exbio

CD34 QuantiFlowEx Kit
50 testu | Kat. ¢. ED7080

(ivo] C€

Navod k pouziti (CS)
Verze: ED7080_IFU_v4_CS
Datum vydani: 27-07-2023

Symboly pouzZité k oznaceni prostiedku

ce

wiE 48 § E

Diagnosticky zdravotnicky ,ﬂ”
prostfedek in vitro

Oznaceni shody CE f/&\
Vyrobce 7‘
Jedinec¢na identifikace prostredku A
(UDI)

Ctéte navod k pouziti
Obsah postacuje pro <n> testl CONTENTS
Katalogové cislo EE

Kod davky

Pouzit do data

Omezeni teploty

Chranit pred slune¢nim zarenim
Chranit pred vlhkem

Pozor

Koncentrovany roztok (10x)
Obsah

Oznaceni shody UKCA



1. Urceny Ucel prostredku

CD34 QuantiFlowEx Kit je urcen k detekci a stanoveni celkového poctu
Zivotaschopnych hematopoetickych kmenovych bunék z celkového poctu
zivotaschopnych leukocyt( ve vzorcich lidské krve a tkani pomoci priatokové
cytometrie.

wws

Co se zjistuje a/nebo méfi
CD34 QuantiFlowEx Kit detekuje a méfi relativni procenta a absolutni pocty
lidskych Zivotaschopnych hematopoetickych kmenovych bunék (CD34+CD45dim).

Funkce prostredku
Prostredek je ur¢en k monitorovani poctu krvetvornych bunék v periferni krvi,
kostni dfeni a v produktu leukaferézy.

Souvislost s fyziologickym nebo patologickym stavem

Pfesné stanoveni po¢tu hematopoetickych kmenovych bunék (HSC) ve vzorcich
lidské krve a tkdnich nebo $tépech pro transplantaci je nezbytné pro Ié¢bu pacienta
nebo zpracovani stépu @,

Typ testu

Neni automatizovany

Kvantitativni

Typ poZadovaného vzorku
Normalni periferni krev, nebo mobilizovana periferni krev, nebo produkt(y)
leukaferézy, nebo kostni dren.

Testovaci populace
Neni uréeno pro testovani konkrétni populace.

2. Ugel pouziti

Prostfedek je uréen pouze pro profesionalni pouziti v laboratofi. Prostfedek neni
urcen pro vysetreni v blizkosti pacienta nebo pfimo u pacienta a neni uréen pro
sebetestovani.

PoZadavky na kvalifikaci

UzZivatel musi mit soucasné odborné znalosti v oblasti priitokové cytometrie,
ovladat standardni laboratorni techniky, véetné pipetovani, manipulovat bezpecné
a spravné se vzorky z lidského téla.

Uzivatel musi splfovat normu EN ISO 15189, pfipadné jiné narodni legislativni
normy.
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3. Princip testu

Princip testu je zaloZzen na detekci vazby monoklonalni protilatky na specifickou
molekulu (antigen) exprimovanou na lidskych krevnich burikach. PouzZité
monoklonalni protilatky jsou znacené rdznymi fluorochromy, které jsou excitovany
laserovym paprskem z pritokového cytometru béhem akvizice zpracovaného
krevniho vzorku. Fluorescence (emise svétla) zachycena z kazdého fluorochromu
na naznacené krevni burice je nasledné analyzovana cytometrem. Intenzita
fluorescence je pfimo Umérna hustoté exprese antigenu v detekované bunce, coz
umozniuje rozliseni rdznych bunécnych subpopulaci.

7-AAD je barvivo, které neprochazi bunéénou membranou Zivych bunék a
umoznuje vyloucit mrtvé buriky, kde se vaze na DNA. Rozdily v intenzité vyzarené
fluorescence bunék umoznuji vylouceni odumfrelych bunék z dalsi analyzy.

4. Poskytované materialy

Obsah
Prostfedek CD34 QuantiFlowEx Kit vystaci na provedeni 50 testl a je dodavan ve
formatu:

Staining Reagent (ED7080-1; 1 lahvi¢ka) obsahujici 1ml kombinaci fluorescen¢né
znacenych monoklonalnich protilatek CD45 FITC a CD34 PE, nafedénych na
optimalni koncentraci ve stabiliza¢nim fosfatovém pufru (PBS) s obsahem 15mM
azidu sodného, viz Tabulka 1.

7-AAD (ED7080-2; 1 lahvicka) obsahujici 1ml 7-Aminoaktinomycin D (7-AAD)
barviva pro Zivotaschopnost bunék, nafedény na optimalni koncentraci ve
stabiliza¢nim fosfatovém pufru (PBS) s obsahem 15mM azidu sodného.

Lysing Solution (ED7080-3; 1 lahev) obsahujici 15 ml koncentrovaného (10X)
roztoku na bazi chloridu amonného bez fixac¢nich pfisad.

SloZeni
Tabulka 1 Popis aktivnich slozek
. Koncentrace
Antigen Fluorochrom Klon Izotyp (ug/ml)
CDh45 FITC MEM-28 IgG1 30
CD34 PE 4H11 [APG] IgG1 35
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5. Nutné, ale neposkytované materialy

Pro obé (Single i Dual platform) metody:

Testovaci zkumavky s kulatym dnem (12 x 75 mm)

Deionizovana voda

Procesni kontrolni buriky (Streck CD-Chex CD34®, CD34 kontrola - 3 drovné,

kat. ¢. 213337, 213347, 213383 nebo ekvivalentni lyzovatelnd bunécna kontrola s
predem definovanym poc¢tem CD34 HSC)

Pouze pro Single Platform metodu (volitelné):
Standard poctu fluorescencnich bunék
- pro poufZiti s cytometry Becton Dickinson
o Zkumavky BD Trucount™
- pro pouZiti s cytometry Beckman Coulter
o Beckman Coulter Flow-Count™ Fluorospheres

6. Nutna zaFizeni

Pro obé (Single i Dual platform) metody:

Automaticka pipeta s jednorazovymi Spickami (20 - 100 pl) pro pipetovani vzork( a
¢inidel

Davkovac kapalin nebo pipeta s jednorazovymi Spickami (2 ml) pro davkovani
lyzacniho roztoku

Pocitaci kulicky (TruCount™ Tubes (BD Biosciences; kat. ¢. 663028), FlowCount
Fluorospheres (Beckman Coulter; kat. ¢. 7547053)

Vortex

Priatokovy cytometr vybaveny laserovym excitacnim zdrojem (488 nm), detektory
pro rozptylené svétlo, optickymi filtry a emisnimi detektory vhodnymi pro sbér
signall z fluorochrom( uvedenych v tabulce 2.

Tabulka 2 Spektralni charakteristika fluorochrom pouzitych v prostfedku

Fluorochrom Excitace [nm] Emise [nm]
FITC 488 525
PE 488 576
7-AAD 488 670

POZNAMKA: Prostiedek byl testovan na pratokovych cytometrech
BD FACSCanto™ (BD Biosciences), Navios (Beckman Coulter) a XF-1600
(Sysmex).
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Pouze pro Dual Platform metodu (volitelné):
Hematologicky analyzator (pro stanoveni absolutniho po¢tu bunék) schopny méfrit
pocty bilych krvinek (WBC) a lymfocyt( na ul vzorku.

7. Skladovani a manipulace

Skladujte pfi teploté 2-8 °C.
Chrante pred primym slune¢nim svétlem.
Nezamrazujte.

Informace o stabilité po prvnim otevreni a dobé pouZitelnosti po prvnim otevreni,
spolu s podminkami skladovani a stabilitou pracovnich roztokd (v pfipadé potreby)
naleznete v ¢asti 10 Postup (Priprava reagencii).

8. Vystrahy, opati‘eni a omezeni

GHS klasifikace nebezpeénosti

Uplné informace o rizicich, ktera predstavuji chemické latky a smési obsazené v
tomto vyrobku a o tom, jak s nimi zachazet a jak je likvidovat, naleznete v
Bezpecnostnim listu (SDS), ktery je k dispozici na www.exbio.cz.

Biologické riziko

Lidské biologické vzorky, krevni vzorky a jakékoliv materidly, které s nimi prichazeji
do kontaktu, jsou vZzdy povaZzovany za infekéni.

Pouzivejte osobni ochranné a bezpecnostni pom(cky, abyste zabranili kontaktu s
kdzi, o¢ima a sliznicemi.

DodrzZujte vsechny platné zakony, predpisy a postupy pro manipulaci a likvidaci
infek¢énich materiald.

Projevy znehodnoceni prostfedku

Normalni vzhled dodané reagencie je Cira kapalina. Nepouzivejte, pokud
pozorujete jakoukoli zménu vzhledu, napf. zakal nebo zndmky precipitace.
Omezeni pouZiti

Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na stitcich vyrobku.

9. Vzorek

Pouzijte krev nebo tkanovy material odebrany do zkumavky klasifikované jako
zdravotnicky prostfedek s antikoagulantem EDTA, Heparin, nebo ACD (Acid Citrate
Dextrose).

Pomoci prostredku Ize analyzovat nasledujici vzorek:
normalni a mobilizovana periferni krev, produkty leukaferézy a kostni dren.
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POZNAMKA: Pro Dual platform analyzu stanovte absolutni pocet leukocyt( v
odebraném vzorku krve pomoci hematologického analyzatoru. Prostfedek
CD34 QuantiFlowEx Kit neposkytuje absolutni pocty bunék.

Vzorek krve zpracujte nejpozdéji do 24 hodin po odbéru.

10. Postup

PFiprava reagencii
Staining Reagent a 7-AAD

Neni nutna Zadna priprava reagencie.

Pred pouzitim vytemperujte reagencii na pokojovou teplotu. Primarni obal udrzujte
v suchu.
PouZijte reagencii prfimo z plivodniho obalu.

Po prvnim otevreni si reagencie zachovava své funkéni charakteristiky az do data
exspirace, pokud je skladovana za uvedenych podminek v plvodni nadobé.

UPOZORNENI: Reagencii nefedte.

Lysing Solution

Naredte koncentrovany (10X) lyzac¢ni roztok na (1X) pracovni roztok deionizovanou
vodou.

UPOZORNENI: Pracovni lyzaéni roztok (1X) je stabilni pouze 1 den. Kazdy den
méreni pripravte pracovni lyzac¢ni roztok (1X) smichanim 1 dilu
koncentrovaného (10X) lyzacniho roztoku s 9 dily deionizované vody a
uchovavejte v davkovaci kapaliny nebo uzaviené nadobé pfi pokojové teploté.

P¥iprava nutnych, ale neposkytovanych materiali

Pri pripravé a pouziti fluorescencnich standard( poctu bunék se fidte pokyny
vyrobce.

Kontrola kvality

Pouzijte Streck CD-Chex CD34® nebo ekvivalentni kontrolni buriky jako pozitivni
proceduralni kontrolu, abyste ovéfili spravnou funkci prostredku. Streck CD-Chex
CD34® poskytuje stanovené hodnoty pro procentudlni pozitivni a absolutni pocty
CD34+ HSC.

Obarvéte kontrolni bunky pomoci CD34 QuantiFlowEx Kit podle postupu Znaceni
vzorku. Ovérte, Ze ziskané vysledky (% pozitivnich bunék) jsou v o¢ekdvaném
rozsahu uvedeném pro pouZzitou Sarzi kontrolniho materialu.

Znaceni vzorku - Single Platform metoda

1. Oznacte kazdou testovaci zkumavku 12 x 75 mm s kulatym dnem
identifika¢nim Gdajem vzorku.
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POZNAMKA: Pouzijte BD Trucount™ Tube jako testovaci zkumavku k
absolutnimu pocitani CD34 kmenovych bunék.

. Pipetujte 20 pl Staining Reagent na dno testovaci zkumavky 12 x 75 mm
s kulatym dnem.

3. Pipetujte 20 ul 7-AAD na dno testovaci zkumavky 12 x 75 mm s kulatym dnem.

. Pipetujte 100 pl dobre promichaného krevniho vzorku na dno zkumavky za
pouZiti reverzni pipetovaci techniky.

UPOZORNENI: Pfesnost pipetovani je rozhoduijici pro vypocet absolutniho
poc¢tu CD34+ kmenovych bunék. Proto by méla byt pouzita technika reverzniho
pipetovani s pouzitim pipety s automatickym vytlacovanim vzduchu.

Pro reverzni pipetovani vzorku zatlacte pist pipety na druhou zarazku a nasajte
vzorek. Poté umistéte Spicku pipety se vzorkem krve ke dnu zkumavky a
stisknéte pist pipety az k prvni zarazce.

Vyvarujte se pipetovani krve na sténu zkumavky. Pokud krevni natér nebo
kapka ztstane na sténé zkumavky, nemusi byt obarvena cCinidlem nebo
erytrocyty nemusi byt zlyzovany. Vysledek testu nemusi byt platny.

. Vortexujte a nasledné inkubuijte testovaci zkumavku po dobu 20-30 minut pfi
pokojové teploté ve tmé.

. Pridejte 2 ml pracovniho roztoku lyza¢niho ¢inidla (1X) do testovaci zkumavky.

7. Vortexujte a nasledné inkubujte testovaci zkumavku po dobu 10 minut pfi

pokojové teploté ve tmé.

. Pokud nebyla BD Trucount™ Tube zkumavka pouZita, pridejte 100 pl
Flow-Count™ Fluorospheres pomoci techniky reverzniho pipetovani. Postupujte
podle pokynu vyrobce.

. Obarveny vzorek ihned mérte na pritokovém cytometru. Pokud obarveny
vzorek nebude méren okamzité, zkumavku uzavrete uzavérem, uchovaveijte pri
teploté 2-8 °C v temnu a analyzujte do 2 hodin.

UPOZORNENI: Pfed analyzou pratokovou cytometrii vortexujte zkumavku ke
snizeni agregace.

Znaceni vzorku - Dual Platform metoda

UPOZORNENI: Pred zpracovanim vzorku urcete absolutni poget leukocytl v
odebraném vzorku pomoci hematologického analyzatoru.

1. Oznacte kazdou testovaci zkumavku 12 x 75 mm s kulatym dnem

identifika¢nim Gdajem vzorku.
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2. Pipetujte 20 ul Staining Reagent na dno testovaci zkumavky 12 x 75 mm
s kulatym dnem.

3. Pipetujte 20 pul 7-AAD na dno testovaci zkumavky 12 x 75 mm s kulatym dnem.

4. Pipetujte 100 ul dobre promichaného krevniho vzorku na dno zkumavky za
pouZiti reverzni pipetovaci techniky.

5. Vortexujte a nasledné inkubujte testovaci zkumavku po dobu 20-30 minut pfi
pokojové teploté ve tmé.

6. Pridejte 2 ml pracovniho roztoku lyzac¢niho ¢inidla (1X) do testovaci zkumavky.

7. Vortexujte a nasledné inkubujte testovaci zkumavku po dobu 10 minut pfi
pokojové teploté ve tmé.

8. Obarveny vzorek ihned mérte na pritokovém cytometru. Pokud obarveny
vzorek nebude méren okamzité, zkumavku uzavrete uzavérem, uchovavejte pfi
teploté 2-8 °C v temnu a analyzujte do 2 hodin.

UPOZORNENI: Pfed analyzou priitokovou cytometrii vortexujte zkumavku pro
sniZzeni agregace.

Analyza pratokovym cytometrem

Pritokovy cytometr vybrany k pouziti s prostredkem CD34 QuantiFlowEx Kit musi
byt rutinné kalibrovan pomoci fluorescencénich mikrokuli¢ek podle pokyn( vyrobce
cytometru, aby byla zajisténa stabilni citlivost detektord.

Pfi nespravné udrzbé mlze pratokovy cytometr poskytovat falesné vysledky.

V sekci 6 Nutna zafizeni jsou uvedeny potfebné specifikace cytometru pro lasery a
fluorescencni detektory podle excitacnich a emisnich charakteristik fluorochromd.

Pred analyzou obarveného vzorku nastavte napéti na poZzadovanych
fluorescencnich detektorech. Napéti na fotonasobici by mélo byt nastaveno
dostatecné vysoko, aby minimum negativnich udalosti bylo zaznamenano v nultém
kanalu na ose fluorescence. Napéti na fotonasobici by také nemélo prekrocit
hodnoty, pfi kterych jsou pozitivni udalosti natlaceny k pravé ose.

V zavislosti na vzorku zaznamenejte alespon 300 000 - 1 000 000 udalosti na
zkumavku.

Vzdy nahravejte parametry rozptylu svétla analyzovanych udalosti: predni rozptyl
svétla (Forward Scatter) nahravejte data o vysce i Sifce signalu, bo¢ni rozptyl svétla
(Side Scatter) nahravejte data o vysce i Sifce signalu.

Pro Single Platform metodu nastavte omezeni (threshold) pro nahravani udalosti ve
fluorescencnim detektoru pro FITC namisto omezeni podle velikosti udalosti.
Threshold v detektoru pro Forward Scatter (velikost udalosti) mize vyloucit z
akvizice mikropartikule fluorescenc¢niho vnitfniho standardu s nasledkem
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nespravného stanoveni poctu procent CD34+ kmenovych bunék.
Pro Dual Platform metodu nastavte omezeni (threshold) na Forward Scatter.

Kompenzujte fluorescenéni signaly mezi detektory pred nebo po sbéru dat. Pokud
jsou fluorescencni signaly nespravné kompenzovany nebo pokud jsou regiony
(gates) umistény nepresné, mohou byt data nespravné interpretovana.

POZNAMKA: Pro piipravu kompenzaéni zkumavky s 7-AAD je doporuéeno
pouZit krevni vzorek s nizkou o¢ekavanou Zivotnosti bunék. Vzorek s vysokou
Zivotnosti bunék bude obsahovat maly pocet odumfrelych bunék a nizky pocet
pozitivnich (tj. fluorescencnich v detektoru pro 7-AAD) mdzZe mit za nasledek
nespravné nastaveni kompenzace.

Pro analyzu namérenych dat je mozné pouzit software vyvinuty vyrobcem
cytometru nebo software uréeny pro offline analyzu cytometrickych dat
(napr. FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).

Analyza dat obarveného vzorku CD34 QuantiFlowEx Kit

Pomoci vhodného cytometrického programu analyzujte namérena kompenzovana
data. Pro stanoveni relativniho poctu zivych CD34+ kmenovych bunék musi byt
pouZit mezinarodné uznavany protokol podle International Society for
Hematotherapy and Graft Engineering, tzv. ISHAGE protokol (Obr. 1-5).

Na zakladé 5 parametr( (2 parametry rozptylu svétla a 3 fluorescenéni parametry)
je mozné identifikovat CD34+ kmenové buriky postupem kombinujicim sekvencni
a logicka (Boolean) ohraniceni.

CD34+ kmenové bunky exprimuji antigeny CD34 a CD45, kdy mira exprese
antigenu CDA45 je podobné expresi na nezralych burikach. Intenzita fluorescence
po znaceni je dostatec¢nd pro detekci, avsak nizsi nez fluorescence napt. lymfocytd.
CD34+ kmenové burky maji také charakteristicky predni (FSC) i boéni rozptyl (SSC)
svétla podobny nezralym burikdm a lymfocytam.
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Obrazky 1-5 ukazuji sekvencni a logické ohrani¢ovani umoznujici spravnou
identifikaci Zivych CD34+ kmenovych bunék pro stanoveni procentudlniho
zastoupeni bunék.

Obrazek 1 Obrazek vlevo reprezentuje viechny udalosti z Region( A, B, C, G (ziskané z
Regionu F)a l.

Nejprve ohranicte Zivé buriky (Region A) v dot-plot grafu vysky signalu bo¢niho rozptylu
svétla (SSC-A) proti 7-AAD vitalni barvicce, jak je to zndzornéno na obrazku vpravo.
Poznamka: Pfi znaceni stabilizované (fixované) CD34 kontroly Streck CD-Chex CD34®, je
nutno upravit Region A tak, aby obsahoval vsechny udélosti, i 7-AAD pozitivni, protoze
bunécné membrany fixovaného krevniho materialu jsou permeabilni pro 7-AAD a vsechny
buriky se jevi jako pozitivni - odumrelé.
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Obrazek 2 Zobrazte bunky z Regionu A v novém dot-plot grafu SSC-A proti CD45 FITC a
ohranicte leukocyty (Region B) a lymfocyty (Region C), jak je to naznaeno na obrazku vlevo.
Buriky z Regionu B zobrazte v dot-plot grafu SSC-A proti CD34 PE a ohranicte CD34
pozitivni udalosti (Region D), jak je to naznaceno na obrazku vpravo. Na obrazku vpravo jsou
jesté zobrazeny vsechny udalosti fluorescencnich mikropartikuli (Region E) z Regionu I.
Region E ukazuje optické a fluorescenéni vlastnosti mikropartikuli vnitfniho standardu z
BD TruCount™ zkumavky.
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Obrazek 3 Zobrazte vsechny udalosti v grafu CD34 PE proti CD45 FITC a vytvorte
ohraniceni kolem udalosti mikropartikuli pro fluorescencni vnitfni standard BD TruCount™
mérenych pomoci cytometru BD FACSCanto™ (Region 1) a kolem mikropartikuli Beckman

Coulter Flow-Count™ méfenych v cytometru Beckman Coulter Navios (Region J).

Poznamka 1: Optické a fluorescenc¢ni vlastnosti mikropartikuli se mohou lisit mezi riznymi
vyrobci. Obr. 3 znazornuje optické a fluorescencni vlastnosti mikropartikuli, které jsou
soucasti BD TruCount™ zkumavek a mikropartikuli z produktu
Beckman Coulter Flow-Count™ Fluorospheres.

CD34 PE
CD34 PE

CD4as FITC CD4as FITC
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Obrazek 4 Vycistéte CD34 pozitivni udalosti z Regionu D umisténim Regionu F kolem
CDA45 slabé pozitivniho (dim) bunééného shluku v dot-plot grafu SSC-A vs CD45 FITC s
udalostmi z Regionu D, jak je znazornéno na obrazku vlevo.

Zobrazte CD45+ lymfocyty (Region C) v dot-plot grafu SSC-A versus FSC-H. Umistéte nové
ohrani¢eni vymezujici CD45+ lymfocyty od mensich udalosti a debris (Region G), jak je
znazornéno na obrazku vpravo.

Region G

Region F 99,1

838

Sicle Scatter [Signal Area)
Side Scatter [Signal Area)

Forward Scatter [Signal Height)
CD45 FITC
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Obrazek 5 Zkopirujte Region G ohranicujici lymfocyty z obr. 4 (obrazek vpravo) a vlozte
oblast (Region H) do dot-plot grafu SSC-A vs FSC-H obsahujiciho udélosti z Regionu F,
abyste odlisili shluk CD34+ kmenovych bunék od mensich udalosti a debris. Bunky z
Regionu F (obrazek 4) nachazejici se uvnitf ohrani¢eni Regionu H predstavuji pravé CD34+
kmenové bunky.

Region H
87,7

Side Scatter (Signal Area)

Forward Scatter [Signal Height)
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Vypocet a interpretace analytickych vysledkd - Single Platform metoda
Pomoci nasledujicich vypocetnich rovnic stanovte relativni (%) a absolutni pocet
zivych CD34* kmenovych bunék ze vsech zivych leukocyta.

Stanoveni absolutniho poctu CD34* kmenovych bunék v 1 ul krevniho vzorku:

RegionH P -
CD34tabs = ———— X — X RF
RegionE V
Stanoveni absolutniho poctu Zivych leukocytti v 1 ul krevniho vzorku:
RegionB P .
WBC abs = ————— X — X RF
RegionE V

Stanoveni procentudlniho zastoupeni Zivych CD34* kmenovych bunék ze vsech Zivych
leukocytu:

CD34%*Abs

WBC Abs * 100

CD34* abs absolutni pocet Zivych CD34* kmenovych bunék v 1 ul krevniho
vzorku

% CD34" =

WBC abs absolutni pocet zivych leukocytt v 1 ul krevniho vzorku

% CD34* procentudlni zastoupeni zivych CD34* kmenovych bunék ze vsech
Zivych leukocytl

Region B pocet udalosti v Regionu B (leukocyty)
Region H pocet udalosti v regionu pro CD34* kmenové bunky
Region E pocet udalosti v Regionu E (mikropartikule)

P pocet mikropartikuli v jednom testu (pocet mikropartikuli v testové
zkumavce) udavany vyrobcem

Vv objem krevniho vzorku - 100 pl

RF fedici faktor (fedéni krevniho vzorku pred zpracovanim). RF = 2

znamena, Ze 1 dil krevniho vzorku (100 ul) byl naredény 1 dilem PBS
obsahujicim 0,5 % BSA (100 wl).
Vypocet a interpretace analytickych vysledkd - Dual Platform metoda

Pouzijte hematologicky analyzator pro stanoveni poctu leukocytld v 1 ul vzorku.
Postupujte podle instrukci od vyrobce hematologického analyzatoru.

Pomoci nasledujicich vypocetnich rovnic stanovte relativni (%) a absolutni pocet
Zivych CD34* kmenovych bunék ze vsech Zivych leukocyta.
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Stanoveni absolutniho poctu CD34* kmenovych bunék v 1 ul krevniho vzorku:

Region H

CD34%abs = X WBC Abs x RF

Region B
Stanoveni procentudlniho zastoupeni Zivych CD34* kmenovych bunék ze vsech Zivych
leukocytu:

Region G
% CD34" = ——— x 100
Region B
CD34* abs absolutni pocet Zivych CD34* kmenovych bunék v 1 ul krevniho

vzorku

WABC abs absolutni pocet zivych leukocytt v 1 ul krevniho vzorku stanoveny
hematologickym analyzatorem

% CD34* procentudlni zastoupeni zivych CD34* kmenovych bunék ze vsech
Zivych leukocytl

Region B pocet udalosti v Regionu B (leukocyty)

Region H pocet udalosti v regionu pro CD34+ kmenové bunky

RF fedici faktor (fedéni krevniho vzorku pred zpracovanim). RF = 2
znamena, ze 1 dil krevniho vzorku (100 ul) byl nafedény 1 dilem PBS
obsahujicim 0,5 % BSA (100 pl).

11. Vlastnosti analytické funkce

Specificita
Monoklonalni protilatka MEM-28 rozpoznava vsechny leukocytarni izoformy CD45

(receptorova protein tyrozin fosfataza typu C). Specificita protilatky byla potvrzena
workshopem HLDA (dilna HLDA 11l ©2),

Monoklonalni protilatka 4H11[APG] rozpoznava epitop tfidy Il lidského CD34
antigenu (mukosialin). Specificita protilatky byla potvrzena workshopem HLDA
(dilna HLDA VI @),

PFesnost

Presnost prostfedku byla stanovena porovnanim prostfedku CD34 QuantiFlowEx
Kit s podobnym vyrobkem dostupnym na trhu (BD Stem Cell Enumeration Kit,
kat. ¢. 344563) paralelnim barvenim 34 krevnich a tkanovych vzorki
analyzovanych cytometry BD FACSLyric™ a Sysmex XF-1600 (tabulka 3, 4) a také
porovnanim s jinymi dobre dokumentovanymi akreditovanymi metodami
paralelnim barvenim 75 krevnich a tkanovych vzork( analyzovanych cytometry
BD FACSLyric™ nebo Beckman Coulter Navios (tabulka 5, 6, 7).

Parametry linearni regresni analyzy jsou uvedeny v tabulce 3 - 7.
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Tabulka 3 Linearni regresni analyza pro CD34+ kmenové bunky darct (srovnani prostfedku
CD34 QuantiFlowEx Kit s IVD produktem BD Stem Cell Enumeration Kit. (kat. ¢. 344563))
analyzovanym na pritokovém cytometru BD FACSLyric™.

Srovnani s BD Stem Cell Enumeration Kit

BD FACSLyric™

Cilova populace Jednotky| n |Smeérnice| Intercept r2 Rozsah

% 34 | 0,9313 0,0773 0,9602 0,12-1,22

CD34*CD45dim
bunék/ul| 34 | 1,0152 | -8,2612 | 0,9977 6-2137

Tabulka 4 Linearni regresni analyza pro CD34+ kmenové buriky darct (srovnani prostfedku
CD34 QuantiFlowEx Kit s IVD produktem BD Stem Cell Enumeration Kit. (kat. ¢. 344563))
analyzovanym na pratokovém cytometru Sysmex XF-1600.

Srovnani s BD Stem Cell Enumeration Kit

Sysmex XF-1600

2

Cilova populace Jednotky| n |Smérnice | Intercept r Rozsah

% 34 | 0,9600 0,0473 0,9572 0,22-1,28

CD34'CD45dim

bunék/ul| 34 | 1,0233 | -2,3868 | 0,9977 22 - 5035

Tabulka 5 Linearni regresni analyza pro CD34+ kmenové buriky v periferni krvi (srovnani
prostfedku CD34 QuantiFlowEx Kit s akreditovanou klinickou laboratorni ,in house”
metodou - smés fluorescencné znacenych monoklonalnich protilatek od rliznych vyrobct
spole¢né s lyzac¢nim Cinidlem zaloZenym na chloridu amonném analyzovaném na
pratokovém cytometru BD FACSCanto™ Il nebo Beckman Coulter Navios.

Srovnani s akreditovanou metodou

Periferni krev

Cilova populace Jednotky n |Smérnice| Intercept r Rozsah

% 30 | 0,9743 | -0,0005 | 0,9967 0,02-2,22
CD34*CD45dim

bunék/ul | 30 | 0,9757 | -0,4106 | 0,9947 0,24 - 468
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Tabulka 6 Linearni regresni analyza pro CD34+ kmenové buriky v produktu leukaferézy
(srovnani prostfedku CD34 QuantiFlowEx Kit s akreditovanou klinickou laboratorni ,in
house" metodou - smés fluorescenéné znacenych monoklonalnich protilatek od riiznych
vyrobct spoleéné s lyza¢nim Cinidlem zaloZzenym na chloridu amonném analyzovaném na
pratokovém cytometru BD FACSCanto™ Il nebo Beckman Coulter Navios.

Srovnani s akreditovanou metodou

Leukaferézni produkt (PBSC)

Cilova populace Jednotky n |Smérnice| Intercept r2 Rozsah

% 25 | 0,9999 | -0,0061 | 0,9925 | 0,81-10,56
CD34*CD45dim

bunék/ul | 25 | 0,9844 45,762 0,9918 | 1392 - 17497

Tabulka 7 Linearni regresni analyza pro CD34+ kmenové bunky v kostni dfeni (srovnani
prostifedku CD34 QuantiFlowEx Kit s akreditovanou klinickou laboratorni ,,in house”
metodou - smés fluorescencné znacenych monoklonalnich protilatek od rliznych vyrobcl
spolecné s lyzacnim ¢inidlem zaloZzenym na chloridu amonném analyzovaném na
pratokovém cytometru BD FACSCanto™ Il nebo Beckman Coulter Navios.

Srovnani s akreditovanou metodou

Kostni dfen
Cilova populace Jednotky n |Smérnice | Intercept r? Rozsah
% 20 | 0,9385 0,0467 0,9954 0,24 - 3,14

CD34*CD45dim

bunék/ul | 20 1,028 -4,1351 | 0,9991 47 - 1708

Linearita

Linearita metody byla ovéfena na vzorku krve obohaceného o leukocyty (buffy
coat) smichaného s fedénymi (11 sériovych fedéni) CD34+ burikami (KG-1)
mérenym béhem 1 dne 1 operatorem na cytometru BD FACSCanto™.

Pro vyhodnoceni ocekavanych a namérenych hodnot v kazdém bodé fedéni byla
pouZita lineadrni regresni funkce. V tabulce 8 je uveden rozsah koncentraci CD34+
kmenovych bunék, ve kterych bylo jejich pocetni zastoupeni v linearité.

Tabulka 8 Linearita prostfedku analyzovana pomoci BD FACSCanto™

BD FACSCanto™
Cilova populace Jednotky |Smérnice| Intercept r? Rozsah
CD34*CD45dim bunék/ul | 1,0648 4,4804 1,0000 3,64 - 2862
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Opakovatelnost

Opakovatelnost prostfedku byla mérena na deseti vzorcich krve v hexaplikatech.
Vzorky byly analyzovany pritokovymi cytometry BD FACSLyric™ a Sysmex
XF-1600 flow cytometer. Varia¢ni koeficienty (CV) jsou uvedeny v tabulkach nize
(Tabulka 9 a 10).

Tabulka 9 Opakovatelnost prostfedku analyzovana pomoci BD FACSLyric™

BD FACSLyric™

Cilova populace Jednotky n Primér SD CV (%)

% 10 1,21 0,051 4,31
CD34*CD45dim

bunék/ul 10 334 109 33

Tabulka 10 Opakovatelnost prostfedku analyzovana pomoci Sysmex XF-1600

Sysmex XF-1600

Cilova populace Jednotky n Primér SD CV (%)

% 10 1,6 0,103 4,67
CD34*CD45dim

bunék/ul 10 448 166 37

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost prostfedku byla mérena na stabilizovaném krevnim vzorku
(CD-Chex CD34, Level 3) pri stejnych podminkach po dobu 15 dn(. Vzorky byly
analyzovany pomoci pritokovych cytometrd BD FACSLyric™ a Sysmex XF-1600.
Varia¢ni koeficienty (CV) jsou uvedeny v tabulkach niZe (Tabulka 11 a 12).

Tabulka 11 Reprodukovatelnost prostfedku analyzovana pomoci BD FACSLyric™

Reprodukovatelnost - BD FACSLyric™
Cilova populace Ocekavana Namérena
primérna primérna SD CV (%)
hodnota (%) hodnota (%)
CD34*CD45dim 1,65 1,67 0,0004 2,42
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Tabulka 12 Reprodukovatelnost prostfedku analyzovana pomoci Sysmex XF-1600

Reprodukovatelnost - Sysmex XF-1600

Cilova populace Ocekavana Namérena
pramérna pramérna SD CV (%)
hodnota (%) hodnota (%)
CD34*CD45dim 1,65 1,66 0,0004 2,66

12. Vlastnosti klinické funkce

Klinicka data byla shromazdéna na klinickém pracovisti. Vlastnosti klinické funkce
prostfedku ED7080 byly stanoveny porovnanim CD34 QuantiflowEx Kit s
akreditovanou ,in-house" laboratorni metodou. Bylo otestovano 75 vzorkd, véetné
periferni krve, produktt leukaferézy a vzorkd kostni diené. Na zakladé ziskanych
dat byla zjisténa 100% shoda mezi metodami v nasledné péci o pacienta.

13. Ocekavané hodnoty

Prostifedek je urcen k detekci a pocitani celkovych Zivotaschopnych krvetvornych
bunék a samo o sobé nestanovi zddnou diagnézu. Posouzeni kvality vzorku zavisi
na zamyslené aplikaci.

Pro tfi typy vzorkU jsou rozsahy hodnot ziskané z klinické studie uvedeny
v kapitole 11 (Vlastnosti analytické funkce), ¢ast Pfesnost.

14. Rusivé latky a omezeni

Prostfedek neni uréen k identifikaci a pocitani mezenchymalnich, nervovych,
epitelidlnich a koznich kmenovych bunék.
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16. Ochranné znamky

BD FACSCanto™, Trucount™, FlowJo™ jsou registrované ochranné znamky firmy
Becton, Dickinson a Company, CD-Chex CD34® je registrovana ochranna znamka
firmy Streck, Navios™, Flow-Count™ Fluorospheres je registrovana ochranna
znamka firmy Beckman Coulter.

17. Historie revizi

Verze 4, ED7080_IFU_v4

Byla vymazana pupecnikova krev z kapitoly Funkce prostredku, v kapitolach Nutné,
ale neposkytované materialy a Nutna zafizeni (kapitoly 5 a 6) bylo provedeno
rozdéleni pro single- a dual-platform metodu, oprava chyb v sekci Analyza dat,
zmény v kapitolach 11., 12. a 13. (doplnéni analytickych a klinickych dat), doplnéna
citace.

Byla opravena strategie ohrani¢eni CD34 kmenovych bunék. Pravé CD34+
kmenové burky (Region H) byly pIné specifikovany.

Strana 15: Oprava vzorce pro vypocet absolutniho poctu.

18. Vyrobce
EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
25250 Vestec

Czech Republic
Kontaktni informace
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

19. Zplnomocnény zastupce
N/A

POZNAMKA: Jakakoli vaZzna udalost, ktera se vyskytla v souvislosti s prostfedkem,
musi byt ozndmena vyrobci a mistnimu pfislusSnému Gradu.
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