollerin ve sablonlarin
dikkatli bir sekilde ayarlanmasi gerekir. PB veya PBSC greftindeki CD34+ hiicre sayimi ile karsilastirildiginda, BM
numunelerinin analizi zordur c¢lnkl bunlar ¢ok sayida kirmizi kan hiicresi icerirler ve hepsinde analizi
karmasiklastiran yag ve hiicre kiimeleri olabilir. Bu nedenle flow sitometrideki ayarlarin, artiklari azaltacak ve
CD34+ hiicre poplilasyonunun daha dogru bir sekilde belirlenmesine olanak saglayacak sekilde ayarlanmasi
gerekir.

4 | HUCRE CANLILIGININ DEGERLENDIRILMESI

Hicrelerin canlihgi ilk olarak canh hiicrelerin belirli boyalari gecirmeyen saglam hiicre zarlarina sahip oldugu, 6li
hicrelerin ise sahip olmadigi ilkesine dayanan boya dislama testleri kullanilarak degerlendirildi.

Hicre slispansiyonu boya ile karistirilir ve daha sonra hiicrelerin boyayi alip almadigi gérsel olarak incelenir. Boya
dislama testlerini gergeklestirmek igin en sik kullanilan boyalar, tripan mavisi, eozin Y, akridin turuncu veya
propidyum iyodir'dir. Boya dislama testi basit ve hizli bir tekniktir, ancak yontemin sinirli olmasinin nedeni,
canhhgin, hicre zan batinliginin degerlendiriimesi seklinde indirek olarak belirlenmesidir. Testin dogru bir
sekilde gergeklestirilmesi dnemlidir ¢linkii az miktardaki bir boya alimi olmasi hiicre hasarinin gdstergesi de olsa

gdzden kagabilir.?1?

Daha Once de belirtildigi gibi, JACIE standartlarina gére CD34+ hiicrelerin sayisina ek olarak, toplanan ve
islenmis/dondurulmus hucrelerin canliiginin belirlenmesi de gereklidir. Flow sitometri kullanarak CD34+
hicrelerin canliliginin degerlendirilmesinde en sik kullanilan boya, hiicre DNA'sinin GC bolgesine baglanarak
nekrotik hiicrelerin ve ge¢ apoptozdaki hiicrelerin (7-AAD pozitif) belirlenmesine olanak saglayan 7-
aminoaktinomisin D (7-AAD)’dir.22 7-AAD'nin yani sira bazi laboratuvarlar rutin calismalarda hala boya dislama
testleri kullaniyordu, ancak 7-AAD, ISHAGE protokoliiniin standart bir parcasi haline geldiginden dolayi ¢cogu
laboratuvar CD34+ hiicrelerin canliligini belirlemek icin bunu kullaniyor.?! 7-AAD yénteminin ana dezavantaj,
daha 6nce bahsedilen boya dislama testlerinde oldugu gibi, erken apoptoz’daki hiicrelerin tespit edilememesidir,
bu da greft hiicresi canliiginin oldugundan fazla tahmin edilmesine yol acabilir.2® Cesitli ¢calismalar Annexin V
(Ann V)’yi kullanan yéntemin erken apoptozdaki hiicrelerin tespiti icin uygun oldugunu géstermistir.¥2* Annexin
V, canl hiicre zarinin sitoplazmik tarafinin karakteristigi olan fosfatidilserin gibi negatif yiklu fosfolipidler igin



ylksek afiniteye sahip bir proteindir. Ancak erken apoptozda fosfatidilserin, hlicre membran asimetrisi nedeniyle
hicre ylizeyinde agiga ¢ikar ve Ann V proteini ve Ann V'nin negatif yukli fosfolipidlere baglanmasini saglayan
kalsiyumlu Ann V baglama tamponu iceren bir reaktif kullanilarak tespit edilebilir. Kok hiicre genislemesi gibi
veya gen terapisi gibi ex vivo maniptlasyon islemlerinin baslatiimasindan énce progenitor hiicrelerin apoptotik
durumunu degerlendirmek faydali olabilir.?®

Arastirma ortamlarinda kullanilan apoptotik hiicrelerin belirlenmesi icin diger testler, kaspazlarin aktivasyonunu
tespit etme yontemi olan DNA baglayici boya Syto 16 yontemi, DNA'nin endonikleaz sindiriminin tespiti igin
TUNEL (TdT dUTP Nick End Labeling) testi ve mitokondriyal apoptozun tespiti icin 6zel boyalar kullanilarak
mitokondriyal membran potansiyelini ve cekirdekteki kromasyon yogunlasmasini belirleyen yéntemdir.>%

5 | DONDURULARAK SAKLANMIS VE C6ZDURULMUS KAN YAPICI KOK HUCRELERIN KALITESININ
DEGERLENDIRILMESI

Taze HSC'ler toplandiktan sonra yalnizca birkag saatten birkag gline kadar yasayabilirler, bu nedenle kullanimlari
ve cografi erisimleri sinirlidir. Su anda, HSC'ler ve tedavide kullanilan diger hiicreler ayni teknikler kullanilarak bir
kriyoprotektan olan dimetil silfoksit (DMSO) ile yavas bir sogutma hizinda dondurularak saklanir.?” HSC'lerin
dondurularak saklanmasi, bunlarin islem alanindan klinik kullanim alanina tasinmasina olanak tanir, hiicrelerin
hastalara uygulanabildigi daha genis bir zaman penceresi yaratir ve kalite kontrol ve diizenleyici testler icin
yeterli zamani saglar. Bu faydalara ragmen hiicreler, islem sirasinda greftteki hlicre sayisinin azalmasina ve ayni
zamanda ¢6zdiraldikten sonra hiicre canliliginda azalmaya yol acabilecek bazi faktorlere maruz kalir (6rnegin,
santrifiijleme, saklama kosullari ve ¢dzdiirme islemi gibi).?’

HSC'lerin kriyoprezervasyonu igin altin standart hala DMSO'dur. Hicrenin DMSQO'ya maruz kalma zamanlamasi
cok onemlidir ¢linkii DMSO, metabolizmayi, enzim aktivitesini, apoptozu ve hiicre dongisini etkileyerek
hicresel fonksiyonu dogrudan etkileyebilir. Ayrica DMSO'nun etkisi hiicre tipine, hiicre farkhlasmasinin
asamasina, maruz kalma siiresine ve DMSO konsantrasyonuna bagldir.2® DMSO, ¢6zdiriilmis greftteki hiicreler
Uzerinde toksik etkiye sahip oldugundan ve inflizyon sirasinda olumsuz reaksiyonlara neden olabileceginden,
bazi nakil merkezlerinde nakledilmeden énce ¢6zdiriilmiis HSC'lerden uzaklastirilir.2” Ancak soru, bu siirecte kag
hicrenin kayboldugu ve hasar gordugidir, ¢linki ¢ozdlrlilmis bir Grindeki canli CD34+ hiicrelerin sayisinin
aslinda hastaya nakledilen gercek sayi oldugu bilinmektedir.!¥?® DMSQ'ya ek olarak, hiicre konsantrasyonu,
donma oncesi saklama kosullari, donma hizi ve saklama sicakhgi gibi hiicre canliigini etkileyen diger baz
faktorler de kriyoprezervasyon sonrasinda hiicrelerin iyilesmesini etkiler.?”

7-AAD ile kombinasyon halinde kullanilan ‘tek platform’ yonteminin, taze 6rneklerdeki canli CD34+ hiicrelerin
sayisini belirlemek igin referans yontem oldugu iyi bilinmektedir. Ancak dondurularak saklanmis ve ¢ézdirilmus
numunelerin analizi igin ydntemin modifikasyonu gereklidir. Olii ve canli hiicre sayisinda daha yiiksek bir degerin
elde edilmesine izin vermek icin ileri dagilima karsi Yan dagilim ve SSC'ye karsi CD45 gegitlerinin ayarlanmasi
onerilir. Bu nedenle ¢ozdiirlilmiis numunelerin analizi, daha kesin ve dogru HSC analizi amaciyla, gegis

stratejisinin ve kazanim ayarlarinin uyarlanmasini gerektirir,1%-3°

NetCord - Hicresel Tedavi Akreditasyon Vakfi (FACT) nin, Kordon Kani Bankalari standardina gore, ¢ozdirme
sonrasi CD34+ hiicre canliigl = %70 olmalidir®’. PBSC'lerin (periferik kan kdk hicreleri) ¢dzdiirme sonrasi
minimum CD34+ hiicre canhligl icin boyle bir tavsiye yoktur ve aferez trininin dondurulup ¢ozdirilmesinden
sonra yalnizca gekirdekli hiicrelerin canliiginin > %50 olmasi gerekir32. Bu nedenle PBSC greftinin ¢6zdiirme
sonrasi kalite kontroliiniin nasil yapilacagl ve hangi tahlil ve yontemlerin kullanilmasi gerektigi siiphelidir. Her



ne kadar bazi ¢alismalar PBSC ve CB (kordon kani)'nin ¢ézdiirme sonrasi canliligi igin yontemleri degerlendirmis
ve flow sitometride numunenin hazirlanmasindan testin sonucuna kadar olan siireci standartlastirmaya ¢alismis
olsa da, dondurularak saklanan numunelerin ¢dzdirilmesiden sonraki slirecte yer alan her adimi tanimlayan bir
kilavuz hala yoktur. Ornegin, numune ¢dzdiirmenin kesin kosullari, hiicreleri yikamanin gerekli olup olmadig,
numuneleri seyreltme ve isaretlemeden 6nce kriyoprotektani uzaklastirma, flow sitometri calismalari gibi3334,

UCB icin kalite spesifikasyonlarinda, ¢ozdirme sonrasi CFU hala gerekliliklerden biridir, ancak rutin ¢alismalarda
CFU testinin daha 6nce bahsedilen dezavantajlarindan dolayi, greft kalitesinin daha hizli degerlendirilmesi igin
daha yiiksek tekrarlanabilirlige ve daha kisa geri déniis siiresine sahip bagka bir testin kullaniimasi iyi olurdu.3>3¢
7-AAD, HSC nakillerinde flow sitometride hiicre canhliginin belirlenmesinde en sik kullanilan boya olmasina
ragmen, testin eksikligi erken apoptozdaki hiicreleri belirleyememesidir. Erken apoptozda hiicre isleyisinin
bozuldugu bilindiginden bu tir hasar gormus hiicrelerin ¢ogalma ihtimalinin olup olmadigl sorusu ortaya
¢ikmaktadir. Bu nedenle, hicrelerin canhliginin belirlenmesinde, 7-AAD yOntemine ek olarak, anneksin V
yontemi gibi erken apoptozdaki hicrelerin belirlenmesine yénelik yontemin kullanilmasi yararli olacaktir. Az
sayida calisma, UCB numuneleri icin, 7-AAD ve Ann V kullanilan testin, CFU sonuglarinin tahmini i¢in uygun bir
yéntem oldugunu géstermistir.2*2* Duggleby ve arkadaslari®, canli CD34+ hiicrelerini belirlemek icin kendi dzel
protokollerinde 7 AAD-kapili popiilasyonda 6nemli sayida CD34+ AnnV+ olayinin bulundugunu gosterdi.
Calismalarinda olgiilen sonuglar, apoptotik olmayan hicreler (CD34+ AnnV-) ve CFU sonuglari arasinda iyi bir
korelasyon oldugunu gosterdi, dolayisiyla 7- AAD ile standart sayim, erken apoptotik hiicreyi él¢medigi icin,
CD34+ canli hiicrelerin mevcut standart sayiminin ¢éziilme sonrasi potansiyeli tam olarak yansitmadigi gercegini
dogruladilar. Radke ve arkadaslari®® calismalarinda standart ISHAGE protokoliiyle karsilastinldiginda, Ann V
yonteminin CFU ve cekirdekli CD34+ hiicreler arasinda benzer iyi korelasyonlarla sonuglandigini ve bunun da
teorik olarak beklenen koloni olusumuyla daha iyi bir uyumluluga yol actigini belirtmislerdir. Bu ¢alismalarin
sonuglari 6zellikle dGnemlidir ¢linkii canli hiicre sayisinin nakilden 6nce mimkiin olan en kisa siirede belirlenmesi
gerektiginde Ann V yontemi kullanilabilir.

6 | LOKOSIT ALT GRUPLARININ DEGERLENDIRILMESi

CD34+ hiicre tespitine ek olarak allojenik HSC grefti kalite degerlendirmesi diger 16kosit alt gruplarinin sayimini
Ozellikle CD3+ T hiicrelerini de igermelidir. T hiicrelerinin yani sira hiicre tedavisinin farkli tipleri icin greftin
icindeki 16kosit alt gruplarini belirlemek gereklidir. Glinlimizde laboratuvar calismalarinda kullanilan flow
sitometriler, flow sitometrinin lazer ve dedektér konfiglirasyonuna bagh olarak ayni anda birden fazla hiicre
isaretleyicisinin tespit edilmesini saglar. (6rn. 10 renkli Ug lazerli flow sitometri [mor 405 nm, mavi 488 nm ve
kirmizi 638 nm]). Bu nedenle monoklonal antikorlari (mAb) bir test tlpinde kullanarak ve boylece test
maliyetlerini ve test silresini de azaltmak suretiyle I6kosit alt gruplarini belirlemek mimkindir. Lokosit alt
gruplari genellikle B hicreleri icin anti-CD 19 mAb, NK hiicreleri igin anti-CD 16 ve anti-CD 56, T hiicreleri alt
grubu icin anti-CD 3, anti-CD 4 ve anti-CD 8 mAb ve monositler i¢in anti-CD 14 ve anti-CD 16 kullanilarak tespit
edilir (Tablo 1).

Tablo 1: Hematopoietik kék hiicre nakline yonelik hiicresel tedavi uriinlerinin degerlendirmesinde en sik
kullanilan antikorlar

Antikor Hicre dizisi Referans

Anti-CD34 Hematopoietik kdk hiicreler [14,17,18,23,24,33,34,37,39,43,45,47,48,54-56]
Anti-CD3 T hiicreler [38,40,45,47,48,50,52]

Anti-CD19

Anti-CD20 B hucreler [38,40,43,45,47,48,50,52]




Anti-CD14 Monositler [50]
Anti-CD56/CD16 NK hucreleri [38,40,48,50]

Laboratuvar ilgili hiicrelerin tespitine yonelik protokoll tanimladiginda dogru hiicre tanimlamasina izin verecek
antikorlari (Abs) ve florokromlari segmek gerekir. Bu 6zellikle tek adimda birden fazla analiz gerceklestirirken
onemlidir (6rnegin, lenfosit alt grubunun sayimi). Tek tek Ab’nin yani sira, dnceden tanimlanmis ve ilgili hiicreleri,
ornegin HSC veya lenfosit alt gruplarini tespit etmek igin florokromlar ve reaktiflerle etiketlenmis Ab'leri iceren
ticari kitler mevcuttur.'®373 Bu kitlerin avantaji, sirket ici yéntemlerin ayarlanmasinda deneyimi olmayan
laboratuvarlardaki protokollerin olusturulmasini ve uygulanmasini kolaylastiran dnceden monte edilmis Ab
panellerini icermeleridir.

Ayrica bazi Ureticiler, ilgili hiicrelerin izolasyonu icin otomatik gecis algoritmasina sahip, daha kullanici dostu
hiicre analizine katkida bulunan toplama ve analiz yazihmi (6rnegin, BD FACSCanto Clinical yaziim (BD
Bioscience, San Jose, CA gibi) sunmaktadir.3®

Allojeneik HSC naklini bazen dondr lenfositlerinin ek olarak uygulanmasi, 6rnegin dondr lenfosit inflizyonu (DLI)
takip eder. Allo-HSC toplama prosediirii sirasinda veya uyarilmamis PB'den, DLI icin lenfositler toplanabildi ve
hastaligin niiksetmesi durumunda basit ve etkili bir tedavi secenegi olmasi icin dondurularak saklanabildi.*%4
DLI'nin amaci dondr T hicrelerinin 16semik hiicrelere karsi gliciini arttirmak (graft-vs.-timor etkisi), yani

hastaligin niiksetmesini tedavi etmek ve bagisikhgin iyilesmesini artirmaktir.4?

DLl icin dondurulacak taze aferez urinlerinde, CD3+ hiicreler flow sitometride belirlenir. Bu hiicre
populasyonunun kriyoprezervasyonu ve c¢oziilme islemini nasil tolere ettigine dair sadece birkac¢ rapor
oldugundan ve laboratuvarlar arasinda kriyoprezervasyon protokollerindeki farkhliklar nedeniyle her merkezin,
infizyondan énce ¢dziilmiis numunedeki CD3+ hiicrelerin canligini belirlemesi gerekir.®

Kismi HLA eslesmesi durumunda, uygulamadan Once istenmeyen hiicreleri ortadan kaldirmak icin HSC grefti
manipule edilmelidir. Haploidentik dondrlerden elde edilen HSC greftinin naklinde graft-versus host hastalig
(GvHD) gelisme riski ylksektir. Nakil sonrasi olasi bu komplikasyonlari 6nlemek icin, greftin inflizyonundan 6nce
immiinomanyetik teknikler kullanilabilir: CD34+ zenginlesmesiyle indirek T hiicresi deplesyonu veya istenmeyen
CD3+ T hiicrelerin ve CD19+ B hiicrelerin deplesyonu gibi.***> Hedef CD34+ hiicrelerini zenginlestirme yéntemi,
siperparamanyetik demir dekstran parcaciklarina konjuge olmus anti-CD 34 mAb ve manyetik hiicre ayirici
kullanan manyetik izolasyon teknigine dayanir.®> Ayiklama sonrasi canli CD34+ ve CD3+ hiicrelerin sayisi flow
sitometri kullanilarak belirlenir. Analizdeki zorluk, ayiklamadan sonra pozitif fraksiyondaki CD3+ hiicrelerin
sayisini belirlemektir. Artik CD3+ hiicrelerin sayisi genellikle %1'den azdir ve analiz igin nadir sayidaki T hiicreleri
icin 6zel bir protokole ihtiyac vardir. Ayrica ¢oklu gegis stratejisi protokolii de uygulanmalidir.*® Ginimiizde
haploidentik HSC naklinde iki farkli T hiicresi deplesyonu kullanilmaktadir: PBSC'nin in vitro T hiicresi deplesyonu
ve in vivo T hiicresi deplesyonu icin nakil sonrasi siklofosfamid.*” T hiicresi reseptérii alfa/betanin ve CD19+
hiicrelerin deplesyonuna yonelik immiunolojik teknikler, zenginlestirme tekniklerinden ¢ok daha zorludur.
Deplesyon isleminden sonra flow sitometri kullanilarak ¢ok az miktarda artik TCRaB* ve CD19+ hiicreler
belirlenmelidir.*® immiinolojik teknikler kullanilarak elde edilen iriinlerin analizi icin, gecis stratejileri
gelistirmek, flow sitometriye iliskin bir protokol olusturmak ve daha sonra ilgili hiicreleri dogru bir sekilde analiz
etmek ¢ok 6nemlidir, ¢clinkl Grindeki sayilari ¢ok az olsa da islemin etkisi flow sitometriden alinan sonuca gore
degerlendirilir.



7 | IMMUNEFEKTOR HUCRELER

IEC'lerle adoptif hiicresel terapi, genellikle akademik enstitllerde olusan liretim modelinden, merkezi lGretime
sahip bir endiistri modeline dogru evrimlesen, heyecan verici ve hizli gelisen bir alandir. immiin efektér hiicreler
halihazirda timorlere karsi genis sitotoksisiteyi ifade eden veya timorle iliskili antijenlere karsi hedeflenen
sitotoksisiteyi eksprese eden hiicrelerin yani sira inflamatuar yanitlari baskilayarak veya immiin tanimayi
artirarak toleransi indikleyen hiicreleri igerir. Bunlarin kimligi, numaralandiriimasi ve canliligi, maniptlasyonu

baslatmak ve iriinlerin inflizyonunu serbest birakmak icin kritik bilgilerdir.

Hizli gelismeye ragmen, IEC tedavisi hala, tretim slregleri, lojistik ve koordinasyon konulari ve toksisite profilleri
gibi cesitli zorluklarla karsi karsiyadir. Bu nedenle Immun Effector Cell Task Force (immiin Efektér Hiicre Gérev
Gicl) kurulusu IEC icin standartlar ve akreditasyon programi olusturdu.®® Standartlar, hedef hiicre
populasyonunun islevini degistiren manipilasyona ugramis hiicresel tedavi lrlinlerini degerlendirmek icin, cok
renkli flow sitometrinin, hiicre ylizeyi isaretleyicinin tespiti, canllik ve sayim icin tercih edilen teknoloji oldugu
ilgili ve valide edilmis testlerin kullanilmasinin gerekliligini acikca belirtmektedir. Mutlak sayida canli hiicrenin
dogru olciim, bircok uygulama icin bir 6nkosuldur: CAR ile donlstirilmis T veya NK hiicre Gretimi icin girdi

hiicresel malzemenin standardizasyonu, hiicre ayiklama, proses ici kalite kontrolleri ve IEC’nin dozaji gibi.>%>?

CAR-T hiicre tedavisi, genetik modifikasyonun, kanser hiicrelerini tanimak ve aktif olarak ¢ogaltmak igcin T
hucrelerini en iyi sekilde kullandigi klinik uygulamalarda giderek daha fazla yer almaktadir.*® HSC nakli icin CD34+
hicrelerin toplanmasinda oldugu gibi yeterli konsantrasyonda T hiicresi elde etmek toplama siirecinin kritik bir
pargasidir. Bu nedenle Anti-CD3 mAb kullanan [6koferez Urlnlerinin kalite kontroliini gergeklestirmek
onemlidir, ¢linkii nihai Gridndn kalitesi, CAR-T hicrelerinin imalatinda kullanilan baslangic malzemesinin
kalitesine baghdir.*>*? Uretim siirecinden sonra CAR-T hiicre iriiniiniin bir 6rnegi, diger testlerin yani sira
fenotiplemeyi, efektdr hiicre popiilasyonunun canliligini ve safligini da iceren kalite kontrol testleri icin alinir.*

Lokoferez Grlinlnin kalitesinin belirlenmesinin yani sira, inflizyondan sonra terapotik hiicrelerin genislemesi ve
kahcihgi ile CAR-T hiicreleriyle greft alan hastalarda uygulanan tedaviye yanitin degerlendiriimesinde de flow
sitometri kullanilir.®

8 | FLOW SITOMETRI YONTEMLERININ KALITE KONTROLU VE DOGRULAMASI

Rutin ¢alismalarda yeni yontemlerin uygulanmasindan once genellikle, kesinlik ve dogruluk, dogrusallik, nicelik
siniri, iki veya daha fazla flow sitometri arasindaki yéntem karsilastirmasi, ayirma, bazen de numune stabilite

calismasini da iceren bir degerlendirme yaparak dogrulamayi (validasyon) gerceklestirmek gereklidir.3739°°

8.1 | Hiicresel tedavi liriin numunelerinin stabilitesi

Numune stabilite ¢alismasi protokoliin dogrulanmasinin dnemli bir parcasidir, 6zellikle yeni bir hiicresel tedavi
GrGn tOrinldn uygulanacagl zaman kalite degerlendirmesi icin kullanilir. Cesitli calismalarda taze lokoferez

drneklerinin ve dondurularak saklandiktan sonra ¢dzdiiriilmis UCB érneklerinin stabilitesi incelenmistir,37:3%545>

Sonuclar taze ldkoferez &rneklerinin 4°C'de saklandiginda 24 saate kadar stabil oldugunu gosterdi.’”*°
Cozdirilmis UCB ornekleriyle ilgili stabilite calismalarinin sonuglari celiskiliydi. Lee ve ark.>* kendi
¢alismalarinda, ¢6zdirilmiis UCB numunelerinin ¢ozdirildikten sonra oda sicakliginda veya 4 C'de saklanip
saklanmadigina bakilmaksizin 6 saate kadar stabil oldugunu gésterdiler. Ote yandan Huang ve arkadaslari,

¢Ozdirilmis UCB numuneleri oda sicakhiginda saklandiginda yalnizca 20 dakika sonra CD34+ hiicre canliliginin



dnemli 6lcude azaldigini bildirdiler.® Krasna ve arkadaglari®® HSC uriinlerinin immin ayiklama sonrasindaki
stabilitesini degerlendirdiler ve ayiklama sonrasi CD34+ hiicrelerin, buzdolabinda 6 giline kadar saklanan
|6koferez Urlinliindeki CD34+ hiicrelere gore daha az stabil oldugunu raporladilar. Su ana kadar yapilan
arastirmalarin sonuglari hiicresel tedavi Urlinlerinin tiriine ve saklama kosullarina gore farkhlik gosterdigine
gore, her laboratuvar dogrulama protokoliiniin bir parcasi olarak numune stabilite ¢calismasi yapmalidir.

Dogrulama yapmadan 6nce mimkin olan en iyi florokromlarla birlestirilmis klonlarin ve ayrica arka planda
spesifik olmayan floresani en aza indirmek i¢in antikor konsantrasyonunun ayarlarini optimize etmek gerekir.

Rutin galismalarda, baslatma ve ¢alistirma prosediriinden sonra flow sitometrideki lazerlerin ayarlanmasi
gerekir ve bu amac icin ticari reaktifler (floresan boncuklar) en yaygin olarak kullanilir. Gerekirse, spektar
ortiisme telafisi (spectar overlap compensation) gerceklestirilebilir.>’

8.2 | Dahili ve harici kalite kontrol

lyi laboratuvar uygulamalarina gore rutin laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan yéntemlerin kalite kontroliiniin
saglanmasi gerekmektedir. Rutin calismalardan 6nce her giin, genellikle ayni Ureticiye ait ticari reaktiflerin
kullanildig1 dahili kalite kontrolii yapiimalidir. Dahili kontroliin yani sira, harici kalite degerlendirmesine (EQA)
katilmak da 6nemlidir. EQA numuneleri genellikle yilda birkac kez analiz edilir ve hangi programa katilanacagina
laboratuvarlar karar verir (6rnegin CD34 sayimi veya lenfosit imminofentoipleme icin). HSC nakli programinin
parcasi olan laboratuvarlar genellikle Birlesik Krallik NEQAS kalite planina ve/veya ulusal planlara katilirlar.>®°
EQA icin alinan drneklerin rutin numunelerle ayni sekilde islenmesi cok dnemlidir, ¢linki harici kontrol, yontemin
periyodik olarak dogrulanmasina olanak tanir ve ayni zamanda testin teknik performansini kontrol eder.
Yéntemin dogrulamasi ve onaylanmasi dahili ve harici akreditasyon isleminin bir parcasidir.’ Laboratuvarin

akreditasyon gerekliliklerini karsilamak istemesi halinde igin s6z konusu islemleri uygulamasi gerekmektedir.
9 | SONUC

Flow sitometri yontemleri ginimizde hiicre tedavisinin gelismesine ve ilerlemesine biyik katki saglayan HSC
nakli alaninda kullanilan gesitli hiicresel Griinlerin kalitesiyle ilgili yeni gorusler ve anlayislar ortaya koyuyor. Artik
arastirma laboratuvari ¢alismalarinda oldugu kadar klinikte de rutin olarak kullaniliyorlar ve hizla biyiyen bu
laboratuvar alanindaki test yontemlerinin uygulanmasi ve sirdirilmesi icin iyi laboratuvar uygulamalarina,
surekli egitime ve 6gretime ihtiyag vardir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlar potansiyel bir gikar ¢atismasi olmadigini beyan etmektedir.
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