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OZET
AKIM SITOMETRIK iIMMUNQFENOTIPLEMEYE YONELIK
YONTEMLER, REAKTIFLER VE KiTLER

Bulus, akis sitometrisi alani ile ve dzellikle floresan bilesiklere konjuge edilmis
antikor reaktiflerinin bir paneli ile ilgilidir. Ilgili bir 1dkosit popiilasyonunun
tanimlanmasma yonelik en az li¢ tanimlama antikoru ve s6z konusu ldkosit
popllasyonunun ayrica karakterizasyonuna ve/veya siniflandirilmasina yonelik en
az dort karakterizasyon antikoru kiimesini iceren en az sekiz ayr1 florokrom-
konjuge antikor iceren I8kositlerin akis sitometrik imminofenotiplemesine
yonelik bir reaktif bilesimdir saglanir, Ayrica burada, reaktif bilesimler ile ilgili

kitler ve yontemler de saglanir.
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I.

ISTEMLER

Tlgili bir l6kosit popiilasyonunun tespit edilmesine yonelik en az iic
tanimlama antikoru dizisini ve s6z konusu 1okosit popiilasyonunun ayrica
karakterizasyonu ve/veya smiflandirmasina yoénelik en az dort
karakterizasyon antikorunu kapsayan en az sekiz belirgin florokrom-
konjuge antikoru igceren l6kositlerin akis sitometrik
immiinofenotiplemesine yonelik bir reaktif bilesimdir, burada antikorlar,
asagida bulunan markérlerin kombinasyonuna karsi yonlendirilir: cyCD?3,

CD45, cyMPQO, cyCD79a, CD34, CD19, CD7 ve CD3.

. En az iki reaktif bilesim kiimesidir, s6z konusu kiime, istem 1’e gore bir

birinci reaktif bilesimi ve asafidaki markdr kombinasyonlarina kars
yonlendirilmis ayri florokrom-konjuge antikorlar igeren en az bir diger
reaktif bilesimi igerir:

(i) CD20, CD45, CD38, CD66c, CD34, CD19, CD10 ve CD38

(i) Igx, CD45, cylgn, CD33, CD34, CD19, IgM, CD117 ve Igh, burada
IgM ve CD117 ye kars1 antikorlar ayni florokroma konjuge edilir

(iii) CDY, CD45, TdT, CD13, CD34, CD19, CD22 ve CD24

(iv) CD21, CD45, CDI15, CDw65, NG2, CD34, CD19, CD123 ve CDS8I,
burada CD15 ve CDw65’e karsi antikorlar ayni florokroma konjuge edilir
(v) cyCD3, CD45, TdT, CD99, CDS, CD10, CDla ve CD3

(vi) cyCD3, CD45, CD2, CD117, CD4, CD8, CD7 ve CD3

(vii) cyCD3, CD45, TCRy8, TCRof, CD33, CD56, cyTCRp ve CD3

(viii} cyCD3, CD45, CD44, CDI13, HLADR, CD45RA, CD123 ve CD3
(ix) HLADR, CD45, CD16, CDI13, CD34, CD117, CD11b ve CD10

(x) HLADR, CD45, CD35, CD64, CD34, CD117, IREM2 ve CD14

(xi) HLADR, CD45, CD36, CD105, CD34, CD117, CD33 ve CD71

(xii) HLADR, CD45, CD15, NG2, CD34, CD117, CD7 ve CD38
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(xiii) HLADR, CD45, CD42a, CD61, CD203¢c, CD34, CD117, CD123 ve
CD4, burada CD42a ve CD61’¢ karg1 antikorlar aym florokroma konjuge
edilir

(xiv) HLADR, CD45, CD41, CD2S, CD34, CD117, CD42b ve CD9 veya
(xv) HLADR, CD45, TdT, CD56, CD34, CD117, CD22 ve CD19.

. Istem 1 veya istem 2’ye gore reaktif bilesimi veya reaktif bilesimleri

kiimesidir, burada her bir reaktif bilesimi, pasifik mavisi (PacB) veya
Horizon V450, pasifik toruncusu (PacO) veya AMCA, floresin
izotiyosiyanat (FITC) veya Alexa 488, fikoeritrin (PE), peridinin klorofil
protein/sivanin 5.5 (PerCP-Cy5.5), PerCP veya PE-Teksas Kirmizisi,
fikoeritrin/siyanin 7 (PE-Cy7), allofikosiyanin (APC) veya Alexa 647 ve
allofikosiyanin/H7 (APC-H7), APC-Cy7, Alexa680 veya Alexa700’e

konjuge edilen antikorlari igerir.

. Istem 3’e gore reaktif bilesimleri kiimesidir, burada Tablolar 3-5’ten

herhangi birinde belirtilen en az bir reaktif bilegimi ile birlikte Tablo 2 nin

tip#20°sinde belirtilen en az bir reaktif bilesimi icerir.

. Istem 3 veya 4’¢ gore reaktif bilesim dizisidir, burada Tablo 2’deki

tip#20°de belirtildigi lizere en azindan reaktif bilesimi, Tablo 1’deki
tip#1°de belirtildigi lizere reaktif bilesimi ve Tablo 5’teki tiipler #29, 30,

31 ve 32°de belirtildigi iizere reaktif bilesimleri igerir.

. Istege bagh olarak kullanima yénelik talimatlar, tampon ve/veya kontrol

numuneleri ile birlikte, istemler 2-5’¢ gbre en az iki reaktif bilesimi
kiimesini iceren lokositlerin akis sitometrik immiinofenotiplemesine

yonelik bir tani kitidir.

. Istem 6’ya gdre olgun lenfoid hiicrelerin tanimlanmasma ve

karakterizasyonuna yonelik bir tami kitidir, burada istem 2’de (1x) ila
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(xv)'ye kadar olan maddeler altinda belirtilen bir dizi reaktif bilesimi

igerir.

. Lokositlerin akis sitometrik immunotiplemesine yonelik bir yontemdir,

burada asagidaki adimlar icerir

(a) 16kositleri iceren bir bivolojik numunenin saglanmasi;

(b) s6z konusu numunenin birinci alikotu ile istemler 2 ila 5’ten herhangi
birindeki kiimenin birinci reaktif bilesiminin temas ettirilmesi ve s6z
konusu numunenin en az bir ikinci alikotu ile s6z konusu kiimenin bagka
bir reaktif bilesiminin temas ettirilmesi;

(c) s6z konusu alikotlarin bir akis sitometresinde analiz edilmesi ve

(d) elde edilen verinin saklanmasi ve degerlendirilmesi.

. Istem 8’ye gbre yontemdir, burada séz konusu numune, periferal kan,

kemik iligi, lenf diigiimleri, adenoid, dalak veya karaciger gibi doku
numunesi veya beyin-omurilik sivisi, camsi cisim, eklem sivisi, plevra

efflizyonlar ve assitler gibi bir viicut sivisidir.

31



10

15

20

25

30

00635-P-0003

TARIFNAME
AKIM SITOMETRIK iIMMUNQFENOTIPLEMEYE YONELIK
YONTEMLER, REAKTIFLER VE KiTLER

Bulus, akis sitometrisi alani ile ve dzellikle floresan bilesiklere konjuge edilmis
antikor reaktiflerinin bir paneli ile ilgilidir. Bunlar, periferal kan (PB), kemik iligi
(BM), plevral effiizyonlar, assit, beyin-omurilik sivist (CSF), camst cisim, eklem
stvisi, bronkoalveoler lavaj, tirin, dalak, karaciger, lenf diiglimii ve diger doku
numunelerindeki  normal, reaktif, yenileyici ve neoplastik hiicrelerin
immiinofenotipik karakterizasyonunda kullanim imkani bulurlar. Normal, reaktif,
yenileyici ve koOyil huylu hiicrelerin (6zellikle 16kositler) akis sitometrik
immiinofenotiplemesi, halihazirda, immiinoloji, hematoloji ve onkoloji de dahil
tipta birgok uygulamaya yonelik olarak kullanilir. Digerlerinin yani sira, soz
konusu uygulamalar, bagisiklik sisteminin izlenmesini; primer immiin
yetmezliklerin tamisini ve siiflandinlmasini; [6semilerin, lenfomalarin ve plazma
hiicresi diskrazilerinin immiinofenotiplemesini; tedavi etkinligine yonelik bir 6l¢ii
olarak kotii huylu I6kositlerin  disiik sikliklarimin  izlenmesini; paroksimal
noktiirnal hemoglobiriini (PNH) ve mastositoz gibi klonal hastaliklann tamisim ve
izlenmesi; kék hiicre transplantasyonundan veya gen terapisinden (hedef olarak
hematopoicetik prekiirsér hiicreler kullanilarak) farkli klinik kosullarinda, érnegin,
saghkh bireylerdeki hematopoiezin veya lenfopoiezin degerlendirilmesini ve
terapétik amaglara yonelik olarak kullanilacak hiicre iirlinlerinin bilesiminin ve

kalitesinin degerlendirilmesini igerir.

Akis sitometrik immiinofenotiplemedeki klasik tani prosesi tipik olarak, antikor
panellerinin  kullanimina dayamir. Simdiki durumda, farkl, antikor Ortiigme
panelleri, spesifik uygulamalar i¢in Onerilir. Bu tiir paneller, tibbi bir belirti
(6rmegin, sitopeninin goériintlilenmesi, lenfositozun karakterizasyonu), hastalik (
ornegin, akut losemi tanisi, lenfoma tamisi) veya hastalik durumu (6rnegin,
ALL’nin tam siuflandirmasina karsi tedavi etkinliginin degerlendirilmesine

yonelik ALL’nin 1zlenmesi) ile ydnlendirilir. Tavsiye edilen antikor panellerinin
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ornekleri, Avrupa Losemi Ag1 (ELN) (1), hematolojik malignitelerin farkli alt
tirlerine yonelik 2006 Bethesda Uluslararasi Konsensus (2) panelleri, soyun tayin
edilmesine ve akut l6semilerin alt siniflandirmasma yonelik EGIL panelleri (3),
plazma hiicre diskrazilerinin tanisina, siniflandirmasina ve izlenmesine yonelik
Avrupa Miyelom Agi (EMN) panelleri (4), difer kronik lenfoproliferatif
bozukluklara karst kronik lenfotik I6semi wve sacakli hiicre 16semisinin
immunofenotipik alt smiflamasma yoénelik ERIC (5) ve Matutes (6) skor

panelleridir.

Onerilen bu antikor panelleri ¢ogunlukla, farkl iilkeler ve ¢alisma gruplan
arasinda benzerdirler, ancak higbir zaman tamamen aym degillerdir. Onemli
olarak, antikorlarin, spesifik floresans bilesikleri ile konjuge edilmis antikor
reaktiflerinin bir paneline tercihen nasil kombine edilmesi gerektidine iliskin
cesitli aglar ve galisma gruplari ile herhangi bir bilgi saglanmamistir veya sinirh
bilgi saglanmuistir. Tam laboratuvarlari, ayri olarak &lgiilebilen floresans
emisyonlarina sahip farkh floresan boyalar ile konjuge edilmis 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8
veya daha fazla antikor ile bir numune alikotunu es zamanl olarak boyadiginda
dahi antikorlarin sadece basit listeleri sunulmustur. Diinya genelinde merkezler
arasindaki varyasyonlar, asagidakileri kullanimi nedeniyledir:

— Antikorlarin ve antikor klonlarinin benzer ancak ayni olmayan listeleri;

- Farkli duyarhliklar gdsteren farkli florokromlar ayni antikorlar ile konjuge
edilir. Ornegin, bir antikor reaktifi, antikorun diisiik duyarlilikli bir
florokrom ile kombine edilmesi halinde bir negatif sonug¢ saglayabilirken,
farkli, daha duyarhi bir florokrom ile kombine edilmis aymi antikordan
olusan bir antikor reaktifinin ayni hiicreleri boyamak iizere kullanilmasi
durumunda, bir pozitif sonug elde edilebilir.

- Antikor reaktiflerinin farkli kombinasyonlarinin es zamanli olarak
degerlendirilmesi.

- Akut miyeloplastik 16semilerdeki CD45 kapilama gibi, ilgili hiicre
popiilasyonunun (popiilasyonlarinin) tanimlanmasina yonelik degisken ve

genellikle teresiz ve uygun olmayan stratejiler.
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Sonug olarak, gorliniirde benzer antikor panelleri, klinik numunelerin benzer
tanilarim1 ortaya c¢ikarmazlar. Aslinda, tam laboratuvarlarn arasindaki yeniden
tretilebilirlik, %70’ten fazla degildir. Maalesef, normal ve kotii huylu hiicreler
arasindaki uygun olmayan ayrim nedeniyle tani yapilamaz veya venileyici kemik

iligi, akut 16seminin tekrarlamasi seklinde hatali olarak tant konur.

US Patent No. 5,047,321'de Loken ve Terstappen, PB ve BM’deki hiicresel
bilesenlerin ¢cok parametreli analizine yonelik bir prosediir agiklamistir. Agiklanan
prosedir ile, bu bulusgular, PB ve BM’nin birkag hiicresel bilesenini ayirt
edebilmisler, her bir bilesendeki hiicre sayisin1 hesaplayabilmisler ve bunlardan
her birinin, LDS-751 (Eksiton) DNA-boyasi, tiyazol turuncusu (TO, Molecular
Probes, Inc) RNA-boyasi, floresans olarak isaretli anti-CD45 monoklonal antikor,
ileri 151k dagilimi (FSC) ve yanlamasina 15tk dagiliminin (SSC) kombine
kullanima dayanan bir diferansiyel analizini saglayabilmiglerdir. Bu yaklasim,
¢ekirdekli  kirmizi  hiicrelerin, eritrositlerin, retikulositlerin, plateletlerin,
lenfositlerin, monositlerin, nétrofilik graniilositlerin, bazofilik graniilositlerin,
eozinofilik graniilositlerin ve g¢ekirdekli hematopoietik hiicrelerin tamaminin
prekiirsorlerinin spesifik tammlanmasina imkan saglamistir, Ancak aciklanan
multi parametre analizi, ayn1 numunede bir arada bulunan normal, reaktif,
venileyici ve neoplastik hiicreler arasinda spesifik olarak farklilasamaz, ayrica bu
prosediir hiicrelerin bu gruplarini karakterize edemez. Bu patentin baska bir
gelismesi, daha sonra Terstappen ve Chen tarafindan U.S. Patent No 6,287,791'de
aciklanmistir, ancak lokositlerin farkli popiilasyonlarinin karakterize edilmesinde

herhangi bir gelisme gdstermemistirler.

Son zamanlarda, Orfao et al., US. Patent No. 7,332,2957te, cekirdekli kirmiz:
hiicrelere, lenfositlere, monositlere, nétrofilik  graniilositlere, bazofilik
graniilositlere, eozinofilik graniilositlere ve c¢ekirdekli hiicrelerin tamaminin
hematopoietik prekiirsorlerine ek olarak, dendritik hiicrelerin ve bunlarin alt

kiimelerinin tanimlanmasina spesifik olarak imkan saglayan, PB, BM ve diger
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viicut sivilarmin ¢ok boyutlu 16kosit diferansiyel analizine yonelik bir prosediir
aciklamistir. Bununla birlikte U.S. Patent No 5,538,855, Orfao et al.’te Orfao et
al., PB, BM ve lenf diigiimii numunelerindeki T, B ve NK-hiicrelerinin 12’ye
kadar farkli alt tlirlerinin es zamanli tamimlanmasi yoluyla lenfoid
kompartmanlarimin daha detayli bir analizine imkan saglayan bir prosediirii
aciklamistir. Patentte, Orfao et al., bir 3-renkli tek boyamadaki CD3, CD19, CD56
(ve/veya CDI16), CD4 ve CDS8 antijenlerine yonelik bir kombine boyama
kullanmustir, burada aym florokroma konjuge edilmis monoklonal antikor ¢iftleri
kullanilmistir. Ancak, bu yaklagim araciligiyla, normal ve neoplastik hiicreleri
ayirt edememisler ve tanmimlanan hiicre alt kimelerini de karakterize
edememislerdir; bununla birlikte, normal PB, BM veyva diger dokularda ve viicut
stvilarinda bulunan lenfoid ve lenfoid olmayan hiicrelerin (6rnegin, TCRyd+ T-

hiicreleri) ilgili bazi alt kiimeleri spesifik olarak saptanamamustir.

Bahsi gegen prosediirlerin  hicbirisi, normal, reaktif, yenileyici ve
neoplastik/klonal hiicre popiilasyonlarinin ayrimi da déhil, tanimlanan hiicrelerin
daha detayh karakterizasyonuna direkt olarak imkén saglamamistir. Bu tiir bir
karakterizasyon ve aynm, daha fazla sayida fark edilebilir floresans emisyonlan
ile baglantili boyalarin ve daha yiiksek sayida farkli floresans emisyonlarini

Olcebilen akis sitometresi araglarinin kullantimim gerektirir,

Baska bir¢ok vayin, spesifik immiinofenotipik profillere dayanilarak, normal
hiicrelerin, neoplastik benzerlerinden ayrilabileceklerini ve ayrim kapasitelerinin
(normali klonal/kétli huylu hiicrelerden ayirmaya yonelik duyarlilik), aym
numuneyi boyamak iizere kullanilan florokom-konjuge antikor reaktiflerinin
sayist ile arthigm gosterir. Bazi raporlar ayrica, BM yenilenmesi sirasinda
olgunlasan hiicrelerin yam sira normal ve reaktif hiicrelerin, ayr1 immiinofenotipik
profiller gosterebileceklerini, ancak bu hiicrelerin belirgin bir bi¢imde kétii huylu
hiicrelerden ayrilamayacaklarini gdsterir. Onemli olarak, Bu dogrultuda énerilen
antikor kombinasyonlarinin  panelleri, normal, reaktif, yenileyici hiicre

popllasyonlart ile neoplastik benzerlerini sistematik bir sekilde etkili olarak
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ayiramazlar, fakat ayni zamanda, koti huylu hiicrelerin - genisletilmis bir
immiinofenotipik karakterizasyonu yoluyla farkli tanisal hastalik kategorileri

arasinda belirgin bir ayirmaya imkan saglayabilir.

Tani1 laboratuvarlarinda yeni nesil cok lazerli akis sitometrelerinin uygulanmasi
ile, aynt antikor listeleriyle dahi farkli paneller olusturmaya yonelik potansiyel
alan, daha fazla sayida farkli floresan bilesiklerinin kullanilmast ve eg zamanli
olarak tek hiicrelerde daha fazla sayida floresans emisyonunun 6lciilmesi olasilig
nedeniyle katlanarak artmaktadir. U.S. Patent No. 7,321,843 te, Orfao, Pedreira
ve Sobral da Costa, matematiksel hesaplamam prosediirlerine (6rmegin, en yakin
komsu prensibi) dayanan yeni bir yaklasim sunar, burada sinirsiz sayida
parametreye iliskin colarak 6l¢lilmiis her bir hiicreye yonelik bilgiyi iceren akis
sitometresi liste modu veri dosyalari, farkli, kismen Ortiigmeli monoklonal
antikorlarin kombinasyonlar: ile boyanan bir numunenin birka¢ alikotunun bir
akis sitometresinde Olciilmesinden sonra olusturulabilmistir. Bu prosediiriin
kullanilmast sadece en son akis sitometresinin artirilmig ¢ok renkli kapasiteleri ile
maksimize edilebilir. Bunun nedeni, bu prosediirlerin, bilinen omurga
markdrlerinin, bir paneldeki monoklonal antikorlarin her bir kombinasyonuna
yonelik olarak degisebilen diger ek markérler ile kombine edildigi, monoklonal
antikor reaktiflerin  kombinasyonlarma ait etkili panellerinin  tasarimlarini
gerektirmesidir, Buna paralel olarak, aym yazarlar ayrica (U.S. Patent No.
7,507,548), oOrnegin, neoplastik hiicrelere karst normalin  dogrudan
karsilastirmasina imkan saglayacak bir referans veri dosyasina karst bir vakadan
akig sitometri verilerinin karsilastinlmasina yonelik bir prosedir aciklamstir.
Ancak, her iki patentte de, yazarlar, losemi, lenfoma ve plazma hiicresi
diskrazisinin tamisina/simiflandirmasina, evrelemesine ve/veya izlemesine tam ve

sistematik olarak uygulanabilen bir kapsamli antikor paneli sunamamuslardir.

Bu nedenle, mevcut protokoller, bir panelde biiyiik ¢l¢iide dnerilen monoklonal
antikorlarin spesifik olarak nasil kombine edilecegini Ogretmez; bir minimal

hastaligin tan1 simflandirmasina ve izlenmesine yonelik farkli paneller sunarlar;
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biiyiik olgiide test edildiklerinde sinirh bir etkinlik gosterirler; tek bir numuneden
birkag alikota yvonelik olarak ol¢lilmiis bilginin direkt kombinasyonuna yonelik bir
yol saglamazlar; ve/veya kronik T ve NK lenfoproliferatif bozukluklar (6rnegin,
daha genis graniiler lenfotik léseminin diferansiyel tamularinda) gibi spesifik
hastaliklarda, immiinofenotipik odzelliklerine goére klonal/neoplastik hiicrelere

kars1 normal/reaktifleri sistemik olarak ayirmada basarisiz olmuslardir.

Mevcut  bulusgular bu zorluklart fark etmistirler ve sonuglarin  yanhs
yorumlanmasmnt ve asirt yorumlanmasim Onleyen gelismis, 1yl tamimlanmig
antikor panelleri ortaya koymuslardir. Ilgili markérlerin dikkatli bir sekilde
secilmesinden, ¢ok renkli tiiplerdeki uygun antikor kombinasyonlarinin
tasarimindan ve uygun florokromlarin secilmesinden (parlaklik, dengeleme,
stabilite ihtiyaglarina gore) sonra, antikor reaktiflerinin bir alt kiimesi
gelistirilmistir. Caligmalar, bir optimal etkinlige ulagsmak ve bunu yeniden
bigimlendirmek amaciyla, uzlasma panellerinin kapsamli ¢ok merkezli bir

degerlendirmesi 1le tamamlanmistir.

Bu dogrultuda bulug, bir diizenlemede, ilgili bir ldkosit popiilasyonunun
tammlanmasima yonelik en az i¢ tanimlama antikorunun ve séz konusu ldkosit
popiilasyonunun karakterizasyona ve/veya smiflandirmasina yonelik en az dort
karakterizasyon antikorunun bir kiimesini igeren en az sekiz ayri florokom-
konjuge antikorlar igeren ldkositlerin akig sitometrik immiinofenotiplemesine
yonelik bir reaktif bilesim saglar. Burada saglanan bir reaktif bilesimi, asagidaki
markodr kombinasyonlarina karsi yonlendirilmis antikorlarin bir panelini igerir:
cyCD3, CD45, cyMPO, cyCD79%a, CD34, CD19, CD7 ve CD3 (ALOT reaktif
bilesimi).

Braylan et al. (Cytometry, Vol. 46, no. 1, pp.23-27, 2001) lenfositlerin akis
sitometrik fenotiplemeye yonelik reaktifler ile ilgilidir. On markorden olusan bar
dizinin {CDI10, CD19, CD13, CD33, CD34, CD45, CD7, CD14, CD3 ve HLA-

DR), akut I6seminin degerlendirilmesine yonelik olarak gerekli oldugu 6gretilir.
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llave markérler eklenebilir. Bununla birlikte, Braylan et al., mevcut bulusa ait
belirli markér kombinasyonlarina karsi antikorlart igceren tekli bir reaktif

kompozisyonunu agiklamakta basarisiz olur.

Mevcut bulusun tercih edilen bir diizenlemesinde bilesim, monoklonal antikorlar
igerir. CD, yigin adlandirmasini temsil eder ve monoklonal antikorlar tarafindan
tanimlanan spesifik hiicre ylizeyl antijenlerinin tanimmlanmasina yonelik bir
nomenklatiirdir. Kullanilan kisaltmalar su sekildedir: cylgk = sitoplazmik IgG
kappa =zinciri; cylgh = sitoplazmik IgG lambda zinciri;  B2micro
=p2mikroglobulin; cyMPO = sitoplazmik nayeloperoksidaz. Belirtilen markorlere
karst (Monoklonal) antikorlar, Becton/Dickinson (BD) Biosciences, Dako,
Beckman Coulter, CYTOGNOS, Caltag, Pharmingen, Exbio, Sanquin, Invitrogen

ve benzerleri de dahil, ¢esitli firmalardan ticari olarak elde edilebilirler.

Antikorlar1 konjuge etmeye yonelik uygun florokromlar teknikte bilinirler.
Anlagilacag lizere, bir reaktif bilesiminin igerisine kullanilan florokromlar akig
sitometrisi ile ayirt edilebilirler. Florokromlar tercihen, parlakhk, siirh spektral
ortisme ve smirh dengeleme, stabilite, vs. ihtiyacma yonelik olarak tercih
edilirler. Florokromlarin asagidaki paneli, bulusa goére bir reaktif bilesiminde dzel
bir kullamima sahiptir: (1) pasifik mavisi (PacB) veya Horizon V450, (2) pasifik
turuncusu {PacQ) veya AMCA, (3) floresin izotiyosiyanat (FITC) veya Alexa
488, (4) fikoeritrin (PE), (5) peridinin klorofil protein/siyanin 5.5 (PerCP-Cy5.5),
PerCP veva PE-Teksas Kirmizisi, (6) fikoeritrin/sivanin 7 (PE-Cy7), (7)
allofikosiyanin (APC) veya Alexa 647 ve (8) allofikosiyanin /H7 (APC-H7),
APC-Cy7, Alexa680 veva Alexa700. Bir¢ok test diliminden sonra, mevcut
buluscular, asagidaki florokromlarin secilmesi halinde ¢ok 1yi sonuglarin elde
edilebildigini  gdzlemlemistir: Pasifik Mavisi veya Horizon V450, Pasifik
Turuncusu, floresin izotiyosiyanat (FITC), fikoeritrin (PE), peridinin kloroefil

protein/siyanin 5.5 (PerCp-Cy5.5), PE-Cy7, allofikosiyanin (APC) ve APC-H7.

Reaktif bilesimi, érnegin, bir lenfoid hastahiginin gériintiilenmesine yonelik olarak
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bu sekilde kullanilabilir. Cesitli reaktif bilesimlerin érnek uygulamalarinin bir
sematik genel bakisi i¢in bakimiz Sekil 2. Bulus bu nedenle ayrica, bir veya daha
fazla reaktif bilesimi igeren tam kitleri ile ilgilidir. Ancak bilesimler ayrica, bir
veya daha fazla baska reaktif bilesimi, Ozellikle hastaliin gorilintiilenmesi ve
siniflandirilmasina  ydénelik olarak aynica tasarlanmis reaktif bilesimleri ile
kombinasyon halinde avantajli olarak kullanilirlar. “Ile kombinasyon halinde”
ifadesi, reaktif bilesimlerin fiziksel kombinasyonuna veya karistirilmalarina refere
etmez, ancak ayri (ardisik) analiz adimlarinda uygulanmalarina ve bu sekilde elde
edilen verilerin kombinasyonuna refere eder. Ornegin, bir karakterizasyon tipi ile
kombinasyon halinde kullamilan gorintiilleme tipl, her birinin reaktif
bilesimlerden birini kullandigi, aymi biyolojik numunenin farkli alikotlan

tizerinden 1ki farkli analitik adim, akabinde kaydetme ve degerlendirmeyi igerir.

Bu nedenle bulus ayrica, en az iki reaktif bilesiminin bir kiimesini, s6z konusu
kiime yukarida agiklanan bir reaktif bilesimini igerir ve ayn florokrom-konjuge
antikorlar i¢eren en az bir basgka reaktif ile ilgilidir. Bu nedenle her iki reaktif
bilesimi, bazilarimin her iki bilesimde de bulunabilmesine ragmen, antikorlarin
ayrt bir panelini igerir. Ayr florokromlarin panelinin esasinda her bir reaktif
bilesime yonelik olarak aym olmasi ve toplamda sekize kadar farkli florokromun

kullanilmasi oldukga uygundur,

Bir diizenlemede, yukarida, burada agiklandig1 iizere (ALOT reaktifi) bir birinci
reaktif bilesimini igeren en az iki reaktif bilesimlerin bir dizisi ve belirgin
florokrom-konjuge antikorlar1 igeren en az bir diger reaktif bilesimi, asagidaki
markor kombinasyonlarindan birine karg: yonlendirilir:

(i) CD20, CD45, CD358, CD66c, CD34, CD19, CD10 ve CD38

(i) Igk, CD45, cylgu, CD33, CD34, CDI19, IgM, CD117 ve Igh, burada IgM

ve CD117 ye kars! antikorlar aymi florokroma konjuge edilir.

(ii1) CD9, CD45, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT), CD13, CD34,

CD19, CD22 ve CD24
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(iv) CD21, CD45, CDI15, CDw65, NG2, CD34, CD19, CD123 ve CDSI,
burada CD15 ve CDw65’e kars: antikorlar ayni florokroma konjuge edilir.

(v) cyCD3, CD45, TdT, CD99, CDS5, CD10, CDla ve CD3

(vi) cyCD3, CD45, CD2, CDI117, CD4, CD8, CD7 ve CD3

(vii) cyCD3, CD45, TCRyd, TCRaf}, CD33, CD56, cyTCRp ve CD3

(viii} cyCD3, CD45, CD44, HLADR, CD45RA, CD123 ve CD3

(ix) HLADR, CD45, CD16, CD13, CD34, CD117, CD11b ve CD10

(x) HLADR, CD45, CD35, CD64, CD34, CDI17, miyeloid hiicre 2 (IREM2)
ile ifade edilen immiin reseptorii ve CD14

(xi) HLADR, CD45, CD36, CDI105, CD34, CD117, CD33 ve CD71

(xii) HLADR, CD45, CDI15, kondroitin siilfat proteoglikan (NG2), CD34,
CDI117, CD7 ve CD38

(iv) HLADR, CD45, CD42a, CD61, CD203c, CD34, CD117, CD123 ve CD4,
burada CD42a ve CD61 e kars1 antikorlar aym florokroma konjuge edilir.
(xiv) HLADR, CD45, CD41, CD25, CD34, CD117, CD42b ve CD9

(xv) veya

HLADR, CD45, TdT, CD56, CD34, CD117, CD22 ve CDD19.

Reaktif bilesimlerinin  dreklendirici dizileri, Tablo 3-5'in herhangi birinde
belirtildigi iizere en az bir reaktif bilesimi ile birlikte olmak iizere en azindan
asagida bulunan Tablo 2'deki tiipte#20 belirtilen reaktif bilesimini igerir. Ayrica
burada en azindan Tablo 2'deki tlipte#20 belirtilen reaktif bilesimini, Tablo 1'deki
tipte#1 belirtilen reaktif bilesimini ve Tablo 5'teki tiiplerde #29, 30, 31 ve 32

belirtilen reaktif bilesimlerini i¢eren bir dizi reaktif bilesimi saglanir.

Baska bir ac1, 16kositlerin akig sitometrik immiinofenotiplemesine yonelik bir tam
kiti ile ilgilidir, burada kit, yukarida agiklanan en az iki reaktif bilesiminin bir
veya daha fazla kiimesini igerir. Kit, ek olarak, kullanima y&nelik talimatlar,
numune hazirlama reaktifi, tampon ve/veya kontrol numuneleri gibi diger faydali

bilesenleri de igerebilir.
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Burada saglanan reaktif bilesimler, kiimeler ve tani kitleri, g¢esitli alanlarda
uygulama alan1 bulurlar. Ornegin, 6nerilen paneller, numunenin dogasina, tibbi
belirtiye ve spesifik bir amaca baghh olarak tamamen veya kismen
uygulanabilirler. Panel, hiicre yiizeyinin ve/veya hiicre yiizeyine art1 hiicre ici
markorlerin - boyanmasina  ydnelik farkli  hiicre hazirlama teknikleri ile
kombinasyon halinde, tek veya birkag¢ farkli ireticiye ait spesifik monoklonal
antikorlar reaktiflerini kullanabilir. Benzer sekilde reaktif bilesimleri, ayni omurga
markdrlerinin saglandigi ve ek veya benzer markoérler ile kombine edildigi >8
farklh florokromlar ile konjuge edilmis monoklonal antikor reaktiflerini iceren
kombinasyonlar1 iceren bir panele artirilabilir. Bir antikor bilesimi, bagisiklik
sisteminin izlenmesi de dahil farkli amaglar ile yeni kombinasyonlarin eklenecegi

bir ana panel olarak da islev gorebilir.

Burada ayrica, CD20, CD45, CD58, CD66¢c, CD34, CD19, CD10 ve CD38; Igk,
CD45, cylgp, CD33, CD34, CD19, IgM, CD117 ve Igh’ye kars1 antikorlar igeren
B-hiicre prekiirsortiniin ALL (BCP-ALL) tespitine yonelik en az bir reaktif
bilesimi ile birlikte ALOT reaktif bilesimini igeren olgunlagmamus lenfoid
hiicrelerinin tamimlanmas1 ve karakterize edilmesine yonelik bir tam kiti saglamr,
burada IgM ve CDI117 ye kars1 antikorlar, aym floro kroma konjuge edilir; CD9,
CD45, TdT, CD13, CD34, CD19, CD22 ve CD24 veya CD21, CD45, CDI5,
CDw6S5, NG2, CD34, CD19, CDI123 ve CD81, burada CD15 ve CDw65’e karsi

antikorlar ayni florokroma konjuge edilir.

Diger bir agida, olgunlagmamis lenfoid hiicrelerinin tanimlanmasi ve karakterize
edilmesine yonelik bir tan kiti, cyCD3, CD45, TdT, CD99, CD10, CDla ve CD3;
cyCD3, CD45, CD2, CD117, CD4, CDS§, CD7 ve CD3; ¢cyCD3, CD45, TCRyS,
TCRaf, CD33, CD56, TCR BF1 ve CD3 veva cyCD3, CD45, CD44, HLADR,
CD45RA, CD123 ve CD3’e karsi antikorlart igeren T-hiicre prekiirsérii ALL nin
(T-ALL) tespitine yonelik en az bir reaktif bilesimi ile birlikte ALOT reaktif

bilesimini igerir.
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Diger bir agcida, HLADR, CD45, CDIl6, CD13, CD34, CD117, CD11b ve CD10;
HLADR, CD45, CD35, CD64, CD34, CD117, IREM2 ve CD14; HLADR, CDA45,
CD36, CD105, CD34, CDI117, CD33 ve CD71; HLADR, CD45, CD15, NG2,
CD34, CDI117, CD7 ve CD38; HLADR, CD45, CD42a, CD61, CD203¢c, CD34,
CDI117, CDI123 ve CD4’¢ karsi antikorlar i¢eren akut miyeloid 16semi (AML),
miyelodisplastik sendrom (MDS)/kronik myeloproliferatif hastaligin (MPD)
tespitine yonelik en az bir reaktif ile birlikte ALOT reaktif bilesimini igeren
miyeloid hiicrelerin tanumlanmasi ve karakterize edilmesine yonelik olarak bir
tan1 kiti saglanir, burada CD42a ve CD61’e karsi antikorlar aym florokroma
konjuge edilir; HLADR, CD45, CD41, CD25, CD34, CD117, CD42b ve CD?Y;
HLADR, CD45, CD41, CD25, CD34, CD117, CD42b ve CD9 veya HLADR,
CD45, TdT, CD56, CD34, CD117, CD22 ve CD19.

Bulus ayrica, 16kositleri iceren bir biyolojik numuneni saglanmast ve numunenin
en azin bir kisminin (alikot) burada saglanan reaktif bilesim ile temas ettirilmesi
adimlarim iceren, l6kositlerin akis sitometrik immiinofenotiplemelerine yonelik
bir yontem ile ilgilidir. Lokositleri igerdigi bilinen veya stiphelenilen herhangi bir
tip (insan) numune kullanilabilir. Omegin numune, periferal kan, kemik iligi, lenf
diigiimleri, adenoid, dalak veya karaciger gibi doku numunesi veya beyin-
omurilik sivisi, camsi ¢isim, eklem sivisi, plevra effiizyonlar ve assitler gibi, viicut
stvisinin baska tipleridir. Tercihen ydntem, séz konusu numunenin birinci alikotu
ile bulusa gore bir kiimenin birinci reaktif bilesiminin temas ettirilmesini ve s6z
konusu numunenin en az bir ikinci alikotunun, s6z konusu kiimenin bagka bir
reaktif bilesimi ile temas ettirilmesini; bir akig sitometresinde s6z konusu
alikotlardaki l6kositlerin analiz edilmesi ve elde edilen verilen saklanmasini ve
degerlendirilmesini igerir. Tipik olarak adim (¢), akis sitometrisi dosyalarnin ¢ok
boyutlu analizine ve verl entegrasyonuna yonelik bir yazilimin kullanilmasini
icerir. INFINICYT™ ticari adi altinda, CYTOGNOS SL’den (Salamanca,
Ispanya) ticari olarak temin edilebilen yazilim, bulusun yénteminde kullamlmaya
¢ok uygundur. INFINICYT™ yazilimi, en yakin komsu hesaplamalarina gore

birgok tiipten secilmis hiicre popiilasyonlarinin immiinofenotipik bilgisini
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otomatik olarak kombine edebilir, burada bir numunenin bir alikotundan hiicreler,
omurga markérlerine ve yayilim profillerine gore, aym1 numunenin baska bir
alikotundan 1ilgili hiicreler ile eslestirilirler. INFINICYT prosediirii, burada
saglanan 8-renkli EuroFlow panellerini, tiip basia omurga markorli sayisina ve
panel basina tiip sayisina bagl olarak, 12, 16 veya > 20-color immunoboyamalara
déntistiirebilir. Antikor panelleri ve INFINICYT yazilimi, FACSCanto™ I,
FACSAra, LSRII, DAKO CyAn™,Gallio, vs. gibi 8-renkli immiinoboyamaya
imkan saglayan halihazirda mevcut akis sitometrelerinin tamamli ile kombinasyon

halinde kullamlabilir.

Sekillerin Ac¢iklamalar

Sekil 1. Ug antikor paneli Kategorisinin bilesimi.
Sekil 2. EuroFlow antikor panellerinin olasi uygulamalarim gésteren

tanisal akis diyagrami.

DETAYLI ACIKLAMA

1. Giris

Meveut caligma, ldsemilerin, lenfomalarin ve plazma hiicre diskrazilerinin
tanisina, siniflandinlmasima ve izlenmesine yonelik standartlastirilmis ¢ok renkli
immiinofenotipleme protokollerinin tasarimini iceren, "Flow Cytometry for Fast
and Sensitive Diagnosis and Follow-up of Haematological Malignancies"
projesini  baglatan EuroFlow Birligi (LSHB-CT-2006-018708) tarafindan
gergeklestirilmistir.  Bu  protokollerin - ana  yenilik¢t  bileseni, antikor
kombinasyonlarmnin (EuroFlow panelleri) EuroFlow panelleridir. Bu EuroFlow
bulusu, digerlerinin yani sira, standartlagtirilmis bir sekilde, normal, reaktif,
yenileyici ve kot huylu hematopoietik hiicreleri tanimlamak Gzere kullanilabilen,
antikor reaktifleri (reaktif bilesimler) kombinasyonlarinin panelleri ile ilgilidir.

Boylece, kronik ve akut ldsemilerin, miyelodispastik  sendromlarin,
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miyeloproliferatif ~ sendromlarin,  mastositozun,  paroksismal  noktiirnal
hemoglobinlirinin, lenfomalarin ve plazma hiicre diskrazilerinin kapsamli bir
immiinofenotipik tanisina, siniflandinilmasina, evrelemesine ve izlenmesine imkan
saglarlar. Ik olarak, onerilen paneller, 6znel uzman gérislerine dayanmazlar,
ancak ileriye déniik olarak test edilmistirler ve akis  sitometrisi
imminofenotiplemenin en sik belirtilerine yvanitin gelistirilmesine yonelik olarak
modifiye edilmistirler. Sonrasinda bu paneller, tek hiicrelerdeki bilginin antikor
paneli ile bir numunenin boyanma o&l¢limiinden elde edilmis parametrelerin
tamamina yonelik olarak kombine edildigi yeni interaktif ve yar otomatik veri
analizi prosediirleri ve klasik veri analizi yaklasimlar1 ile kombinasyon halinde

uygulanacak yenilikgi bir sekilde tasarlanirlar.

Bu panelleri kurmak {izere, asagidaki adim dizisi gergeklestirilmistir:
l. Kullanilisliklarina veya katma degerlerine gére alanda kullanilan ilgili
markdrlerin tamaminin degerlendirilmesi
- ELN, EMN, ERIC gibi Avrupa aglann taratindan onerilen
markorler;
— Birlesik Devletler’de 2006 Bethesda Uluslararasi Konsensusu
tarafindan énerilen markorler;
— Rawstron et al. Tarafindan énerilen olgun B-hiicre malignitelerine
yonelik yeni markdrler.
2. Hematopoietik hiicrelerin (hiicre soyu, farklilasma yolagi, olgunlagma
evresi ve/veya fonksiyonel altkiime) spesifik bir kompartmaninin igerisindeki
normal ve reaktif ve yenileyici ve anormal/kdtii huylu hiicreleri taniyabilen
markdrlerin (>6) tasarimi ve segimi.
3. Hastalardan ve saghkhi 6znelerden primer numunelerdeki antikor
reaktiflerinin kombinasyonlarina ait dnerilen panellerin degerlendirilmesi.
4. Bagimsiz amaglara ve gelismeye yonelik ortama bagli olarak antikor
reaktiflerinin -~ kombinasyonlarimin  tekrarlanarak  test  edilmesi  ve

optimizasyonu (markdr se¢imi, antikor klonu se¢imi ve florokrom se¢imi).
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5. Saglikli kontrollerden numunelerin ve iyi-tanimlanmis hasta numunelerinin
biiyiik bir serisi lzerinde EuroFlow panellerinin optimize edilmis

versiyonlarnnin degerlendirilmesi.

Onceden var olan bilgiler ile karsilastinildifinda, bu kapsamli bir panelin
(prospektif olarak ¢ok merkezli bir sekilde degerlendirildikten sonra) birinci
tasartmudir, bu, normal, reaktif, yvenileyici ve klonal/neoplastik hiicreler arasinda
ayrum  vapilmasina  ve  klonal/neoplastik  hematopoetik  bozukluklarin
siniflandirilmasina, evrelemesine ve izlenmesine olanak tamir: 1) bir numunenin
boyanmus alikotlarmin tamamindaki ilgili hiicre popiilasyonlarinin uygun ve
tekrarlanabilir tamimlanmasma yonelik olarak birlikte boyanmast gereken
markorler ve 2) bunlarin, florokrom-konjuge edilmis antikor reaktiflerinin spesifik
kombinasyonlarindaki baska karakterizasyon markorleri ile nasil kombine
edilmeleri gerektigi. Ek olarak her bir kombinasyonun amacina iligkin bilgi, ne
zaman ve nasil uygulanacagi hakkinda bir belirti olarak verilir. Bulus sadece,
kapsamh antikor paneli denemesinden ve birkag¢ yeniden tasarlama dongiisiinden

sonra yapilmastir,

Reaktiflerin EuroFlow panelleri, bir veya daha fazla floresan bilesik ile konjuge
edilmig bir veya birgok antikor kombinasyonunun (tiip olarak adlandirilir) alt
kiimelerinden olusur, séz konusu reaktif kombinasyonlari, farkli amaglara
sahiptir. EuroFlow panelleri, li¢ kategoriden olusur: Kategoril, Kategori 2 ve

Kategori 3 antikor panelleri (Sekil 1).

2. Antikor panellerinin kategorileri

Asagidaki amaglar, antikor kombinasyonlarinin EuroFlow panelleri taratindan
gerceklestirilir:

Kategori 1 antikor panelleri, normali, reaktif, yenileyici ve neoplastik B-, T-, NK-
hiicreler ve plazma hiicreler de dahil, olgun lenfoid hiicrelerin farkli alt

kiimelerinin, &zellikle, bir klonal ve/veya neoplastik lenfoid bozuklugu,



10

15

20

25

30

00635-P-0003

lenfositoz, lenf diigiimu genislemesi, dalak biiylimesi, monoklonal serum bileseni,
aciklanmamis norolojik semptomlar, vs. nedeniyle olmasindan stiphelenilen
numunelerde tamimlanmalarm ve karakterizasyonlarin1 amaglar. Kategori 2
antikor panelleri, normal, reaktif, yenileyici ve neoplastik olgunlasmamis (veya
erken olgunlasma) T- ve/veya B-lenfoid hiicrelerin, dzellikle neoplastik lenfoid
prekiirsorler igerdiklerinden siiphelenilen numunelerde tanimlanmalarini ve
karakterizasyonunu amagclar. Kategori 3 antikor panelleri, normal, reaktif,
yenileyici ve neoplastik olgunlasmamis, olgunlasmakta ve olgunlasmis miyeloid
hiicrelerinin, &dzellikle neoplastik miyeloid hiicreler veya miyeloid-iliskili
markorleri  ifade eden neoplastik hiicreler icerdiklerinden siiphelenilen

numunelerde tanimlanmalarini ve karakterizasyonlarim amaglar.

S6z konusu iig kategori igerisinde, antikor reaktifleri kombinasyonlarinin
bazilarinin, daha genel amaglar ile tek tiiplii gbzlemleme adiminda kullanilmalari
amaglanirken, digerleri muhtemelen, 6nceden gozlemleme adiminda daha spesifik
hedef popiilasyonlar tanimlandiinda, c¢ok tiplii smiflanduma adimlarinda

uygulanirlar.

2.1 Kategori 1 antikor panelleri

Kategori 1 antikor panelleri, sirasiyla normal veya yiiksek hiicre sayimlan
(6rnegin, normal periferal kan) ve diisiik hiicre sayimlarinit (8rnegin, camsi cisim)
ve B-, T-, NK-hiicrelerinin ve plazma hiicrelerinin baska bir karakterizasyonuna
hedeflenen ¢ok tiipli antikor kombinasyonlarinin dért farkli kiimesini igeren
numunelerde bulunan olgun lenfoid hiicrelerin spesifik alt gruplarinin baslangig
tanimlamalarina ve karakterizasyonlarina hedeflenmis li¢ goriintilleme tiipiinden
olusur. Kategori 1 goriintiileme tiipleri, sirasiyla, oldukga yiiksek ve diislik hiicre
sayimlarina sahip numunelerdeki klonal ve neoplastik T, B- veya NK-hiicrelerin
ve plazma hiicrelerinin varligim1 goriintiillemek tizere kullanilabilirler. Disiik
hiicre sayimli numunelerin tipik Ornekleri, ince igne aspiratlart (FNA), beyin-

omurilik s1visi (CSF) ve camsi cisimdir.
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Yukarida belirtilen gorintiilleme tiipleri halihazirda, yiiksek hiicre sayiml
numunelere (LST olarak kisaltilmistir) yonelik olarak lenfoid goriintilleme tiipii,
diistik hiicre sayimli numunelere yénelik olarak kiiclik numune tiipii (SST) ve ayn
bir plazma hiicre goriintileme tiipi (PCST) olarak adlandirilir. Dolayisiyla,
tiiplerin diger dort kiimesi ayrica, diger kullanimlarin yani sira, tanimlanan klonal
veya neoplastik B-, T- ve NK- hiicre ve plazma hiicrelerini, sirasiyla, farkli B-, T-
ve NK- hiicre kronik lenfoproliferatif bozukluklara (sirasiyla, BCLPD, TCLPD ve
NKCLPD olarak kisaltilmistir) ve plazma hiicresi diskrazisine (PCD olarak

kisaltilmigtir) sahip hastalarda karakterize etmeye adanir.

2.2 Kategori 2 antikor panelleri

Kategori 2 antikor panelleri, olgunlasmamis lenfoid ve lenfoid olmayan
prekiirsdrlerin ilk teshisine ve karakterizasyonuna ayrilmis bir gdriintiileme
tiptinden ve B-hiicre ve T-hiicre prekiirsorlerinin  diger ayrintili
karakterizasyonuna yonelik iki dizi tiipten olusur. Dier uygulamalar arasinda,
goriintiileme tipii, akut 16semilerin lenfoid, lenfoid olmayan, farklilasmamig ve
bifenotipik veya bilineaj akut 16semilere kars1 simflandirlmasima yonelik olarak
kullamlabilir, Bu tiip aynica sirasiyla kemik iliginde normal/yenileyici ve
neoplastik/malign B-hiicre prekiirsorleri, periferik kan ve diger dokular ve
timustaki T-hiicre prekiirsorleri arasindaki ayrima yonelik olarak kullanilabilir,
Sonug olarak bu goriintiileme tlpl artik akut ldsemi oryantasyon tipii (ALOT
olarak kisaltilmigtir) olarak ifade edilir. Diger iki dizi tiip, diger uygulamalar
arasinda, B-hiicre prekiirsor akut lenfoblastik 1semi ve T-ALL sahibi hastalarda
ve ayrica farklilasmamis veya bifenotipik/bilinmeyen fenotip goésteren akut
losemili hastalarda B-hiicre ve T-hiicre baghhg gosteren lenfoid patlama

hiicrelerinin karakterizasyonuna yonelik olarak kullanilabilir.
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2.3 Kategori 3 antikor panelleri

Nihai olarak, Kategori 3 antikor panelleri, lenfoid ile lenfoid olmayan prekiirsér
hiicreleri ayirt etmeyi amaclayan ve Kategori 2'de (ALOT tiipli) yukarida
aciklanan tiiplere benzer olan bir goériintlileme tipli ve numunede (6rnegin
BM’de) mevcut olmasi halinde eritroid, megakaryositik, monositik, notrofilik,
eozinofilik, bazofilik, mast hiicre ve dendritik hiicre soylarmnin yam sira, daha
olgunlagmamuis, islenmemis hematopoetik prekiirsorler ve stromal hiicrelere bagh
olan hiicrelerin farkli olgunlagma asamalar dahil olmak {izere, lenfoid olmayan
hiicrelerin en erken hematopoetik prekiirsorlerinden olgunlagmis miyeloid
hiicrelerine olgunlasmasim karakterize etmeyi amaclayan ilave bir tiip dizisinden
olugur. Diger kullanimlarin arasinda, bu tilip dizisi, neoplastik/klonal hastaliklarin
ve diger hastaliklarin karakterizasyonuna yonelik olarak uygulanabilir, burada
ilgili hiicreler (0rnegin klonal/neoplastik, degistirilmis/atipik hiicreler), akut
miyeloid  losemi  (AML), miyelodisplastik  sendrom  (MDS)/kronik
myeloproliferatif hastalik (MPD), paroksismal nokturnal hemoglobiniirt (PNH}),
mastositoz, saptanmamis ©Oneme sahip idiyopatik sitopeni (ICUS) ve/veya
bifenotipik ve bilineaj akut lésemilerde oldugu iizere miyeloid ile iligkili
belirtegleri igeren akut 18semiye sahip hastalarda oldugu lizere miyeloid
farkhlastirmayt gdsterir. Bu tiiplere ait gruplar bundan béyle AML/MDS/MPD

olarak kisaltilabilir.

2.4 EuroFlow panellerinde kullantlan markor tipleri

EuroFlow panellerinin her birinde, iki tip antikor reaktifi kombine edilir: 1)
cogunlukla, s6z konusu hiicre popiilasyonlarmin fenotipik karakteristikleri ile
ilgili ek bilgi de saglayan, numunede (Omurga markdrleri) bulunan ilgili kesin
hiicre popiilasyonunu tamimlamayr amaglayan reaktifler ve 2) c¢ogunlukla,
numunedeki (Karakterizasyon markorleri) diger hiicre gruplarinin yani sira séz
konusu hiicre popiilasyonlarinin ayrica karakterizasyonuna/siniflandirilmasina

adanmus reaktifler.



10

15

20

25

30

00635-P-0003

Tipik olarak omurga markérleri, asagidaki tiip kiimelerinin her birinde tekrar
edilirler: AML/MDS/MPD, BCP-ALL, T-ALL, B-CLPD, T-CLPD, NK-CLPD,
PCD). Ek olarak, B-CLPD tiip kiimesinin omurga markérleri ayrica, LST ve SST
goriintlileme tiipleri i¢in ortaktir, PCT tiip kiimelerinin omurga markérleri PCST
icin ortaktir ve BCP-ALL ve T-ALL tiip kiimelerinin omurga markérlern de
ALOT igin ortaktir; son olarak AML panelindeki (diger bir deyisle: CD34 ve
CD45) omurga markérleri de ALOT tipu igin ortaktir.

Dolayisiyla karakterizasyon markorleri, her bir tiipte kapsamli bir sekilde
kombine edilirler, boylece disiik sayida mevcut olmalart halinde dabhi,
klonal/neoplastik hiicrelere karsi normal, reaktif, yenileyicilerin ayrilmasina
imkan saglarlar ve neoplastik hiicreler durumunda ayrica, akut ve kronik
l6semilerin, lenfomalarin ve plazma hiicre diskrazilerinin tanisina, alt
siniflandirmasina, evrelemesine ve izlenmesine de imkan saglarlar. Cok tiplii
panellerdeki bu amaca ydnelik olarak her bir tiip, ilgili goriintilleme tiipiinden
(ornegin, CLL’nin tamsina, evrelemesine ve gortintiilenmesine yonelik olarak,
LST ile kombinasyon halindeki B-CLPD ¢ok tipli panelinin tip#4°i yeterli
olacaktir) ilgili bilgi ile kombine edilmesi halinde ve belirli hastalik ile iligkili
bilgilere (6rmegin, Tablo 3'te gbsterilen BCP-ALL ¢oklu tiip panelindeki tiip#24,
malign B-hiicre prekiirsérleri ile normal/reaktif ve yenilemeye karsi kétii huylu B-
hiicre prekiirsorlerini ve BCP-ALL'de minimal rezidiiel hastalik izlemeyi ayirt
etmek amaciyla 6zel olarak ayrilmustir) yonelik olarak bir hastalik varligimin tam

karakterizasyonu ve izlenmesi ile iliskili spesifik bir amaca adanir.

2.5 EuroFlow panellerinin optimal uygulanmasina yonelik INFINICYT yazilun

araclari

Bulusa gdére antikor panelleri, ticari olarak temin edilebilir INFINICYT yazilim
araclar ile kombinasyon halinde kullanilabilirler. Yazilim, farkli numunelerin ve
farkli numune gruplarinin arasindaki karsilastirmalarin (US 7,507,548) yani sira

sadece kismi oOrtismeye (US 7,321,843) sahip antikor reaktiflerinin fakh
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kombinasyonlar1 kullanilarak, ayni numunenin diger alikotlarinda 6lctilmus tek
hiicrelere kadar bir numune alikotunun markérlerinin 6l¢tilmesinden elde edilen
bilginin hesaplanmasi ve veri dosyalarinin birlestirilmesi yoluyla simirsiz sayida
parametre ile dosyalar olusturmaya yonelik olarak son zamanlarda agiklanan

prosediirlere dayanir.

3. Olgun lenfoid hiicrelere yonelik Kategori 1 antikor panellerinin bilesigi

Olgun lenfoid hiicrelere yonelik Kategori 1 antikor panellerinin  antikor
reaktiflerine ait ok tiipli kombinasyonlarinda, secilen ortak omurga markorleri,
dort farkli panel arasinda farklihik gésterirler ve (antikor CD ar1 florokrom bilesik
sayist): 1) B-CLPD’ye yonelik CD20-1, CD45-2 ve CDI19-6; 2) T-CLPD’ye
yonelik CD4-1, CD45-2, CD3-5 ve CD8-8; 3) NK-CLPD’ye yonelik CD45-2,
CD3-5, CD56-6 ve CD19-8 ve 4) PCD’ye yonelik CD45-1, CD138-2, CD38-3 ve
CD19-6’dan olusur. Ek olarak, B-CLPD tiipiinde kullanilan omurga markérleri
ayrica, LST ve SST goriintilleme tiiplerinde de kullamlirlar ve PCD tlplerinin

omurga markoérleri ayrica PCST de de kullanilirlar.

Antikor reaktiflerinin bu ¢ok tiiplii kombinasyonlarinin her birindeki omurga
markérleri, ilgili hiicre gruplarmin belirlenmesinin saglanmasim ve yeterli sayida
timor hiicresi igeren tanit ve izleme numunelerindeki neoplastik hiicrelerin
spesifik tanimlanmasini hedefler. Ek olarak dort ¢ok tlipli kombinasyonun her
birine yoénelik olarak, omurga markdrleri, farkli hastalik kategorilerinden
klonal/neoplastik hiicrelerin ayirt edilmesinin yani sira, minimal sayida (érnegin,
minimal kalintisal hastalik izleme ve hastalik evreleme) bulunduklarinda dahi,
sirastyla normal, reaktif, yenileyici ve neoplastik/klonal B-, T-, NK- hiicrelerin ve
plazma hiicrelerinin ayrimina katki saglavan degisken sayida ek karakterizasyon

markorleri ile kombine edilebilirler.
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3,1. Lenfoid goriintiileme tipit (LST), kiiciik numune tiipii (SST) ve plazma
hiicre goviintiileme tiipii (PCST)

EuroFlow LST reaktif bilesimi, lenfositoz, lenf diigiimii genislemesi, dalak
biiyiimesi, monoklonal serum bileseni, aciklanmanus ndérolojik semptomlar,
aciklanmamis sitopeni, vs. (Sekil 2) gibi birka¢ slipheli klinik durumun
degerlendirilmesi i¢in tasarlanmistir ve onaylanmustir. Bir 6rnek LST tipi
bilesimi, Tablo 1’de saglanur. Bu tiip, B, T ve NK soyunun atipik olgun lenfosit

popiilasyonlarnmi saptar.

Meveut bagvurunun herhangi bir Tablosunda, florokrom numara 1, pasifik
mavisine (PacB)} veya Horizon V450’ye, numara 2, pasifik turuncusuna (PacO)
veya AMCA’va, numara 3, floresin izotiyosiyanat (FITC) veya Alexa488’e,
numara 4, fikoeritritine (PE), numara 5, peridinin klorofil protein/siyanin 5.5
(PerCP-Cy5.5), PerCP veya PE-Teksas Kirmizisina, numara 6 fikoeritrin/siyanin
7‘ye (PE-Cy7), numara 7, allofikosiyanin veya (APC) Alexa647’ye ve numara 8§,
allofikosiyanin/H7 (APC-H7), APC-Cy, Alexa680 veya Alexa700’e karsilik gelir.
Tercih edilen kombinasyon, pasifik mavisi (PacB) pasifik turuncusu (PacO},
floresin izotiyosiyanat (FITC), fikoeritrin (PE), peridin klorofil protein/siyanin 5.5
(PerCP-Cy5.5), fikoeritrin/siyanin 7 (PE-Cy7), allofikosivanin (APC), ve
allofikosiyanin/H7*dir (APC-H7).

TABLO 1. Normal ve kétii huylu/ atipik olgun lenfoid hiicrelere yonelik tek

tiiplii EuroFlow izleme kombinasyonlari

Florokrom

Tiip#

1

(LST) CD20"®  CD45"®  Igh  ve Igk ve CD5 CD19%%ve CD3 (D38

ve CD4 CD8 CD56 TCRyd
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Florokrom
1 2 3 4 5 6 7 8
Tiip#
2
(SST) CD20%® CD45®® (D8 ve CD36 CD4 CD19®® (D3 (D38
Igh ve lgk ve
CD14
3

(PCST)  CD45"® D138 CD3R" (D56 p2mikro CD19%®  Cylgk Cylgh

BB = Bu markérler, LST veya SST sonuglari, B-CLPD’ye yénelik ¢ok tiiplii
EuroFlow siniflandirma kombinasyonu ile elde edilen sonuglar ile kombine
edildiginde veya PCST sonuglari, PCD’ye yonelik 2-tipli EuroFlow
smiflandirma kombinasyonu ile elde edilen sonuglar ile kombine edildiginde
Omurga markorleri olarak iglev gorlirler; LST = lenfoid izleme tipi; SST =

kiigitk numune tiipii; PCST= plazma hiicresi izleme tlipii.

4. Oleunlasmanus lenfoid hiicrelere vonelik Kategori 2 bilesimi

4,1. Akut losemi oryantasyon tiipii (ALOT)

EuroFlow ALOT tiipii, akut ldsemi hastalarinda (B, T, lenfoid olmayan,
farklilastirilmamis veya kanisik fenotip akut losemilere karsi) olgunlasmamis
patlama hiicresi popiilasyonlarinin dogasi ve sonugta en uygun tamamlayici
antikor panellerine dogru oryantasyonun degerlendirilmesi icin tasarlanmistir:
10 BCP-ALL, T-ALL ve/veya AML/MDS/MPD. ALOT tiipiiniin bilesimi, Tablo
2’de saglanir; markdrler CD45-2, CD34-5 ve CD19-6, ALOT bilgileri, BCP-ALL
paneli (6regin INFINICYT yazihim kullanilarak) ile kombine edilir ve cyCD3-1,
CD45-2 ve (CD3-8 markorleri ayrica, ALOT'un bilgileri T-ALL paneliyle

birlestirildiginde ortak omurga belirtegleri olarak islev gdrir; buna ek olarak
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CD45-2 ve CD34-5, AML/MDS/MPD c¢oklu tiip paneline ortak omurga

markorleridir.

TABLO 2. Akut losemilerdeki blast hiicrelerin soy tayinine yonelik tek tiiplii

EuroFlow kombinasyonu

Tip# 1 2 3 4 5 6 7 8

20
(ALOT) c¢yCD3"® (D45 cyMPO ¢yCD79a CD34°® CD19"® ¢D7 CD3""

BB =Bu markdérler, sonuglar, BCP-ALL veya T-ALL’ye (bakiniz, sirasiyla Tablo 3
ve Tablo 4) yonelik ¢ok tiiplii Euro-Flow simiflandirma kombinasyonlar ile elde

edilmis sonuglar ile kombine edildiginde Omura markoérleri olarak galisirlar.

ALOT, ALOT antikor kombinasyonunun, bu ama¢ igin yeterli olmamasi
nedeniyle, bir hematolojik malignitenin ¢ikarilmasi i¢in uygun degildir. Ancak,
ALOT, LST ve 4 tiip AML/MDS protokolii (tiip # 29, 30, 31 ve 32) ile kombine
edildiginde, hematolojik malignite tlirlerinin neredeyse tamami saptanabilir

(siniflandirilmamais) veya ¢ikarilabilir (Sekil 2).

4,2, B-hiicre prekiirsir akut lenfoblastik losemiye (BCP-ALL) yonelik ¢oklu

tiiplii antikor paneli

EuroFlow BCP-ALL tiipdi, tam olarak klasik sekilde tanimlanan bu BCP-ALL nin
(B-ALL sonrasi, ortak-ALL, ¢n-B-ALL) vevya belirli flizyon genleri gibi iyi
tanimli molekiiler durumlar ile ilgili immunofenotipik siniflandirmalar dahil
olmak iizere alternatif BCP-ALL smniflandirmalarimin  tamimlanmasi  ve
siniflandirilmasim amaclar. BCP-ALL tiipi ile elde edilen bilgiler, omurga
markdrleri CD45-2, CD34-5 ve CD19-6’ya bagli olarak ve uygun veri analiz
yazilim (6rmegin INFINICYT yazihimi araciligiyla) (Tablo 3) kullanmilarak ALOT

ile kombine edilmeye ihtiyag duyar.

22



00635-P-0003

TABLO 3. B-hiicre prekiirsorii ALL’ye (BCP-ALL) yonelik ¢ok tiiplii Euro-

Flow siniflandirma kombinasyonlan

Tiip# 1 2 3 4

5 6 7 8

21  CD20 CD45%8 CD58 CDé66c CD34%® CD19"® CD10  CD38

22 Igk  CD45"® Cylgy CD33 CD34%® CDI19%® IgM ve Igh

CD117

23 CDY9 CD45P TdT CD13 CD34°%% CD19®® CcD22 CD24

24  CD21 CD45%® CD15 NG2
vE

CDwo65

CD34"8 CD19®® CD123 D8I

Amag

BCP-ALL tam  ve
simflandirma; Lap

markorlerinin tespiti

BCP-ALL tam  ve
simiflandirma;

molekiiler durumlar ile
iligkili fenotiplerin

tespiti

BCP-ALL tam  ve
simiflandirma;
molekiiler durumlar ile
iligkili fenotiplerin
tespiti, LAP
markdrlerinin tespiti
BCP-ALL alt
siniflandirma; LAP

markdrlerinin tespiti

BB = Omurga markorleri. Tiipler ayrica, hastalik evreleme ve izlemeye yonelik olarak

basgaril1 bir sekilde uygulanabilirler.

4,3. T-hiicre akut limfoblastik losemiye (T-ALL) yonelik ¢ok tiiplii antikor

5  paneli

EuroFlow T-ALL paneli, dort tiipten olugsur ve ALOT ile ortak sekilde omurga
markdrleri (bakimz Tablo 4) olarak cyCD3-1, CD45-2 ve CD3-8i kullamir, T-
ALL paneli, émegin TCR protein ifadesi (cyTCRB, TCRaf, TCRyd) veya iyi
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taniml1 molekiiler durumlar ile arasindaki iliskiye bagli olarak tiim klasik sekilde

aciklanan T-ALL (olgunlasmamis T-ALL, ortak timositik T-ALL, olgunlasnus T-

ALL) veya alternatif T-ALL

siniflandirilmasini amaglar.

5
TABLO 4. T-ALL’ye yonelik c¢ok
kombinasyonlari
Tiip# 1 2 3 4 5

25 cyCD3P® CD45"® TdT  CD99 CD5

26  cyCD3"P CD45"® CD2 CD117 CD4

27  ¢yCD3®® CD45"® TCRys TCRaf CD33

siniflandirmasinin

tiiplii

6

CDI10

CD8

CD56

tanimlanmasini ve

EuroFlow smmflandirma

7 8 Amag

CDla CD3®® T-ALL tamsi; Lap
markorlerinin
belirlenmesi

CD7  CD3P® T-ALL tams;; T-ALL
siniflandirmasi ve
arest olgunlagma
asamasinin  tespiti;
LAP  markérlerinin
tanimlanmasi

Cy CD3"® T-ALL tanist ve arest

TCRp olgunlagma

28  ¢yCD3P® CD45%® CD44 (D13 HLADR CD45RA CDI123 CD3PP

BB = Omurga markdérleri. Tilpler ayrica, hastalik evreleme ve izlemeye

yonelik olarak bagarih bir sekilde uygulanabilirler.,

10

24

asamasinin  tespiti,
LAP  markorlerinin

tammlanmasi

T-ALL alt

siniflandirma
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5. Miveloid hiicrelere vonelik Kategori 3 bilesimi

EuroFlow AML/MDS/MPD paneli, tiimii, omurga markérleri (Tablo 5) olarak
HLA-DR-1, CD45-2, CD34-5 ve CDI117-6’v1 icermek Ulizere iki bitlinleyici
markodr kombinasyonunu (tiipler 29-32 ve tiipler 32-35; bakimz Tablo 5) igerir.
Birinci tiip dizisi (tlpler 29-32) tercihen, olgunlasmamis nétrofilik soyu (tiip 30),
monositik soyu (tiip 31) ve eritroid soyu (tip 32) Gzerine odaklanarak AML ve
MDS gibi miveloid malignitelerin tespit edilmesi ve smniflandirilmasi (soy
degerlendirmesi ve olgunlagmasi) amacina yonelik olarak FuroFlow ALOT ile
kombinasyon halinde kullanilmak tizere tasarlanir. Bu dort tip ayrica, APL (tiip
32), PNH (tipler 29 ve 30) ve diger atipik miyeloid fenotiplerin tespit edilmesine
katkida bulunur.

Ikinci tiip dizisi (tiipler 33-35), AML/MDS (tiip 34) ile iliskili olarak (veya degil)
mastositoz tanisina yonelik megakaryositik, bazofilik, plazmasitoid dendritik
soylar (tip 33) hakkinda ilave bilgileri saglar. Tiup 35 ayrica AML/MDS’yi
karakterize eder ve Ozellikle lenfoid iliskili markérler ve anormal lenfoid

olgunlagsmanin atipik ifadesine odaklanir.

TABLO 5. AML/MDS/MPD’ye yonelik cok tiiplii EuroFlow simflandirma

kombinasyonlari

2 3 4 5 6 7 8 Amag

soya

PNH ve AML’nin

tanisi

siniflandirmasi

31  HLADR®E CD45°® D36 CDI105 CD34%® CDI117°® CD33 D71 Ozellikle

25

odaklanan
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Tiip# 1 2 3 4 5 6 7 8

32  HLADRP® CD45"® CD15 NG2 CD34"® CD117%® CD7  CD3%

33  HLADRP® CD45°® CD42a CD203¢ CD34%® CD117%® CD123 CD4
arti

CD61

34  HLADR®® D458 CD41 CD25 CD34%® CcD117%® CD42b CD9

35  HLADRP® CD45°B TdT CD56  CD34"% ¢DI117°® CD22 CD19

BB = Omurga markérleri; Antikor kombinasyonlarimin bu c¢ok tliplii dizisi,
valmzca AML, MDS ve MPD saptamasina yonelik degil, ayn zamanda
mastositoz, PNH ve ICUS’a yoénelik olarak faydalidir. Tiipler ayrica, hastalik

evreleme ve izlemeye yonelik olarak basarih bir sekilde uygulanabilirler.

26

Amag

monositik soya
odaklanan
AML’nin tams1 ve

alt siniflandirmasi

Ozellikle  eritroid
soya odaklanan
APL ve AML’nin
tanisi ve alt

siniflandirmasi

Ozellikle
megakaryositik,
bazofilik ve
plazmasitoid
dendritik soya
odaklanan
AML’nin tams1 ve

alt siniflandirmasi

AML/MDS’nin

karakterizasyonu

AML/MDS nin

karakterizasyonu
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