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1. Verwendungszweck

Das DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit ist flir den hochempfindlichen
Nachweis und die Zdhlung von Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol(GPI)-defizienten
Zellen im menschlichen Vollblut mittels Durchflusszytometrie vorgesehen.

Was wird nachgewiesen und/oder gemessen?
Das DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit erkennt und zahlt Glycosyl-
Phosphatidyl-Inositol (GPI)-defiziente Zellen (PNH-Klone) als Prozentsatz von:
e CD59 dim oder CD59- Zellen aus allen Erythrozyten (CD235a+)
e CD59 dim oder CD59- Zellen aus allen iRBC (CD235a+CD71+)
e CD14-, CD157- und GPI Ankerzellen aus allen Monozyten (CD45+CDé64+)
e CD24-, CD157- und GPI Ankerzellen aus allen neutrophilen Granulozyten
(CD45+CD15+)

Funktion des Produkts

Das Gerit ist fiir die Diagnose und Uberwachung von Patienten vorgesehen, die an
paroxysmaler nachtlicher Himoglobinurie (PNH) und verwandten Erkrankungen
leiden oder bei denen der Verdacht besteht, dass sie daran leiden (.

Kontext eines physiologischen oder pathologischen Zustands

Die paroxysmale nichtliche Himoglobinurie (PNH) ist eine seltene Erkrankung der
hamatopoetischen Stammzellen, die als Folge der nicht bosartigen klonalen
Expansion von Zellen mit somatischer Mutation des Phosphatidylinositol-Glycan-
Anker-Biosynthese-Klasse-A(PIGA)-Gens entsteht. Mutationen des PIGA-Gens
flhren dazu, dass Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol(GPI)-verankerte
Zelloberflachenproteine nicht exprimiert werden kénnen.

Das Gerit soll GPI-defiziente neutrophile Granulozyten und Monozyten ) sowie
vollstindige (Typ Ill) und teilweise (Typ 1l) GPl-defiziente Erythrozyten 23459 zyr
Beurteilung der PNH-Klongréie erkennen.

Dariber hinaus erkennt das Gerat GPI-defiziente iRBC (unreife Erythrozyten) bei
Patienten, die Bluttransfusionen erhalten, wenn PNH-Erythrozyten schwer
abzugrenzen sind .

Art des Tests
Nicht automatisiert

Quantitativ

Art der benétigten Probe
Humane antikoagulierte periphere Vollblutprobe (EDTA, Heparin, Citrat) (¥
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Testpopulation
Patienten mit:

e Labormarker flir Himolyse, wenn andere haufigere Ursachen fiir Himolyse
ausgeschlossen wurden,

ungeklarte Thrombosen im jungen Alter,

diagnostizierte Thrombosen an einer ungewohnlichen Stelle,

vererbte oder erworbene aplastische Andmie (AA),

myelodysplastisches Syndrom (MDS),

ungeklarte Zytopenie, bei der AA oder MDS differenzialdiagnostisch in Frage
kommen

2. Vorgesehener Benutzer

Das Gerat ist nur flir den professionellen Einsatz im Labor bestimmt. Nicht fiir
patientennahe Tests oder Selbsttests geeignet.

Anforderungen an die Qualifikation

Der vorgesehene Benutzer muss tiber aktuelle Fachkenntnisse in der
Durchflusszytometrie-Analyse menschlicher Zellen, standardmaBige
Labortechniken, einschlieBlich Pipettieren, sowie den sicheren und korrekten
Umgang mit Proben aus dem menschlichen Kérper verfligen.

Der vorgesehene Benutzer muss die Norm EN ISO 15189 oder ggf. andere
nationale Normen einhalten.

3. Testprinzip

Das Testprinzip basiert auf dem Nachweis von GPI-Anker und GPI-verankerten
Proteinen auf der Oberflache menschlicher Blutzellen. Die in dem Test
verwendeten monoklonalen Antikdrper und das rekombinante Proaerolysin sind
mit verschiedenen Fluorochromen markiert, die durch einen Laserstrahl eines
Durchflusszytometers wahrend der Erfassung einer gefarbten Blutprobe angeregt
werden. Die anschlieBend erzeugte Fluoreszenz (Lichtemission) der einzelnen
Fluorochrome auf einer aufgenommenen Blutzelle wird vom Gerét erfasst und
analysiert. Die Starke der Fluoreszenz ist direkt proportional zur Dichte der
Antigenexpression in einer Zelle und ermoglicht die Trennung verschiedener
Zelluntergruppen.

4. Bereitgestellte Reagenzien

Inhalt
Das DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit, das fiir die Untersuchung von
25 Patienten ausreicht, wird mit den folgenden Reagenzien geliefert:

PNH High-Sensitivity Assay (25 Beutel). Jeder Beutel enthilt ein farbcodiertes
(cyanfarbener Streifen) verschlossenes Einwegrohrchen PNH WBC 7-color
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(ED7750-1) und ein farbcodiertes (roter Streifen) verschlossenes Einwegréhrchen
PNH RBC 3-color (ED7750-2) mit vorgemischten Kombinationen aus
Fluorochrom-markierten Reagenzien, die mit den stabilisierenden Bestandteilen als
Schicht am Boden der Testrohrchen (12 x 75 mm) getrocknet sind (siehe Tabelle 1
und 2).

Lysing Solution ED7750-3 (1 Flasche) enthilt 15 ml konzentrierte (10X) gepufferte
Losung auf Formaldehydbasis.

PNH Compensation Set ED7750-4 (1 Beutel) mit 10 verschlossenen
Einwegrohrchen, die jeweils ein einzelnes Fluorochrom-markiertes Reagenz
enthalten, getrocknet mit den stabilisierenden Bestandteilen als Schicht am Boden
des Réhrchens (12 x 75 mm).

VORSICHT: Das PNH Compensation Set ist nur fiir die Einrichtung der
Kompensation bestimmt. Einzelne Fluorochrom-markierte Reagenzien (siehe
Tabelle 1 und Tabelle 2) ermdglichen ein einfaches und genaues
Kompensationsverfahren.

Zusammensetzung
Tabelle1 Beschreibung der Wirkstoffe von PNH WBC 7-color
Antigen Fluorochrom Klon Isotyp
(Pf(:'eﬁ;l‘\'/‘sei;) Alexa Fluor®488 N/A N/A
CD157 PE SY11B5 IgG1l
CD45 PerCP-Cy™5.5 2D1 IgG1
CDé64 PE-Cy™7 10.1 IgG1
CD24 APC SN3 IgG1l
CD14 APC-Cy™7 MEM-15 IgG1l
CD15 Pacific Blue™ MEM-158 IgM
Tabelle 2 Beschreibung der Wirkstoffe von PNH RBC 3-color
Antigen Fluorochrom Klon Isotyp
CD235a FITC JC159 1gG1
CD59 PE MEM-43 IgG2a
CDh71 APC MEM-75 IgG1l
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5. Erforderliche, aber nicht bereitgestellte Materialien

Deionisiertes Wasser (Reagenzienqualit&t)
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (1X PBS), pH 7,2-7,4

Durchflusszytometrie-Kompensationspartikel (Spherotech SPHERO™ COMPtrol
Kit, Kat.- Nr. CMIgP-50-3K oder gleichwertige Kompensationspartikel)

6. Erforderliche Ausriistung
Automatische Pipette mit Einwegspitzen (100 ul - 5 ml) zum Pipettieren der
Proben und Reagenzien

Flussigkeitsspender oder Pipette mit Einwegspitzen (2 ml) fur die Abgabe der
Erythrozytenlysel6sung

Vortex-Mixer

Konische Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen (15 ml oder 50 ml) zur
Probenvorbereitung

Zentrifuge mit passenden Rotoradaptern fiir 12 x 75 mm Rundbodenréhrchen

Durchflusszytometer mit drei Laseranregungsquellen (488 nm, ca. 635 nm und 405
nm), Detektoren fiir Streulicht, optische Filter und Emissionsdetektoren, die fir die
Erfassung der Signale der in Tabelle 3 aufgefiihrten Fluorochrome ausgelegt sind.

Tabelle 3 Spektrumscharakteristik der in dem Gerat verwendeten Fluorochrome

Fluorochrom Anregung [nm] Emission [nm]
Alexa Fluor® 488 488 520
FITC 488 525
PE 488 576
PerCP-Cy™5.5 488 695
PE-Cy™7 488 780
APC 630 - 640 660
APC-Cy™7 630 - 640 780
Pacific Blue™ 405 455

HINWEIS: Das Gerat wurde auf folgenden Durchflusszytometern getestet:
BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences), BD FACSLyric™ (BD Biosciences),
Navios EX (Beckman Coulter) und DxFLEX (Beckman Coulter).
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7. Lagerung und Handhabung

Bei 20-30 °C aufbewahren.
Langere Lichteinwirkung vermeiden.
Trocken aufbewahren.

VORSICHT: Feuchtigkeitsempfindliches Produkt. Den Folienbeutel erst bei der
ersten Verwendung 6ffnen.

Siehe Abschnitt 10 Verfahren (Vorbereitung der bereitgestellten Reagenzien) fir
Informationen zu den Lagerbedingungen und der Stabilitat von Arbeitslosungen
(sofern zutreffend).

8. Warnhinweise, VorsichtsmaBnahmen und Einschrinkungen bei
der Anwendung
GHS-Gefahrenklassifizierung

WARNUNG: Lysing solution (ED7750-3) mit Formaldehyd (CAS-Nr. 50-00-0)
und Methanol (CAS-Nr. 67-56-1) in als gefahrlich eingestuften
Konzentrationen.

Etikettenelemente | Signalwort

H-Satze H315: Verursacht Hautreizungen.

H317: Kann allergische Hautreaktionen verursachen.
H319: Verursacht schwere Augenreizung.

H335: Kann die Atemwege reizen.

H341: Kann vermutlich genetische Defekte verursachen.
H350: Kann Krebs erzeugen.

H371: Kann die Organe schadigen.

H373: Kann die Nieren schadigen bei langerer oder
wiederholter Exposition.

H302+H312+H332: Gesundheitsschadlich bei Verschlucken,
Hautkontakt oder Einatmen.

Gefahr

P-Satze P201: Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P260: Dampf nicht einatmen.

P264: Nach Gebrauch Hande und freiliegende Kérperteile
griindlich waschen.

P280: Schutzhandschuhe/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.
P301+P312: BEI VERSCHLUCKEN: Bei Unwohlsein
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GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.
P302+P352: BEI KONTAKT MIT DER HAUT: Mit viel Wasser
und Seife waschen.

P305+P351+P338: BEl KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige
Minuten lang behutsam mit Wasser spilen. Vorhandene
Kontaktlinsen nach Mdglichkeit entfernen. Weiter spiilen.
P308+P313: BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

P314: Bei Unwohlsein arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

P333+P313: Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

P362+P364: Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor
erneutem Tragen waschen.

Beachten Sie das Sicherheitsdatenblatt (Safety Data Sheet/SDS) auf der
Produktseite auf www.exbio.cz. Dort finden Sie alle Informationen zu den Risiken,
die von den im Produkt enthaltenen chemischen Stoffen und Gemischen ausgehen,
und dazu, wie diese gehandhabt und entsorgt werden sollten.

Biologisches Risiko
Menschliche biologische Proben und Blutproben sowie alle damit in Kontakt
kommenden Materialien werden immer als infektioses Material betrachtet.

Verwenden Sie eine personliche Schutz- und Sicherheitsausriistung, um den
Kontakt mit Haut, Augen und Schleimhauten zu vermeiden.

Befolgen Sie alle geltenden Gesetze, Vorschriften und Verfahren fiir den Umgang
mit und die Entsorgung von infektiésem Material.

Anzeichen von Verfall

Das mitgelieferte Reagenz ist normalerweise eine transparente, getrocknete
Schicht auf dem Boden des Réhrchens. Verwenden Sie das Reagenz nicht, wenn

Sie eine Veranderung des Aussehens feststellen, z. B. Feuchtigkeit im Inneren des
Roéhrchens.

Beschrankung der Verwendung
Do not use after the expiry date stated on the product labels.
Testrohrchen nicht wiederverwenden.

9. Probe

Verwenden Sie vendses peripheres Blut, das in einem als Medizinprodukt
eingestuften Probenbehélter mit dem Antikoagulans EDTA, Heparin oder ACD
(Acid Citrat Dextrose) entnommen wurde 2.

Nur unbehandelte Proben verwenden. Keine vorlysierten, gewaschenen oder
verdiinnten Proben verwenden.
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Verarbeiten Sie die Blutprobe spatestens 48 Stunden nach der Entnahme. Lagern
Sie die Probe bei Labortemperatur (20 - 25 °C). Bewahren Sie die Probe nicht im

Kihlschrank auf.

Endogene Interferenz

Basierend auf wissenschaftlicher Literaturrecherche werden endogene Stérquellen
in Tabelle 4 identifiziert.

Tabelle4 Endogene Interferenz des Gerats

Durchflusszytometrieanalyse bestimmter
Blutzellpopulationen beeintrachtigen.

Endogene Auswirkungen Referenz
Interferenz
Albumin Albumin kann in hohen Konzentrationen 9,10, 26
aufgrund seiner Fahigkeit, grol3e Mengen an
Liganden zu binden und freizusetzen,
storend wirken.
Bilirubin (Ikterus) | Bilirubin erhdht aufgrund seiner hohen 13, 15,19
(unkonjugiert) Autofluoreszenz den
Fluoreszenzhintergrund von Zellen.
Zelltrimmer Zelltrimmer kbnnen zu ungenauen 12,16
(nach der Lyse) Zellzahlen fuhren und die Antikérper im
Gerat verringern.
Erythrozyten Unzureichende Lyse, in der Probe 17
vorhandene rote Blutkdrperchen kénnen zu
einer fehlerhaften Zellzahlung fihren.
Hamoglobin Hamolysierte Proben kdénnen 14
unzuverlassige Ergebnisse liefern.
Humane Anti- Kann die Geratefunktionalitat 11, 21, 22,
Maus-Antikorper | beeintrachtigen (Fahigkeit zur Bindung an 23,24, 25
Zelloberflachenantigene).
Immunglobuline | Kann die Anzahl der Lymphozyten-Subsets 12
beeinflussen.
Rheumafaktoren | Das Vorhandensein von RF beeintrachtigt 18
MIA (Multiplex-Immunoassays).
Triglyceride Hohe zirkulierende Lipidwerte kbnnen die 20

Exogene Interferenz

Nach den Veréffentlichungen von Sutherland et. al.” stellen rote Blutkérperchen
aus Bluttransfusionen bei Patienten mit einem grof3en PNH-Klon und
extravaskularer Himolyse eine wesentliche Storung der PNH-Analyse dar. Durch
Transfusion erhaltene gesunde Erythrozyten beeinflussen die Uberwachung des
PNH-Klons in der Erythrozytenlinie (RBC) erheblich. Durch die Zugabe von CD71
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lasst sich die GroBe von PNH-Klonen in der RBC-Linie unabhangig vom Hamolyse-
und/oder Transfusionsstatus des Patienten deutlich besser analysieren.

Das DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit tiberwindet dieses Problem gemaR
den vorgenannten Richtlinien durch die Bereitstellung des CD71-Antigens zur
Identifizierung unreifer Erythrozyten (iRBC), wobei iRBCs auch das GPI-verankerte
CD59-Antigen exprimieren. In Transfusionsbeuteln sind iRBCs liblicherweise in
sehr geringer Menge vorhanden @7, Andererseits ist bei Patienten mit
extravaskularer Hamolyse aufgrund von PNH die Anzahl der iRBCs aufgrund des
schnellen Verlusts von Erythrozyten erhoht @8 . Durch die Zugabe des
monoklonalen CD71-Antikérpers zur Identifizierung von iRBCs steht dem Arzt
somit eine genauere Uberwachung des PNH-Fortschritts zur Verfiigung. Der
Verlust des CD59-Antigens auf den iRBCs wird dabei nicht durch exogene
Erythrozyten aus Transfusionsbeuteln beeinflusst. Das DryFlowEx PNH High-
Sensitivity Assay Kit enthalt einen Anti-Human-CD71-Antikorper und ermdoglicht
die Verwendung der neuesten Richtlinien zur Erkennung und Quantifizierung von
PNH-Klonen.

10.Vorgehensweise

Vorbereitung der mitgelieferten Reagenzien
PNH High-Sensitivity Assay

Es ist keine Vorbereitung der Reagenzien erforderlich, sie werden in Testréhrchen
zum einmaligen Gebrauch geliefert.

Lysing Solution
Bringen Sie das Reagenz vor der Verwendung auf Raumtemperatur.

Das Reagenz ist 10-fach konzentriert und muss vor der Anwendung mit
deionisiertem Wasser verdiinnt werden (1 Volumen der konzentrierten Lésung und
9 Volumen deionisiertes Wasser). Nach dem ersten Offnen behilt das Reagenz
seine Eigenschaften bis zum Verfallsdatum, wenn es unter den angegebenen
Bedingungen in seinem urspriinglichen Primarbehalter gelagert wird.

Die verdinnte Lysel6sung (1X) ist 1 Monat lang haltbar, wenn sie in einem
Flissigkeitsspender oder einem geschlossenen Behalter bei Raumtemperatur
aufbewahrt wird.

Vorbereitung der erforderlichen, aber nicht bereitgestellten Materialien
Kompensationspartikel

Bereiten Sie die Arbeitslosung der Durchflusszytometrie-Kompensationspartikel
gemal den Anweisungen des Herstellers vor.

Einrichtung der Kompensation
Nehmen Sie die R6hrchen des Kompensationssets mit demselben
Durchflusszytometer-Setup auf, bevor Sie die mit PNH RBC 3-color und PNH
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WBC 7-color gefarbten Réhrchen analysieren.

VORSICHT: Die Kompensationsverfahren flir PNH RBC 3-color und PNH WBC
7-color unterscheiden sich in der Art der Probenvorbereitung und
Probenfarbung.

PNH RBC 3-color Kompensationsréhrchen (roter Streifen)

1. Geben Sie das SPHERO™ COMPtrol Kit oder gleichwertige
Kompensationspartikel in den Boden der einzelnen einfarbigen
Kompensationsréhrchen.

2. Vortexen Sie und inkubieren Sie fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln.

3. Geben Sie 4 ml 1X PBS in jedes Kompensationsrohrchen. 5 Minuten bei 300xg
zentrifugieren.

4. Verwerfen Sie den Uberstand, ohne die Kompensationspartikel zu
beeintrachtigen, und geben Sie 0,1 ml 1X PBS in jedes
Kompensationsréhrchen.

5. Stellen Sie vor der Analyse der gefarbten Proben die Spannungen an den
entsprechenden Fluoreszenzdetektoren ein. Die Spannung am PMT-Detektor
sollte ausreichend hoch eingestellt sein, damit moglichst wenige negativ
gefarbte Ereignisse den 0. Kanal auf der Fluoreszenzachse stéren. AuBerdem
sollte die Spannung des PMT-Detektors nicht die Werte iberschreiten, bei
denen positive Ereignisse auf die rechte Achse gedriickt werden.

6. Messen Sie die Kompensationsrohrchen sofort mit dem Durchflusszytometer.

Berechnen Sie die Kompensationsmatrix fiir PNH RBC 3-color entweder in der
vom Hersteller entwickelten Zytometersoftware oder in einer speziellen
Software fiir die Offline-Analyse von Zytometriedaten. Verwenden Sie diese
Kompensationsmatrix fiir alle Testrohrchen dieser Charge von PNH RBC
3-color.

VORSICHT: Sobald Sie die Einstellungen fir eine bestimmte Charge von PNH
RBC 3-color vorgenommen haben, sollten Sie die Einstellungen der
Fluoreszenzdetektoren nicht mehr andern, um die gleichen Einstellungen fir die
Erfassung der Kompensationsmatrix und die Kompensationsergebnisse
beizubehalten.

PNH WBC 7-color Kompensationsrohrchen (cyanfarbener Streifen)

1. Geben Sie 50 ul entionisiertes Wasser in den Boden jedes einfarbigen
Kompensationsrohrchens und vortexen Sie 7-10 Sekunden lang kraftig.

2. Geben Sie 100 pl peripheres Vollblut in jedes einfarbige
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9.

Kompensationsréhrchen und vortexen Sie kréaftig.

20 Minuten lang bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.

Geben Sie 2 ml verdiinnte (1X) Lysel6sung in jedes Kompensationsréhrchen.
10 Minuten lang bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.

Zentrifugieren Sie es fiir 5 Minuten bei 300xg, verwerfen Sie den Uberstand
und resuspendieren Sie das Zellpellet in 2 ml 1X PBS.

Zentrifugieren Sie es fiir 5 Minuten bei 300xg, verwerfen Sie den Uberstand
und resuspendieren Sie das Zellpellet in 0,2 ml 1X PBS.

Stellen Sie vor der Analyse der gefarbten Proben die Spannungen an den
entsprechenden Fluoreszenzdetektoren ein. Die Spannung am PMT-Detektor
sollte ausreichend hoch eingestellt sein, damit moglichst wenige negativ
gefarbte Ereignisse den 0. Kanal auf der Fluoreszenzachse stéren. AuBerdem
sollte die Spannung des PMT-Detektors nicht die Werte iberschreiten, bei
denen positive Ereignisse auf die rechte Achse gedriickt werden.

Messen Sie die Kompensationsréhrchen sofort mit dem Durchflusszytometer.

10.Berechnen Sie die Kompensationsmatrix flir PNH WBC 7-color entweder in der

vom Hersteller entwickelten Zytometersoftware oder in einer speziellen
Software fiir die Offline-Analyse von Zytometriedaten. Verwenden Sie diese
Kompensationsmatrix fir alle Testrohrchen dieser Charge von PNH WBC
7-color.

VORSICHT: Sobald Sie die Einstellungen fiir eine bestimmte Charge von PNH
WBC 7-color vorgenommen haben, sollten Sie die Einstellungen der
Fluoreszenzdetektoren nicht mehr dndern, um die gleichen Einstellungen fir die
Erfassung der Kompensationsmatrix und die Kompensationsergebnisse
beizubehalten.

Probenvorbereitung

Nachweis und Differenzierung von PNH-Klonen in Erythrozyten mittels PNH RBC
3-color-Réhrchen erfordern vor dem Farbevorgang eine Probenvorbereitung.

HINWEIS: Stellen Sie vor der Verarbeitung der Probe sicher, dass das
Zytometer ordnungsgemal eingerichtet wurde.

Kennzeichnen Sie ein konisches Polypropylenréhrchen mit der Identifizierung
der untersuchten Blutprobe.

Pipettieren Sie 10 ul der grindlich gemischten Blutprobe auf den Boden des
gekennzeichneten konischen Réhrchens.

. Verdiinnen Sie die Blutprobe 1:100 mit 1 ml 1X PBS und mischen Sie sie
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5 Sekunden lang mit der Hand.

VORSICHT: Bei der klassischen Form der PNH dominiert die intravaskulare
Hamolyse. Ziehen Sie vor der Verdiinnung der Blutprobe die Erythrozytenzahlen
des Hamatologie-Analysegerdts heran, um eine Erythrozytenzahl in der
verdiinnten Blutprobe im Bereich von 3-5 x 107 / ml verdiinntem Blut zu
erreichen, und passen Sie den Verdiinnungsfaktor nach Bedarf an, um eine
ausreichende Anzahl von Erythrozyten im Durchflusszytometer zu erhalten.

Fahren Sie unmittelbar nach der Probenverdiinnung mit dem Verfahren zur
Probenfarbung fort.

Nachweis von GPI-defizienten Zellen in neutrophilen Granulozyten und Monozyten
mittels PNH WBC 7-color-Réhrchen erfordern vor dem Firbevorgang eine
Probenvorbereitung.

Probenfirbung - PNH RBC 3-color-Réhrchen (roter Streifen)

1.

Kennzeichnen Sie das PNH RBC 3-color-Réhrchen mit der Identifizierung der
untersuchten Blutprobe.

Pipettieren Sie 50 ul der griindlich gemischten und verdiinnten Blutprobe in
den Boden des PNH RBC 3-color-Réhrchens.

VORSICHT: Pipettieren Sie das Blut nicht auf die Seiten des Testrohrchens.
Bleibt ein Blutausstrich oder -tropfen an der Seite des R6hrchens zuriick, wird
er nicht mit dem Reagenz gefarbt und die Testergebnisse sind unter Umstanden
nicht giiltig.

. Vortexen Sie kraftig fir 7-10 Sekunden.

VORSICHT: Bei einer Verkiirzung der Vortex-Zeit konnen die Testergebnisse
beeintrachtigt werden.

Das PNH RBC 3-color-Réhrchen 20 Minuten lang bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubieren.

Geben Sie 4 ml 1X PBS in das PNH RBC 3-color-Réhrchen.
Zentrifugieren Sie das PNH RBC 3-color-Réhrchen fiir 5 Minuten bei 300xg.

7. Verwerfen Sie den Uberstand, ohne das Zellpellet zu beeintrachtigen, und

8.

geben Sie 0,5 ml 1X PBS in das PNH RBC 3-color-Réhrchen.

Vortexen Sie kurz, um das Zellpellet zu resuspendieren.

Messen Sie die gefarbte Probe mit dem Durchflusszytometer. Wird die gefarbte
Probe nicht sofort gemessen, verschlieBen Sie das Testréhrchen, lagern Sie sie bei
2-8 °C im Dunkeln und analysieren Sie sie innerhalb von 2 Stunden.
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VORSICHT: Brechen Sie Zellaggregate in der gefarbten Probe auf, indem Sie
das Testrohrchen unmittelbar vor der Erfassung auf dem Durchflusszytometer
gegen das Rohrchengestell schieben. Eine GibermaRige Menge an
Erythrozytenaggregaten kann die Testergebnisse beeintrachtigen.

Probenfirbung - PNH WBC 7-color-Réhrchen (cyanfarbener Streifen)

1.

Kennzeichnen Sie das PNH WBC 7-color-Réhrchen mit der Identifizierung der
untersuchten Blutprobe.

Geben Sie 50 pl entionisiertes Wasser in das PNH WBC 7-color-Testrohrchen.
Vortexen Sie kraftig fir 7-10 Sekunden.

VORSICHT: Bei einer Verkiirzung der Vortex-Zeit konnen die Testergebnisse
beeintrachtigt werden.

Pipettieren Sie 100 pl der griindlich gemischten Blutprobe in den Boden des
PNH WBC 7-color-Réhrchens und vortexen Sie kraftig.

VORSICHT: Pipettieren Sie das Blut nicht auf die Seiten des Testrohrchens.
Wenn ein Blutausstrich oder -tropfen an der Seite des Testréhrchens verbleibt,
wird er nicht mit dem Reagenz gefarbt und die Testergebnisse sind unter
Umstanden nicht gliltig.

20 Minuten lang bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.

5. Geben Sie 2 ml der 1X Erythrozyten-Arbeitslysel6sung zum Lysieren von

9.

Erythrozyten in das PNH WBC 7-color-Réhrchen.

10 Minuten lang bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.

. Zentrifugieren Sie das PNH WBC 7-color-Réhrchen fiir 5 Minuten bei 300xg.

. Verwerfen Sie den Uberstand, ohne das Zellpellet zu beeintrichtigen, und

geben Sie 2 ml 1X PBS in das Testréhrchen.
Zentrifugieren Sie das PNH WBC 7-color-Réhrchen fiir 5 Minuten bei 300xg.

10.Verwerfen Sie den Uberstand, ohne das Zellpellet zu beeintrichtigen, und

geben Sie 0,2 ml 1X PBS in das Testrohrchen.

11.Vortexen Sie kurz, um das Zellpellet zu resuspendieren.

Messen Sie die gefarbte Probe mit dem Durchflusszytometer. Wird die gefarbte
Probe nicht sofort gemessen, verschlieBen Sie das Testréhrchen, lagern Sie sie bei
2-8 °C im Dunkeln und analysieren Sie sie innerhalb von 24 Stunden.
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Durchflusszytometrie-Analyse

Das fir die Verwendung mit dem DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit
ausgewadhlte Durchflusszytometer muss routinemagig mit fluoreszierenden
Mikrokiigelchen kalibriert werden, um eine stabile Empfindlichkeit der Detektoren
gemal den Anweisungen des Herstellers des Zytometers sicherzustellen.

Bei unsachgemaBer Wartung kann das Durchflusszytometer falsche Ergebnisse
liefern.

Beachten Sie die Herstellerangaben des Zytometers fiir Laser und
Fluoreszenzdetektoren entsprechend den Anregungs- und
Emissionscharakteristiken der Fluorochrome in Abschnitt 6 ,Erforderliche
Ausriistung”.

Zur Analyse der Messdaten kénnen die vom Hersteller entwickelte Zytometer-
Software oder eine spezielle Software fiir die Offline-Analyse von Zytometriedaten
verwendet werden (z. B. FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Analyse von PNH RBC 3-color Kompensationsréhrchen (roter Streifen)
Stellen Sie die nicht kompensierten Daten fiir jedes Kompensationsrohrchen in
einem Punktdiagramm mit Seitenstreuung (SSC) gegen das zu kompensierende
Fluorochrom dar. Setzen Sie die Gates fiir positive (+) und negative (-) Zytometrie-
Kompensationspartikel wie in Abbildung 1 gezeigt.

Abbildung 1ldentifizierung von positiven (+) und negativen (-) Zytometrie-
Kompensationspartikeln in Kompensationsrohrchen (Daten, die mit BD FACSCanto™ I
erfasst wurden).
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Analyse von PNH WBC 7-color Kompensationsréhrchen (cyanfarbener Streifen)

Stellen Sie die nicht kompensierten Daten fiir jedes Kompensationsrohrchen in
einem Punktdiagramm mit Seitenstreuung (SSC) gegen das zu kompensierende
Fluorochrom dar. Setzen Sie die Gates fir die positivsten (+) und negativsten (-)

Populationen wie in Abbildung 2 gezeigt.

Side Scatter

Side Scatter

Side Scatter

Abbildung 2 Identifizierung der positivsten (+) und negativsten (-) Ereignisse in

Kompensationsrohren (Daten, die mit BD FACSCanto™ Il erfasst wurden).
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PNH RBC 3-color-Réhrchen (roter Streifen)

Aufgrund der geringen iRBC zahl in verdiinnten Blutproben sollten 500.000 bis
1.500.000 Erythrozytenereignisse zur Analyse erfasst werden. Die Erfassung von 2
500.000 Ereignissen fiihrt zu langen Erfassungszeiten. Dies kann das
Gleichgewicht des Antikorper-Antigen-Bindungskomplexes und die Abnahme der
CD235a-FITC-Fluoreszenz beeintrachtigen. Uberwachen Sie stets die Stabilitat der
Fluoreszenzintensitat (iber die Erfassungszeit (Abbildung 3).

Abbildung 3 Alle erfassten Ereignisse in einem Punktdiagramm CD235a FITC vs. Zeit (Daten,
die mit BD FACSCanto™ Il erfasst wurden).
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Stellen Sie kompensierte Daten als Histogramm dar, wobei die X-Achse die
Fluoreszenzintensitit im FITC-Kanal wiedergibt. Setzen Sie das Gate ,CD235a+

RBC-Singuletten“ (Abbildung 4).

Abbildung 4 Abgrenzung von CD235a+ RBC-Singuletten (Daten, die mit BD FACSCanto™ Il
erfasst wurden).
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Erythrozyten

Stellen Sie CD235a+ RBC-Singuletten in einem Punktdiagramm von CD59 PE vs.
CD235a FITC dar. Teilen Sie die Ereignisse mithilfe von drei geeigneten Gates in
drei Populationen auf (Abbildung 5) und berechnen Sie den Prozentsatz der
Ereignisse in den Regionen Typ |, Typ Il und Typ Il

Abbildung 5 CD235a+ RBC-Singuletten in einem Punktdiagramm CD59 PE vs.
CD235a FITC (Daten, die mit BD FACSCanto™ Il erfasst wurden).
A) Patient mit PNH-Klon; B) gesunder Spender.
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iRBCs (unreife Erythrozyten)

Stellen Sie CD235a+ RBC-Singuletten in einem Punktdiagramm von CD71 APC vs.
CD235a FITC dar und trennen Sie die CD71+ iRBCs (Abbildung 6).

Abbildung 6 CD235a+ RBC-Singuletten in einem Punktdiagramm CD71 APC vs.
CD235a FITC. Abgrenzung von CD71+ iRBCs (Daten, die mit BD FACSCanto™ Il erfasst
wurden).
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Stellen Sie die D71+ iRBCs in einem Punktdiagramm von CD59 PE vs. CD235a
FITC dar. Teilen Sie die Ereignisse mithilfe von drei geeigneten Gates in drei
Populationen auf (Abbildung 7) und berechnen Sie den Prozentsatz der Ereignisse
in den Regionen Typ |, Typ Il und Typ lll

Abbildung 7 CD71+ iRBCs in einem Punktdiagramm CD59 PE vs. CD235a FITC (Daten, die
mit BD FACSCanto™ Il erfasst wurden).

A) Patient mit PNH-Klon; B) gesunder Spender

7A ] 7B
5 5
10 10
g 104'_ - g 104'_
s Type lll Typell  Typel ™ Type I Typell  Typel
3 78,8 087 20,3 5] 0 031 99.7
® 3 © 34
N 107 07
[a] 1 [a] 1
9] Q
2 | 2
10 7 10”3
1 1
10 10
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
CD59 PE CD59 PE

21/45



PNH WBC 7-color-R6hrchen (cyanfarbener Streifen)

Erfassen Sie mindestens 200.000 Ereignisse zur Analyse. Visualisieren Sie
kompensierte Daten im S-Punktdiagramm mit Seitenstreuung im Vergleich zu
Fluoreszenzintensitat in PerCP-Cy™ 5.5. Setzen Sie das Gate fiir CD45+

Leukozyten wie in Abbildung 8 gezeigt ein.

Abbildung 8 Abgrenzung von CD45+ Leukozyten (Daten, die mit BD FACSCanto™ Il
erfasst wurden).
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Monozyten
Stellen Sie die CD45+ Leukozyten in einem Punktdiagramm mit Seitenstreuung

gegen CD64 PE-Cy™7 dar und grenzen Sie die CD64+ Monozyten ab, wie in
Abbildung 9 gezeigt.

Abbildung 9 Abgrenzung von CD64+ Monozyten von Leukozyten (Daten, die mit
BD FACSCanto™ Il erfasst wurden).
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Stellen Sie die CD64+ Monozyten in einem Punktdiagramm von CD157 PE vs.
CD14 APC-Cy™7 (Abbildung 10) dar. Setzen Sie geeignete Gates und berechnen
Sie den Prozentsatz der CD157-CD14-Population im Q4-Quadranten.

Abbildung 10 CDé64+ Monozyten in einem Punktdiagramm CD157 PE vs. CD14
APC-Cy™7 (Daten, die mit BD FACSCanto™ Il erfasst wurden).
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Stellen Sie dann dieselben CD64+ Monozyten in einem Punktdiagramm
Proaerolysin Alexa Fluor® 488 (GPI-Anker) im Vergleich zu CD14 APC- Cy™7
(Abbildung 11) dar. Setzen Sie geeignete Gates und berechnen Sie den Prozentsatz
der GPI-Anker- CD14-Population im Q4-Quadranten.

Abbildung 11 CD64+ Monozyten in einem Punktdiagramm Proaerolysin Alexa Fluor® 488
(GPI-Anker) vs. CD14 APC Cy ™ 7 (Daten, die mit BD FACSCanto™ Il erfasst wurden).
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Stellen Sie dann dieselben CD64+ Monozyten in einem Punktdiagramm

Proaerolysin Alexa Fluor® 488 (GPI-Anker) im Vergleich zu CD157 PE (Abbildung

12) dar. Setzen Sie geeignete Gates und berechnen Sie den Prozentsatz der GPI-

Anker- CD157-Population im Q4-Quadranten.

Abbildung 12 CD64+ Monozyten in einem Punktdiagramm Proaerolysin Alexa Fluor® 488
(GPI-Anker) vs. CD157 PE (Daten, die mit BD FACSCanto™ Il erfasst wurden).
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Neutrophile Granulozyten
Stellen Sie die CD45+ Leukozyten in einem Punktdiagramm mit Seitenstreuung
gegen CD15 Pacific Blue™ dar und grenzen Sie CD15+ neutrophile Granulozyten

ab, wie in Abbildung 13 gezeigt.

Abbildung 13 Abgrenzung von CD15+ neutrophilen Granulozyten von Leukozyten (Daten,
die mit BD FACSCanto™ Il erfasst wurden).
Neutrophil granuloﬁyte

200K =

150K =

100K =

Side Scatter

s0K

CD15 Pacific Blue™

26 /45



Stellen Sie die CD15+ neutrophilen Granulozyten in einem Punktdiagramm von
CD157 PE vs. CD24 APC dar, wie in Abbildung 14 gezeigt. Setzen Sie geeignete
Gates und berechnen Sie den Prozentsatz der CD157-CD24-Population im
Q4-Quadranten.

Abbildung 14 CD15+ neutrophile Granulozyten in einem Punktdiagramm CD157 PE vs.
CD24 APC (Daten, die mit BD FACSCanto™ Il erfasst wurden).
A) Patient mit PNH-Klon; B) gesunder Spender

14A 14B
5__Q1 Q2 5__Q1
103021 ) 21,6 10 31,17E-3
4 4
o 103 O 103
o 7 o s
= <
<t <t
o 3 [ 3
o 10 o 10 E
[ o
2 2
10 10
Q3 1Q4 Q3
1 0,011 1 10 7,04E-3
10 10
1 2 a 4 5 1 2 a 4 5
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
CD157 PE CD157 PE

27 /45



Stellen Sie dann dieselben CD15+ neutrophilen Granulozyten in einem
Punktdiagramm Proaerolysin Alexa Fluor® 488 (GPI-Anker) gegen CD24 APC dar,
setzen Sie entsprechende Gates und berechnen Sie den Prozentsatz der GPI-
Anker- CD24-Population in Q4-Quadranten, wie in Abbildung 15 gezeigt.

Abbildung 15 CD15+ neutrophile Granulozyten in einem Punktdiagramm Proaerolysin Alexa
Fluor® 488 (GPI-Anker) vs. CD24 APC (Daten, die mit BD FACSCanto™ Il erfasst wurden).
A) Patient mit PNH-Klon; B) gesunder Spender
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Stellen Sie dann dieselben CD15+ neutrophilen Granulozyten in einem
Punktdiagramm Proaerolysin Alexa Fluor® 488 (GPI-Anker) gegen CD157 PE dar,
setzen Sie entsprechende Gates und berechnen Sie den Prozentsatz der
GPI-Anker-CD157-Population in Q4-Quadrant, wie in Abbildung 16 gezeigt.

Abbildung 16 CD15+ Neutrophile Granulozyten in einem Punktdiagramm Proaerolysin
Alexa Fluor® 488 (GPI-Anker) vs. CD157 PE (Daten, die mit BD FACSCanto™ Il erfasst
wurden).
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Berechnung und Interpretation von Analyseergebnissen
Zahlen Sie den Prozentsatz der Zellen mit GPI-Mangel (mit PNH-Phanotyp) auf,
siehe Tabelle 5.

Tabelle5 PNH-Klon-Phanotypen

Population der . . . .
Elternzellen PNH-Phinotyp gemaR der Gating-Strategie
.| Ervthrozyten CD59- CD235a+ (Abb. 5)
5 (Typ 11)
S
o | Erythrozyten .
o (Typ 1) CD59 dim CD235a+ (Abb. 5)
[a'4
Z| iRBCS (Typ ) CD59- CD235a+CD71+ (Abb. 7)
[a
iRBCS (Typ 1) CD59 dim CD235a+CD71+ (Abb. 7)
E CD14- CD157- CD64+ (Abb. 10)
o
{é Monozyten CD14- GPI-Anker- CD64+ (Abb. 11)
% CD157- GPI-Anker- CD64+ (Abb. 12)
o
5 CD24- CD157- CD15+ (Abb. 14)
m .
2 GNe”troph"e CD24- GPI-Anker- CD15+ (Abb. 15)
T ranulozyten
£ CD157- GPI-Anker- CD15+ (Abb. 16)
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Tabelle 6 Ergebnisinterpretation

Nachweisgrenze (Cut-off) fiir die WBC- und RBC-Réhrchen, angegeben als
Hiufigkeit der Elternzellen (%), berechnet aus 100 Messungen von n=25 normalen
Patientenproben auf n=4 verschiedenen Zytometerplattformen

Zytometer
PNH-Phinot
ypP BD FACS  BD FACS Beckman  Beckman
Lyric™ Canto™ II Coulter Coulter
Y NAVIOS EX DX Flex
PNH RBC 3-color-Réhrchen
cDo7-RECvomTypllund e | 9005 | 0002 | 0029 | 0049
ﬁIDS(?' IRBCs vom Typ lTund Typ | 54 0.320 0.388 0.562
PNH WBC 7-color-Réhrchen
CD157- CD14- Monozyten 0.20 0.19 0.14 0.30
GPI-Anker- CD14- Monozyten 0.08 0.04 0.10 0.17
GPI-Anker- CD157- Monozyten 0.07 0.06 0.04 0.03
CD157- CD24-
Neutrophile Granulozyten 0.02 0.02 0.06 0.03
GPI-Anker- CD24- Neutrophile 0.03 0.03 0.02 0.02
Granulozyten
GPI-Anker- CD157- Neutrophile 0.01 0.01 0.01 0.01
Granulozyten
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Algorithmusregeln fiir die Meldung von GPI-Mangeln

1. Bei Patienten mit einer GPI-defizienten Zellpopulationshaufigkeit unter dem
Cut-off-Wert (Tabelle 6) sind die Ergebnisse wie folgt zu melden:
»,Granulozyten, Monozyten, Erythrozyten und iRBCs zeigen eine normale
Expression von GPl-gebundenen Antigenen. Keine PNH-Klone entdeckt® (%),

2. Bei Patienten mit einer GPI-defizienten Zellpopulationshiufigkeit iber dem
Cut-off-Wert (Tabelle 6) sind die Ergebnisse wie folgt zu melden:
»,Granulozyten, Monozyten, Erythrozyten oder iRBCs weisen einen teilweisen
oder vollstindigen GPI-Mangel auf PNH-Klone entdeckt.

VORSICHT: Das klinische Labor muss seine eigenen Nachweisgrenzen
(LOD)/Cut-off-Werte aus einer Reihe normaler Patientenproben ermitteln,
wenn ein anderer Zytometertyp und/oder eine andere Zytometermarke, als in
den Tabellen 8-11 angegeben, verwendet wird (sieche Abschnitt 11. Analytische
Leistung / Nachweisgrenze / Assay Cut-off).

3. In den meisten PNH-Fillen weisen alle WBC-Zielzellpopulationen das
Vorhandensein eines PNH-Klons auf 4 ¢7:8, WBC-PNH-Klone erscheinen
geclustert und weniger verstreut als zufallige doppelt negative Ereignisse.

4. In einigen Féllen kann das Vorhandensein eines PNH-Klons im WBC-Réhrchen
nachgewiesen werden, wahrend dies in einem RBC-Réhrchen nicht
nachgewiesen wird, wie in Abb. 17 dargestellt. In diesem Fall muss das
Vorhandensein eines PNH-Klons gemal Regel 2 der Algorithmusregel fiir die
Meldung von GPI-Mingeln gemeldet werden.

5. Wenn ein PNH-Klon entdeckt wird, geben Sie immer den Prozentsatz aller
PNH-Klon-Phinotypen (Tabelle 6) aus ihrer Elternzellpopulation an. Monozyten
koénnen eine groBere PNH-KlongréRe aufweisen als neutrophile
Granuklozyten @,

6. Ein GPI-Mangel (Vorhandensein eines PNH-Klons) sollte bei allen PNH-
Phanotypen innerhalb einer bestimmten Leukozyten-Untergruppe auftreten. Es
wird erwartet, dass alle monozytenspezifischen PNH-Phanotypen (Tabelle 5)
eine dhnliche Farbung bei GPI-defizienten Zellen aufweisen © . Dasselbe gilt fiir
neutrophile PNH-Phanotypen.
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Abbildung 17 Beispiel fiir einen Fall, bei dem ein PNH-Klon in einem WBC-R6hrchen
vorhanden ist, wahrend er in einem RBC-R&hrchen nicht nachgewiesen wird (Daten, die mit
Beckman Coulter DxFLEX erfasst wurden).
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11.Analytische Leistung

Spezifitit

Proaerolysin Alexa Fluor® 488 ist eine fluoreszierend markierte Variante des
bakteriellen Aerolysins, das sich spezifisch an GPI-Anker von
Oberflachenmembranproteinen in menschlichen Zellen bindet (-2.5.8),

Der Antikérper SY11B5 erkennt ein extrazelluldres Epitop auf dem CD157-Antigen
des hauptsachlich auf Monozyten und Granulozyten exprimierten CD157-
Antigens. Die Spezifitidt des Antikérpers wurde vom HCDM-Rat bestétigt
(Workshop HLDA X).

Der Antikorper 2D1 erkennt alle Leukozyten-Isoformen des menschlichen CD45
(Leukozyten-Common-Antigen). Die Spezifitat des Antikérpers wurde vom HCDM-
Rat bestatigt (Workshop HLDA 111).

Der Antikoérper 10.1 erkennt das humane CDé64-Antigen, das auf Monozyten
exprimiert wird. Die Spezifitit des Antikdrpers wurde von HLDA-Workshops
bestatigt (Workshop HLDA Ill: WS Code M-250).

Der Antikorper SN3 reagiert mit dem CD24-Antigen, das von Granulozyten
exprimiert wird. Die Spezifitat des Antikorpers wurde von HLDA-Workshops
bestatigt (HLDA IV: WS-Code B 136; HLDA V: WS-Code B CD24.7)

Der Antikdrper MEM-15 reagiert mit CD14, einem GPI
(Glycosylphosphatidylinositol)-gebundenen Glykoprotein der extrazelluldren
Membran, das auf Monozyten exprimiert wird. Die Spezifitdt des Antikorpers
wurde vom HCDM-Rat bestatigt (HLDA 1ll: WS-Code M 252; HLDA IV: WS-Code
M 113; HLDA IV: WS-Code NL 90; HLDA IV: WS-Code T 53; HLDAV: WS-Code
M MAO086; HLDA VI: WS Code M MA94 Workshop).

Der Antikdrper MEM-158 reagiert mit CD15, das stark auf der Oberflache von
Granulozyten exprimiert wird. Die Spezifitdt des Antikérpers wurde vom HCDM-
Rat bestatigt (HLDA VI: WS Code AS A053 Workshop).

Der Antikorper JC159 erkennt ein Epitop des extrazelluldren Teils von CD235a
(Glycophorin A), einem Sialoglykoprotein, das auf frithen Erythroblasten, spaten
Erythroblasten, Erythroblasten und reifen Erythrozyten exprimiert wird.

Der Antikdrper MEM-43 reagiert mit einem genau definierten Epitop auf CD59
(Protectin), (GPIl)-verankertem Glykoprotein, das auf der Oberflache aller
hamatopoetischen Zellen exprimiert wird. Die Spezifitat des Antikorpers wurde
von HLDA-Workshops bestatigt (HLDA 1V: WS-Code NL 705; HLDA V: WS-Code
AS S013; HLDA V: WS-Code BP BP345; HLDA V: WS Code T T-103 Workshop).
Der Antikdrper MEM-75 reagiert mit einem extrazelluldren Epitop des CD71-
Antigens, das auf unreifen iRBCs exprimiert wird. Die Spezifitat des Antikorpers
wurde von HLDA-Workshops bestatigt (HLDA IV: WS-Code A 45; HLDA V: WS
Code T T-165 Workshop).
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Genauigkeit

Die Genauigkeit der Methode wurde durch einen Vergleich des DryFlowEx PNH
High-Sensitivity Assay Kits mit der internen Methode eines anerkannten klinischen
Labors durch parallele Farbung von 13 Patienten mit bestatigtem PNH-Phanotyp
ermittelt. Die Parameter der linearen Regressionsanalyse sind in Tabelle 7
aufgefihrt.

Tabelle 7 Lineare Regressionsanalyse fiir die relative Anzahl von GPI-defizienten
Zellpopulationen (PNH-Phanotypen) bei Patienten mit bestatigten PNH-Phinotypen
(Vergleich des DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay-Kits mit einer anerkannten internen
Methode eines klinischen Labors (ein Cocktail aus einfarbig konjugierten Antikérpern
verschiedener Hersteller und analysiert mit BD FACSCanto™ Il))

Lymphozyten-Untergruppe n Steigung |Schnittpunkt| R?2 Bereich [%]

CD59-CD235a+ Typ 13 0.99 -0.026 1.00 | 1.28-83.79
Erythrozyten

CD59-CD235a+ Typ Il iRBCs| 13 0.99 -0,384 1.00 | 5.97-97.78

CD59-CD235a+ Typ |l 13 | 100 0059 | 1.00 | 0.13-89.92
Erythrozyten

CD59-CD235a+ Typ Il iRBCs | 13 0.98 0.141 1.00 | 0.33-74.67

CD157- GPl-Anker-CD64+ | 14 | 4 g 0060 | 1.00 | 207-99.95
Monozyten

CD157- GPl-Anker- CD15- |44 0.99 0.294 1.00 | 0.80 - 99.82
Neutrophile

CD14- GPI-Anker- CD64+ | 4 Nicht bestimmt 2.04 - 99.96
Monozyten

CD14- CD157- CDé4+ 13 Nicht bestimmt 2.17 - 99.96
Monozyten

CD24- CD157- CD15+ 13 Nicht bestimmt 0.80 - 99.83
Neutrophile

CD24- GPl-Anker- CD15- | 44 Nicht bestimmt 0.81 - 99.80
Neutrophile

n = Anzahl Blutproben
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Nachweisgrenze / Bestimmungsgrenze / Assay Cut-off

Die Nachweisgrenze (LOD) wurde fiir jede Zielpopulation (siehe Tabelle 5) als
Mittelwert der Ergebnisse von 25 gesunden Blutspendern, erhéht um drei

Standardabweichungen vom Mittelwert, fiir 4 verschiedene

Durchflusszytometerplattformen bestimmt und als Assay Cut-off in den Tabellen 8,
9,10 und 11 angegeben.

VORSICHT: Das klinische Labor muss seine eigenen Nachweisgrenzen
(LOD)/Cut-off-Werte aus einer Reihe normaler Patientenproben ermitteln,
wenn ein anderer Zytometertyp und/oder eine andere Zytometermarke, als in
den Tabellen 8-11 angegeben, verwendet wird.

Tabelle 8 DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit Cut-off-Werte fiir jeden PNH-
Phanotyp zusammen mit PNH-Phanotyp-Inzidenz und LOQ, erfasst mit dem

BD FACSLyric™ D

urchflusszytometer.

PNH-Phanotyp

BD FACSLyric™

SD
(%]

Durchsc
hnitt [%]

Inzidenz des PNH-
Phanotyps

Cut-off
(Mittelwer
t+ 3*SD)

LoOQ
(Mittelwert
+ 10*SD)

RBC-R&hrchen (1.000.000 erfasste Ereignisse; min. 80 % Singuletten-RBC-Ereignisse)

5-48 Ereignisse pro

CD59- RBCvom Typ Il 25 0.003 |0.001 1.000.009 E'relgr'usse 0.005 % 0.012 %
und Typ I (25 Ereignisse im
Durchschnitt)
0-5 Ereignisse pro
D59~ iRBCs vom 25| 0054 | 0061 3.000iRBCs 0240% | 0.660%
Typ Il und Typ 1l (2 Ereignisse im
Durchschnitt)
WABC-R6hrchen (200.000 erfasste Ereignisse)
2-24 Ereignisse pro
€D157- CD14- 25| 0076 |0041| 10:000Monozyten | 44 0.49 %
Monozyten (8 Ereignisse im
Durchschnitt)
0-5 Ereignisse pro
GPI-Anker- CD14- 25| 0021 |0018| 10:000Monozyten | 504 0.20%
Monozyten (2 Ereignisse im
Durchschnitt)
0-4 Ereignisse pro
GPI-Anker- CD157- | o5 | 014 |o0.020| 10:000Monozyten | ;0 021%
Monozyten (1 Ereignis im
Durchschnitt)
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0-20 Ereignisse pro
CD157- CD24- "
Neutrophile 25| 0.006 |0006 100.000.Ne.utro_phlle 0.02 % 0.07 %
Granulozyten (5 Ereignisse im
Durchschnitt)
0-29 Ereignisse pro
GPI-Anker- CD24- "
Neutrophile 25| 0.006 |0008 100.000.Ne.utro_phlle 0.03 % 0.09 %
Granulozyten (6 Ereignisse im
Durchschnitt)
0-8 Ereignisse pro
GPI-Anker- CD157- C
Neutrophile 25| 0.002 |0002 100.000.Ne.utro_phlle 0.01% 0.02 %
Granulozyten (2 Ereignisse im
Durchschnitt)

Tabelle 9 DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit Cut-off-Werte fiir jeden PNH-
Phanotyp zusammen mit PNH-Phanotyp-Inzidenz und LOQ, erfasst mit dem BD
FACSCanto™ Il Durchflusszytometer.

PNH-Phanotyp

BD FACSCanto™ Il

Durchs
chnitt
[%]

SD
[%]

Inzidenz des PNH-
Phanotyps

Cut-off
(Mittelwer
t+ 3*SD)

LoOQ
(Mittelwert
+10*SD

RBC-R&hrchen (1.000.0

00 erfasste Ereignisse; min. 80 % Singuletten-RBC-Ereignisse)

1-12 Ereignisse pro

CD59-RBCvomTyp | 55 | 0006 | 0,0004 | 1000000 Ereignisse | ¢ )00 | 0004 %
I1'und Typ IlI (6 Ereignisse im
Durchschnitt)
0-5 Ereignisse pro
CD59-iRBCsvom | 55 | 6 0457 | 0.0847 1.000iRBCs 0320% | 0913%
Typ Il und Typ Il (1 Ereignis im
Durchschnitt)
WABC-R6hrchen (200.000 erfasste Ereignisse)
2-16 Ereignisse pro
CD157- CD14- 25 | 0085 | 0035 | 10:000Monozyten | 4 460 0.43 %
Monozyten (8 Ereignisse im
Durchschnitt)
0-3 Ereignisse pro
GPl-Anker-CD14- | 55 | (0gs | 0096 | 10-000Monozyten | ) o0 010 %
Monozyten (1 Ereignis im
Durchschnitt)
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0-7 Ereignisse pro
GPI-Anker- CD157- | 55 | o084 | 0.019 | 10:000Monozyten | 0o 0.20%
Monozyten (1 Ereignis im
Durchschnitt)
0-17 Ereignisse pro
CD157- CD24- .
Neutrophile 25 | 0004 | 0.052 | 100.000 Neutrophile | 5 o 0.06 %
Granulozyten (5 Erelgnlssg 'm
Durchschnitt)
0-32 Ereignisse pro
GPI-Anker- CD24- R
Neutrophile 25 | 0006 | 0.010 | 100.000Neutrophile | 34, 0.10%
Granulozyten (© Erelgnlssg 'm
Durchschnitt)
0-8 Ereignisse pro
GPI-Anker- CD157- .
Neutrophile 25 | 0002 | 0.002 | 100:000 Neutrophile | 5, o 0.02%
Granulozyten (2 Ereignisse im
Durchschnitt)

Tabelle 10 DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit Cut-off-Werte fiir jeden
PNH-Phanotyp zusammen mit PNH-Phanotyp-Inzidenz und LOQ, erfasst mit dem Beckman
Coulter Navios EX Durchflusszytometer.

Beckman Coulter Navios EX

PNH-Phanot -
P Durc.h SD | Inzidenz des PNH- C.Ut off .LOQ
n | schnitt (%] Phinotybs (Mittelwert | (Mittelwert
[%] ° P +3*SD) | +10*SD

RBC-R&hrchen (1.000.000 erfasste Ereignisse; min. 80 % Singuletten-RBC-Ereignisse)

4-236 Ereignisse pro
CD59- RBC vom Typ Il 25| 0.007 | 0.007 1.000.009 Erelgr.usse 0.029 % 0.081 %
und Typ Il (60 Ereignisse im
Durchschnitt)
0-6 Ereignisse pro
C€D59- iRBCs vom 25| 0,087 | 0.100 1.000iRBCs 0.388 % 1.092%
Typ Il und Typ Il (1 Ereignis im
Durchschnitt)
WABC-R6hrchen (200.000 erfasste Ereignisse)
0-23 Ereignisse pro
€D157- CD14- 25| 0062 | 0.027 | 10:000 Monozyten 0.14% 0.33%
Monozyten (6 Ereignisse im
Durchschnitt)
GPI-Anker- CD14- 0-10 Ereignisse pro o o
Monozyten 25| 0.024 | 0.006 10.000 Monozyten 0.10% 0.28 %
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(2 Ereignisse im
Durchschnitt)

0-6 Ereignisse pro

GPI-Anker- CD157- 25| 0007 | 0011 | 10-000Monozyten 0.04% 0.12%
Monozyten (1 Ereignis im
Durchschnitt)
0-43 Ereignisse pro
CD157- CD24- R
Neutrophile 25| 0012 | 0.015 | 100:000 Neutrophile 0.06 % 0.16 %
Granulozyten (12 Ereignisse im
Durchschnitt)
0-13 Ereignisse pro
GPI-Anker- CD24- R
Neutrophile 25| 0,005 | 0.005 | 100-000 Neutrophile 0.02% 0.05%
Granulozyten (5 Ereignisse im
Durchschnitt)
GPI-Anker- CD157- 100.000 Neutrophile
Neutrophile 25| 0.002 | 0.002 . P 0.01% 0.03 %

Granulozyten

(2 Ereignisse im
Durchschnitt)

Tabelle 11 DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit Cut-off-Werte fiir jeden PNH-
Phanotyp zusammen mit PNH-Phanotyp-Inzidenz und LOQ, erfasst mit dem Beckman

Coulter DxFLEX Durchflusszytometer.

PNH-Phanotyp

Beckman Coulter DxFLEX
Durch . ) Cut-off LOQ
n |schnit [SO/D] |nZIdPehn§Zn¢it:S PSNH (Mittelwer | (Mittelwert
tpoe] | V° P t+3*SD) | +10*SD

RBC-R&hrchen (1.000.000 erfasste Ereignisse; min. 80 % Singuletten-RBC-Ereignisse)

5-48 Ereignisse pro

CD59- RBC vom Typ Il 25 | 0,015 | 0.012 1.000.009 Ereng(nsse 0.049 % 0.129 %
und Typ Il (25 Ereignisse im
Durchschnitt)
0-5 Ereignisse pro
¢D59- IRBCs vom 25 | 0.106 | 0.152 1.000iRBCs 0562% | 1.626%
Typ Il und Typ Il (2 Ereignisse im
Durchschnitt)
WABC-R6hrchen (200.000 erfasste Ereignisse)
0-27 Ereignisse pro
CD157- CD14- 25 | 0092 | 0.068 | 10:000Monozyten |4 55 o 0.77 %
Monozyten (10 Ereignisse im
Durchschnitt)
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0-16 Ereignisse pro
GPI-Anker- CD14- 25 | 0053 | 0.040 | 10:000Monozyten | 454 0.46 %
Monozyten (6 Ereignisse im
Durchschnitt)
0-1 Ereignisse pro
GPI-Anker- CD157- | o5 | 0005 | 0.009 | 10:000Monozyten | 34 0.10%
Monozyten (1 Ereignis im
Durchschnitt)
0-28 Ereignisse pro
CD157- CD24- .
Neutrophile 25 | 0,010 | 0.008 | 100-000Neutrophile | 34, 0.09 %
Granulozyten (10 Erelgnlss.e im
Durchschnitt)
0-20 Ereignisse pro
GPI-Anker- CD24- .
Neutrophile 25 | 0.008 | 0.006 | 100:000Neutrophile | ) o, 0.06 %
Granulozyten (8 Ereignisse im
Durchschnitt)
0-5 Ereignisse pro
GPI-Anker- CD157- .
Neutrophile 25 | 0.002 | 0.002 | 100:000 Neutrophile 0.01% 0.02%
Granulozyten (2 Ereignisse im
Durchschnitt)

HINWEIS: Fiir die Durchflusszytometrieanalyse wurden folgende
Durchflusszytometer inklusive Softwareversion verwendet:

BD FACSCanto™ Il BD FACSDiva Software - Version 8.0.2

BD FACSLyric™ BD FACSuite™ Software - Version v1.5.0.925
Beckman Coulter DXFLEX  CytExpert for DXFLEX - Version 2.0.2.18
Beckman Coulter Navios EX Navios EX Software - Version 2.2

Zur Auswertung der Messdaten wurde folgende Analyseplattform verwendet:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - version 10.9.0

12 Klinische Leistung

Patienten mit GPI-Mangel

Klinische Daten wurden an einem klinischen Standort von 19 Patienten gesammelt,
sowohl von gesunden Patienten © als auch von Patienten mit bestitigtem GPI-
Mangel 3. Die klinische Leistung wurde durch einen Vergleich des DryFlowEx
PNH High-Sensitivity Assay Kits mit einer internen Methode eines anerkannten
klinischen Labors ermittelt (ein Cocktail aus einfarbig konjugierten Antikérpern
verschiedener Hersteller und analysiert mit BD FACSCanto™ Il).

Der GPI-Mangel bei Patienten wurde im Hinblick auf die verwendete Methode
(Tabelle 12) durch den Nachweis von GPI-defizienten Zellen (PNH-Klonen)
bewertet.
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Tabelle 12 Klinische Leistung des Produkts DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit

Beurteilung des GPI-Mangels mit der internen
Methode eines akkreditierten klinischen
Labors

GPI-Mangel Normalzustand

GPI-Mangel 13 Patienten 0 Patienten

Sensitivity Assay Kit

Normalzustand O Patienten 6 Patienten

Beurteilung des GPI-
Mangels mit dem Gerat
DryFlowEx PNH High-

13.Erwartete Werte

In der Normalbevolkerung wird kein GPI-Mangel festgestellt, und es wird erwartet,
dass alle Prozentwerte des PNH-Phanotyps unter dem Assay Cut-off des Tests
(LOD) liegen @,

14.Einschrankungen

Es wurden keine Einschrankungen fiir die Anwendung bei bestimmten Arten von
Krankheiten, wie z. B. Anamien, festgestellt.

Die Meldung von GPI-Mangeln ist gemaB den aktuellen, veréffentlichten
Leitlinien © begrenzt.
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18.Revisionsverlauf

Version 2, ED7750_IFU_v2

1) Endogene und exogene Interferenzen hinzugeflgt.

2) Der Abschnitt ,Algorithmusregeln fir die Meldung von GPI-Mangeln“ wurde
aktualisiert.

3) Abschnitt 13. Erwartete Werte - kleinere Textkorrekturen.

4) Referenzen aktualisiert.

5) Hinzuftigung der ID-Nummer der benannten Stelle.

6) Hinzufligung der neuen Kapitelnummer 16. Kurzbericht tber Sicherheit und
Leistung.

19.Hersteller

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341
25250 Vestec

Czech Republic
Kontaktinformationen
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

20.Autorisierte Vertreter

Verantwortliche Person der Schweiz EUMEDIQ AG
Grafenauweg 8
CH-6300 Zug
Switzerland
www.eumedig.eu

HINWEIS: Alle schwerwiegenden Vorfalle im Zusammenhang mit dem Produkt
sind dem Hersteller und der zustandigen Behorde vor Ort zu melden.

45/ 45



