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1. Przeznaczenie

DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit jest przeznaczony do wykrywania z
duza czutoscia i oznaczania liczby komoérek z niedoborem glikozylo-fosfatydylo-
inozytolu (GPI) w ludzkiej krwi petnej za pomocg cytometrii przeptywowe;j.

Co jest wykrywane i/lub mierzone
Urzadzenie DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit wykrywa i zlicza komorki z
niedoborem glikozylo-fosfatydylo-inozytolu (GPI) (klony PNH) jako procent:

e Komorkek CD59 dim lub CD59- ze wszystkich erytrocytéw (CD235a+)

e Komoérek CD59 dim lub CD59- ze wszystkich iRBCs (CD235a+CD71+4)

e Komoérek CD14-, CD157- i zakotwiczonych w GPI ze wszystkich
monocytow (CD45+CDé4+)

e Komoérek CD24-, CD157- i i zakotwiczonych w GPI ze wszystkich neutrofili
(CD45+CD15+)

Funkcja urzadzenia

Urzadzenie przeznaczone jest do diagnozowania i monitorowania pacjentéw
cierpigcych lub podejrzewanych o napadowg nocng hemoglobinurie (PNH) i
zaburzenia pokrewne (.

Kontekst stanu fizjologicznego lub patologicznego

Napadowa nocna hemoglobinuria (PNH) jest rzadkim zaburzeniem
hematopoetycznym komérek macierzystych, ktére jest konsekwencja
nieztos$liwego klonalnego namnazania sie komérek z somatyczng mutacjg genu
PIGA (ang. Phosphatidylonositol Glycan Anchor Biosynthesis Class A). Mutacje
genu PIGA skutkujg niezdolnoscig do ekspresji biatek powierzchniowych komérek
zakotwiczonych w glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI).

Urzadzenie jest przeznaczone do wykrywania neutrofili i monocytéw z
niedoborem GPI M) oraz erytrocytéw z catkowitym (Typ Ill) i czeéciowym (Typ II)
niedoborem GPI 23456 w celu oceny wielkosci klonu PNH.

Ponadto urzadzenie wykrywa iRBCs z niedoborem GPI (niedojrzate erytrocyty) u
pacjentéow poddawanych transfuzji krwi, gdy erytrocyty PNH s3 trudne do
okreslenia ),

Rodzaj testu

Nie zautomatyzowany

llosciowy
Wymagany rodzaj prébki

Prébka ludzkiej petnej krwi obwodowej z antykoagulantem (EDTA, heparyna,
cytrynian) @
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Populacja testowa
Pacjenci z:

e laboratoryjnymi markerami hemolizy, gdy wykluczono inne, czestsze
przyczyny hemolizy,

niewyjasnionymi zakrzepami w mtodym wieku,

stwierdzong zakrzepicg w nietypowym miejscu,

wrodzong lub nabyta niedokrwistoscia aplastyczng (AA),

zespotem mielodysplastycznym (MDS),

niewyjasniong cytopenia, w przypadku ktérej AA lub MDS stanowig
diagnostyke roéznicowa ¥

2. Uzytkownik

Urzadzenie jest przeznaczone wytgcznie do profesjonalnego uzytku
laboratoryjnego. Nie do badan przytézkowych ani nie do samodzielnego
wykonywania testow.

Wymagania dotyczace kwalifikacji

Docelowy uzytkownik powinien posiada¢ najnowosza wiedze specjalistyczng w
zakresie analizy cytometrii przeptywowej komoérek ludzkich, standardowych
technik laboratoryjnych, w tym umiejetnosci pipetowania oraz bezpiecznego i
witasciwego obchodzenia sie z prébkami pobranymi z organizmu ludzkiego.

Docelowy uzytkownik musi przestrzega¢ normy EN ISO 15189 lub innych norm
krajowych jesli takowe istnieja.

3. Zasada testu

Zasada testu opiera sie na wykrywaniu kotwicy GPI i biatek zakotwiczonych w GPI
na powierzchni ludzkich komérek krwi. Zastosowane w tescie przeciwciata
monoklonalne i rekombinowana proaerolizyna sg znakowane réznymi
fluorochromami, ktore sg wzbudzane wigzka laserowg z cytometru
przeptywowego podczas pobierania wybarwionej prébki krwi. PéZniejsza
fluorescencja (emisja $wiatta) kazdego fluorochromu obecnego w pobranej
komérce krwi jest zbierana i analizowana przez urzadzenie. Intensywno$¢
fluorescencji jest wprost proporcjonalna do gestosci ekspresji antygenu w
komérce, co pozwala na rozdzielenie réznych podzbioréw komérek.

4. Dostarczone odczynniki

Zawartos¢
Urzadzenie DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit, wystarczajace do zbadania
25 pacjentéw, dostarczane jest z nastepujgcymi odczynnikami:
PNH High-Sensitivity Assay (25 woreczkéw). Kazdy woreczek sktada sie z
1 jednorazowej probdéwki z korkiem oznaczonej kolorem (cyjanowy pasek)
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PNH WBC 7-color (ED7750-1) i 1 jednorazowej kolorowej probéwki z korkiem
oznaczonej kolorem (czerwony pasek) PNH RBC 3-color (ED7750-2),
zawierajacych wstepnie zmieszane kombinacje odczynnikéw znakowanych
fluorochromem, wysuszonych ze sktadnikami stabilizujgcymi jako warstwa na dnie
probéwek (12 x 75 mm), patrz tabela 1i 2.

Lysing Solution ED7750-3 (1 butelka) zawierajagcy 15 ml stezonego (10X) roztworu
buforowego na bazie formaldehydu.

PNH Compensation Set ED7750-4 (1 woreczek) zawierajacy 10 zakorkowanych
probéwek jednorazowego uzytku, z ktérych kazda zawiera pojedynczy odczynnik
znakowany fluorochromem wysuszony ze sktadnikami stabilizujgcymi jako
warstwa na dnie probowki (12 x 75 mm).

UWAGA: zestaw kompensacji PNH jest przeznaczony wytacznie do
konfiguracji kompensacji. Pojedyncze odczynniki znakowane fluorochromem
(patrz tabela 1 i tabela 2) umozliwiaja tatwa i doktadna procedure kompensacji.

Sktad
Tabelal Opis sktadnikéw aktywnych PNH WBC 7-color

Antygen Fluorochrom Klon Izotyp
(pliggvev:gTiz?/iL) Alexa Fluor®488 Nie dotyczy Nie dotyczy
CD157 PE SY11B5 IgG1l
CD45 PerCP-Cy™5.5 2D1 lgG1l
CD64 PE-Cy™7 101 lgG1l
CD24 APC SN3 IgG1
CD14 APC-Cy™7 MEM-15 IgG1l
CD15 Pacific Blue™ MEM-158 IgM

Tabela2 Opis sktadnikéw aktywnych PNH RBC 3-color

Antygen Fluorochrom Klon Izotyp
CD235a FITC JC159 lgG1l
CD59 PE MEM-43 IgG2a
CD71 APC MEM-75 IgG1
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5. Materiaty wymagane, nie bedace w zestawie

Woda dejonizowana (do odczynnikow)
Sél fizjologiczna buforowana fosforanami (1X PBS), pH 7,2 - 7,4

Czastki kompensacyjne cytometrii przeptywowej (zestaw Spherotech SPHERO™
COMPtrol, nr kat. CMIgP-50-3K lub réwnowazne czastki kompensacyjne)

6. Wymagany osprzet
Pipeta automatyczna z jednorazowymi koncéwkami (100 ul - 5 ml) do
pipetowania prébek i odczynnikéw

Dozownik lub pipeta do ptynéw z jednorazowymi kornnicéwkami (2 ml) do
dozowania roztworu do lizy erytrocytow

Mieszadto wirowe

Stozkowe polipropylenowe probéwki wiréwkowe (15 ml lub 50 ml) do
przygotowania prébek

Wiréwka z odpowiednimi adapterami rotora do probéwek okragtodennych
12x 75 mm

Cytometr przeptywowy z trzema laserowymi zrodtami wzbudzenia (488 nm, ~635
nm i 405 nm), detektorami rozpraszania, filtrami optycznymi i detektorami emisji
odpowiednimi do zbierania sygnatéw z fluorochroméw przedstawionych w tabeli 3

Tabela3 Charakterystyka widmowa fluorochroméw zastosowanych w urzadzeniu

Fluorochrom Wzbudzenie [nm] Emisja [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

UWAGA: urzadzenie zostato przetestowane na cytometrach

przeptywowych BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences), BD FACSLyric™
(BD Biosciences), Navios EX (Beckman Coulter), DxFLEX (Beckman

Coulter).
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7. Przechowywanie

Przechowywad w temperaturze 20-30°C.
Unikac¢ dtugotrwatej ekspozycji na $wiatto.
Utrzymywac w suchosci.

UWAGA: produkt wrazliwy na wilgo¢. Nie otwiera¢ woreczka foliowego przed
pierwszym uzyciem.

Informacje na temat warunkéw przechowywania i stabilnosci roztworow
roboczych (w stosownych przypadkach) znajduja sie w punkcie 10. Procedura
(Przygotowanie dostarczonych odczynnikow).

8. Ostrzezenia, srodki ostroznosci i ograniczenia uzytkowania
Klasyfikacja zagrozen GHS

OSTRZEZENIE: Lysing Solution (ED7750-3) zawiera formaldehyd (nr CAS
50-00-0) i metanol (nr CAS 67-56-1) w stezeniach sklasyfikowanych jako
niebezpieczne.

Elementy etykiety | Hasto ostrzegawcze

Niebezpieczenstwo

Zwroty H302: Dziata szkodliwie po potknieciu.
wskazujace rodzaj | H315: Dziata draznigco na skore.
zagrozenia H317: Moze powodowac reakcje alergiczng skoéry.

H319: Dziata draznigco na oczy.

H331: Dziata toksycznie w nastepstwie wdychania.

H335: Moze powodowac podraznienie drég oddechowych.
H341: Podejrzewa sie, ze powoduje wady genetyczne.
H350: Moze powodowac raka.

H371: Moze powodowac uszkodzenie narzagdow.

H373: Moze powodowac uszkodzenie nerek poprzez
dtugotrwate lub narazenie powtarzane po potknieciu.
EUHOQ71: Dziata zraco na drogi oddechowe.

Zwroty P201: Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi srodkami
wskazujace srodki | ostroznosci.
ostroznosci P260: Nie wdychac par.
P280: Stosowac rekawice ochronne/ochrone oczu/ochrone
twarzy.
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P308+P313: W przypadku narazenia lub stycznosci: Zasiegnac
porady/zgtosic sie pod opieke lekarza.

P403+P233: Przechowywac w dobrze wentylowanym miejscu.
Przechowywac pojemnik szczelnie zamkniety.

Zapoznaj sie z kartg charakterystyki (SDS) dostepna na stronie produktu pod
adresem www.exbio.cz, aby uzyskac petne informacje na temat zagrozen
stwarzanych przez substancje chemiczne i mieszaniny zawarte w produkcie oraz
jak nalezy sie z nimi obchodzi¢ i jak je utylizowac.

Zagrozenie biologiczne

Ludzkie probki biologiczne i probki krwi oraz wszelkie materiaty majace z nimi
kontakt s3 zawsze uwazane za materiaty zakazne.

Stosowac $Srodki ochrony osobistej i bezpieczenstwa, aby unikna¢ kontaktu ze
skéra, oczami i btonami Sluzowymi.

Postepuj zgodnie ze wszystkimi obowigzujagcymi przepisami prawa, regulacjami i
procedurami dotyczacymi obchodzenia sie z materiatami zakaznymi i ich usuwania.
Oznaki pogorszenia jakosci

Normalny wyglad dostarczonego odczynnika to przezroczysta wysuszona warstwa
na dnie probéwki. Nie uzywac¢ odczynnika w przypadku zaobserwowania

jakichkolwiek zmian w wygladzie, na przyktad obecnosci wilgoci wewnatrz
probéwki.

Ograniczenie uzytkowania
Nie stosowac po uptywie daty waznosci podanej na etykiecie produktu.

Nie uzywacé ponownie probdéwek.
9. Prébka

Stosowac zylng krew obwodowa pobrang do pojemnika na prébki
sklasyfikowanego jako wyréb medyczny, z antykoagulantem EDTA, heparyna lub
ACD (kwas cytrynowo-dekstrozowy) (.

Uzywacé wytacznie prébki niepoddane obrébce. Nie uzywac wstepnie lizowanych,
przemytych ani rozcieficzonych prébek.

Przetworzy¢ probke krwi w ciggu 48 godzin od pobrania. Przechowywac probke w
temperaturze laboratoryjnej (20-25°C), jesli bedzie ona przetwarzana w ciggu 24
godzin. Jesli przetwarzanie jest opdznione powyzej 24 godzin, ale w ciggu 48
godzin, nalezy schtodzi¢ probke @,

Interferencja endogenna

Na podstawie badan literatury naukowej w Tabeli 4 przedstawiono endogenne
zrédta zaktécen.
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Tabela4 Endogenna interferencja urzadzenia

Interferencja Wptyw Odhniesienie
endogenna
Albumina Albumina w duzych stezeniach moze 9,10, 11
zaktdcac wyniki testu ze wzgledu na swoja
zdolno$¢ wigzania i uwalniania duzych ilosci
ligandow.
Bilirubina (z6tta) | Bilirubina zwieksza tto fluorescencji 12,13, 14
(niesprzezona) komorek ze wzgledu na swojg wysoka
autofluorescencje.
Pozostatosci Pozostatosci komorek mogg powodowac 15,16
komorek (po niedoktadnos¢ pomiaru liczby komoérek i
lizie) zmniejszenie ilosci przeciwciat w
urzadzeniu.
Erytrocyty Niewystarczajaca liza, obecnosc 17
czerwonych krwinek w prébce moze
skutkowac btednym liczeniem komorek.
Hemoglobina Zhemolizowane prébki moga dawac 18
niewiarygodne wyniki.
Ludzkie Moze to mie¢ wptyw na funkcjonalnos¢ 19
przeciwciata urzadzenia (zdolno$¢ wiagzania sie z
przeciw mysim antygenami na powierzchni komorki).
Immunoglobuliny | Moze to wptywac na liczbe podgrup 12
limfocytéw.
Czynniki Obecnos¢ czynnika reumatoidalnego 20
reumatoidalne zaktéca wyniki testow MIA
(multipleksowych testow
immunoenzymatycznych).
Trojglicerydy Woysokie stezenie lipidow we krwi moze 21

mie¢ wptyw na wyniki analizy metoda
cytometrii przeptywowej niektérych
populacji komorek krwi.

Zaktdcenia egzogenne
Zgodnie z opublikowanymi pracami Sutherlanda i in. ) czerwone krwinki
pochodzace z transfuzji krwi stanowig gtowne zrédto zaktécen w analizie PNH u
pacjentow z duzym klonem PNH doswiadczajgcych hemolizy pozanaczyniowe;.
Zdrowe erytrocyty otrzymane drogg transfuzji maja istotny wptyw na
monitorowanie klonu PNH w linii czerwonych krwinek (RBC). Dodanie CD71
znaczaco poprawia mozliwosc¢ analizy rozmiarow klonéw PNH w linii RBC,
niezaleznie od stanu hemolitycznego pacjenta i/lub statusu transfuz;ji.
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Urzadzenie DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit rozwigzuje ten problem
zgodnie z wczesniej wymienionymi wytycznymi, oferujac antygen CD71 do
identyfikacji niedojrzatych czerwonych krwinek (iRBC), przy czym iRBC dokonuja
rowniez ekspresji zakotwiczonego w GPI antygenu CD59. W workach do transfuzji
iRBC s3 zwykle obecne w bardzo matej ilosci @2 . Z drugiej strony, u pacjentéw
doswiadczajgcych hemolizy pozanaczyniowej spowodowanej PNH liczba iRBCs
jest zwiekszona z powodu szybkiej utraty erytrocytéw 23 . Dzieki dodaniu
monoklonalnego przeciwciata CD71 do identyfikacji iRBC lekarz moze doktadniej
monitorowac postep PNH, zgtaszany jako utrata antygenu CD59 na iRBC,
eliminujac interferencje z egzogennymi RBC z workéw transfuzyjnych. Zestaw
DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit zawiera przeciwciata przeciwko
ludzkiemu CD71 i pozwala na wykorzystanie najnowszych wytycznych
dotyczacych wykrywania i iloSciowego oznaczania klonéw PNH.

10.Procedura
Przygotowanie dostarczonych odczynnikéow
PNH High-Sensitivity Assay

Nie jest wymagane Zadne przygotowanie odczynnikéw dostarczanych w
probéwkach, wytacznie do jednorazowego uzytku.

Lysing Solution
Przed uzyciem nalezy doprowadzi¢ odczynnik do temperatury pokojowe;j.

Odczynnik ma 10-krotne stezenie i przed uzyciem nalezy go rozcienczy¢ woda
dejonizowang stosowac (1 czes¢ stezonego roztworu na 9 czesci wody
dejonizowanej). Po otwarciu odczynnik zachowuje swoje wtasciwosci uzytkowe do
daty waznosci, pod warunkiem przechowywania w podanych warunkach w
oryginalnym opakowaniu podstawowym.

Rozcienczony roztwor lizujacy (1X) jest stabilny przez 1 miesiac, jesli jest
przechowywany w dozowniku lub w zamknietym pojemniku w temperaturze
pokojowej.

Przygotowanie wymaganych, a nie zawartych w zestawie materiatéw
Czasteczki kompensacyjne

Przygotowad roztwoér roboczy czgstek kompensacyjnych cytometrii przeptywowej
zgodnie z instrukcjami producenta.

Konfiguracja kompensacji

Uzyskaj probéwki z zestawem kompensacyjnym przy uzyciu tej samej konfiguracji
cytometru przeptywowego, przed analiza barwionych probéwek PNH RBC 3-color
i PNH WBC 7-color.
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UWAGA: procedury konfiguracji kompensacji PNH RBC 3-color i PNH WBC
7-color réznig sie rodzajem przygotowania prébki i barwieniem prébki.

Probéwki kompensacyjne PNH RBC 3-color (czerwony pasek)

Doda¢ zestaw SPHERO™ COMPtrol Kit lub réwnowazne czasteczki
kompensacyjne na dno kazdej jednokolorowej probéwki kompensacyjnej.

Mieszad i inkubowac przez 20 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

Doda¢ 4 ml 1X PBS do kazdej probéwki kompensacyjnej. Wirowac przez 5
minut z predkoscig 300xg.

Odrzuci¢ ciecz sklarowana nad osadem bez naruszania czastek
kompensacyjnych i doda¢ 0,1 ml 1X PBS do kazdej probéwki kompensacyjnej.

Ustawi¢ napiecia na detektorach fluorescencji przed analizg wybarwionych
probek. Napiecie na detektorze PMT powinno by¢ ustawione na tyle wysoko,
aby jak najmniej zdarzen wybarwionych ujemnie zaktécato kanat O na osi
fluorescencji. Rowniez napiecie detektora PMT nie powinno przekraczaé
wartosci, przy ktérych dodatnie zdarzenia sg dociskane do prawe;j osi.

Natychmiast pobrac zabarwione probéwki kompensacyjne za pomoca
cytometru przeptywowego.

Obliczy¢ macierz kompensacji PNH RBC 3-color w oprogramowaniu
cytometrycznym opracowanym przez producenta lub w oprogramowaniu
przeznaczonym do analizy danych z cytometrii offline. Uzy¢ tej macierzy
kompensacji dla wszystkich probéwek z tej serii PNH RBC 3-color.

UWAGA: po dokonaniu ustawien dla okreslonej partii PNH RBC 3-color nie
nalezy zmienia¢ ustawien detektorow fluorescencyjnych, aby zachowac te
same ustawienia akwizycji macierzy kompensacji i wyniki kompensacji.

Probéwki kompensacyjne PNH WBC 7-color (pasek cyjan)

Dodac¢ 50 pl dejonizowanej wody na dno kazdej jednokolorowej probéwki
kompensacyjnej i energicznie wirowac przez 7-10 sekund.

Dodac¢ 100 ul petnej krwi obwodowej do kazdej jednokolorowej probowki
kompensacyjnej i energicznie wymieszac.

Inkubowac przez 20 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

Doda¢ 2 ml rozcienczonego (1X) Lysing Solution do kazdej probowki
kompensacyjnej.

Inkubowac przez 10 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci.
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10.

Wirowaé przez 5 minut z predkoscig 300xg, odrzuci¢ sklarowany ptyn zebrany
nad osadem i ponownie zawiesi¢ osad komérek w 2 ml 1X PBS.

Wirowaé przez 5 minut z predkoscig 300xg, odrzuci¢ sklarowany ptyn zebrany
nad osadem i ponownie zawiesi¢ osad komérek w 0,2 ml 1X PBS.

Ustawi¢ napiecia na detektorach fluorescencji przed analizg wybarwionych
probek. Napiecie na detektorze PMT powinno by¢ ustawione na tyle wysoko,
aby jak najmniej zdarzen wybarwionych ujemnie zaktécato kanat O na osi
fluorescencji. Rowniez napiecie detektora PMT nie powinno przekraczaé
wartosci, przy ktérych dodatnie zdarzenia sg dociskane do prawe;j osi.

Natychmiast pobrac zabarwione probéwki kompensacyjne za pomoca
cytometru przeptywowego.

Obliczmacierz kompensacji PNH WBC 7-color w oprogramowaniu cytometru
opracowanym przez producenta lub w oprogramowaniu przeznaczonym do
analizy danych cytometrii offline. Uzy¢ tej macierzy kompensacji dla
wszystkich probowek z tej serii PNH WBC 7-color.

UWAGA: po dokonaniu ustawien dla okreslonej partii PNH WBC 7-color nie
nalezy zmienia¢ ustawien detektoréw fluorescencyjnych, aby zachowac te
same ustawienia akwizycji macierzy kompensacji i wyniki kompensacji.

Przygotowanie prébki
Wykrywanie i r6znicowanie klonéw PNH w erytrocytach przy uzyciu probowki
PNH RBC 3-color wymaga przygotowania prébki przed procedura barwienia.

UWAGA: przed obrdébka prébki nalezy upewni¢ sie, ze cytometr zostat
prawidtowo ustawiony.

Polipropylenowa probéwke stozkowa oznakowac identyfikacjg badanej prébki
krwi.

Odpipetowa¢ 10 pl dobrze wymieszanej prébki krwi na dno oznaczonej
probdéwki stozkowe;j.

Rozcienczyc probke krwi 1:100 z 1 ml 1X PBS i mieszaé recznie, kotyszac przez
5 sekund.

UWAGA: w klasycznej postaci PNH dominuje hemoliza wewnatrznaczyniowa.
Przed rozcienczeniem prébki krwi nalezy odnies¢ sie do liczby RBC z
analizatora hematologicznego w celu uzyskania liczby RBC w rozcienczonej
probce krwi w zakresie 3 - 5 x 107 / ml rozciericzonej krwi i dostosowac
wspoétczynnik rozciefnczenia zgodnie z wymaganiami w celu uzyskania
wystarczajacej liczby RBC w cytometrze przeptywowym.

Natychmiast po rozcienczeniu prébki przejs¢ do procedury barwienia prébki.
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Wykrywanie komérek z niedoborem GPI w neutrofilach i monocytach za pomoca
préobéwki PNH WBC 7-color nie wymaga przygotowania preparatu przed
procedurg barwienia.

Barwienie prébki - probéwka PNH RBC 3-color (czerwony pasek)

1.

Oznaczyc¢ probéwke PNH RBC 3-color danymi identyfikacyjnymi badanej
probki krwi.

Odpipetowac 50 pl dobrze wymieszanej, rozcienczonej préobki krwi na dno
probéwki PNH RBC 3-color.

UWAGA: unika¢ pipetowania krwi po $ciance probéwki. Jesli rozmaz lub kropla
krwi pozostanie na Sciance probowki, nie zostanie ona zabarwiona
odczynnikiem, przez co wyniki testu moga by¢ niewazne.

Energicznie wirowaé przez 7-10 sekund.
UWAGA: skrécenie czasu wirowania moze wptynaé na wyniki testu.

Inkubowac¢ probéwke PNH RBC 3-color przez 20 minut w temperaturze
pokojowej w ciemnosci.

5. Doda¢ 4 ml 1X PBS do probéwki PNH RBC 3-color.

6. Wirowac probéwke PNH RBC 3-color przez 5 minut z predkoscig 300xg.

8.

Odrzuci¢ sklarowany ptyn zebrany nad osadem bez naruszania osadu komoérek i
dodac¢ 0,5 ml 1X PBS do probéwki PNH RBC 3-color.

Krotko wirowaé, aby ponownie zawiesi¢ osad komoérkowy.

Pobra¢ wybarwiong préobke za pomoca cytometru przeptywowego. Jesli
zabarwiona prébka nie zostanie pobrana natychmiast, zakreci¢ probéwke i
przechowywac w ciemnosci w temperaturze 2-8°C oraz podda¢ analizie w ciagu 2
godzin.

UWAGA: Rozbij agregaty komérek w zabarwionej prébce, przesuwajac
probéwke 6-10 razy po gornej czesci stojaka na probéwki bezposrednio przed
akwizycjg w cytometrze przeptywowym. Nadmierna ilo$¢ agregatéw RBC moze
wptywac na wyniki testu.

Barwienie preparatu - probéwka PNH WBC 7-color (pasek cyjan)

1.

Oznaczy¢ probéwke PNH WBC 7-color danymi identyfikacyjnymi badanej
probki krwi.

Doda¢ 50 ul wody dejonizowanej do probowki PNH WBC 7-color. Energicznie
wirowac przez 7-10 sekund.

UWAGA: skrécenie czasu wirowania moze wptyna¢ na wyniki testu.
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3. Odpipetowac 100 ul dobrze wymieszanej prébki krwi na dno probéwki PNH
WBC 7-color i energicznie wymieszad.

UWAGA: unika¢ pipetowania krwi po $ciance probéwki. Jesli rozmaz lub kropla
krwi pozostanie na Sciance probowki, nie zostanie ona zabarwiona
odczynnikiem, przez co wyniki testu mogg by¢ niewazne.

4. Inkubowac przez 20 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

5. Doda¢ 2 ml 1X roboczego roztworu do lizy erytrocytéw do probéwki PNH
WBC 7-color.

6. Inkubowaé przez 10 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci.
7. Wirowac probéwke PNH WBC 7-color 5 minut z predko$cig 300xg.

8. Odrzucic¢ sklarowany ptyn zebrany nad osadem bez naruszania osadu komérek i
dodac do probéwki 2 ml 1X PBS.

9. Wirowacé probéwke PNH WBC 7-color 5 minut z predkoscig 300xg.

10.0drzuci¢ sklarowany ptyn zebrany nad osadem bez naruszania osadu komoérek i
dodac do probéwki 0,2 ml 1X PBS.

11.Krétko wirowac, aby ponownie zawiesi¢ osad komérkowy.

Pobra¢ wybarwiong prébke za pomocg cytometru przeptywowego. Jesli
zabarwiona prébka nie zostanie pobrana natychmiast, zakreci¢ probéwke i
przechowywac w ciemnosci w temperaturze 2-8°C oraz poddac¢ analizie w ciggu
24 godzin.

Analiza metoda cytometrii przeptywowej

Cytometr przeptywowy wybrany do uzytku z urzagdzeniem DryFlowEx PNH High-
Sensitivity Assay Kit nalezy rutynowo kalibrowac¢ przy uzyciu mikrokulek
fluorescencyjnych, aby zapewnic stabilng czutos¢ detektoréw zgodnie z
instrukcjami producenta cytometru.

W przypadku niewtasciwej konserwacji cytometr przeptywowy moze dawacé
fatszywe wyniki.

Patrz specyfikacje cytometru producenta dotyczace laseréw i detektoréw
fluorescencyjnych zgodnie z charakterystyka wzbudzenia i emisji fluorochromoéw
w rozdziale 6. Wymagany osprzet.

Do analizy danych pomiarowych mozna wykorzysta¢ oprogramowanie
cytometryczne opracowane przez producenta lub oprogramowanie dedykowane
do analizy danych cytometrycznych offline (np. FlowJo™, VenturiOne®,
Infinicyt™).
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Analiza probéwek kompensacyjnych PNH RBC 3-color (czerwony pasek)
Wizualizuj dane nieskompensowane dla kazdej probéwki kompensacyjnej na
wykresie punktowym rozproszenia bocznego (SSC) w poréwnaniu z
,fluorochromem do skompensowania”. Ustaw bramki dla dodatnich (+) i ujemnych
(-) czastek kompensacyjnych cytometrii, jak pokazano na rysunku 1.

Rysunek 1 Identyfikacja dodatnich (+) i ujemnych (-) cytometrycznych czastek
kompensacyjnych w probéwkach kompensacyjnych (dane zebrane na BD FACSCanto™ II).
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Analiza probéwek kompensacyjnych PNH WBC 7-color (pasek cyjan)

Wizualizuj dane nieskompensowane dla kazdej probéwki kompensacyjnej na
wykresie punktowym rozproszenia bocznego (SSC) w poréwnaniu z
,fluorochromem do skompensowania”. Ustaw bramki dla najbardziej pozytywnych
(+) i najbardziej negatywnych (-) populacji, jak pokazano na rysunku 2.

Rysunek 2

Identyfikacja najbardziej pozytywnych (+) i najbardziej negatywnych (-) zdarzen

w probdéwkach kompensacyjnych (dane zebrane na BD FACSCanto™ II).
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Probéwka PNH RBC 3-color (czerwony pasek)

Ze wzgledu na niska liczbe iRBC w rozciericzonej prébce krwi, do analizy nalezy
pobrac co najmniej 500 000 erytrocytow. Akwizycja = 500 000 zdarzen skutkuje
dtugimi czasami akwizycji. Moze to wptywaé na réwnowage kompleksu wigzacego
przeciwciato-antygen i powodowac spadek fluorescencji CD235a FITC. Zawsze
monitoruj stabilno$¢ intensywnosci fluorescencji w czasie akwizycji (rysunek 3).

Rysunek 3 Sprawdz wszystkie pozyskane zdarzenia na wykresie punktowym, Czas vs.
CD235a FITC (dane pozyskane na BD FACSLyric™).

CD235aFITC

Time

Rysunek 3a Wyswietlenie wszystkich zdarzen z bramki czasowej na wykresie punktowym
FSC-A vs. SSC-A w trybie logarytmicznym (dane pozyskane na urzadzeni BD FACSLyric™).

SSC
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Wizualizacja skompensowanych danych z bramki SSC vs. FSC na wykresie
punktowym w trybie logarytmicznym, gdzie o$ X reprezentuje FSC, a0 Y
intensywnos¢ fluorescencji w kanale FITC. Ustaw bramke ,CD235a+ RBC singlets”
(rysunek 4).

Rysunek 4 Okreslenie pojedynczych RBC CD235a+ (dane uzyskane na BD FACSLyric™).

CD235aFITC
|

Opcjonalnie:

Dla lepszego rozréznienia singletéw mozliwa jest wizualizacja skompensowanych
danych jako histogramu, gdzie o$ X reprezentuje intensywnos¢ fluorescencji w
kanale FITC. Ustaw bramke ,CD235a+ RBC singlets” (Rysunek 4a).

Rysunek 4a Okreslenie pojedynczych RBC CD235a+ (dane uzyskane na BD FACSLyric™).
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Erytrocyty
Wizualizuj singlety CD235a+ RBC na wykresie punktowym CD59 PE wzgledem
CD235a FITC. Rozdzieli¢ zdarzenia na trzy populacje przy uzyciu trzech
odpowiednich bramek (Rysunek 5a, 5b) i obliczy¢ procent zdarzen w regionach
typu |, typu Ili typu lll. W celu lepszego dostosowania regionéw miedzy typem Il i
Il w niektérych sytuacjach przydatny moze by¢ histogram.

Rysunek 5a Pacjent z klonem PNH: A) CD235a+ RBC singlets w dot-plot CD59 PE vs.

CD235a FITC; B) CD235a+ RBC singlets w CD59 PE vs. histogram (dane uzyskane na
BD FACSLyric™).
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Rysunek 5b  Zdrowy dawca: A) CD235a+ RBC singlets w dot-plot CD59 PE vs. CD235a
FITC; B) CD235a+ RBC singlets w CD59 PE vs. histogram (dane uzyskane na
BD FACSLyric™).

A ;] B
10 1
3 25K
= ]
c ]
= ]
@] 4 O 20K
= 107 o ]
- 3 = ]
© o 4
15K
a Typelll  Typell Typel v ]
o~ 3_| 6,83E4 68364 100,0 g ]
') 10 5 .
S E = 10K - Typel
[T} ] 99,8
o 3 o ]
E 5,0K -]
10° 7 ]
- o]
e e e e [T -
3 3 4 5 3 3 4 5
-10 0 10 10 10 -10 0 10 10 10

18/ 41



iRBCs (niedojrzate retikulocyty)

U pacjentéw otrzymujacych transfuzje krwi okreslenie rzeczywistego odsetka RBC
typu Il'i Il PNH moze by¢ trudne. Zdrowe RBC od dawcy krwi krazace w
krwiobiegu pacjenta z PNH wptywajg na doktadnos$¢ oznaczenia odsetka klonu
PNH. Dodanie CD71 moze by¢ pomocne w celu wykluczenia przetoczonych
komérek dawcy (©.

Wizualizacja CD235a+ RBC singlets w dot-plot CD71 APC versus CD235a FITC i
oddzielenie CD71+ iRBC (rysunek 6).

Rysunek 6 Singlety CD235a+ RBC na wykresie punktowym CD71 APC vs. CD235a FITC.
Woyznaczanie iRBCs CD71+ (dane zebrane na BD FACSCLyric™).
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Wizualizacja CD71+ iRBC na wykresie punktowym CD59 PE versus CD235a FITC
oraz na wykresie CD59 PE vs. histogram (rysunek 7). Rozdzieli¢ zdarzenia na trzy
populacje przy uzyciu trzech odpowiednich bramek i obliczy¢ procent zdarzeA w
regionach typu |, typu Il i typu lll.

Rysunek 7 Pacjent z klonem PNH, ale bez transfuzji: A) CD71+ iRBC na wykresie

punktowym CD59 PE vs. CD235a FITC; B) CD71+ iRBC na wykresie CD59 PE vs. histogram
(dane pozyskane na BD FACSLyric™).
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Probéwka PNH WBC 7-color (pasek cyjan)
Pozyska¢ co najmniej 50 000 neutrofilii 10 000 monocytéw, co oznacza co
najmniej 200 000 zdarzen do analizy. Wizualizuj skompensowane dane na
wykresie punktowym rozproszenia bocznego wzgledem intensywnosci
fluorescencji w PerCP-Cy™ 5.5. Ustaw bramke leukocytow CD45+, jak pokazano
na rysunku 8.

Rysunek 8 Wyznaczanie leukocytéw CD45+ (dane zebrane na BD FACSLyric™).
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Monocyty
Wizualizuj leukocyty CD45+ na rozproszonym-wykresie bocznym-wzgledem

CDé64 PE-Cy™7 i rozgranicz monocyty CD64+, jak pokazano na rysunku 9.

Rysunek 9 Wyodrebnienie monocytow CD64+ z leukocytow (dane zebrane na
BD FACSLyric™).
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Wizualizuj monocyty CD64+ na-wykresie punktowym CD157 PE wzgledem CD14
APC-Cy™7 (rysunek 10). Ustaw odpowiednie bramki i oblicz procent populacji
CD157-CD14-.
Rysunek 10 Monocyty CD64+ na wykresie punktowym CD157 PE vs. CD14 APC-Cy™7
(dane zebrane na BD FACSLyric™).

A) pacjent z klonem PNH; B) zdrowy dawca
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Nastepnie zwizualizuj te same monocyty CD64+ na wykresie - punktowym
kotwicy GPI Alexa Fluor® 488 (proaerolizyna) w poréwnaniu z CD14 APC-Cy™7
(rysunek 11). Ustaw odpowiednie bramki i oblicz procent populacji kotwicy
GPI-CD14-.

Rysunek 11 Monocyty CDé4+ na wykresie punktowym kotwicy GPI Alexa Fluor® 488 vs.
CD14 APC-Cy™7 (dane zebrane na BD FACSLyric™).
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Nastepnie zwizualizuj te same monocyty CD64+ na wykresie-punktowym kotwicy
GPI Alexa Fluor® 488 (proaerolizyna) w poréwnaniu z CD157 PE (rysunek 12).
Ustaw odpowiednie bramki i oblicz procent populacji kotwicy GPI- CD157-.

Rysunek 12 Monocyty CD64+ na wykresie punktowym kotwicy GPI Alexa Fluor® 488 vs.
CD157 PE (dane zebrane na BD FACSLyric™). A) pacjent z klonem PNH; B) zdrowy dawca
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Wizualizuj leukocyty CD45+ na rozproszonym wykresie-punktowym bocznym-w
poréwnaniu z CD15 Pacific Blue™ i oddziel neutrofile CD15+, jak pokazano na
rysunku 13.

Rysunek 13 Woyrdznienie neutrofili CD15+ z leukocytéw (dane zebrane na
BD FACSLyric™).
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Zwizualizuj neutrofili CD15+ na wykresie-punktowym CD157 PE w poréwnaniu z
CD24 APC, jak pokazano na rysunku 14. Ustaw odpowiednie bramki i oblicz
procent populacji CD157-CD24-.

Rysunek 14 Neutrofile CD15+ na wykresie-punktowym CD157 PE vs. CD24 APC (dane
zebrane na BD FACSLyric™). A) pacjent z klonem PNH; B) zdrowy dawca
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Nastepnie zwizualizuj te same neutrofile CD15+ na wykresie-punktowym kotwicy

GPI Alexa Fluor® 488 (proaerolizyna) wzgledem CD24 APC, ustaw odpowiednie

bramki i oblicz procent populacji kotwicy GPI- CD24-, jak pokazano na rysunku 15.
Rysunek 15 Neutrofile CD15+ na wykresie-punktowym kotwicy GPI Alexa Fluor® 488 w

poréwnaniu z CD24 APC (dane zebrane na BD FACSLyric™).
A) pacjent z klonem PNH; B) zdrowy dawca
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Nastepnie zwizualizuj te same neutrofile CD15+ na wykresie- punktowym kotwicy
GPI Alexa Fluor® 488 (proaerolizyna) wzgledem CD157 PE, ustaw odpowiednie
bramki i oblicz odsetek populacji kotwicy GPI- CD157-, jak pokazano na rysunku
16.

Rysunek 16 Neutrofile CD15+ w na wykresie-punktowym kotwicy GPI Alexa Fluor® 488

w poréwnaniu z CD157 PE (dane zebrane na BD FACSLyric™).
A) pacjent z klonem PNH; B) zdrowy dawca
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Kontrola wewnetrzna

Aby zweryfikowac napiecie detektora fluorescencji i kompensacje, konieczne jest
sprawdzenie kontroli wewnetrznej (rysunek 18). Na wykresie CD64 PE-Cy™7
versus side scatter nalezy wybrac limfocyty jako populacje kontroli wewnetrznej
(Rysunek 17).
Rysunek 17 Odrdznienie limfocytéw CD64 od leukocytéw (dane uzyskane w
BD FACSLyric™).
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Nastepnie wizualizacja limfocytéw na wykresach punktowych kotwicy GPI Alexa
Fluor® 488 (proaerolizyna) kontra CD24 APC/CD157 PE/CD15 Pacific
Blue™/CD14 PE-Cy™7 w celu weryfikacji ustawien napiecia, kompensacji i
dziatania przeciwciat (rysunek 18).

Rysunek 18 Kontrole wewnetrzne (dane uzyskane na BD FACSLyric™).
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Obliczanie i interpretacja wynikéw analiz
Wyylicz odsetek komérek z niedoborem GPI (majacych fenotyp PNH), patrz
tabela 5.

Tabela5 Fenotypy klonéw PNH

Populacja komérek

macierzystych Fenotyp PNH zgodnie ze strategiag bramkowania

Erytrocyty (Typ ) CD59- CD235a+ (rys. 5)
_E Erytrocyty (Typ Il) CD59 przyciemniony CD235a+ (rys. 5)
o'ou iRBCs (Typ ) CD59- CD235a+CD71+ (rys. 7)
iRBCs (typ II) CD59 przyciemniony CD235a+CD71+ (rys. 7)

CD14- CD157- CD64+ (rys. 10)

Monocyty CD14- kotwica GPI - CD64+ (rys. 11)

CD157- kotwica GPI - CD64+ (rys. 12)

CD24- CD157- CD15+ (rys. 14)

Neutrofile CD24- kotwica GPI - CD15+ (rys. 15)

Probéwka PNH WBC 7-color |Probéwka PNH RBC

CD157- kotwica GPI - CD15+ (rys. 16)
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Tabela 6

Interpretacja wynikéw

Granica wykrywalnosci (LOD) dla proboéwek WBC i RBC podana jako czestosé
rodzicielska (%), obliczona na podstawie 100 pomiaréw n=25 préobek zdrowych
pacjentéw na n=4 réznych platformach cytometrycznych

Cytometr

Fenotyp PNH BD FACS | BD FACS Beckman | Beckman

Lyric™ Canto™ || Coulter Coulter

NAVIOS EX| DX Flex

Probéwka PNH RBC 3-color
CD59- Typ Ili Typ Il RBC 0,005 0,002 0,029 0,049
CD59- iRBCs typu Il'i typu llI 0,240 0,320 0,388 0,562
Probéwka PNH WBC 7-color
CD157- CD14- Monocyty 0,20 0,19 0,14 0,30
Kotwica GPI- CD14- Monocyty 0,08 0,04 0,10 0,17
Kotwica GPI- CD157- Monocyty 0,07 0,06 0,04 0,03
CD157- CD24- Neutrofile 0,02 0,02 0,06 0,03
Kotwica GPI- CD24- Neutrofile 0,03 0,03 0,02 0,02
Kotwica GPI- CD157- Neutrofile 0,01 0,01 0,01 0,01
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Zasady algorytmu raportowania niedoboru GPI ©):

1. Zgtaszanie klonu PNH w probéwce RBC

Populacja komérek

Czestotliwos¢

Woynikajace stwierdzenie i dziatanie ¢

CD59- RBC typu Il +
typu lll

<LOD

,Nie wykryto komérek PNH”

Rzadkie komorki o fenotypie PNH
zarejestrowane ponizej poziomu wykrywalnosci

> 1%

,Obecny klon PNH”
Mozna zgtasza¢ odsetek komédrek

> LOD (tabela 6)
<0,01%©

,Obecnosé¢ komorek PNH”

Rzadkie komorki o fenotypie PNH
zarejestrowane ponizej poziomu kwantyfikacji

2. Zgtoszenie klonu

PNH w probéwce WBC

Populacja komérek

Czestotliwosé (%)

Woynikajace z tego stwierdzenie i
dziatanie (¢

Kotwica GPI- CD14-
Monocyty

<LOD ,Nie wykryto komérek PNH”
Rzadkie komoérki o fenotypie PNH
zarejestrowane ponizej poziomu wykrywalnosci
> 1% ,Obecny klon PNH”

Mozna zgtasza¢ odsetek komérek

> LOD (Tabela 6);
<LLOQ (tabele 13
14)

,Obecnosé komérek PNH”

Mozna zgtasza¢ odsetek komédrek

Kotwica GPI - CD24 -
neutrofile

< LOD ,Nie wykryto komérek PNH”
Rzadkie komérki o fenotypie PNH
zarejestrowane ponizej poziomu wykrywalnosci
>1% ,Obecny klon PNH”

Mozna zgtasza¢ odsetek komédrek

> LOD (Tabela 6);
<LLOQ (tabele 13
14)

,Obecnosé komoérek PNH”

Mozna zgtasza¢ odsetek komédrek

3. Zgtosi¢ wielko$¢ klonu PNH w RBC.

Nalezy poda¢ catkowitg wielko$¢ klonu PNH, a takze wartosci procentowe dla
populacji PNH typu Il i typu lll, wraz z liczbg populacji komérek uzyskang zgodnie z

tabelg 7.

4. Podac wielkos¢ klonu PNH w WBC.

Nalezy poda¢ wielkos¢ klonu PNH w obu liniach — neutrofilach i monocytach.
Klony PNH w WBC wydaja sie skupione i mniej rozproszone niz przypadkowe
zdarzenia podwadjnie ujemne. Monocyty moga wykazywacé wieksze rozmiary

27 /41




klonéw PNH niz neutrofile @. Niedobdr GPI (obecnosé klonu PNH) powinien by¢
wyrazony we wszystkich fenotypach PNH w danym podzbiorze leukocytéow.
Oczekuje sie, ze wszystkie fenotypy monocytow z PNH (tabela 5) bedg barwié
komoérki z niedoborem GPI w podobny sposéb ©. To samo dotyczy

fenotypéw PNH neutrofili.

Terminologia zgtaszania klonu PNH (zgodnie z CLSI H52-A2):

a. Populacja PNH >1%: ,klon PNH”
b. Populacja PNH od 0,1% do 1%: ,pomniejszy klon PNH”
c. Populacja PNH <0,1%: ,rzadkie komérki z fenotypem PNH”

Tabela7 Przyktady mozliwych wynikéw badania (nie od pojedynczego pacjenta) dla
cytometru przeptywowego BD FACLyric™.

Fenotyp Liczba Liczba Czestotliwos¢ | LLOQ Ocena
PNH zdarzen zdarzen w
PNH populacji
rodzicielskiej

CD59- 3 zdarzenia 521023 0,0006% 0,01% © ,Nie wykryto

CD235a+ pojedynczych komédrek PNH"

RBC RBC Rzadkie
komérki o
fenotypie PNH
zarejestrowane
ponizej
poziomu
wykrywalnosci

CD24- 69 851 75849 92,1% 0,088% »Wykryto klon

Kotwica zdarzen neutrofili (tabela 13) PNH"

GPI- CD15+ 92’1%
wielkos¢ klonu
PNH neutrofili

CD14- 13 zdarzen 12 497 0,103% 0,141% ,Obecnosé

Kotwica monocytow (tabela 13) komorek PNH;

GPI- CD64+ Niewielki klon
PNH"
0,103%
wielkos¢ klonu
PNH
monocytow

5. Do raportu mozna opcjonalnie dotaczy¢ histogramy i wykresy punktowe.
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Rysunek 19 Przyktad przypadku z obecnoscig klonu PNH w probéwce WBC, podczas gdy
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11.Wydajno$¢ analityczna

Specyficznosé

Proaerolysin Alexa Fluor® 488 to znakowana fluorescencyjnie odmiana aerolizyny
bakteryjnej, ktdra specyficznie wigze sie z kotwicami GPI powierzchniowych biatek
btonowych w komérkach ludzkich -2 5.8),

Przeciwciato SY11B5 rozpoznaje zewnatrzkomérkowy epitop na antygenie CD157
biatka CD157 wyrazanego gtéwnie na monocytach i granulocytach. Swoisto$¢
przeciwciata zostata potwierdzona przez Rade HCDM (warsztaty HLDA X).

Przeciwciato 2D1 rozpoznaje wszystkie izoformy leukocytéw ludzkich CD45
(wspdlny antygen leukocytow). Swoistos¢ przeciwciata zostata potwierdzona przez
Rade HCDM (warsztaty HLDA 111).

Przeciwciato 10.1 rozpoznaje ludzki antygen CDé4, ktéry ulega ekspresji na
monocytach. Specyficznos¢ przeciwciata zostata potwierdzona przez warsztaty
HLDA (warsztaty HLDA lll: WS Code M-250).

Przeciwciato SN3 reaguje z antygenem CD24, eksprymowanym przez granulocyty.
Swoisto$¢ przeciwciata zostata potwierdzona przez warsztat HLDA (HLDA IV: WS
Code B 136; HLDA V: WS Code B CD24.7)

Przeciwciato MEM-15 reaguje z CD14, glikoproteing btony zewngatrzkomérkowej
potaczong z GPI (glikozylofosfatydyloinozytolem), ulegajaca ekspresji na
monocytach. Specyficzno$¢ przeciwciata zostata potwierdzona przez rade HCDM
(warsztaty HLDA Ill: WS Code M 252; HLDA IV: WS Code M 113; HLDA IV: WS
Code NL 90; HLDA IV: WS Code T 53; HLDA V: WS Code M MAQ086; HLDA VI:
WS Code M MA9%4).

Przeciwciato MEM-158 reaguje z CD15, silnie eksprymowanym na powierzchni
granulocytow. Swoisto$¢ przeciwciata zostata potwierdzona przez rade HCDM
(warsztaty HLDA VI: WS Code AS A053).

Przeciwciato JC159 rozpoznaje epitop zewnatrzkomorkowej czesci CD235a
(glikoforyna A), sialoglikoproteine eksprymowang na wczesnych erytroblastach,
poznych erytroblastach, erytroblastach i dojrzatych erytrocytach.

Przeciwciato MEM-43 reaguje z dobrze zdefiniowanym epitopem na glikoproteinie
zakotwiczonej w CD59 (Protectin), (GPI), eksprymowanej na powierzchni
wszystkich komérek krwiotwdrczych. Swoistos¢ przeciwciata zostata
potwierdzona przez warsztat HLDA (warsztat HLDA IV: WS Code NL 705; HLDA
V: WS Code AS S013; HLDA V: WS Code BP BP345; HLDA V: WS Code T T-103).

Przeciwciato MEM-75 reaguje z zewnatrzkomérkowym epitopem antygenu CD71
eksprymowanego na niedojrzatych iRBCs. Swoistos$¢ przeciwciata zostata
potwierdzona przez warsztat HLDA (warsztat HLDA IV: WS Code A 45; HLDA V:
WS Code T T-165).
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Doktadnosé

Doktadno$¢ metody zostata oceniona poprzez poréwnanie urzadzenia DryFlowEx
PNH High-Sensitivity Assay Kit z metodg wewnetrzng akredytowanego
laboratorium klinicznego (koktajl jednokolorowych sprzezonych przeciwciat od
réznych producentéw i analizowany przy uzyciu BD FACSCanto™ Il) poprzez
réwnolegte barwienie 13 pacjentéow z potwierdzong obecnoscia fenotypu PNH.
Parametry analizy regresji liniowej przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8 Analiza regresji liniowej dla wzglednej liczby populacji komérek z niedoborem
GPI u pacjentow z potwierdzong obecnoscig fenotypow PNH. Poréwnanie zestawu
DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay analizowanego przy uzyciu BD FACSCanto™ Il z
wewnetrzng metoda akredytowanego laboratorium klinicznego.

Fenotyp PNH n Nachylenie | Przechwyt R2 Zakres [%]
CD59-CD235a+ erytrocyty | 44 0,99 0026 | 1,00 | 1,28-8379
typu Ill ’ ’ ' ' :
CD59-CD235a+ iRBCs 13 0,99 0,384 | 1,00 | 597-97,78
typu lll
CD59-CD235a+ erytrocyty | 44 1,00 0059 | 1,00 | 013-89.92
typu |I , , ’ 9 ’
CD59-CD235a+iRBCs | 44 0,98 0141 | 1,00 | 033-74,67
typu ll
CD157- kotwica GPI-
monocyty CDE4: 13 1,00 0,060 1,00 | 2,07 - 99,95
CD157- kotwica GPI-
tofile CD15t 13 0,99 0,294 1,00 | 0,80 - 99,82
Kotwica CD14- GPI- . ,
monocyty CD64+ 13 Nieokreslono 2,04 - 99,96
Monocyty CD14- CD157- . . B
CD64+ 13 Nieokreslono 2,17 - 99,96
CD24-CD157-CD15+ | 44 Nieokreglono 0,80 - 99,83
neutrofile
CD24- kotwica GPI- 13 Nieokrelono 0,81 - 99,80

neutrofile CD15+

n = liczba prébek krwi
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Granica wykrywalnosci

Granica wykrywalnosci (LOD) zostata okreslona dla kazdej populacji docelowej
(patrz tabela 5) jako $rednia warto$¢ wynikéw uzyskanych od 25 zdrowych
dawcéw krwi, powiekszona o trzy odchylenia standardowe od Sredniej dla 4
réznych platform cytometréw przeptywowych (tabele 9, 10, 111 12).

Tabela9 Wartosci LOD zestawu DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit dla kazdego
fenotypu PNH uzyskane na cytometrze przeptywowym BD FACSLyric™.

BD FACSLyric™

Fenotyp PNH Sredrial D Ctzestoéc'. LoD

e | %] }’Z‘r’;fy‘;‘:}”;,ﬂ;j ($rednia + 3*SD)
Probéwka RBC (1 000 000 uzyskanych zdarzen; min. 80% zdarzen pojedynczych RBC)*
O TRITOI|55| 0005 aoor | Sogmstmeine | oo
tcy'fj(?”'liRBCStyp“”i 25| 0054 0061 | O 2darzedna 0,240 %

Probéwka WBC (uzyskano 50 000 neutrofili i 10 000 monocytéw)

Monocrty | 25| 0076 004t | o ertom 020%
Monocyty T |25] 0021|0018 |y p0 e 0.08 %
Monocyty | 25| o014 0020 | 0ol 0.07%
Neuwofie |25| 0006 0008 | o0t 002%
Neotrofie | 25| 0006 | 0008 |  Sel e 0.03%
Newtofie 017 25| 0002 |0002| gt e, 0,01%

UWAGA*: Do analizy w ptynnym koktajlu przeciwciat zaleca sie co najmnie;j
98% zdarzen singletowych %, Wysuszony koktajl przeciwciat w tescie
DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay zwykle pozwala na nizsza czestotliwos¢
zdarzen singletowych, a czestotliwos¢ 98% singletéw moze nie zostac
osiaggnieta.
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Tabela 10 Wartosci LOD zestawu DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit dla kazdego

fenotypu PNH uzyskane na cytometrze przeptywowym BD FACSCanto™ II.

BD FACSCanto™ I

Fenotyp PNH B o
_ |$rednia|  sD Wygf:;i‘x‘:nia LOD
(¢) (¢) < . *
[%] [%] fenotypu PNH (Srednia + 3*SD)
Probéwka RBC (1 000 000 uzyskanych zdarzen; min. 80% pojedynczych zdarzen RBC)
CD59-Typ i Typ Il 1 - 12 zdarzen na o
RBC 25 | 0,0006 | 0,0004 1 000 000 zdarzen 0,002 %
CD59-iRBCs typu Il 25 | 0,0657 | 0,0847 0 - 5 zdarzen na 0,320%

typu lll

1000 iRBCs

Probéwka WBC (uzyskano 50 O

00 neutrofili i 10 000 monocytow)

CD157- CD14-

2-16 zdarzen na

Monocyty 251 0085 | 0035 10 000 monocytéw 0,19%
Monoyty O |25 | o086 | 0096 | ggatmeta e, 0,045%
Newofic | 25| 0004 | oos2 | ol 0.02%
gt s omo | oo | Spegtmmen | aons
Kotwica GPI- CD157- | »5 | 002 | 0,002 50000 nctrof 0.01%

Neutrofile
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Tabela 11 Wartosci LOD DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit dla kazdego fenotypu
PNH uzyskane na cytometrze przeptywowym Beckman Coulter Navios EX.

Beckman Coulter NAVIOS EX
Fenotyp PNH $rednia| SD Ctzesméé. LOD
"1l | (%] s t‘i‘;‘;"";ﬁﬁ ($rednia + 3*SD)
Probéwka RBC (1 000 000 uzyskanych zdarzen; min. 80% pojedynczych zdarzen RBC)
PN 55| 0007 oory | S | g
g/?)ﬁ‘?l[liRBCStyp“"i 25| 0,087 | 0,100 01%(2)‘;"’}:;2:3 0,388%
Probéwka WBC (uzyskano 50 000 neutrofili i 10 000 monocytéw)
Dot ol ons ooy | R [ g
Pl R D R B
e P P
Newtrofie D2+ |25| 0005 0005 | et 0,02%
KoRiea P COIT- 5| o0ne | opoz | St
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Tabela 12 Wartosci LOD zestawu DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit dla kazdego
fenotypu PNH uzyskane na cytometrze przeptywowym Beckman Coulter DxFLEX.

Beckman Coulter DxFLEX

Fenotyp PNH , &6
$rednia| SD Czestosc LOD

% | [%] }’:‘r’j@%‘;"";‘,{}ﬁ ($rednia + 3*SD)

Probéwka RBC (1 000 000 uzyskanych zdarzen; min. 80% pojedynczych zdarzen RBC)

CD59- Typ lli Typ lll 5 - 48 zdarzen na

0,
RBC 25| 0015 100121 1400 000 zdarzeri 0,049%
CD59-iRBCs typu Il i 0 - 5 zdarzen na o
typu I 25| 0,106 | 0,152 1000 iRBCs 0,562%

Probéwka WBC (uzyskano 50 000 neutrofili i 10 000 monocytéw)

CD157- CD14- 0-27 zdarzen na

Monocyty 25| 0092 10068 | 44000 monocytéw 0,30%
Mmooy |28 oosa oo | 13t TR,
Neuwofie | 25| 0010 o008 | 003%
e o o] e [omo| i | oo
a5 o] o oom| Stz | o
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Granica oznaczalnosci

Dolna granica oznaczalnosci (LLOQ) zostata okreslona przez seryjne rozcienczenia
(1:10, 1:100, 1:1000 i 1:10000) swiezej probki PNH ze $wiezg prébka normalnej
krwi i oceniona przez potréjne barwienie i analize przy uzyciu cytometrow
przeptywowych BD FACSLyric™ i Beckman Coulter DxFlex. Jako kryterium
czutosci dla LLOQ wybrano maksymalny wspétczynnik zmiennosci wynoszacy
10%.

Tabela 13 DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit — wartosci czestotliwosci LLOQ
uzyskane na cytometrze przeptywowym BD FACSLyric™.

Liczba
Fenotyp PNH Rozcienczenie komoérek LLOQ cv
PNH
CD59-typ llityp Il 1:10 000 101 0,029 % 3,9 %
RBC
CD157- CD14- 1:10 000 28 0,677 % 2,3%
Monocyty
Kotwica GPI- CD14- 1:10 000 7 0,130 % 7.7 %
Monocyty
Kotwica GPI- CD157- 1:10 000 2 0,018 % 9,9 %
Monocyty
CD157- CD24- 1:10 000 3 0,012 % 3,6 %
Neutrofile
Kotwica GPI- CD24- 1:10 000 1 0,009 % 8,7 %
Neutrofile
Kotwica GPI- CD157- 1:10 000 1 0,010 % 12%
Neutrofile

Tabela 14 DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit — wartosci czestotliwosci LLOQ
uzyskane na cytometrze przeptywowym Beckman Coulter DxFLEX.

Liczba
Fenotyp PNH Rozcienczenie komoérek LLOQ cv
PNH
CD59- typ Ilityp IlI 1:10 000 101 0,005 % 91%
RBC
CD157- CD14- 1:10 000 22 0,143 % 4,0%
Monocyty
Kotwica GPI- CD14- 1:10 000 4 0,026 % 2,2%
Monocyty
Kotwica GPI- CD157- 1:10 000 11 0,068 % 59 %
Monocyty
CD157- CD24- 1:10 000 29 0,024 % 42 %
Neutrofile
Kotwica GPI- CD24- 1:10 000 8 0,007 % 71%
Neutrofile
Kotwica GPI- CD157- 1:10 000 9 0,007 % 85%
Neutrofile
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UWAGA: Do analizy metoda cytometrii przeptywowej wykorzystano
nastepujace cytometry przeptywowe wraz z wersjg oprogramowania:

BD FACSCanto™ Il BD FACSDiva Software - wersja 8.0.2

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

Do oceny zmierzonych danych wykorzystano platforme analityczna:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - wersja 10.9.0

12.Wydajnos¢ kliniczna

Pacjenci z niedoborem GPI

Dane kliniczne zebrano w osrodku klinicznym od 19 pacjentéw, zaréwno
zdrowych @), jak i z potwierdzonym niedoborem GPI (13), Okreélono skutecznosé
kliniczna jako poréwnanie urzadzenia DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit z
metoda wewnetrzng akredytowanego laboratorium klinicznego (koktajl
skoniugowanych jednokolorowych przeciwciat pochodzacych od réznych
producentdow i analizowanych przy uzyciu BD FACSCanto™ II).

Niedobér GPI u pacjentéw oceniano w odniesieniu do zastosowanej metody
(tabela 15) poprzez wykrywanie komorek z niedoborem GPI (klony PNH).

Tabela 15 Wydajnos¢ kliniczna urzadzenia DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit

Ocena niedoboréw GPl metodg wewnetrzng
akredytowanego laboratorium klinicznego

Niedobdr GPI Normalny stan

Niedobdr GPI 13 pacjentow 0 pacjentéw

Normalny stan 0 pacjentéw 6 pacjentow

Ocena niedoboréw GPI za
pomoca urzadzenia
Sensitivity Assay Kit

DryFlowEx PNH High-
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13.0czekiwane wartosci

Interwat odniesienia

W populacji normalnej nie wykryto niedoboru GPI, a wszystkie wartosci
procentowe fenotypu PNH powinny by¢ nizsze od wartosci Assay Cut-off
(LOD) ‘@,

14.0graniczenia

Nie zidentyfikowano ograniczen stosowania w okreslonych typach choréb, takich
jak niedokrwistosc.

Zgtaszanie brakéw GPI jest ograniczone zgodnie z aktualnymi opublikowanymi
wytycznymi ©),

Klon PNH nie jest wykrywany w limfocytach, poniewaz wystepuje czesciej w
neutrofilach i monocytach niz w dojrzatych limfocytach, co sugeruje, ze komorki
limfoidalne s3 dtugowieczne i mogg istnie¢ przed utworzeniem lub ekspansja
klonéw PNH.
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16.Podsumowanie dotyczace bezpieczenstwa i dziatania

Podsumowanie bezpieczenstwa i dziatania bedzie dostepne w bazie danych
Eudamed pod adresem https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home.

Do tego czasu podsumowanie dotyczace bezpieczenstwa i dziatania jest dostepne
na zadanie.

17.Uzywanie znakéw towarowych stron trzecich

BD FACSCanto™ Il, BD FACSLyric™ i FlowJo™ s3 zastrzezonymi znakami
towarowymi firmy Becton, Dickinson and Company. Cy™ jest zastrzezonym
znakiem towarowym firmy Cytiva. VenturiOne® jest zastrzezonym znakiem
towarowym firmy Applied Cytometry. Infinicyt™ jest zastrzezonym znakiem
towarowym firmy Cytognos S.L. SPHERO™ COMPtrol jest zastrzezonym znakiem
towarowym firmy Spherotech, Inc.

40/ 41


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0031496
https://doi.org/10.1111/vox.12011
https://doi.org/10.1182/blood.V86.4.1586.bloodjournal8641586
https://doi.org/10.1002/cyto.b.21726
https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home

18.Historia zmian

Wersja 4, ED7750_IFU_v4
1) Zaktualizowano rozdziat ,Prébka”.
2) Zaktualizowano przestrogi w rozdziale 10.

3) Zaktualizowano sekcje ,3-kolorow-a probéwka PNH RBC” i ,,7-koloro-wa
probéwka PNH WBC”, w tym rysunki w rozdziale 10.

4) Dodano sekcje ,Kontrole wewnetrzne” w rozdziale 10.

5) Dodano ostrzezenie w sekcji ,Obliczanie i interpretacja wynikow analitycznych”.
6) Zaktualizowano sekcje ,Zasady algorytmu raportowania brakéw w GPI”.

7) Zaktualizowano rozdziat 11 ,Wydajnosc¢ analityczna”.

8) Zaktualizowano sekcje ,Ograniczenia”

9) Poprawiono numeracje artykutow w sekgcji ,Bibliografia”.

19.Producent

EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
25250 Vestec
Republika Czeska
Dane kontaktowe
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

20.Upowaznieni przedstawiciele
N/A

UWAGA: kazdy powazny incydent, ktory miat miejsce w zwigzku z urzadzeniem,
nalezy zgtosi¢ producentowi i wiasciwemu organowi lokalnemu.
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