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1. Kullanim Amaci

DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kiti, akis sitometrisi ile insan tam kaninda
glikozil-fosfatidil-inositol (GPI) eksikligi olan hiicrelerin yiksek hassasiyetle tespiti
ve sayimi icin tasarlanmistir.

Tespit edilen ve/veya élciilen nedir?
Kiti cihazi, glikozil-fosfatidil-inositol (GPI) eksikligi olan hiicreleri (PNH klonlar)
asagidakilerin ylizdesi olarak tespit eder ve sayar:
e Tuim eritrositlerdeki CD59 dlizeyi disiik veya CD59- hiicreler (CD235a+)
e Tiim iBCdeki CD59 duzeyi diisiik veya CD59- hiicreler (CD235a+CD71+)
e Tim monositlerdeki CD14-, CD157- ve GPI capasi- hiicreleri
(CD45+CDé64+)
e Tuim notrofillerden CD24-, CD157- ve GPI capasi- hiicreleri (CD45+CD15+)

Cihazin iglevi
Cihaz, Paroksismal Noktirnal Hemoglobiniri (PNH) ve iliskili bozukluklari olan veya
oldugundan siiphelenilen hastalarin teshisi ve takibi icin tasarlanmistir @.

Fizyolojik veya patolojik durumun kapsami

Paroksismal nokttirnal hemoglobintiri (PNH), Fosfatidilinositol Glikan Capa
Biyosentezi Sinif A (PIGA) geninin somatik mutasyonuna sahip hicrelerin kot
huylu olmayan klonal genislemesinin sonucunda ortaya cikan nadir bir
hematopoetik kok hiicre hastaligidir. PIGA geninin mutasyonlari, glikozil-fosfatidil-
inozitol (GPI) bagh hiicre yiizeyi proteinlerinin ortaya cikamamasina neden olur.
Cihaz, PNH klon boyutunun degerlendirilmesi icin GPI eksikligi olan nétrofiller ve
monositler @ ile birlikte tam (Tip Il1) ve kismi (Tip 1) GPI eksikligi olan eritrositleri
(23456 tespit etmek lizere tasarlanmistir.

Ayrica cihaz, PNH eritrositlerinin tanimlanmasinin zor oldugu durumlarda kan
transflizyonu yapilan hastalarda GPI eksikligi bulunan iRBC (olgunlasmamis
eritrositler) tespit etmektedir 7).

Test tiirii
Otomatik degil

Nicel

Gereken 6rnek tiirii
insan antikoagiile periferik tam kan 6érnegi (EDTA, heparin, sitrat) (¥

2/41



Test popiilasyonu
Asagidakilerin gorildigi hastalar:

e hemolizin diger yaygin nedenleri gbz ardi edildiginde hemolizin laboratuvar
belirtecleri,

genc yaslarda sebebi aciklanamayan tromboz,

olagan disi bir bolgede konulan tromboz tanisi,

kalitsal veya sonradan edinilmis aplastik anemi (AA),

miyelodisplastik sendrom (MDS),

AA veya MDS'nin ayirt edici tani olarak degerlendirildigi aciklanamayan
sitopeni @

2. Hedef kullanici

Cihaz yalnizca profesyonel laboratuvar kullanimi icin tasarlanmistir. Hasta basi
testler veya kendi kendine yapilan testler icin uygun degildir.

Yeterlilige iliskin gereklilikler

Hedef kullanici, insan hiicrelerinin akis sitometrisi analizi, pipetleme becerileri dahil
olmak Uzere standart laboratuvar teknikleri, insan viicudundan elde edilen
orneklerin gilivenli ve uygun sekilde islenmesi konularinda son teknolojiye uygun
uzmanliga sahip olmalidir.

Hedef kullanici EN ISO 15189 standardina veya varsa diger ulusal hiikiimlere
uymalidir.

3. Test prensibi

Test prensibi, insan kan hicrelerinin ylizeyindeki GPI capasi ve GPI bagl
proteinlerin tespit edilmesine dayanmaktadir. Testte kullanilan monoklonal
antikorlar ve rekombinant proaerolizin, boyanmis kan érneginin alinmasi sirasinda
bir akis sitometresinden ¢ikan lazer isini ile uyarilan farkh florokromlarla etiketlenir.
Alinan bir kan hticresi izerinde bulunan her florokromdan gelen sonraki floresan
(1stk emisyonu) cihaz tarafindan toplanir ve analiz edilir. Floresan yogunlugu, bir
hiicredeki antijen ekspresyon yogunluguyla dogru orantilidir ve farkli hiicre alt
kiimelerinin birbirinden ayrilmasini saglar.

4. Saglanan reaktif/reaktifler

icindekiler

DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kiti cihazi, 25 hastanin incelenmesine

yetecek sekilde asagidaki reaktiflerle birlikte saglanir:

PNH High-Sensitivity Assay (25 kutu). Her kutu, test ttplerinin (12 x 75 mm)

altinda bir tabaka halindeki stabilize edici bilesenlerle kurutulmus florokrom etiketli

reaktiflerin dnceden karistirilmis kombinasyonlarini iceren 1 renk kodlu (Camgdbegi

seritli) kapakl tek kullanimhik PNH WBC 7-color (ED7750-1) tlipli ve 1 renk kodlu
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(Kirmizi seritli) kapakli tek kullanimlik PNH RBC 3-color (ED7750-2) tiiptinden
olusur. Tablo 1 ve 2'ye bakin.

Lysing Solution ED7750-3 (1 sise) 15 ml konsantre (10X) formaldehit bazli
tamponlu ¢ozelti icerir.

PNH Compensation Set ED7750-4 (1 kutu), her bir tliptin dibinde (12 x 75 mm)
katman halinde stabilize edici bilesenlerle kurutulmus tek bir florokrom etiketli
reaktif bulunan 10 adet kapakli tek kullanimlik tiipten olusur.

DiIKKAT: PNH Compensation Set yalnizca dengeleme kurulumu icin
tasarlanmistir. Tek florokrom etiketli reaktifler (Tablo 1 ve Tablo 2'ye bakin) kolay
ve dogru bir dengeleme prosediirii saglar.

Bilesim
Tablo 1 PNH WBC 7-color aktif bilesenlerinin agiklamasi

Antijen Florokrom Klon izotip

Proneapan | Alexa Fluor®4gs N/A N/A
CD157 PE SY11B5 IgG1l
CD45 PerCP-Cy™5.5 2D1 IgG1l
CD64 PE-Cy™7 10.1 IgG1l
CD24 APC SN3 IgG1l
CD14 APC-Cy™7 MEM-15 IgG1l
CD15 Pacific Blue™ MEM-158 IgM

Tablo2 PNH RBC 3-color aktif bilesenlerinin agiklamasi

Antijen Florokrom Klon izotip
CD235a FITC JC159 IgG1l
CD59 PE MEM-43 IgG2a
CD71 APC MEM-75 IgG1

5. Gereken ancak saglanmayan malzemeler

Deiyonize su (Reaktif dereceli)
Fosfat tamponlu salin (1X PBS), pH 7,2 - 7,4

Akis Sitometrisi Dengeleme Partikdlleri (Spherotech SPHERO™ COMPtrol Kiti,
Kat. No. CMIgP-50-3K veya esdeger dengeleme partikdilleri)
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6. Gerekli ekipman
Ornek ve reaktiflerin pipetlenmesi icin tek kullanimlik uclara sahip otomatik pipet
(100 pl - 5 ml)

Eritrosit lizis sollisyonunu dagitmak icin sivi dispenseri veya tek kullanimlik uclara
sahip pipet (2 ml)

Vorteks mikser

Ornek hazirlamak icin kullanilan konik polipropilen santrifijj tiipleri (15 ml veya
50 ml)

12 x 75 mm yuvarlak tabanli tiipler icin uygun rotor adaptoérlerine sahip santrif(j

Uc lazer eksitasyon kaynagi (488 nm, ~635 nm ve 405 nm), sacilimlar icin
dedektorler, optik filtreler ve Tablo 3'te verilen florokromlardan sinyal toplamak icin
uygun emisyon dedektorlerine sahip akis sitometresi

Tablo 3 Cihazda kullanilan florokromlarin spektral 6zelligi

Florokrom Eksitasyon [nm] Emisyon [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

NOT: Cihaz, BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences), BD FACSLyric™
(BD Biosciences), Navios EX (Beckman Coulter), DxFLEX (Beckman Coulter)
akis sitometrelerinde test edilmistir.

7. Depolama ve tasima

20 - 30°C sicaklikta muhafaza edin.
Uzun siire 1siga maruz birakmaktan kacinin.
Kuru yerde tutun.
DIKKAT: Neme karsi hassas iiriin. Folyo paketi ilk kullanim anina kadar acmayin.

Calisma sollisyonlarinin (varsa) saklama kosullari ve stabilitesi hakkinda daha fazla
bilgi icin Prosedur bashkl Bolim 10'a (Saglanan reaktifin/reaktiflerin hazirlanmasi)
bakin.
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8. Uyarilar, 6nlemler ve kullanim kisitlamalan
GHS Tehlike Siniflandirmasi

UYARI: Lysing solution (ED7750-3) tehlikeli olarak siniflandirilan
konsantrasyonlarda formaldehit (CAS No. 50-00-0) ve metanol
(CAS No. 67-56-1) icerir.

Etiket 6geleri Sinyal kelimesi

Tehlike

H ifadeleri H302: Yutulmasi halinde zararlidir.

H315: Ciltte tahrise neden olur.

H317: Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

H319: Gozlerde ciddi tahrise neden olur.

H331: Solunmasi halinde toksiktir.

H335: Solunum yollarinda tahrise neden olabilir.

H341: Genetik bozukluklara neden oldugundan sipheleniliyor.
H350: Kansere neden olabilir.

H371: Organlarda hasara neden olabilir.

H373: Yutuldugunda uzun siireli veya tekrarlanan maruz kalma
sonucu bobreklerde hasara neden olabilir.

EUHO071: Solunum yolunda asinmaya yol acar.

P ifadeleri P201: Kullanmadan 6nce 6zel talimatlari okuyun.

P260: Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini solumayin.
P280: Koruyucu eldiven/koruyucu kiyafet/g6z koruyucu/yliz
koruyucu kullanin.

P308 + P313: Maruz kalinma veya etkilesme halinde iSE: Tibbi
yardim/bakim alin.

P403 + P233: Iyi havalandiriimis bir alanda depolayaniz. Kabi sikica
kapali tutun.

Uriiniin icerdigi kimyasal maddeler ve karisimlarin olusturdugu riskler ve bunlarin
nasil ele alinmasi ve imha edilmesi gerektigi hakkinda ayrintili bilgi icin
www.exbio.cz adresindeki tirlin sayfasinda yer alan Gulvenlik Bilgi Formuna (SDS)
bakin.
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Biyolojik Tehlike

insan biyolojik numuneleri ve kan érnekleri ile bunlara temas eden her tiirlii madde
her zaman bulasici madde olarak kabul edilir.

Cilt, gbz ve mukoza zarlariyla temasini dnlemek icin kisisel koruyucu ekipman ve
glivenlik ekipmanlari kullanin.

Bulasici maddelerin tasinmasi ve imha edilmesine iliskin gecerli tiim yasa,
yonetmelik ve proseddirlere uyun.

Bozulma belirtisi

Saglanan reaktif normalde tiiplin dibinde seffaf ve kurumus bir tabaka halinde
gorindr. Goriinimiinde herhangi bir degisiklik oldugunu, 6rnegin tipin icinde nem
oldugunu gozlemlerseniz reaktifi kullanmayin.

Kullanim kisitlamalan

Uriin etiketlerinde belirtilen son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

Test tUplerini yeniden kullanmayin.

9. Ornek

EDTA, Heparin veya ACD (Asit Sitrat Dekstroz) antikoagilan ile tibbi cihaz olarak
siniflandirilan érnek kabinda toplanan vendz periferik kan kullanin .,

Sadece islem gérmemis 6rnek kullanin. Onceden ¢6ziinmis, yikanmis veya
seyreltilmis 6rnek kullanmayin.

Kan 6rnegini topladiktan sonra 48 saat icinde isleme alin. Eger 24 saat icinde
islenecekse 6rnegi laboratuvar sicakliginda (20-25 °C) tutun. Islem 24 saatten
sonra ancak 48 saat icinde yapilacaksa érnegi buzdolabinda muhafaza edin .

Endojen interferans
Bilimsel literatiir arastirmasi temel alinarak endojen interferans kaynaklari Tablo
4'te tanimlanmistir.

7/41



Tablo4 Cihazin Endojen interferansi

Endojen Etki Referans
interferans
AlbUmin Alblimin, baglanma ve blyik miktarlarda 9,10, 11
ligand salma kabiliyeti nedeniyle yiiksek
konsantrasyonlarda etkilesime girebilir.
Bilirubin (sarilik) Bilirubin, yiiksek otofloresansi nedeniyle 12,13, 14
(konjuge olmayan) | hiicrelerin floresan arka planini artirir.
Hucre debrisi (lizis | Htcre kalintilari, yanlis hiicre sayimlarina 15,16
sonrasi) neden olabilir ve cihaz icindeki antikoru
tiiketebilir.
Eritrositler Yetersiz lizis, numunede bulunan kirmizi 17
kan hiicreleri hatali hiicre sayimina neden
olabilir.
Hemoglobin Hemolize numuneler giivenilir olmayan 18
sonuclar verebilir.
insan anti-murin Cihaz islevselligini (hiicre ylzeyi 19
antikorlari antijenlerine baglanma kabiliyeti)
etkileyebilir.
immiinoglobiilinler | Lenfosit alt kiime sayisini etkileyebilir. 12
Romatoid RF'nin varligi MIA (multipleks immuinolojik | 20
faktorler testler) ile etkilesime girer.
Trigliseridler Dolasimdaki yiliksek lipid seviyeleri, belirli 21
kan hiicresi popilasyonlarinin akis
sitometrisi analizini etkileyebilir.

Eksojen interferans

Sutherland ve digerleri tarafindan yayinlanan makalelere (7) gére, kan
transfiizyonlarindan elde edilen kirmizi kan hiicreleri, ekstravaskiler hemoliz
yasayan biiyiik PNH klonlu hastalarin PNH analizinde 6nemli bir etkilesimdir.
Transflzyon ile alinan saglkli eritrositler, kirmizi kan hiicresi soyunda (RBC) PNH
klonunun izlenmesini 6nemli 6lclide etkiler. CD71'in eklenmesi, hastanin hemolitik
ve/veya transflizyon durumundan bagimsiz olarak RBC soyundaki PNH klon
boyutlarini analiz etme kabiliyetini 6nemli dlclide artirir.

DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kiti cihazi, iRBC'lerin ayrica GPI capall
CD59 antijenini ifade ettigi olgunlasmamis kirmizi kan hiicresi tanimlamasi (iRBC)
icin CD71 antijeni sunarak daha 6nce bahsedilen yonergelere gore bu sorunun
Ustesinden gelir. Transflizyon torbalarinda, iRBC'ler genellikle cok diisiik bir
miktarda temsil edilir ?2. Ote yandan, PNH'nin neden oldugu ekstravaskiiler
hemoliz yasayan hastalarda, hizli eritrosit kaybina bagli olarak iRBC sayisi artis
gosterir 23, Bu nedenle, iRBC tanimlamasi icin CD71 monoklonal antikorunun
eklenmesiyle, iRBC'lerde CD59 antijeni kaybi olarak raporlanan PNH ilerlemesinin
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hekim tarafindan daha dogru bir sekilde izlenmesi ve transfiizyon torbalarindaki
ekzojen RBC'lerin etkilesiminin engellenmesi mimkiindir. DryFlowEx PNH High-
Sensitivity Assay Kiti, anti-insan CD71 antikoru icerir ve PNH klonu tespiti ve
miktar tayini icin en son yonergelerin kullanilmasina olanak saglar.

10.Prosediir

Saglanan reaktifin/reaktiflerin hazirlanmasi
PNH High-Sensitivity Assay
Reaktif hazirlamaya gerek olmayip sadece tek kullanimlik test tiiplerinde saglanir.

Lysing Solution

Reaktifi kullanmadan 6nce oda sicakligina getirin.

Reaktif 10X konsantredir ve kullanimdan 6nce deiyopize su ile seyreltilmelidir
(1 hacim konsantre ¢ozelti ve 9 hacim deiyonize su). llk acilisindan sonra reaktif,
orijinal birincil kabinda belirtilen kosullarda muhafaza edildiginde son kullanma
tarihine kadar performans 6zelliklerini korur.

Seyreltilmis (1X) lizis sollisyonu, sivi bir dispenserde veya kapal bir kapta oda
sicakhginda muhafaza edildiginde 1 ay boyunca stabil kalir.

Gereken ancak saglanmayan malzemelerin hazirlanmasi
Dengeleme partikdilleri

Ureticinin talimatlarina gére akis sitometrisi dengeleme partikiillerinin calisma
sollisyonunu hazirlayin.

Dengeleme kurulumu
PNH RBC 3-color ve PNH WBC 7-color boyali tiiplerin analizinden énce ayni akis
sitometresi kurulumunu kullanarak Dengeleme Seti tiiplerini alin.

DIKKAT: PNH RBC 3-color ve PNH WBC 7-color dengeleme kurulum
proseduirleri 6rnek hazirlama ve 6rnek boyama tiirline gore farkllik gosterir.

PNH RBC 3-color dengeleme tiipleri (Kirmizi seritli)

1. Her tek renkli dengeleme tiipliniin altina SPHERO™ COMPtrol Kiti veya
esdeger dengeleme partikiilleri ekleyin.

2. Karnistirin ve karanlikta oda sicakliginda 20 dakika boyunca inkibe edin.

3. Her bir dengeleme tiipline 4 ml 1X PBS ekleyin. 300xg'de 5 dakika boyunca
santrifijleyin.

4. Dengeleme partikiillerini bozmadan slipernatanti atin ve her dengeleme tiipiine
0,1 ml 1X PBS ekleyin.
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Boyali 6rnek analizinden once ilgili floresan dedektorlerindeki gerilimleri
ayarlayin. PMT dedektériindeki gerilim yeterli dlizeyde yliksek ayarlanmali,
boylece en az negatif boyall olay floresan eksenindeki O. kanalla etkilesime
girmelidir. PMT dedektori gerilimi de pozitif olaylarin sag eksene baskilandigl
degerleri asmamalidir.

Boyali dengeleme tiiplerini akis sitometresi kullanarak aninda alin.

7. PNH RBC 3-color dengeleme matrisini tretici tarafindan gelistirilen sitometre

o v kW

10.

yaziliminda veya cevrim disi sitometri veri analizi icin 6zel yazilimda hesaplayin.
Bu dengeleme matrisini PNH RBC 3-color lotunun tiim test tiplerinde kullanin.

DiKKAT: Belirli bir PNH RBC 3-color lotuna ayarlandiktan sonra, ayni
dengeleme matrisi alim ayarlarini ve dengeleme sonuclarini korumak icin
floresan dedektoér ayarlarini degistirmeyin.

PNH WBC 7-color dengeleme tiipleri (Camgobegi seritli)

Tek renkli dengeleme tiplerinin her birinin dibine 50 ul deiyonize su ekleyin ve
7 - 10 saniye boyunca kuvvetlice karistirin.

Tek renkli dengeleme tiiplerinin her birine 100 ul periferik tam kan ekleyin ve
kuvvetlice karistirin.

Karanlikta oda sicakliginda 20 dakika boyunca inkibe edin.
Her dengeleme tlipline 2 ml seyreltilmis (1X) Lysing Solution ekleyin.
Karanlikta oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibe edin.

300xg'de 5 dakika boyunca santrifiijleyin, siipernatanti atin ve hiicre peletini
2 ml 1X PBS icinde yeniden siispanse edin.

300xg'de 5 dakika boyunca santrifiijleyin, siipernatanti atin ve hiicre peletini
0,2 ml 1X PBS icinde yeniden siispanse edin.

Boyali 6rnek analizinden once ilgili floresan dedektorlerindeki gerilimleri
ayarlayin. PMT dedektériindeki gerilim yeterli diizeyde yiiksek ayarlanmali,
boylece en az negatif boyali olay floresan eksenindeki O. kanalla etkilesime
girmelidir. PMT dedektori gerilimi de pozitif olaylarin sag eksene baskilandig
degerleri asmamalidir.

Boyali dengeleme tiiplerini akis sitometresi kullanarak aninda alin.

PNH WBC 7-color dengeleme matrisini lretici tarafindan gelistirilen sitometre
yaziliminda veya cevrim disi sitometri veri analizi icin 6zel yazilimda hesaplayin.
Bu dengeleme matrisini PNH WBC 7-color lotunun tiim test tlplerinde
kullanin.
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DiKKAT: Belirli bir PNH WBC 7-color lotuna ayarlandiktan sonra, ayni
dengeleme matrisi alim ayarlarini ve dengeleme sonuclarini korumak icin
floresan dedektor ayarlarini degistirmeyin.

Ornek hazirlama

PNH RBC 3-color tipi kullanilarak eritrositlerdeki PNH klonlarinin tespit edilmesi
ve ayristirilmasi, boyama prosediiriinden dnce 6rnegin hazirlanmasini gerektirir.

NOT: Ornegi isleme almadan 6nce sitometrenin dogru sekilde ayarlandigindan
emin olun.

1. Bir polipropilen konik tlpi incelenen kan 6rneginin tanimiyla etiketleyin.

2. Etiketli konik tiiplin dibine 10 ul iyice karistirilmis kan 6rnegi pipetleyin.

4.

Kan ornegini 1 ml 1X PBS ile 1:100 oraninda seyreltin ve 5 saniye boyunca
elinizde sallayarak karistirin.

DIKKAT: Klasik PNH formuna intravaskiiler hemoliz hakimdir. Kan &rnegini
seyreltmeden 6nce, seyreltilmis kan drneginde 3 - 5 x 107/ml seyreltilmis kan
araliginda RBC sayimi yapmak icin hematoloji analizoriinden alinan RBC
sayimlarina bakin ve akis sitometresinde yeterli RBC sayimi elde etmek icin
seyreltme faktoriinii gereken sekilde ayarlayin.

Ornek seyreltmesinin hemen ardindan Ornek boyama prosediiriine gecin.

PNH WBC 7-color tiipu kullanilarak nétrofiller ve monositlerdeki GPI eksikligi olan
hlicrelerin tespit edilmesi, boyama prosediiriinden 6nce 6rnek hazirlanmasini
gerektirmez.

Ornek boyama - PNH RBC 3-color tiip (Kirmiz seritli)

1.
2.

PNH RBC 3-color tiipli incelenen kan érneginin tanimiyla etiketleyin.

PNH RBC 3-color tiipiiniin dibine 50 pl iyice karistiriimis seyreltilmis kan
ornegi pipetleyin.

DiKKAT: Test tiptiniin yan tarafina kan damlatmaktan kacinin. Tipiin kenarinda
kan lekesi veya damlacik kalirsa reaktifle boyanmayacaktir ve test sonuclarinin
dogru olmama ihtimali dogacaktir.

. 7 - 10 saniye boyunca kuvvetlice karistirin.

DIKKAT: Vorteks stiresinin kisaltilmasi test sonuclarini etkileyebilir.

PNH RBC 3-color tiipii karanlikta oda sicakhiginda 20 dakika boyunca inkiibe
edin.

5. PNH RBC 3-color tiipiine 4 ml 1X PBS ekleyin.

PNH RBC 3-color tliplinii 300x g'de 5 dakika boyunca santrifijleyin.
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7. Hucre peletini bozmadan stipernatanti atin ve PNH RBC 3-color tiiptine 0,5 ml
1X PBS ekleyin.

8. Hiucre peletini yeniden slispanse etmek icin kisa stire karistirin.

Boyali 6rnegi akis sitometresi kullanarak alin. Boyali 6rnek hemen alinmayacaksa
test tliplintn kapagini kapatin, 2 - 8°C sicaklikta karanlik ortamda saklayin ve 2
saat icinde analiz edin.

DIKKAT: Akis sitometresinde toplamadan hemen 6nce test tipinii tip rafinin
st kismina dogru 6-10 kez kaydirarak lekeli numunedeki hiicre kiimelerini
bozun. Asiri miktarda RBC kiimesi olmasi test sonuclarini etkileyebilir.

Ornek boyama - PNH WBC 7-color tiip (Camgébegi seritli)

1. PNH WBC 7-color tiipi incelenen kan 6rneginin tanimiyla etiketleyin.

2. PNH WBC 7-color test tiiptine 50 ul deiyonize su ekleyin. 7 - 10 saniye
boyunca kuvvetlice karistirin.

DiKKAT: Vorteks siiresinin kisaltilmasi test sonuclarini etkileyebilir.

3. PNH WBC 7-color tiiptnin dibine 100 ul iyice karistiriimis kan 6rnegi
pipetleyin ve kuvvetli bir sekilde karistirin.

DiKKAT: Test tipiiniin yan tarafina kan damlatmaktan kacinin. Tipiin kenarinda
kan lekesi veya damlacik kalirsa reaktifle boyanmayacaktir ve test sonuclarinin
dogru olmama ihtimali dogacaktir.

Karanlikta oda sicakliginda 20 dakika boyunca inkibe edin.

PNH WBC 7-color tiipiine 2 ml 1X calisan eritrosit Lizis Sollisyonu ekleyin.
Karanlikta oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibe edin.

PNH WBC 7-color tiipiinii 300x g'de 5 dakika boyunca santrifijleyin.

Hicre peletini bozmadan siipernatanti atin ve test tiipiine 2 ml 1X PBS ekleyin.

PNH WBC 7-color tiipiinii 300x g'de 5 dakika boyunca santrifijleyin.

W o N o ok

10.Hdicre peletini bozmadan slipernatanti atin ve test tiipine 0,2 ml 1X PBS
ekleyin.

11.Hcre peletini yeniden siispanse etmek icin kisa sire karistirin.

Boyali 6rnegi akis sitometresi kullanarak alin. Boyal 6rnek hemen alinmayacaksa
test tliplniin kapagini kapatin, 2 - 8°C sicaklikta karanlk ortamda saklayin ve 24
saat icinde analiz edin.
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Akis sitometrisi analizi

DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit cihazi ile kullaniimak (izere secilen akis
sitometresi, sitometre Ureticilerinin talimatlarina gére dedektorlerin sabit
hassasiyetini saglamak icin floresan mikro boncuklar kullanilarak rutin olarak kalibre
edilmelidir.

Akis sitometresinin bakimi diizglin yapilmazsa yanlis sonuclar verebilir.

Gerekli ekipman baslikh Bolim 6'daki florokromlarin eksitasyon ve emisyon
ozelliklerine uygun lazerler ve floresan dedektorleri icin Greticinin sitometre
spesifikasyonlarina bakin.

Olciilen veri analizi icin Uiretici tarafindan gelistirilen sitometre yazilimi veya cevrim
disi sitometri veri analizine 6zel yazilim (6rnegin FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™)
kullanilabilir.
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PNH RBC 3-color dengeleme tiiplerinin analizi (Kirmiz1 seritli)

Her dengeleme tlipl icin dengelenmeyen verileri bir yana sacilim (SSC) ve
"dengelenecek florokrom" noktasal grafiginde goérsellestirin. Pozitif (+) ve negatif (-)
sitometri dengeleme partikdilleri icin gecitleri Sekil 1'de gosterildigi gibi ayarlayin.

Sekil 1 Dengeleme tiiplerindeki pozitif (+) ve negatif (-) sitometri dengeleme partikillerinin
tanimlanmasi (BD FACSCanto™ ll'de elde edilen veriler).
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PNH WBC 7-color dengeleme tiiplerinin analizi (Camgdbegi seritli)
Her dengeleme tlipl icin dengelenmeyen verileri bir yana sacilim (SSC) ve

"dengelenecek florokrom" noktasal grafiginde goérsellestirin. En pozitif (+) ve en

negatif (-) poptilasyonlar icin kapilar Sekil 2'de gosterildigi gibi ayarlayin.

Side Scatter

Side Scatter

Side Scatter

Sekil 2 Dengeleme tiiplerindeki en pozitif (+) ve en negatif (-) olaylarin tanimlanmasi
(BD FACSCanto™ ll'de elde edilen veriler).
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PNH RBC 3-color tiip (Kirmizi seritli)

Seyreltilmis kan ornegindeki diisiik iRBC sayisi nedeniyle, analiz icin en az 500.000
eritrosit olayi toplayin. 500.000'den fazla 6rnek alinmasi uzun alim siirelerine neden
olur. Bu, antikor-antijen baglayici kompleks dengesini ve CD235a FITC floresansinin

azalmasini etkileyebilir. Toplama siiresi boyunca floresan yogunlugunun stabilitesini
surekli takip edin (Sekil 3).

Sekil 3 Toplanan tiim olaylari Zaman ve CD235a FITC (BD FACSLyric™ lizerinde elde edilen
veriler) nokta grafiginde kontrol edin.

CD235aFITC

Time

Sekil 3a  Zaman gecidindeki tiim olaylari logaritmik modda FSC-A ve SSC-A nokta
grafiginde gorintuleyin (BD FACSLyric™ Gzerinde toplanan veriler).

SSC
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SSC ve FSC gecidinden gelen dengelenmis verileri logaritmik modda bir nokta
grafiginde gorsellestirin. Burada X ekseni FSC'yi ve Y ekseni FITC kanalindaki
floresan yogunlugunu temsil eder. "CD235a+ RBC singletleri" gecidini olusturun
(Sekil 4).
Sekil 4 CD235a+ RBC singletlerinin belirlenmesi (BD FACSLyric™ tizerinde toplanan
veriler).

CD235aFITC

istege bagl:

Singletlerin daha iyi ayirt edilebilmesi icin dengelenmis verileri X ekseninin FITC
kanalindaki floresan yogunlugunu temsil ettigi bir histogram olarak gérsellestirmek
mumkundir. "CD235a+ RBC singletleri" gecidini olusturun (Sekil 4a).

Sekil 4a CD235a+ RBC singletlerinin belirlenmesi (BD FACSLyric™ lizerinde toplanan
veriler).
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Eritrositler
CD235a+ RBC singletlerini, CD59 PE ve CD235a FITC nokta grafiginde
gorsellestirin. Uc uygun gecit kullanarak olaylari tic poptilasyona ayirin (Sekil 5a, 5b)
ve Tip |, Tip Il ve Tip lll bolgelerindeki olaylarin ylizdesini hesaplayin. Bazi
durumlarda Tip Il ve lll arasindaki bolgelerin daha iyi ayarlanmasi icin bir histogram
yararh olabilir.

Sekil 5a PNH klonu olan hasta: A) CD59 PE ve CD235a FITC nokta grafiginde CD235a+

RBC singletleri; B) CD59 PE histograminda CD235a+ RBC singletleri (BD FACSLyric™
Gzerinde toplanan veriler).
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Sekil 5b  Saglikli donér: A) CD59 PE ve CD235a FITC nokta grafiginde CD235a+ RBC
singletleri; B) CD59 PE histograminda CD235a+ RBC singletleri (BD FACS Lyric™ tizerinde
toplanan veriler).
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iRBC (olgunlagsmamus retikiilositler)
Kan transfiizyonu yapilan hastalarda PNH tip Il ve Il RBC'lerin gercek yiizdesini
belirlemek zor olabilir. PNH hastasinin kaninda dolasan ve bir kan donériinden
alinan saglikli RBC'ler dogru PNH klon boyutu ylizdesini etkiler. CD71 eklenmesi,
donériin transfiize edilen hiicrelerini gecidin disinda birakmaya yardimci olabilir ©),
CD235a+ RBC singletlerini, CD71 APC -ve CD235a FITC nokta grafiginde
gorsellestirin ve CD71+ iRBC'lerini ayirin (Sekil 6).

Sekil 6 CD71 APC ve CD235a FITC noktasal grafiginde CD235a+ RBC singletleri.

CD71+ iRBC grafigi (BD FACSLyric™ ll'de elde edilen veriler).
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CD71+ iRBC'leri, CD59 PE ve CD235a FITC nokta grafiginde ve CD59 PE
histograminda gorsellestirin (Sekil 7). Uc uygun gecit kullanarak olaylari {ic
popllasyona ayirin ve Tip I, Tip Il ve Tip Il bolgelerindeki olaylarin yiizdesini
hesaplayin.
Sekil 7 PNH klonu olan ancak transfiizyon yapilmayan hasta: A) CD59 PE ve CD235a FITC
nokta grafiginde CD71+ iRBC'ler; B) CD59 PE histograminda CD71+ iRBC'ler
(BD FACSLyric™ Gzerinde toplanan veriler).
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PNH WBC 7-color tiipii (Camg6ébegi seritli)
En az 50.000 nétrofil ve 10.000 monosit toplayin. Bu, analiz icin en az 200.000 olay
toplandigi anlamina gelir. Dengelenmis verileri PerCP-Cy™ 5.5'teki yana sacilim ve
floresan yogunlugu s noktasal grafiginde gorsellestirin. CD45+ |6kosit gecidini Sekil
8'de gosterildigi gibi ayarlayin.

Sekil 8 CD45+ Lokositlerin Grafigi (BD FACSCLyric™'de elde edilen veriler).
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Monositler
CD45+ |okositleri yana-sacilim ve CD64 PE-Cy™7 noktasal-grafiginde gorsellestirin
ve CD64+ monositleri Sekil 9'da gosterildigi gibi sinirlandirin.

Sekil 9 Lokositlerdeki CD64+ Monositlerin Grafigi (BD FACSLyric™'de elde edilen veriler).
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CD157 PE ve CD14 APC-Cy™7 noktasal-grafigindeki CD64+ Monositlerini
gorsellestirin (Sekil 10). Uygun gecitleri ayarlayin ve CD157-CD14- popilasyon
ylizdesini hesaplayin.

Sekil 10 CD157 PE ve CD14 APC-Cy™7 noktasal grafigindeki CD64+ Monositleri
(BD FACSLyric™'de elde edilen veriler). A) PNH klonu olan hasta; B) saglikli donor
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Ardindan ayni CDé4+ monositleri GPI capasi Alexa Fluor® 488 (Proaerolysin) ve
CD14 APC-Cy™7 nokta -grafiginde gorsellestirin (Sekil 11). Uygun gecitleri
ayarlayin ve Q4 ceyregindeki GPI capasi- CD14- poptilasyonunun ylizdesini

hesaplayin.

Sekil 11 GPI capasi Alexa Fluor® 488 ve CD14 APC-Cy™7 noktasal grafiginde CD64+
Monositleri (BD FACSLyric™'de elde edilen veriler).
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Ardindan ayni CDé4+ monositleri, GPI capasi Alexa Fluor® 488 (Proaerolysin) ve
CD157 PE noktasal-grafiginde gorsellestirin (Sekil 12). Uygun gecitleri ayarlayin ve
GPI capasi- CD157- popllasyonunun yiizdesini hesaplayin.

Sekil 12 GPI capasi Alexa Fluor® 488 ve CD157 PE noktasal grafiginde CDé4+ Monositleri
(BD FACSLyric™'de elde edilen veriler). A) PNH klonu olan hasta; B) saglikli donor

i a7 8
A 1w s | B 10s_gQ Q
4o L 104 E
e ] o
I~ T [~
\ 3
3
8 mSE 8 10 5
o ! o !
10 3 GPI anchor-CD15% Q9 _10° 4GPl anchor-CD1}7- Q9
LARERARY . . ARLMLAY | UL BRI T T T N T
10° o 10° 10* 10° 0 10 10

GPI anchor Alexa Fluor®488 GPI Anchor Alexa Fluor®488

Nétrofiller

CD45+ |6kositleri yana-sacilim ve CD15 Pacific Blue™ noktasal-grafiginde
gorsellestirin ve CD15+ nétrofilleri Sekil 13'te gosterildigi gibi ayirin.

Sekil 13 Lokositlerdeki CD15+ Notrofillerin Grafigi (BD FACSLyric™'de elde edilen veriler).
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CD15+ nétrofilleri CD157 PE ve CD24 APC noktasal-grafiginde Sekil 14'te
gosterildigi gibi gorsellestirin. Uygun gecitleri olusturun ve CD157-CD24-
popllasyon ylzdesini hesaplayin.
Sekil 144 CD157 PE ve CD24 APC noktasal-grafiginde CD15+ Notrofiller
(BD FACSLyric™'de elde edilen veriler). A) PNH klonu olan hasta; B) saglikli donor
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Ardindan ayni CD15+ nétrofilleri GPI capasi Alexa Fluor® 488 (Proaerolysin) ve
CD24 APC noktasal-grafiginde gorsellestirin. Uygun gecitleri ayarlayin GPI capasi-
CD24- popitlasyonunun ylizdesini Sekil 15'te gosterildigi gibi hesaplayin.

Sekil 15 GPI capasi Alexa Fluor® 488 ve CD24 APC noktasal-grafiginde CD15+ Nétrofiller
(BD FACSLyric™'de elde edilen veriler). A) PNH klonu olan hasta; B) saglikli dondr
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Ardindan ayni CD15+ nétrofilleri GPI capasi Alexa Fluor® 488 (Proaerolysin) ve
CD157 PE noktasal-grafiginde gorsellestirin. Uygun gecitleri ayarlayin ve Sekil
16'da gosterildigi gibi GPI capasi-CD157- poptlasyonunun ylizdesini hesaplayin.
Sekil 16 GPI capasi Alexa Fluor® 488 ve CD157 PE noktasal-grafiginde CD15+ Nétrofiller
(BD FACSLyric™'de elde edilen veriler). A) PNH klonu olan hasta; B) saglikli donor
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Dahili kontrol

Floresan dedektor gerilimini ve dengelemesini dogrulamak icin dahili kontrole
bakmak gerekir (Sekil 18). CD64 PE-Cy™7 ve yana sacilim grafiginde, dahili kontrol
popilasyonu olarak lenfositleri bir gecitle tanimlayin (Sekil 17).

Sekil 17 Lokositlerden CD64- Lenfositler grafigi (BD FACSLyric™ zerinde toplanan veriler).
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Ardindan gerilim ayarlarinin, kompanzasyonun ve antikor performansinin
dogrulanmasi icin lenfositleri GPI capasi Alexa Fluor® 488 (Proaerolysin) ve
CD24 APC/CD157 PE/CD15 Pacific Blue™/CD14 PE-Cy™7 nokta grafiklerinde

gorsellestirin (Sekil 18).

Sekil 18 Dahili kontroller (BD FACSLyric™ (zerinde toplanan veriler).
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Analitik sonuclarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi
GPI eksikligi olan (PNH fenotipine sahip) hticrelerin ylizdesini siralayin.

Tablo 5'e bakin.

Tablo 5 PNH klon fenotipleri

pﬁgglgffgﬁu Gecit stratejisine gére PNH fenotipi
g Er(i%gsliltl')er CD59- CD235a+ (Sekil 5)
o
3 E”(frri‘;f:f)'er CD59 diizeyi diisiik CD235a+ (Sekil 5)
Q
% iRBCs (Tip Il1) CD59- CD235a+ CD71+ (Sekil 7)
& iRBCs (Tip 1) CD59 duzeyi diistik CD235a+ CD71+ (Sekil 7)
a CD14- CD157- CDé64+ (Sekil 10)
ig Monositler CD14- GPI capasi- CD64+ (Sekil 11)
E CD157- GPI capasi- CD64+ (Sekil 12)
§ CD24- CD157- CD15+ (Sekil 14)
% Notrofiller CD24- GPI capasi- CD15+ (Sekil 15)
- CD157- GPI capasi- CD15+ (Sekil 16)
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Tablo 6 Sonuclarin yorumlanmasi

WABC ve RBC tipleri icin tespit siniri (LOD), n = 4 farkl sitometre platformunda
n = 25 normal hasta 6rneginin 100 kez 6lcllmesiyle hesaplanan ana frekans (%)
olarak raporlanmistir

Sitometre

PNH fenotipi
P BD FACS | BD FACS Beckman | Beckman
Coulter Coulter

Lyric Canto™ Il 1\ AVIOS EX| DX Flex

PNH RBC 3-color Tiip

CD59-Tip Il ve Tip Ill RCB'leri 0,005 0,002 0,029 0,049

CD59-Tip Il ve Tip Il iRBC'leri 0,240 0,320 0,388 0,562

PNH WBC 7-color Tup

CD14- CD157- Monositler 0,20 0,19 0,14 0,30
GPI capasi- CD14- Monositler 0,08 0,04 0,10 0,17
GPI ¢apasi- CD157- Monositler 0,07 0,06 0,04 0,03
CD157- CD24- Nétrofiller 0,02 0,02 0,06 0,03
GPI capasi- CD24- Notrofiller 0,03 0,03 0,02 0,02
GPI capasi- CD157- Nétrofiller 0,01 0,01 0,01 0,01
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GPI eksikligi raporlama algoritmasi kurallari ©);
1. RBC tiplinde bir PNH klonu rapor edin

Hiicre popiilasyonu Frekans Sonug ifadesi ve yapilacak islem ©
< LOD "PNH hicresi tespit edilmedi"
Tespit diizeyinin altinda kaydedilen nadir PNH
fenotipli hlicreler
CD59- Tip Il + Tip Il > %1 "PNH klonu mevcut"
RBC'ler Huicre yiizdesi rapor edilebilir
> LOD (Tablo 6) "PNH hiicreleri mevcut"
<%0,01© Miktar tayini seviyesinin altinda kaydedilen

nadir PNH fenotip hicreleri

2. WABC tiiptinde bir PNH klonu rapor edi

n

<LLOQ (Tablo 13,
14)

Hiicre popiilasyonu Frekans (%) Sonug ifadesi ve yapilacak islem ©
< LOD "PNH hiicresi tespit edilmedi"
Tespit diizeyinin altinda kaydedilen nadir PNH
fenotipli hiicreler
GPI capasi- CD14- > %1 "PNH klonu mevcut"
Monositler Hiicre yiizdesi rapor edilebilir
> LOD (Tablo 6); "PNH hicreleri mevcut"

Huicre ylizdesi rapor edilebilir

GPI capasi- CD24-
Noétrofiller

< LOD "PNH hiicresi tespit edilmedi"
Tespit diizeyinin altinda kaydedilen nadir PNH
fenotipli hiicreler

> %1 "PNH klonu mevcut"
Hucre ylizdesi rapor edilebilir

> LOD (Tablo 6); "PNH hiicreleri mevcut"

<LLOQ (Tablo 13,
14)

Huicre ylzdesi rapor edilebilir

3. RBC'lerdeki PNH klon boyutunu rapor edin.

Toplam PNH klon boyutunun yani sira Tip 1l ve Tip Il PNH popiilasyonu icin
ylizdeleri Tablo 7'ye gore elde edilen hiicre popiilasyonu sayimiyla birlikte rapor

edin.

4. WBC'lerdeki PNH klon boyutunu rapor edin.

PNH klon boyutunu her iki soyda da (notrofiller ve monositler) rapor edin. WBC
PNH klonlari, kimelenmis ve rastgele ikili negatif olaylardan daha az sacilmis
goriiniir. Monositler nétrofillerden daha biiyiik PNH klon boyutlar gdsterebilir 2.
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GPI eksikligi (PNH klonunun varligi), verilen 16kosit alt kiimesindeki tim PNH
fenotiplerinde ifade edilmelidir. Tim monosit PNH fenotiplerinin (Tablo 5) GPI
eksikligi olan hiicreleri benzer sekilde boyamasi beklenir ©). Aynisi nétrofil PNH

fenotipleri icin de gecerlidir.

PNH klonunu raporlama terminolojisi (CLSI H52-A2'ye gore):

a. PNH popiilasyonu >%1: "PNH klonu"
b. PNH popilasyonu %0,1 ila %1: "min6ér PNH klonu"
c. PNH popiilasyonu <%0,1: "PNH fenotipine sahip nadir hiicreler"

Tablo 7 BD FACLyric™ akis sitometresi icin olasi inceleme sonuclarina érnekler (tek bir
hastadan degil).

PNH PNH olay Ana Frekans LLOQ Degerlendirme
fenotipi sayisl popiilasyon
olay sayisi

CD59- 3 olay 521.023 %0,0006 %0,01 © "PNH hicresi

CD235a+ singlet RBC tespit edilmedi"

RBC'ler olaylar Tespit diizeyinin
altinda
kaydedilen nadir
PNH fenotipli
hiicreler

CD24- 69.851 olay | 75.849 %92,1 %0,088 "PNH klonu

GPI capasi- notrofil (Tablo 13) tespit edildi"

CD15+ %92,1 nétrofil
PNH klon
boyutu

CD14- 13 olay 12.497 %0,103 %0,141 "PNH hiicreleri

GPI capasi- monosit (Tablo 13) mevcut; Minér

CD64+ PNH klonu"
%0,103 monosit
PNH klon
boyutu

5. Histogramlar ve nokta grafikleri istege bagl olarak rapora dahil edilebilir.
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CD14 APC-Cy™7 CD235aFITC

CD24 APC

Sekil 19 RBC tlplinde tespit edilmedigi halde WBC tiipiinde PNH klonu bulunan bir vaka

ornegi (Beckman Coulter DxFLEX'ten elde edilen veriler).

Erythrocytes
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11.Analitik performans

Ozgiilliik
Proaerolysin Alexa Fluor® 488, insan hiicrelerindeki yiizey membran proteinlerinin

GPI capalarina 6zel olarak baglanan floresan etiketli bakteriyel aerolizin
turadir 425.8),

SY11B5 antikoru, temel olarak monositler ve granilositler Gizerinde ifade edilen
CD157 proteininin CD157 antijeni lzerindeki bir ekstraseliiler epitopu tanir.
Antikorun 6zgulligli HCDM Kurulu tarafindan onaylanmistir (HLDA X atolyesi).

2D1 antikoru, insan CD45 (L6kosit Ortak Antijeni) antijeninin tiim lokosit
izoformlarini tanir. Antikorun 6zg(lligti HCDM Kurulu tarafindan onaylanmistir
(HLDA 111 atolyesi).

10.1 antikoru, monositlerde ifade edilen insan CD64 antijenini tanir. Antikorun
6zgulliga HLDA atélyesi tarafindan onaylanmistir (HLDA 11l: WS Code M-250
atolyesi).

SN3 antikoru graniilositlerde ifade edilen CD24 antijeni ile tepkimeye girer.
Antikorun 6zglllugt HLDA at6lyesi tarafindan onaylanmistir (HLDA IV: WS Code B
136; HLDAV: WS Code B CD24.7)

MEM-15 antikoru, monositlerde ifade edilen bir GPI (glikozilfosfatidilinositol) bagli
ekstraseliiler membran glikoproteini olan CD14 ile tepkimeye girer. Antikorun
6zgulligh HCDM Kurulu tarafindan onaylanmistir (HLDA 11l: 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 MA086; HLDA VI: WS Code M MA9%4 atélyesi).

MEM-158 antikoru, granilositlerin ylizeyinde glicll bir sekilde ifade edilen CD15
ile tepkimeye girer. Antikorun 6zgUlligi HCDM Kurulu tarafindan onaylanmistir
(HLDA VI: WS Code AS A053 atdlyesi).

JC159 antikoru, erken eritroblastlar, gec eritroblastlar, eritroblastlar ve olgun
eritrositlerde ifade edilen bir sialoglikoprotein olan CD235a'nin (glikoforin A)
ekstraselller kisminin bir epitopunu tanir.

MEM-43 antikoru, tim hematopoetik hiicrelerin ylizeyinde ifade edilen (GPI) bagl
glikoprotein olan CD59'deki (Protektin) iyi tanimlanmis epitop ile tepkimeye girer.

Antikorun 6zglllugti HLDA at6lyesi tarafindan onaylanmistir (HLDA IV: WS Code

NL 705; HLDAV: WS Code AS S013; HLDA V: WS Code BP BP345; HLDA V: WS
Code T T-103 atolyesi).

MEM-75 antikoru, olgunlasmamis iRBC'lerde ifade edilen CD71 antijeninin
ekstraseller bir epitopu ile tepkimeye girer. Antikorun 6zgilligii HLDA até6lyesi
tarafindan onaylanmistir (HLDA [V: WS Code A 45; HLDAV: WS Code T T-165
atolyesi).
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Dogruluk

Yontemin dogrulugu, PNH fenotipi oldugu dogrulanmis 13 hastanin paralel
boyanmasiyla DryFlowEx PNH Yiksek Hassasiyetli Test Kiti cihazinin akredite bir
klinik laboratuvarin kurum ici yontemiyle (farkli treticilerin tek renkli konjuge
antikorlarindan olusan ve BD FACSCanto™ Il kullanilarak analiz edilen bir karisim)
karsilastirilmasiyla degerlendirilmistir. Dogrusal regresyon analizi parametreleri

Tablo 8'de verilmistir.

Tablo 8 PNH fenotipi oldugu dogrulanmis hastalarda GPI eksikligi olan hiicre

populasyonlarinin goéreceli sayilari icin dogrusal regresyon analizi. BD FACSCanto

™ “

kullanilarak analiz edilen DryFlowEx PNH Yiksek Hassasiyetli Test kiti ile akredite bir klinik
laboratuvarin kurum ici ydnteminin karsilastiriimasi.

PNH fenotipi n Egim Kesisme Noktasi R2 Aralik [%]

CD59-CD235a+ Tip Il | 45| (99 -0,026 1,00 | 1,28 - 8379
eritrositleri

CD59- CD235a+ Tip Il iRBC | 13 | 0,99 -0,384 1,00 | 597-9778

CD59-CD23sat Tipll | 441 4 -0,059 1,00 | 0,13 - 89,92
eritrositleri

CD59- CD235a+ Tip I1iRBC | 13 | 0,98 0,141 1,00 | 0,33 -74,67

CD157- GPl capasi- CD64+ | 15 | 4 35 0,060 1,00 | 207 -99.95
monositler

CD157- GPlcapasi- CD15+ | 44| g9 0,294 1,00 | 0,80 - 99,82
notrofiller

CD14- GPl capasi- CD64+ | 44 Belirlenmemis 2,04 - 99,96
monositler

CD14- CD157- CDé4+ 13 Belirlenmemis 2,17 - 99,96
monositler

CD24- CD157- CD15+ 13 Belirlenmemis 0,80 - 99,83
notrofiller

CD24- GPl capasi- CD15+ | 44 Belirlenmemis 0,81 - 99,80
notrofiller

n = kan 6rneklerinin sayisi
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Tespit sinin

Tespit sinir (LOD) hedef popiilasyonlardan her biri icin (bkz. Tablo 5) 25 saglikli kan
dondriinden elde edilen sonuclarin ortalama degeri olarak belirlenmis ve 4 farkh
akis sitometresi platformu icin ortalamadan (i¢ standart sapma eklenerek
artinlmistir (Tablo 9, 10, 11 ve 12).

Tablo 9 BD FACSLyric™ akis sitometresinde toplanan her PNH fenotipi icin DryFlowEx
PNH Yiksek Hassasiyetli Test Kiti LOD degerleri.

BD FACSLyric™
PNH fenotipi .
n Ortalama | SD PNH fenotipi LOD
[%] [%] insidansi (Ortalama + 3*SD)

RBC tiipii (1.000.000 olay toplandi; min. %80 singlet RBC olaylar)*
CD59-Tip Il ve Tip Il 1.000.000 olay o
RCB!'leri 25 0,003 0,001 basina 5 - 48 olay %0,005
CD59-Tip Il ve Tip Il 25 0.054 0061 3.000 iRBC basina %0.240
RBC ’ ’ 0 - 5olay o

WABC Tiipii (50.000 nétrofil ve 10.000 monosit toplandi)

CD14- CD157- 10.000 Monosit
Monositler 25 0,076 0,041 basina 2 - 24 olay %0,20
GPI capasi- CD14- 25 0021 0018 10.000 Monosit %0.08
Monositler ’ ’ basina 0 - 5 olay o
GPI capasi- CD157- 25 0014 0020 10.000 Monosit %0.07
Monositler ’ ’ basina O - 4 olay o
CD157- CD24- 50.000 Nétrofil o
Nétrofiller 25| 0006 10006 | |- cha0-10 olay %0,02
GPI capasi- CD24- 50.000 Néatrofil o
Notrofiller 25 0,006 0,008 basina 0 - 15 olay %0,03
GPI capasi- CD157- 50.000 Notrofil o
Nétrofiller 25 0,002 0,002 basina O - 4 olay %0,01

DIKKAT*: Sivi antikor karisiminda analiz icin minimum %98 singlet olayi tavsiye
edilir @4, DryFlowEx PNH Yiiksek Hassasiyetli Test Kitinde kurutulmus bir
antikor karisimi, genellikle daha diisiik singlet olay frekansina izin verir ve %98
singlet frekansina ulasilamayabilir.
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Tablo 10 BD FACSCanto™ Il akis sitometresinde toplanan her PNH fenotipi icin
DryFlowEx PNH Yiiksek Hassasiyetli Test Kiti LOD degerleri.

BD FACSCanto™ Il
PNH fenotipi
n Ortalama SD PNH fenotipi LOD
[%] [%] insidansi (Ortalama + 3*SD)
RBC tiipii (1.000.000 olay toplandi; min. %80 singlet RBC olaylar)
CD59-Tip ll ve Tip 1.000.000 olay
11l RCB'leri 25 0,0006 0,0004 basina 1 - 12 olay %0,002
CD59- Tip Il ve Tip 1.000 iRBC basina
Il iRBC 25 0,0657 0,0847 0 - 5 olay %0,320
WABC Tiipii (50.000 nétrofil ve 10.000 monosit toplandi)
CD14- CD157- 10.000 Monosit o
Monositler 25 0,085 0,035 basina 2 - 16 olay %0,19
GPI capasi- CD14- 25 0,086 0,096 10.000 Monosit %0,04
Monositler basina O - 3 olay
GPI capasi- CD157- 25 0,084 0,019 10.000 Monosit %0,06
Monositler basina O - 7 olay
CD157- CD24- 50.000 Notrofil o
Notrofiller 25 0,004 0,052 basina 0 - 8 olay %0,02
GPI capasi- CD24- 50.000 Notrofil o
Notrofiller 25 0,006 0,010 basina 0 - 16 olay %0,03
GPI capasi- CD157- 50.000 Néatrofil o
Notrofiller 25 0,002 0,002 basina 0 - 4 olay %0,01
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Tablo 11 Beckman Coulter Navios EX akis sitometresinde toplanan her PNH fenotipi icin
DryFlowEx PNH Yiiksek Hassasiyetli Test Kiti LOD degerleri.

Beckman Coulter NAVIOS EX
PNH fenotipi
n Ortalama SD PNH fenotipi LOD
[%] [%] insidansi (Ortalama + 3*SD)
RBC tiipii (1.000.000 olay toplandi; min. %80 singlet RBC olaylari)
CD59-Tip ll ve Tip 1.000.000 olay
11l RCB'leri 25 0,007 0,007 basina 4 - 236 olay %0,029
CD59- Tip Il ve Tip 1.000iRBC basina o
Il iRBC 25 0,087 0,100 0 - 6 olay %0,388
WABC Tiipii (50.000 nétrofil ve 10.000 monosit toplandi)
CD14- CD157- 10.000 Monosit o
Monositler 25 0,062 0,027 basina O - 23 olay %0,14
GPI capasi- CD14- 10.000 Monosit o
Monositler 25 0,024 0,006 basina O - 10 olay %0,10
GPI capasi- CD157- 25 0,007 0,011 10.000 Monosit %0,04
Monositler basina O - 6 olay
CD157- CD24- 50.000 Nétrofil o
Nétrofiller 25| 0012 | 0015 |\ cha0- 21 olay %0,06
GPI capasi- CD24- 50.000 Notrofil
Notrofiller 25 0,005 0,005 basina 0 - 6 olay %0,02
GPI ¢apasi- CD157- 50.000 Notrofil o
Nétrofiller 25 0,002 0,002 basina O - 5 olay %0,01
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Tablo 12 Beckman Coulter DXFLEX akis sitometresinde toplanan her PNH fenotipi icin
DryFlowEx PNH Yiiksek Hassasiyetli Test Kiti LOD degerleri.

Beckman Coulter DxFLEX
PNH fenotipi
n Ortalama SD PNH fenotipi LOD
[%] [%] insidansi (Ortalama + 3*SD)

RBC tiipii (1.000.000 olay toplandi; min. %80 singlet RBC olayi)
CD59-Tip ll ve Tip 1.000.000 olay
11l RCB'leri 25 0,015 0,012 basina 5 - 48 olay %0,049
CD59- Tip Il ve Tip 1.000iRBC basina o
Il iRBC 25 0,106 0,152 0 - 5 olay %0,562

WABC Tiipii (50.000 nétrofil ve 10.000 monosit toplandi)

CD14- CD157- 10.000 Monosit
Monositler 25 0,092 0,068 basina O - 27 olay %0,30
GPI capasi- CD14- 10.000 Monosit o
Monositler 25 0,053 0,040 basina O - 16 olay %0,17
GPI capasi- CD157- 25 0,005 0,009 10.000 Monosit %0,03
Monositler basina O - 1 olay
CD157- CD24- 50.000 Nétrofil o
Nétrofiller 25| 0010 | 0008 | \ocinao - 14 olay %0,03
GPI capasi- CD24- 50.000 Notrofil
Notrofiller 25 0,008 0,006 basina O - 10 olay %0,02
GI?I capasi- CD157- 25 0,002 0,002 50.000 Notrofil %0,01
Notrofiller basina O - 3 olay
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Miktar tayini limiti
Miktar tayini alt limiti (LLOQ), taze bir PNH 6rnegi ile taze bir normal kan 6rneginin

seri seyreltilmesi (1:10, 1:100, 1:1000 ve 1:10000) ile belirlenmis ve
BD FACSLyric™ ve Beckman Coulter DxFlex akis sitometreleri kullanilarak yapilan

Uc kopya boyama ve analiz ile degerlendirilmistir. LLOQ icin hassasiyet kriteri
olarak maksimum %10 CV secilmistir.

Tablo 13 BD FACSLyric™ akis sitometresinde toplanan DryFlowEx PNH Yiiksek

Hassasiyetli Test Kiti LLOQ frekans degerleri.

PNH fenotipi Seyreltme | PNHhicre |\ 50 Y,
sayisl
ggg’f;"’ Il ve Tip I 1:10.000 101 0,029 % 3.9%
CD157- CD14- 1:10.000 28 0,677 % 23%
Monositler
GPI capasi- CD14- 1:10.000 7 0,130 % 7.7 %
Monositler
GPI capasi- CD157- 1:10.000 2 0,018 % 9.9 %
Monositler
CD157- CD24- 1:10.000 3 0,012 % 3.6%
Notrofiller
GPI capasi- CD24- 1:10.000 1 0,009 % 8.7 %
Notrofiller
GPI capasi- CD157- 1:10.000 1 0,010 % 12%
Notrofiller

Tablo 14 Beckman Coulter DxFLEX akis sitometresinde toplanan DryFlowEx PNH Yiiksek

Hassasiyetli Test Kiti LLOQ frekans degerleri.
PNH fenotipi Seyreltme PNH hiicre LLOQ cv
sayisl

CD59-Tip Il ve Tip lll 1:10.000 101 0,005 % 9,1%
RBC'ler

CD157- CD14- 1:10.000 22 0,143 % 40%
Monositler

GPI gapasi- CD14- 1:10.000 4 0,026 % 22%
Monositler

GPI capasi- CD157- 1:10.000 11 0,068 % 59 %
Monositler

CD157- CD24- 1:10.000 29 0,024 % 42%
Notrofiller

GPI capasi- CD24- 1:10.000 8 0,007 % 71%
Notrofiller

GPI capasi- CD157- 1:10.000 9 0,007 % 8,5 %
Notrofiller
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NOT: Akis sitometrisi analizi icin yazilim strimind iceren asagidaki akis

sitometreleri kullanildi:
BD FACSCanto™ Il
BD FACSLyric™

BD FACSDiva Yazilimi - stirim 8.0.2
BD FACSuite™ Yazilimi - striim v1.5.0.925

Beckman Coulter DXFLEX  CytExpert for DXFLEX - siriim 2.0.2.18

Beckman Coulter Navios EX Navios EX Yazilimi - stirim 2.2

Olciilen verilerin degerlendirilmesi icin asagidaki analiz platformu kullanildi:

FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - stirim 10.9.0

12 Klinik performans
GPI eksikligine sahip hastalar

Hem saglikli © hem de onaylanmis GPI eksikligi olan 13 hastalar olmak tizere 19
hastadan bir klinik alanda klinik veriler toplanmistir. Klinik performans, DryFlowEx
PNH High-Sensitivity Assay Kiti cihazinin akredite bir klinik laboratuvarin kurum igi
yontemiyle (farkl treticilerin tek renk konjuge antikorlarindan olusan ve

BD FACSCanto™ Il kullanilarak analiz edilen bir karisim) karsilastiriimasiyla

belirlenmistir.

Hastalardaki GPI eksikligi, GPI eksikligi olan hiicreler (PNH klonlari) tespit edilerek

kullanilan yontem acisindan degerlendirilmistir (Tablo 15).

Tablo 15 DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kiti cihazinin klinik performansi

Akredite klinik laboratuvarin kurum ici
yontemi kullanilarak gerceklestirilen GPI
eksikligi degerlendirmesi

GPI eksikligi

Normal durum

GPI eksikligi

13 hasta

0 hasta

degerlendirmesi

Normal durum

DryFlowEx PNH High-
Sensitivity Assay Kit cihazi
kullanilarak GPI eksikligi

0 hasta

6 hasta
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13.Beklenen degerler

Referans Aralig
Normal popiilasyonda GPI eksikligi saptanmaz ve tim PNH fenotip ylzdelik
degerlerinin Assay Cut-off (LOD) degerinden daha diisiik olmasi beklenir ©,

14.Kisitlamalar

Anemi gibi belirli hastalik tiirlerinde kullanim acisindan herhangi bir sinirlama
yoktur.

GPI eksikligi raporlamasi, yayinlanan mevcut giincel yonergeler dogrultusunda
sinirhdir ©),

PNH klonu lenfositlerde tespit edilmez ¢linkii nétrofillerde ve monositlerde olgun
lenfositlerden daha sik goérilir. Bu da lenfoid hiicrelerin uzun émiirli oldugunu ve
PNH klonlarinin olusmasindan veya genislemesinden dnce var olabilecegini ileri
surer.
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16.Giivenlik ve performans Ozeti

Glvenlik ve performans 6zeti https:/ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home
adresindeki Eudamed veritabaninda mevcut olacaktir. O zamana kadar gilivenlik ve
performans 6zeti talep lizerine temin edilebilir.

17.Uclincii Taraf Ticari Markalarin Kullanimi

BD FACSCanto™ IlI, BD FACSLyric™ ve FlowJo™; Becton, Dickinson and
Company'nin tescilli ticari markalaridir. Cy™; Cytiva'nin tescilli ticari markasidir.
VenturiOne®, Applied Cytometry'nin tescilli ticari markasidir. Infinicyt™, Cytognos
S.L.'nin tescilli ticari markasidir. SPHERO™ COMPtrol, Spherotech Inc. sirketinin
tescilli ticari markasidir.

18.Revizyon Ge¢misi
Versiyon 4, ED7750_IFU_v4
1) "Numune" bélimi giincellendi.

2) Bolum 10'daki uyarilar giincellendi.

3) Boliim 10'da, sekiller de dahil olmak tizere "PNH RBC 3-color tiip" ve "PNH
WBC 7-color tiip" bolimleri glincellendi.

4) Boliim 10 "Dahili Kontroller" bélumu eklendi.
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5) "Analitik sonuclarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi" boliimiine dikkat kismi
eklendi.

6) "GPI eksikligi raporlama algoritmasi kurallar" bolimi giincellendi.
7) Bolim 11 "Analitik performans" bolimi glincellendi.

8) "Sinirlamalar" bolumu glincellendi.

9) "Referanslar" bolimiindeki madde numaralandirmasi diizeltildi.

19.Uretici

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

Cek Cumbhuriyeti
iletisim Bilgileri
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

20.Yetkili Temsilciler
N/A

NOT: Cihaza iliskin olarak meydana gelen herhangi bir ciddi olay Ureticiye ve yerel
yetkili makama bildirilmelidir.
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