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1. Verwendungszweck

Das CD34 QuantiFlowEx Kit ist fiir den Nachweis und die Auszahlung der
gesamten lebensfihigen hamatopoetischen Stammzellen aus den gesamten
lebensfahigen Leukozyten in menschlichen Blut- und Gewebeproben mittels
Durchflusszytometrie bestimmt.

Was wird nachgewiesen und/oder gemessen?
Das Gerat CD34 QuantiFlowEx Kit erkennt und misst relative Prozentsatze und

absolute Zahlen menschlicher lebensfihiger hamatopoetischer Stammzellen
(CD34+CD45dim).

Funktion des Produkts

Das Gerit ist fiir die Uberwachung der Anzahl hamatopoetischer Stammzellen in
peripherem Blut, Knochenmark und Leukaphereseprodukten bestimmt.

Kontext eines physiologischen oder pathologischen Zustands

Eine genaue Bestimmung der Anzahl hdmatopoetischer Stammzellen (HSCs) in
menschlichen Blut- und Gewebeproben oder Gewebeproben zur Transplantation
ist fir die Patientenversorgung oder Transplantatverarbeitung erforderlich .

Art des Tests
Nicht automatisiert
Quantitativ

Art der benétigten Probe

Normales peripheres Blut, mobilisiertes peripheres Blut, Leukaphereseprodukt(e)
oder Knochenmark.

Testpopulation
Nicht fiir eine bestimmte Population bestimmt.

2. Vorgesehener Benutzer

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

Anforderungen an die Qualifikation

Der vorgesehene Benutzer muss (iber aktuelle Fachkenntnisse in der
Durchflusszytometrie-Analyse menschlicher Zellen, standardmaRige
Labortechniken, einschlieRlich Pipettieren, sowie den sicheren und korrekten
Umgang mit Proben aus dem menschlichen Kérper verfiigen.

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

2/23



3. Testprinzip

Das Testprinzip beruht auf dem Nachweis der Bindung eines monoklonalen
Antikorpers an ein spezifisches Molekdl (Antigen), das von bestimmten
menschlichen Blutzellen exprimiert wird. Die in dem Test verwendeten
monoklonalen Antikérper sind mit verschiedenen Fluorochromen markiert, die
durch einen Laserstrahl eines Durchflusszytometers wahrend der Erfassung einer
mit Antikdrpern 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 ermdoglicht
die Trennung verschiedener Zelluntergruppen.

7-AAD ist ein zellmembran-impermeabler Farbstoff, der von lebensfidhigen Zellen
ausgeschlossen wird und sich in nicht lebensfahigen Zellen an die DNA bindet.
Durch Unterschiede in der Fluoreszenzintensitat der Zellen kénnen nicht
lebensfahige Zellen von der Analyse ausgeschlossen werden.

4. Bereitgestellte Reagenzien

Inhalt

Das Gerat CD34 QuantiFlowEx Kit reicht fiir 50 Tests und wird mit folgenden
Reagenzien geliefert:

Staining Reagent (ED7080-1; 1 Flaschchen) mit 1 ml einer vorgemischten
Kombination von mit Fluorochromen markierten monoklonalen Antikérpern CD45
FITC und CD34 PE, die bei optimaler Konzentration in einer stabilisierenden
phosphatgepufferten Kochsalzlésung (PBS) mit 15 mM Natriumazid verdiinnt
wurden, siehe Tabelle 1.

7-AAD (ED7080-2; 1 Flaschchen) mit 1 ml 7- Aminoactinomycin D (7-AAD), einem
Zelllebensfahigkeitsfarbstoff, der in optimaler Konzentration in einer
stabilisierenden phosphatgepufferten Kochsalzlosung (PBS) mit 15 mM
Natriumazid verdiinnt wurde.

Lysing Solution (ED7080-3; 1 Fldschchen) mit 15 ml konzentrierter (10X)
gepufferter Losung auf Ammoniumchloridbasis ohne Fixiermittel.

Zusammensetzung

Tabelle1 Beschreibung und Konzentrationen der Wirkstoffe

. Konzentration
Antigen Fluorochrom Klon Isotyp (ug/ml)
CD45 FITC MEM-28 IgG1 30
CD34 PE 4H11 [APG] IgG1 35
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5. Erforderliche, aber nicht bereitgestellte Materialien

Sowohl fiir die Einzel- als auch fiir die Doppelplattformmethode
Reagenzglaser mit Rundboden (12 x 75 mm)
Deionisiertes Wasser (Reagenzienqualitat)

Prozesskontrollzellen (Streck CD-Chex CD34®, CD34-Kontrolle - 3 Ebenen, Kat.
Nr. 213337, 213347, 213383 oder gleichwertige lysierbare Zellkontrolle mit
vordefinierter CD34-HSC-Anzahl)

Nur fiir die Einzelplattformmethode
Fluoreszierender Zellzahlstandard
- zur Verwendung mit Becton-Dickinson-Zytometern
o BD Trucount™ Réhrchen
- zur Verwendung mit Beckman-Coulter-Zytometern
o Beckman-Coulter-Flow-Count™ Fluorospheres

6. Erforderliche Ausriistung

Sowohl fiir die Einzel- als auch fiir die Doppelplattformmethode

Automatische Pipette mit Einwegspitzen (20-100 pl) zum Pipettieren der Proben
und Reagenzien

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

Counting Beads (TruCount™ R6hrchen (BD Biosciences; Ref. Nr. 663028),
FlowCount Fluorospheres (Beckman Coulter; Ref. Nr. 7547053)

Vortex-Mixer

Durchflusszytometer mit einer Laseranregungsquelle (488 nm), Detektoren fir

Streulicht, optische Filter und Emissionsdetektoren, die fir die Erfassung der
Signale der in Tabelle 2 aufgefiihrten Fluorochrome ausgelegt sind.

Tabelle 2 Spektrumscharakteristik der in dem Gerat verwendeten Fluorochrome

Fluorochrom

Anregung [nm]

Emission [nm]

FITC 488 525
PE 488 576
7-AAD 488 670

HINWEIS: Das Gerat wurde auf den Durchflusszytometern
BD FACSCanto™ (BD Biosciences), Navios (Beckman Coulter) und XF-1600
(Sysmex) getestet.
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Nur fiir die Doppelplattformmethode
Hamatologie-Analysegerat (fur absolute Zellzahlen), das die Anzahl der weil3en
Blutkérperchen (WBC) und der Lymphozyten pro ul der Probe bestimmen kann.

7. Lagerung und Handhabung

Bei 2-8 °C aufbewahren.

Langere Lichteinwirkung vermeiden.

Nicht einfrieren.

Ipformationen zur Stabilitat beim Gebrauch und zur Haltbarkeit nach dem ersten
Offnen sowie zu den Lagerungsbedingungen und der Stabilitat von

Arbeitslosungen (falls zutreffend) sind in Abschnitt 10 ,Vorgehensweise
(Reagenzienvorbereitung) zu finden.

8. Warnhinweise, VorsichtsmaBnahmen und Einschriankungen bei
der Anwendung

GHS-Gefahrenklassifizierung

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

Die mitgelieferten Reagenzien sind normalerweise eine klare Flissigkeit.
Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls Sie eine Veranderung des Aussehens
beobachten, z. B. Triibungen oder Anzeichen von Ausfallungen.

Beschrankung der Verwendung
Das Produkt darf nicht nach dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum
verwendet werden.
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9. Probe

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

Folgende Proben kénnen mit dem Gerat analysiert werden:
normales und mobilisiertes peripheres Blut, Leukaphereseprodukte und
Knochenmark.

HINWEIS: Bestimmen Sie bei der Doppelplattformanalyse die absolute
Leukozytenzahl in der entnommenen Probe mit einem Hamatologie-
Analysegerat. Das Gerat CD34 QuantiFlowEx Kit allein ermdglicht keine
Zahlung der absoluten Zellzahlen.

Verarbeiten Sie die Probe spatestens 24 Stunden nach der Entnahme.

10. Vorgehensweise

Vorbereitung der mitgelieferten Reagenzien
Staining Reagent und 7-AAD

Es ist keine Vorbereitung der Reagenzien erforderlich.

Bringen Sie das Reagenz vor der Verwendung auf Raumtemperatur. Halten Sie den
Primarbehalter des Produkts trocken.
Verwenden Sie das Reagenz direkt aus seinem urspriinglichen Primarbehalter.

Nach dem ersten Offnen behilt das Reagenz seine Eigenschaften bis zum
Verfallsdatum, wenn es unter den angegebenen Bedingungen in seinem
urspriinglichen Primarbehalter gelagert wird.

VORSICHT: Das Reagenz darf nicht verdiinnt werden.

Lysing Solution

Verdiinnen Sie die konzentrierte (10X) Erythrozyten-Lyselosung mit entionisiertem
Wasser zur Arbeitslysel6sung (1X).

VORSICHT: Die Arbeitslysel6sung (1X) ist nur 1 Tag stabil. Bereiten Sie an
jedem Messtag eine frische Arbeitslysel6sung (1X) vor, indem Sie 1 Teil
konzentrierte (10X) Lyselosung mit 9 Teilen entionisiertem Wasser mischen und
im Flussigkeitsspender oder geschlossenen Behalter bei Raumtemperatur
aufbewahren.

Vorbereitung der erforderlichen, aber nicht bereitgestellten Materialien

Befolgen Sie zur Vorbereitung und Verwendung fluoreszierender Zellzahlstandards
die Anweisungen des Herstellers.
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Qualititskontrolle

Verwenden Sie Streck CD-Chex CD34® oder gleichwertige Kontrollzellen als
positive Verfahrenskontrolle, um die ordnungsgemaBe Leistung des Produkts
sicherzustellen. Streck CD-Chex CD34 @ liefert festgelegte Werte fiir prozentuale
positive und absolute Zahlen von CD34+ HSC.

Farben Sie die Kontrollzellen mit dem CD34 QuantiFlowEx Kit gemal der in der
Gebrauchsanweisung angegebenen Probenverarbeitung. Achten Sie darauf, dass
die erzielten Ergebnisse (% positive Zellen) innerhalb des fir die verwendete
Charge von Kontrollzellen angegebenen Erwartungsbereichs liegen.

Probenfiarbung - Einzelplattformmethode

1.

Kennzeichnen Sie fiir jede Probe ein 12 x 75 mm grofRes Reagenzglas mit
Rundboden mit der entsprechenden Probenbezeichnung.

HINWEIS: Verwenden Sie das BD Trucount™ Réhrchen als Reagenzglas fir die
absolute CD34-Stammzellzdhlung.

Pipettieren Sie 20 ul Staining Reagent in den Boden des 12 x 75 mm groBen
Reagenzglases.

Pipettieren Sie 20 ul 7-AAD in den Boden des 12 x 75 mm groBen
Reagenzglases.

Pipettieren Sie 100 pl der gut gemischten Probe mithilfe der umgekehrten
Pipettiertechnik auf den Boden des Reagenzglases.

VORSICHT: Die Pipettiergenauigkeit ist fiir die Bestimmung der absoluten
Anzahl von CD34+-Stammzellen von entscheidender Bedeutung. Daher ist die
umgekehrte Pipettiertechnik mit automatischer Luftverdrangungspipette zu
verwenden.

Dricken Sie den Pipettenknopf bis zum 2. Anschlag und nehmen Sie die Probe
durch umgekehrtes Pipettieren auf. Platzieren Sie dann die Pipettenspitze mit
der Blutprobe in der Nahe des Rohrchenbodens und driicken Sie den
Pipettenknopf bis zum 1. Anschlag herunter, um die Probe abzugeben.

Pipettieren Sie das Blut nicht auf die Seiten des Testrohrchens. Wenn ein
Blutausstrich oder -tropfen an der Seite des Reagenzglases verbleibt, wird er
moglicherweise nicht mit dem Reagenz gefarbt oder die Erythrozyten werden
nicht lysiert und das Testergebnis ist unter Umstanden nicht giiltig.

Vortexen Sie das Reagenzglas und inkubieren Sie fiir 20-30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln.

. Geben Sie 2 ml der Lyse-Arbeitslosung (1X) in das Reagenzglas.

7. Vortexen Sie das Reagenzglas und inkubieren Sie fiir 10 Minuten bei

Raumtemperatur im Dunkeln.
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. Wenn das BD Trucount™ Réhrchen nicht als Reagenzglas verwendet wurde,
fligen Sie 100 ul Flow Count™ Fluorospheres unter Verwendung der
umgekehrten Pipettiertechnik hinzu. Befolgen Sie die Anweisungen des
Herstellers.

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

VORSICHT: Vortexen Sie die gefarbte Probe unmittelbar vor der Messung auf
dem Durchflusszytometer, um Ansammlungen zu vermeiden.

Probenfiarbung - Doppelplattformmethode

VORSICHT: Bestimmen Sie vor der Probenverarbeitung die absolute
Leukozytenzahl in der entnommenen Probe mit einem Hamatologie-
Analysegerit.

. Kennzeichnen Sie fiir jede Probe ein 12 x 75 mm groBes Reagenzglas mit
Rundboden mit der entsprechenden Probenbezeichnung.

. Pipettieren Sie 20 ul Staining Reagent in den Boden des 12 x 75 mm gro3en
Reagenzglases.

. Pipettieren Sie 20 ul 7-AAD in den Boden des 12 x 75 mm grof3en
Reagenzglases.

. Pipettieren Sie 100 ul der gut gemischten Probe mithilfe der umgekehrten
Pipettiertechnik auf den Boden des Reagenzglases.

. Vortexen Sie das Reagenzglas und inkubieren Sie fiir 20-30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln.

. Geben Sie 2 ml der Lyse-Arbeitslésung (1X) in das Reagenzglas.

7. Vortexen Sie das Reagenzglas und inkubieren Sie fiir 10 Minuten bei

Raumtemperatur im Dunkeln.

. Messen Sie die gefarbte Probe sofort mit dem Durchflusszytometer. Wird die
gefarbte Probe nicht sofort gemessen, verschliel3en Sie das Testrohrchen, lagern
Sie sie bei 2-8 °C im Dunkeln und analysieren Sie sie innerhalb von 2 Stunden.

VORSICHT: Vortexen Sie die gefarbte Probe unmittelbar vor der Messung auf
dem Durchflusszytometer, um Ansammlungen zu vermeiden.

Durchflusszytometrie-Analyse

Das fir die Verwendung mit dem CD34 QuantiFlowEx Kit ausgewahlte
Durchflusszytometer muss routinemaRig mit fluoreszierenden Mikrokiigelchen
kalibriert werden, um eine stabile Empfindlichkeit der Detektoren gemaf3 den
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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).

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 méglichst wenige negativ gefarbte
Ereignisse den 0. Kanal auf der Fluoreszenzachse stéren. AuRerdem sollte die
Spannung des PMT-Detektors nicht die Werte liberschreiten, bei denen positive
Ereignisse auf die rechte Achse gedriickt werden.

Erfassen Sie je nach Probenprobe mindestens 300.000-1.000.000 Ereignisse pro
Rohrchen.

Erfassen Sie stets die Lichtstreuungsparameter der Zelle: Vorwartsstreulicht
(sowohl Signalflache als auch Signalhohe) und (senkrechtes) Seitwartsstreulicht
(sowohl Signalflache als auch Signalhdhe).

Fur die Einzelplattformmethode legen Sie den Schwellenwert fiir die Fluoreszenz
im FITC-Detektor und nicht fir die EreignisgroRe fiir die Datenerfassung fest. Der
Schwellenwert fir die Vorwartsstreuung (Ereignisgré3e) kann
Mikropartikelereignisse mit Zahlstandard von der Analyse ausschlieRen, die sich
negativ auf die prozentuale Bestimmung der CD34+-Stammzellen auswirken
wirden.

Fir die Doppelplattformmethode legen Sie den Schwellenwert auf
~Norwartsstreuung"” fest.

Kompensieren Sie Fluoreszenzsignale zwischen den Detektoren vor oder nach der
Datenerfassung. Die Daten kénnen falsch interpretiert werden, wenn die
Fluoreszenzsignale nicht richtig kompensiert oder die Gates nicht richtig
positioniert sind.

HINWEIS: Fiir die Vorbereitung der 7-AAD-Kompensationskontrolle sollten
Proben mit erwartet geringer Zelllebensfahigkeit verwendet werden, z. B. mit
Formaldehyd-basierter Lyselsung verarbeitete Blutzellen. Proben mit hoher
Zelllebensfahigkeit weisen eine geringe Anzahl abgestorbener Zellen auf. Eine
niedrige Anzahl toter Zellen kann sich negativ auf die mittlere 7-AAD-
Fluoreszenzintensitat toter Zellen auswirken und zu einer unzureichenden
Kompensation fihren.

Zur Analyse der Messdaten kénnen die vom Hersteller entwickelte Zytometer-
Software oder eine spezielle Software fiir die Offline-Analyse von Zytometriedaten
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verwendet werden (z. B. FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).

Datenanalyse der mit dem CD34 QuantiFlowEx Kit gefirbten Probe

Analysieren Sie gemessene und kompensierte Daten mit einer entsprechenden
Software. Gating-Protokoll der International Society for Hematotherapy and Graft
Engineering (ISHAGE) (Abb. 1-5) ist fiir die Zdhlung des Prozentsatzes lebender
CD34+-Stammzellen anzuwenden.

Unter Verwendung von 5 Parametern (2 Lichtstreuungsparameter und 3
Fluoreszenzparameter) werden hamatopoetische CD34+-Stammzellen durch eine
Kombination aus sequentiellem und booleschem Gating anhand ihrer
Eigenschaften identifiziert.

Echte CD34+-Stammzellen exprimieren das CD34- und CD45-Antigen, die CD45-
Expression dhnelt jedoch der von Blastenzellen. Die Intensitat der Farbung ist
nachweisbar, jedoch geringer als beispielsweise bei Lymphozyten.

Echte CD34+-Stammzellen liefern auch ein Vorwartsstreulicht-Signal, dhnlich wie
Blastenzellen oder Lymphozyten, und weisen geringe senkrechte
Lichtstreueigenschaften (Seitenstreuung) auf.
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Die Abbildungen 1-5 zeigen die Reihenfolge der logischen Gatings, die eine genaue
Identifizierung lebender CD34*-Stammzellen fiir eine genaue prozentuale Zdhlung
gewahrleisten.

Abbildung 1 Das Bild links stellt alle geschlossenen Ereignisse aus den Regionen A, B, C, G
(abgeleitet von Region F) und | dar.

Stellen Sie zunichst alle Ereignisse in einem Seitenstreuungs-Signalbereich (SSC-A) vs. 7-
AAD Lebensfihigkeitsfarbung in einem Punktdiagramm dar und setzen Sie ein Gate um
lebende Zellen (7-AAD negativ), wie in Region A im Bild rechts gezeigt.

Anmerkung: Bei der Verwendung einer stabilisierten Blutkontrolle wie z. B. Streck CD-Chex
CD34® wird dringend empfohlen, die Lebensfihigkeit der Region A zu tiberpriifen und die
Region gegebenenfalls neu zu positionieren, da stabilisiertes Blut Formaldehyd enthalt, das
die Zellmembran durchdringt, was zu einer positiven 7-AAD Lebensfahigkeitsfarbung fiihrt.

Region B
92,1

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

CDAS FITC 7-AAD Cell Viabilitv Stain
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Abbildung 2 Stellen Sie Zellen aus Region A in einem SSC-A vs. CD45 FITC Punktdiagramm
und setzen Sie ein Gate um Leukozyten (Region B) und ein Gate um Lymphozyten,
dargestellt als Region C. Bringen Sie Zellen aus Region B zu einem SSC-Avs. CD34 PE
Punktdiagramm und setzen Sie ein Gate um positive CD34-Ereignisse (Region D). Das Bild
rechts zeigt alle Ereignisse einschlieBlich fluoreszierender Mikropartikel aus Region I,
dargestellt in Region E. Region E zeigt die optischen und fluoreszierenden Eigenschaften des
im BD TruCount™-Rdhrchen vorhandenen fluoreszierenden Mikropartikel-Zahlstandards an.

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

CDASFITC
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Abbildung 3 Stellen Sie alle Ereignisse in CD34 PE vs. CD45 FITC dar und setzen Sie
Regionen um den fluoreszierenden Mikropartikel-Zahlstandard zur Abgrenzung von
Mikropartikeln aus BD TruCount™, erfasst auf einem BD FACSCanto™-Zytometer (Region )
und Mikropartikeln aus Beckman Coulters Flow-Count™, erfasst auf einem Beckman Coulter
Navios™-Zytometer (Region J).

Anmerkung 1: Die GroBe der Counting Beads und die Fluoreszenzeigenschaften kénnen je
nach Hersteller unterschiedlich sein. Abb. 3 stellt die Gro3e und Fluoreszenzeigenschaften
von Beads dar, die im BD TruCount™-Réhrchen oder Beckman Coulter Flow-Count™
Fluorospheres vorhanden sind.

CD34 PE
CD34 PE

CD4as FITC CD4as FITC
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Abbildung 4 Bereinigen Sie CD34-positive Ereignisse aus der Region D, indem Sie eine
Region F um einen undeutlichen CD45-dim-positive Zellcluster im SSC-Avs. CD45 FITC-
Punktdiagramm mit Ereignissen aus der Region D platzieren, wie im Bild links gezeigt.

Stellen Sie CD45+ Lymphozyten (Region C) in SSC-A vs. Vorwartsstreuung-Signalhdhe
(FSC-H) als Punktdiagramm dar. Legen Sie ein neues Gate an, das CD45+ Lymphozyten von
kleineren Ereignissen und Debris abgrenzt (Region G), wie im Bild rechts gezeigt.

Region G

Region F 99,1

838

Side Scatter [(Signal Area)
Sice Scatter [Signal Area)

Forward Scatter [Signal Height)
CD4A5 FITC
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Abbildung 5 Kopieren Sie das Gate der Region G mit den Lymphozyten aus Abb. 4 (rechtes
Bild) und fuigen Sie die Region (Region H) in das Punktdiagramm SSC-A vs. FSC-H ein, das
die Ereignisse der Region F enthélt, um die CD34+ Stammzellen von kleineren Ereignissen

und Debris zu unterscheiden. Zellen aus Region F (Abbildung 4), die innerhalb des Gates von

Region H gefunden wurden, stellen echte CD34+ Stammzellen dar.

Region H
87,7

Side Scatter (Signal Area)

Forward Scatter [Signal Height)
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Berechnung und Interpretation analytischer Ergebnisse -
Einzelplattformmethode

Verwenden Sie die folgenden Gleichungen fiir die prozentuale und absolute
Z3hlung lebender CD34*-Stammzellen aus allen lebenden Leukozyten.

Absolute Zihlung lebender CD34*-Stammezellen pro 1 ul Blutmaterial:

RegionH P
CD34*Abs = ———— X=X DF
RegionE 'V
Bestimmung der absoluten Leukozytenzahl pro 1 ul Blutmaterial
RegionB P
WBC Abs = ———— X=X DF
RegionE V
Bestimmung des Anteils lebender CD347 -Stammzellen aller lebenden Leukozyten:
CD34%*Abs
% CD34% =

WBC Abs * 100
CD34* Abs  Absolute Zahl lebender CD34*-Stammzellen pro 1 ul Blutmaterial

WBC Abs Absolute Zahl lebender Leukozyten pro 1 ul Blutmaterial

% CD34* Prozentsatz lebender CD34*-Stammzellen aller lebenden Leukozyten
Region B Anzahl der Ereignisse in Region B (Leukozyten)

Region H echte CD34*-Stammzellen

Region E Anzahl der Ereignisse in Region E (Mikropartikel)

P Anzahl der Mikropartikel pro Test (im Reagenzglas vorhanden),
angegeben vom Hersteller der Mikropartikel

74 Probenvolumen - 100 pl

DF Verdiinnungsfaktor (Verdiinnung der Probe vor dem Farben); DF = 2

bedeutet, dass 1 Teil Blutmaterial (100 pl) mit 1 Teil PBS mit 0,5 %
BSA (100 pl) verdiinnt wurde.

Berechnung und Interpretation analytischer Ergebnisse -
Doppelplattformmethode

Verwenden Sie ein Hamatologie-Analysegerat, um die Leukozytenzahl pro ul-
Probe zu bestimmen. Beachten Sie die Anweisungen des Herstellers des
Hamatologie-Analysegerats.

Verwenden Sie die folgenden Gleichungen fiir die prozentuale und absolute

Z3hlung lebender CD34*-Stammzellen aus allen lebenden Leukozyten.

Absolute Zihlung lebender CD347-Stammzellen pro 1 ul Blutmaterial:
Region H

CD34%Abs = W X WBC Abs X DF
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Bestimmung des Anteils lebender CD347-Stammzellen aller lebenden Leukozyten:
Region H
% CD34" = ——— x 100
Region B
CD34* Abs Absolute Zahl lebender CD34*-Stammzellen pro 1 ul Blutmaterial
WBC Abs Absolute Zahl lebender Leukozyten pro 1 pl-Blutmaterial, bestimmt
mit einem Hamatologie-Analysegerat

% CD34*  Prozentsatz lebender CD34*-Stammzellen aller lebenden Leukozyten
Region B Anzahl der Ereignisse in Region B (Leukozyten)
Region H  Anzahl echter CD34*-Stammzellen

DF Verdiinnungsfaktor (Verdiinnung der Probe vor dem Farben); DF = 2
bedeutet, dass 1 Teil Blutmaterial (100 ul) mit 1 Teil PBS mit 0,5 %
BSA (100 pl) verdiinnt wurde.

11. Analytische Leistung

Spezifitit

Der Antikrper MEM-28 erkennt alle Leukozyten-Isoformen des menschlichen
CD45 (Protein-Tyrosin-Phosphatase-Rezeptor Typ C). Die Spezifitat des
Antikérpers wurde durch einen HLDA-Workshop bestatigt (Workshop HLDA Il ),

Der Antikorper 4H11[APG] erkennt das Klasse-IlI-Epitop des menschlichen CD34-
Antigens (Mucosialin). Die Spezifitat des Antikérpers wurde durch einen HLDA-
Workshop bestitigt (Workshop HLDA'V @),

Genauigkeit

Die Genauigkeit der Methode wurde durch einen Vergleich des CD34
QuantiFlowEx Kits mit dhnlichen, auf dem Markt erhéltlichen Produkten (BD Stem
Cell Enumeration Kit, Kat. Nr. 344563) durch parallele Farbung von 34 Blut- oder
Gewebeproben, die sowohl mit BD FACSLyric™-Durchflusszytometern als auch mit
Sysmex XF-1600-Durchflusszytometern analysiert wurden (Tabelle 3, 4), sowie mit
anderen gut dokumentierten, anerkannten Methoden durch parallele Farbung von
75 Blut- oder Gewebeproben, die mit BD FACSCanto™ -1l Durchflusszytometern
oder Beckman Coulter Navios-Durchflusszytometern analysiert wurden (Tabelle 5,
6, 7), bestimmt.

Die Parameter der linearen Regressionsanalyse sind in Tabelle 3-7 aufgefiihrt.
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Tabelle 3 Lineare Regressionsanalyse fir CD34+-Stammzellen bei Spendern (Vergleich des
Gerats CD34 QuantiFlowEx Kit mit dem IVD-Produkt BD Stem Cell Enumeration Kit.
(Kat. Nr. 344563), analysiert mit dem BD FACSLyric™-Durchflusszytometer.

Vergleich mit dem BD Stem Cell Enumeration Kit

BD FACSLyric™

Zielpopulation Einheit n | Steigung | Schnittpunkt r2 Bereich

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

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

Tabelle 4 Lineare Regressionsanalyse fiir CD34+-Stammzellen bei Spendern (Vergleich des
Gerats CD34 QuantiFlowEx Kit mit dem IVD-Produkt BD Stem Cell Enumeration Kit
(Kat. Nr. 344563) analysiert mit dem Sysmex XF-1600-Durchflusszytometer.

Vergleich mit dem BD Stem Cell Enumeration Kit

Sysmex XF-1600

2

Zielpopulation Einheit n | Steigung | Schnittpunkt r Bereich

% 34 | 0,9600 0,0473 0,9572| 0,22-1,28
CD34*CD45dim

Zellen/pl| 34 | 1,0233 -2,3868 |0,9977 22-5035

Tabelle 5 Lineare Regressionsanalyse fir CD34+ Stammzellen in peripherem Blut (Vergleich
des CD34 QuantiFlowEx Kits mit der anerkannten klinischen Labormethode - ein Cocktail
aus einfarbigen konjugierten Antikérpern verschiedener Hersteller in Kombination mit einer

Lysierlésung auf Amoniumchloridbasis, die mit einem BD FACSCanto™-II
Durchflusszytometer oder einem Beckman Coulter Navios-Durchflusszytometer analysiert
wurde.

Vergleich mit anerkannter Methode

Peripheres Blut

Zielpopulation Einheit n | Steigung | Schnittpunkt r Bereich

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

Zellen/pl | 30 | 0,9757 -0,4106 |0,9947| 0,24-468
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Tabelle 6 Lineare Regressionsanalyse flir CD34+-Stammzellen in Leukaphereseprodukten
(Vergleich des CD34 QuantiFlowEx Kits mit der anerkannten klinischen Labormethode - ein
Cocktail aus einfarbigen konjugierten Antikorpern verschiedener Hersteller in Kombination
mit einer Lysierlésung auf Amoniumchloridbasis, die mit einem BD FACSCanto™-I|
Durchflusszytometer oder einem Beckman Coulter Navios-Durchflusszytometer analysiert
wurde.

Vergleich mit anerkannter Methode

Leukaphereseprodukte (PBSC)

Zielpopulation Einheit n | Steigung | Schnittpunkt r2 Bereich
% 25 | 0,9999 -0,0061 |0,9925| 0,81-10,56
Zellen/ul| 25 | 0,9844 45,762 0,9918 | 1392-17497

CD34*CD45dim

Tabelle 7 Lineare Regressionsanalyse fir CD34+-Stammzellen in Knochenmark (Vergleich
des CD34 QuantiFlowEx Kits mit der anerkannten klinischen Labormethode - ein Cocktail
aus einfarbigen konjugierten Antikdrpern verschiedener Hersteller in Kombination mit einer
Lysierlésung auf Amoniumchloridbasis, die mit einem BD FACSCanto™-II
Durchflusszytometer oder einem Beckman Coulter Navios-Durchflusszytometer analysiert
wurde.

Vergleich mit anerkannter Methode

Knochenmark
Zielpopulation Einheit n | Steigung | Schnittpunkt r2 Bereich
% 20 | 0,9385 0,0467 0,9954| 0,24-3,14

CD34*CD45dim

Zellen/pl| 20 1,028 -4,1351 | 0,9991 47-1708

Linearitat

Die Linearitat der Methode wurde an einem ,Buffy Coat“-Blutderivat eines
gesunden Blutspenders Gberpriift, das mit 11 aufeinanderfolgenden (seriellen; 2-
fachen) Verdiinnungen von CD34+-Zellen (KG-1) innerhalb eines Tages von einem
Bediener auf einem BD FACSCanto™-Durchflusszytometer analysiert wurde. Die
lineare Regression wurde fiir die Bewertung des erwarteten Wertes gegen den
mittleren wiedergefundenen Wert bei jeder Verdiinnung verwendet. Der
Linearitatsbereich ist in Tabelle 8 aufgefihrt.
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Tabelle 8 Linearitat des Gerats auf BD FACSCanto™
BD FACSCanto™

Zielpopulation Einheit | Steigung | Schnittpunkt r2 Bereich
CD34*CD45dim Zellen/ul | 1,0648 4,4804 1,0000 3,64-2862

Wiederholbarkeit
Die Wiederholbarkeit des Testverfahrens wurde an 10 Blutproben in Hexaplikaten
gemessen. Die Proben wurden mit dem Durchflusszytometer BD FACSLyric™ und

dem Durchflusszytometer Sysmex XF-1600 analysiert. Die Variationskoeffizienten
(CV) sind in den folgenden Tabellen aufgefihrt (Tabelle 9 und 10).

Tabelle9 Wiederholbarkeit des Gerats auf BD FACSLyric™

BD FACSLyric™

Zielpopulation Einheit n Durchschnitt SD CV (%)

% 10 1,21 0,051 4,31

CD34*CD45dim

Zellen/ul 10 334 109 33

Tabelle 10 Wiederholbarkeit des Gerats auf Sysmex XF-1600

Sysmex XF-1600

Zielpopulation Einheit n Durchschnitt SD CV (%)
% 10 1,6 0,103 4,67
CD34*CD45dim
Zellen/ul 10 448 166 37

Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit des Tests wurde an einer stabilisierten Blutprobe gemessen
(CD-Chex CD34, Level 3) unter den gleichen Bedingungen fiir 15 Tage. Die Proben
wurden mit dem Durchflusszytometer BD FACSLyric™ und dem
Durchflusszytometer Sysmex XF-1600 analysiert. Die Variationskoeffizienten (CV)
sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt (Tabelle 11 und 12).
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Tabelle 11 Reproduzierbarkeit des Gerats auf BD FACSLyric™

Reproduzierbarkeit - BD FACSLyric™

Zielpopulation Erwarteter Erhaltener o
Mittelwert (%) | Mittelwert (%) | 0 CV (%)
CD34*CD45dim 1,65 1,67 0,0004 2,42

Tabelle 12 Reproduzierbarkeit des Gerats auf Sysmex XF-1600

Reproduzierbarkeit - Sysmex XF-1600

Zielpopulation Erwarteter Erhaltener o
Mittelwert (%) | Mittelwert (%) D CV (%)
CD34*CD45dim 1,65 1,66 0,0004 2,66

12. Klinische Leistung

Klinische Daten wurden an einer klinischen Einrichtung erhoben. Die klinische
Leistung des Gerats ED7080 wurde durch Vergleich des CD34 QuantiFlowEx Kits
mit der internen Methode eines anerkannten klinischen Labors bestimmt. 75
Proben, darunter peripheres Blut, Leukaphereseprodukte und
Knochenmarksproben, wurden getestet. Basierend auf den gewonnenen Daten
wurde eine 100%ige Ubereinstimmung bei der anschlieBenden Behandlung des
Patienten zwischen den Methoden festgestellt.

13. Erwartete Werte

Das Geriét ist fir den Nachweis und die Zahlung aller lebensfahigen
hamatopoetischen Stammzellen vorgesehen und stellt selbst keine Diagnose. Die
Beurteilung der Probenqualitit hidngt von der beabsichtigten Anwendung ab.

Fir drei Probentypen werden die aus klinischen Studien ermittelten Wertebereiche
in Abschnitt 11 (Analyseleistung), Teil ,Genauigkeit", dargestellt.

14. Stérende Substanzen und Einschrankungen

Das Gerit ist nicht fiir die Identifizierung und Zahlung von mesenchymalen,
neuralen, epithelialen und Hautstammzellen vorgesehen.
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16. Marken

BD FACSCanto™, Trucount™, FlowJo™ sind eingetragene Marken von Becton,
Dickinson and Company, CD-Chex CD34 ® ist eine eingetragene Marke von Streck,
Navios™, Flow-Count™ Fluorospheres sind eingetragene Marken von Beckman
Coulter.

17. Revisionsverlauf

Version 4, ED7080_IFU_v4

Nabelschnurblut wurde aus der Geratefunktion gestrichen, im Abschnitt
Erforderliche Materialien und Ausriistung (Kapitel 5 und 6) wurde eine
Unterteilung in Einzel- und Doppelplattformmethode vorgenommen, Fehler in der
Gating-Strategie korrigiert, Anderungen in den Kapiteln 11, 12 und 13
(Hinzufligung von analytischen und klinischen Daten), Zitate hinzugeftigt.

Die Gating-Strategie fur CD34 Stammzellen wurde Uiberarbeitet. Region H (echte
CD34+ Stammzellen) wurde vollstandig spezifiziert.

Seite 15: Korrektur der Formel zur Berechnung der absoluten Zahl.

18. Hersteller

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341
25250 Vestec
Tschechische Republik
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Kontaktinformationen
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

19. Autorisierte Vertreter
N/A

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