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1. Urceny (cel prostredku

DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit detekuje a pocita bunky s glykosyl-
fosfatidyl-inositolovym (GPI) deficitem z pIné lidské krve pomoci priitokové
cytometrie.

Co se zjistuje a/nebo méri
DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit detekuje a méfi bunky s glykosyl-
fosfatidyl-inositolovym (GPI) deficitem (PNH klony) jako procentualni zastoupeni:
e CD59 dim nebo CD59- bunék ze vsech erytrocytt (CD235a+)
e CD59 dim nebo CD59- bunék ze vsech iRBC (CD235a+CD71+)
e CD14-, CD157- a GPI kotva- bunék ze vsech monocytt (CD45+CD64+)
e CD24-, CD157- a GPI kotva- bunék ze vsech neutrofil( (CD45+CD15+)

Funkce prostiedku

Prostredek je urcen ke stanoveni diagnézy a monitorovani pacientt trpicich, nebo
s podezfenim na paroxysmalni no&ni hemoglobinurii (PNH) a souvisejici poruchy 2.

Souvislost s fyziologickym nebo patologickym stavem

Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie (PNH) je vzacna porucha hematopoetickych
kmenovych bunék, ktera je disledkem nezhoubné klonalni expanze bunék se
somatickou mutaci genu pro biosyntézu glykosylfosfatidylinositolu A (PIG-A).
Mutace v genu PIG-A vede k neschopnosti exprimovat glykosyl-fosfatidyl-inositol
(GPI1)-kotvené povrchové proteiny.

Prostfedek je uréen k detekci GPI-deficitnich neutrofili a monocytt ¥ spolu s
kompletné& (Typ Il1) a ¢aste¢né (Typ 1) GPI-deficitnimi erytrocyty 23459 pro
hodnoceni velikosti PNH klonu.

Kromé toho prostfedek detekuje GPI-deficitni iRBC (nezralé erytrocyty) u
pacient(, ktefi dostavaji krevni transfuse, kdy je obtizné definovat PNH
erytrocyty 7).

Typ testu
Neni automatizovany
Kvantitativni

Typ poZadovaného vzorku
Vzorek lidské antikoagulované periferni pIné krve (EDTA, heparin, citrat) @

Testovaci populace
Pacienti s:
hemolyzy,
e nevysvétlitelnymi trombdzami v mladém véku,
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diagnostikovanymi trombézami na neobvyklém misté,

dédi¢nou nebo ziskanou aplastickou anémii (AA),

myelodysplastickym syndromem (MDS),

nevysvétlitelnou cytopenii, u niz jsou AA nebo MDS diferencialné
diagnostickymi avahami

2. Uéel pouziti

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

Pozadavky na kvalifikaci

UZivatel musi mit souc¢asné odborné znalosti v oblasti priitokové cytometrie,
ovladat standardni laboratorni techniky, v€etné pipetovani, manipulovat bezpe¢né
a spravné se vzorky z lidského téla.

UzZivatel musi splinovat normu EN ISO 15189, pfipadné jiné narodni legislativni
normy.

3. Princip testu

Princip testu je zaloZen na detekci GPI kotvy a GPI-ukotvenych protein( na
povrchu lidskych krevnich bunék. Monoklonalni protilatky a rekombinantni
proaerolysin pouzZité v testu jsou znacené riznymi fluorochromy, které jsou
excitovany laserovym paprskem z pritokového cytometru béhem akvizice
zpracovaného krevniho vzorku. Fluorescence (emise svétla) zachycena z kazdého
fluorochromu na naznacené krevni burice je nasledné sbirana a analyzovana
cytometrem. Intenzita fluorescence je pfimo mérna hustoté exprese antigenu

v detekované bunce, coZ umoznuje rozliseni rznych bunécnych subpopulaci.

4. Poskytované materialy

Obsah

Prostfedek DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit, ktery vystaci k vysetreni
25 pacientd, je dodavan ve formatu:

PNH High-Sensitivity Assay (25 sack(). Kazdy sacek se sklada z jednobarevné
(modry prouzek) uzaviené zkumavky na jedno pouziti PNH WBC 7-color
(ED7750-1) a jednobarevné (¢erveny prouzek) uzaviené zkumavky na jedno
pouziti PNH RBC 3-color (ED7750-2), obsahujici kombinaci susenych
fluorescencéné znacenych reagencii se stabiliza¢nimi sloZzkami na dné testovacich
zkumavek (12 x 75 mm), viz tabulka 1 a 2.

Lysing Solution ED7750-3 (1 lahev) obsahujici 15 ml koncentrovaného (10X)
roztoku na bazi formaldehydu.
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PNH Compensation Set ED7750-4 (1 sacek) obsahuijici 10 uzavienych zkumavek
na jedno pouziti, z nichz kazda obsahuje susenou fluorescen¢né znacenou
reagencii se stabilizacnimi slozkami na dné testovaci zkumavky (12 x 75 mm).

UPOZORNENI: PNH Kompenzaéni set je uréen pouze k nastaveni
kompenzace. Jednotlivé fluorescenc¢né znacené reagencie (tabulka 1 a 2)
umoznuji snadny a presny postup kompenzace.

SlozZeni
Tabulka 1 Popis aktivnich slozek PNH WBC 7-color
Antigen Fluorochrom Klon Izotyp
(Piz"e':glt;’;n) Alexa Fluor®488 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 IgG1
CD14 APC-Cy™7 MEM-15 IgG1l
CD15 Pacific Blue™ MEM-158 IgM
Tabulka 2 Popis aktivnich slozek PNH RBC 3-color
Antigen Fluorochrom Klon Izotyp
CD235a FITC JC159 lgG1l
CD59 PE MEM-43 1gG2a
CD71 APC MEM-75 IgG1l

5. Nutné, ale neposkytované materialy
Deionizovana voda
Fosfatovy pufr (1X PBS), pH 7,2 - 7,4

Kompenzac¢ni ¢astice pro pritokovou cytometrii (Spherotech SPHERO™
COMPtrol Kit, Kat. ¢. CMIgP-50-3K nebo podobné kompenzacni ¢astice)
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6. Nutna zarizeni
Automaticka pipeta s jednorazovymi Spickami (100 pl - 5 ml) pro pipetovani
vzorkl a Cinidel

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

Vortex

Kénické polypropylenové centrifugac¢ni zkumavky (15 ml nebo 50 ml) pro pfipravu
vzorkd

Centrifuga s pfislusnymi adaptéry rotoru na zkumavky s kulatym dnem 12 x 75
mm

Pratokovy cytometr vybaveny tfemi laserovymi excitac¢nimi zdroji (488 nm,
~635 nm a 405 nm), detektory pro rozptylené svétlo, optickymi filtry a emisnimi
detektory vhodnymi pro sbér signall z fluorochromd uvedenych v tabulce 3

Tabulka 3 Spektralni charakteristika fluorochromt pouzitych v prostredku

Fluorochrom Excitace [nm] Emise [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

POZNAMKA: Prostiedek byl testovan na pratokovych cytometrech
BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences), BD FACSLyric™ (BD Biosciences),
Navios EX (Beckman Coulter), DxFLEX (Beckman Coulter).

7. Skladovani a manipulace

Skladujte pfi teploté 20-30 °C.
Vyhnéte se dlouhodobé expozici na svétle.
UdrZujte v suchu.

UPOZORNENI: Produkt citlivy na vihkost. Féliovy sagek otevirejte
bezprostfedné pred prvnim pouzitim.
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Informace o stabilité po prvnim otevreni a dobé pouzitelnosti po prvnim otevreni,
spolu s podminkami skladovani a stabilitou pracovnich roztok( (v pripadé potreby)
naleznete v ¢asti 10 Postup (Pfiprava reagencii).

8. Vystrahy, opatreni a omezeni
GHS klasifikace nebezpecnosti

VAROVANI: Lysing Solution (ED7750-3) obsahuje formaldehyd
(CAS ¢. 50-00-0) a metanol (CAS ¢. 67-56-1) v koncentracich klasifikovanych
jako nebezpecné.

Prvky oznaceni | Signalni slovo

H-véty H302: Zdravi skodlivy pfi poZiti.

H315: Drazdi kazi.

H317: M(ze vyvolat alergickou kozni reakci.
H319: Zpusobuje vazné podrazdéni oci.

H331: Toxicky pfi vdechovani.

H335: Mlze zplsobit podrazdéni dychacich cest.
H341: Podezieni na genetické poskozeni.

H350: M(ze vyvolat rakovinu.

H371: M(ze zpUsobit poskozeni organd.

H373: Mlze zplsobit poskozeni ledvin pfi prodlouzené nebo
opakované expozici pfi poziti.

EUHO071: Zplsobuje poleptani dychacich cest.

Nebezpeci

P-véty P201: Pfed pouzitim si obstarejte specialni instrukce.

P260: Nevdechuijte pary.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranné bryle/oblic¢ejovy stit.
P308+P313: PRI expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte
lékaFskou pomoc/osetieni.

P403+P233: Skladujte na dobre vétraném misté. Uchovavejte obal
tésné uzavreny.

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

Lidské biologické vzorky, krevni vzorky a jakékoliv materialy, které s nimi prichazeji
do kontaktu, jsou vzdy povazovany za infekéni.

PouZivejte osobni ochranné a bezpec¢nostni pomucky, abyste zabranili kontaktu s
k(zi, ocima a sliznicemi.

Dodrzujte vsechny platné zakony, predpisy a postupy pro manipulaci a likvidaci
infek¢nich materiald.

Projevy znehodnoceni prostredku

Normalni vzhled dodané reagencie je prihledna vysusena vrstva na dné zkumavky.
Nepouzivejte, pokud pozorujete jakoukoli zménu vzhledu, napf. pritomnost
vlhkosti uvnitf zkumavky.

Omezeni pouziti
Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na stitcich vyrobku.

Nepouzivejte zkumavky opakované.

9. Vzorek

Pouzijte Zilni periferni krev odebranou do zkumavky klasifikované jako
zdravotnicky prostiedek s antikoagulantem EDTA, heparin nebo ACD (Acid Citrate
Dextrose) 4.

Pouzivejte pouze Cerstvy a neprepracovany vzorek. NepouZivejte predem
lyzovany, promyty nebo zfedény vzorek.

Vzorek krve zpracujte nejpozdéji do 48 hodin po odbéru. Pokud bude vzorek
zpracovan do 24 hodin, uchovavejte jej pfi laboratorni teploté (20-25 °C). Pokud

je zpracovani odloZeno na vice nez 24 hodin, ale do 48 hodin, uchovavejte vzorek
v chladni¢ce O,

Endogenni interference
Na zakladé vyzkumu védecké literatury jsou zdroje endogenni interference
identifikovany v tabulce 4.

Tabulka 4 Endogenni interference prostiedku

Endogenni interference | Vliv Odkazy

Albumin Albumin mazZe interferovat ve 9,10, 11
vysokych koncentracich diky své
schopnosti vazat a také uvolfovat
velka mnoZstvi ligand.

Bilirubin (Zloutenka) Bilirubin maze zvysit fluorescenéni 12,13, 14
(nekonjugovany) pozadi bunék diky své vysoké
autofluorescenci.
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Zbytky bunék (po lyze) Zbytky bunék mohou poskytovat 15,16
nepresné pocty bunék a vycerpat
protilatky v zafizeni.

Erytrocyty Nedostate¢na lyza, ¢ervené krvinky | 17
pritomné ve vzorku mohou vést k
chybnému pocitani bunék.

Hemoglobin Hemolyzované vzorky mohou 18
poskytovat chybné vysledky.

Lidské anti-mysi Muze ovlivnit funkcnost prostredku | 19

protilatky (schopnost vazat se na antigeny
bunécéného povrchu).

Imunoglobuliny Muze ovlivnit pocet podskupin 12
lymfocytd.

Revmatoidni faktory Pritomnost RF interferuje s MIA 20
(multiplexni imunoanalyzy).

Triglyceridy Vysoké cirkulujici hladiny lipid( 21

mohou ovlivnit analyzu priatokovou
cytometrii urcitych populaci
krevnich bunék.

Exogenni interference

Podle publikovanych ¢lankd Sutherlanda et. al.” jsou €ervené krvinky z krevnich
transfuzi hlavnim rusivym faktorem pfi analyze PNH u pacient(i s velkym klonem
PNH, u nichz dochazi k extravaskularni hemolyze. Zdravé erytrocyty pfijaté
transfuzi vyznamné ovliviuji sledovani PNH klonu v ¢ervené krevni radé (RBC).
Pridani CD71 vyznamné zlepsuje schopnost analyzovat velikost PNH klonu v linii
RBC bez ohledu na hemolyticky a/nebo transfuzni stav pacienta.

Prostfedek DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit prekonava tento problém
podle dfive uvedenych doporuceni tim, Ze nabizi antigen CD71 pro identifikaci
nezralych ¢ervenych krvinek (iRBC), kde iRBC rovnéz exprimuji antigen CD59
ukotveny v GPI. V transfuznich vacich jsou iRBC obvykle zastoupeny ve velmi
malém mnozstvi 22, Na druhou stranu pacienti, u nichz dochazi k extravaskularni
hemolyze zplsobené PNH, maji zvyseny pocet iRBC v disledku rychlych ztrat
erytrocyttl @3, Pfidanim monoklonalni protilatky CD71 k identifikaci iRBC ma tedy
Iékar k dispozici presnéjsi sledovani prabéhu PNH, které je hlaseno jako ztrata
antigenu CD59 na iRBC, a prekonava tak interferenci exogennich RBC z
transfuznich vaku. DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit obsahuje protilatku
proti lidskému CD71 a umoznuje pouZiti nejnovéjsich doporuceni pro detekci a
kvantifikaci klonu PNH.
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10.Postup

Priprava reagencii

PNH High-Sensitivity Assay

Neni nutna Zadna priprava reagencie. Reagencie se dodava ve zkumavkach na
jedno pouziti.

Lyzacni roztok

Pred pouzitim vytemperujte Cinidlo na pokojovou teplotu.

Naredte 10X koncentrovany lyzacni roztok na pracovni roztok deionizovanou
vodou (1 objem koncentrovaného roztoku a 9 objemt deionizované vody). Po
prvnim otevreni si Cinidlo zachovava své funkéni charakteristiky aZz do data
exspirace, pokud je skladovano za uvedenych podminek v pavodni primarni
nadobé.

Naredény lyzacni roztok (1X) je stabilni po dobu 1 mésice, pokud je skladovan v
davkovaci kapalin nebo uzaviené nadobé pfi laboratorni teploté.

Pfiprava nutnych, ale neposkytovanych materiala

Kompenzacéni ¢astice

Podle pokyn( vyrobce pripravte pracovni roztok kompenzacnich c¢astic na
pratokovy cytometr.

Nastaveni kompenzace

Zmérte zkumavky PNH Compensation Set pomoci stejného nastaveni
pratokového cytometru jako v pripadé obarvenych zkumavek PNH RBC 3-color a
PNH WBC 7-color.

UPOZORNENI: Postup nastaveni kompenzace pomoci PNH RBC 3-color a
PNH WBC 7-color se lisi typem pFipravy vzorku a barvenim vzorku.

PNH RBC 3-color kompenzaéni zkumavky (€erveny prouzek)

1. Pridejte SPHERO™ COMPtrol Kit nebo ekvivalentni kompenzacni ¢astice na
dno kazdé jednobarevné kompenzacni zkumavky.

2. Vortexujte a nasledné inkubujte po dobu 20 minut pfi laboratorni teploté ve
tmeé.

3. Pridejte 4 ml 1X PBS do kazdé kompenzacni zkumavky. Centrifugujte 5 minut
pFi 300xg.

4. Odstrante supernatant bez naruseni kompenzacnich ¢astic a pridejte 0,1 ml
1X PBS do kazdé kompenzacni zkumavky.

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

Obarvené kompenzacni zkumavky ihned mérte pritokovym cytometrem.

Vypocitejte kompenzacéni matici PNH RBC 3-color bud'v softwaru vyvinutém
vyrobcem cytometru nebo v softwaru ur¢eném pro offline analyzu
cytometrickych dat. Tuto kompenzacni matici pouzijte pro vsechny zkumavky
této Sarze PNH RBC 3-color

UPOZORNENI: Po nastaveni pro konkrétni $arzi PNH RBC 3-color nemérite
nastaveni fluorescencnich detektor(, abyste zachovali stejné nastaveni
kompenzaéni matice a vysledky kompenzace.

PNH WBC 7-color kompenzaéni zkumavky (modry prouzek)

. Pridejte 50 pl deionizované vody na dno kazdé jednobarevné kompenzacni

zkumavky a intenzivné vortexujte po dobu 7 - 10 sekund.

Pridejte 100 ul periferni plné krve do kazdé jednobarevné kompenzacni
zkumavky a intenzivné vortexuijte.

3. Inkubujte po dobu 20 minut pfi laboratorni teploté ve tmé.

9.

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

Inkubujte po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté ve tmé.

. Centrifugujte po dobu 5 minut pri 300xg, odstrante supernatant a

resuspendujte bunécny pelet ve 2 ml 1X PBS.

. Centrifugujte po dobu 5 minut pri 300xg, odstrante supernatant a

resuspendujte bunécny pelet v 0,2 ml 1X PBS.

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

Obarvené kompenzacni zkumavky ihned mérte pritokovym cytometrem.

10.Vypocitejte kompenzacni matici PNH WBC 7-color bud v softwaru vyvinutém

vyrobcem cytometru nebo v softwaru ur¢eném pro offline analyzu
cytometrickych dat. Tuto kompenzacéni matici pouzijte pro vsechny zkumavky
této sarze PNH WBC 7-color.
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UPOZORNENI: Po nastaveni pro konkrétni $arzi PNH WBC 7-color neméiite
nastaveni fluorescencnich detektor(, abyste zachovali stejné nastaveni
kompenzaéni matice a vysledky kompenzace.

Pfiprava vzorku
Detekce a odliseni PNH klon( v erytrocytech pomoci PNH RBC 3-color zkumavek
vyzaduje pfipravu vzorku pred barvenim.

POZNAMKA: Pted zpracovanim vzorku se ujistéte, Ze je cytometr spravné
nastaven.

1. Oznacte polypropylenovou kénickou zkumavku identifika¢nim idajem vzorku.

4.

Pipetujte 10 pl dobre promichaného krevniho vzorku na dno oznacené konické
zkumavky.

Naredte krevni vzorek v poméru 1:100 pomoci 1 ml 1X PBS a promichejte po
dobu 5 sekund ru¢nim kyvanim.

UPOZORNENI: V klasické formé& PNH dominuje intravaskularni hemolyza.
Pred fedénim krevniho vzorku se podivejte na pocty ¢ervenych krvinek z
hematologického analyzatoru, abyste dosahli poctu ¢ervenych krvinek ve
zfedéném krevnim vzorku v rozmezi 3 - 5 x 107 / ml nafedéné krve a upravte
faktor redéni podle potreby, abyste ziskali dostate¢ny pocet ¢ervenych krvinek
z prltokového cytometru.

Po naredéni vzorku ihned prejdéte k barveni vzorku.

Detekce bunék s GPI deficitem v neutrofilech a monocytech pomoci PNH WBC
7-color zkumavek nevyzaduje Zadnou pfipravu vzorku pred barvenim.

Znaceni vzorku - PNH RBC 3-color zkumavka (€erveny prouzek)

1.
2.

Oznacte PNH RBC 3-color zkumavku identifika¢nim Gdajem vzorku.

Pipetujte 50 pl dobfe promichaného nafedéného krevniho vzorku na dno
PNH RBC 3-color zkumavky.

UPOZORNENI: Vyvaruijte se pipetovani krve na sténu zkumavky. Pokud stopy
nebo kapky krve ulpi na sténé zkumavky, nemusi byt obarveny reagencii a
vysledky testu nemusi byt platné.

Intenzivné vortexujte po dobu 7-10 sekund.
UPOZORNENI: Zkraceni doby vortexovani mlize ovlivnit vysledky testu.

Inkubujte zkumavku PNH RBC 3-color po dobu 20 minut pfi laboratorni teploté
ve tmé.

Pridejte 4 ml 1X PBS do zkumavky PNH RBC 3-color.
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6. Centrifugujte zkumavku PNH RBC 3-color 5 minut pfi 300xg.

7. Odstrarite supernatant bez naruseni bunécné pelety a pridejte 0,5 ml 1X PBS
do PNH RBC 3-color zkumavky.

8. Kratce vortexujte, aby se bunécné peleta resuspendovala.

Obarveny vzorek ihned mérte pratokovym cytometrem. V pfipadé, Ze obarveny
vzorek nebude okamzité zméren, uzavrete zkumavku vickem, uchovavejte v temnu
pfi 2-8 °C a analyzujte do 2 hodin.

UPOZORNENI: Pfed méFenim na pritokovém cytometru naruste bunééné
agregaty v obarveném vzorku tak, Ze pevné uchopite zkumavku a prejizdite
6-10krat dnem zkumavky po vrchni strané stojanu na vzorky. Nadmérné
mnozstvi RBC agregatli mlze ovlivnit vysledky testu.

Znaceni vzorku - PNH WBC 7-color zkumavka (modry prouZek)

1. Oznacte PNH WBC 7-color zkumavku identifikacnim Gdajem vzorku.

2. Pridejte 50 pl deionizované vody do zkumavky PNH WBC 7-color. Intenzivné
vortexujte po dobu 7-10 sekund.

UPOZORNENI: Zkraceni doby vortexovani mtze ovlivnit vysledky testu.

3. Pipetujte 100 ul dobfe promichaného krevniho vzorku na dno zkumavky
PNH WBC 7-color a intenzivné vortexujte.

UPOZORNENI: Vyvaruijte se pipetovani krve na sténu zkumavky. Pokud stopy
nebo kapky krve ulpi na sténé zkumavky, nemusi byt obarveny reagencii a
vysledky testu nemusi byt platné.

4. Inkubujte po dobu 20 minut pf¥i laboratorni teploté ve tmé.

5. Pridejte 2 ml pracovniho roztoku lyzac¢niho ¢inidla (1X) do PNH WBC 7-color
zkumavky.

6. Inkubujte po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté ve tmé.
7. Centrifugujte zkumavku PNH WBC 7-color 5 minut pfi 300xg.

8. Odstrarite supernatant bez naruseni bunécné pelety a pridejte 2 ml 1X PBS do
testovaci zkumavky.

9. Centrifugujte zkumavku PNH WBC 7-color 5 minut pri 300xg.

10.Odstrante supernatant bez naruseni bunécné pelety a pridejte 0,2 ml 1X PBS
do testovaci zkumavky.

11.Kratce vortexujte, aby se bunécna peleta resuspendovala.
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Obarveny vzorek ihned mérte pratokovym cytometrem. V pfipadé, Ze obarveny
vzorek nebude okamzité zméren, uzavrete zkumavku vickem, uchovavejte v temnu
pfi 2-8 °C a analyzujte do 24 hodin.

Analyza pratokovym cytometrem

Pratokovy cytometr vybrany k pouziti s prostfedkem DryFlowEx PNH High-
Sensitivity Assay Kit musi byt rutinné kalibrovan pomoci fluorescenc¢nich
mikrokulicek podle pokyn(l vyrobce cytometru, aby byla zajisténa stabilni citlivost
detektor(.

Pri nespravné udrzbé maze pratokovy cytometr poskytovat falesné vysledky.

V sekci 6 Nutna zafizeni jsou uvedeny potrebné specifikace cytometru pro lasery a
fluorescencni detektory podle excitacnich a emisnich charakteristik fluorochromd.
Pro analyzu namérenych dat je mozné pouzit software vyvinuty vyrobcem

cytometru nebo software uréeny pro offline analyzu cytometrickych dat (napf.
FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Analyza PNH RBC 3-color kompenzaénich zkumavek (€erveny prouZek)
Zobrazte nekompenzovana data pro kazdou kompenzacni zkumavku v grafu side-
scatter (SSC) versus ,fluorochrom, ktery ma byt kompenzovan“. Nastavte regiony
(gaty) pro pozitivni (+) a negativni (-) kompenzacni ¢astice, jak je znazornéno na
obrazku 1.

Obrazek 1 Identifikace pozitivnich (+) a negativnich (-) kompenzacnich ¢astic v
kompenzacnich zkumavkach (data ziskanid na BD FACSCanto™ II).
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Side Scatter
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200K -

150K =

Side Scatter

50K
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Analyza PNH WBC 7-color kompenzaénich zkumavek (modry prouzek)

Zobrazte nekompenzovana data pro kazdou kompenzacni zkumavku v grafu sice-
scatter (SSC) versus ,fluorochrom, ktery ma byt kompenzovan“. Nastavte regiony
(gaty) pro nejvice pozitivni (+) a nejvice negativni (-) populace, jak je znazornéno na

obrazku 2.

Obrazek 2

Identifikace nejvice pozitivnich (+) a nejvice negativnich (-) udalosti v

kompenzacnich zkumavkach (data ziskanid na BD FACSCanto™ II).
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PNH RBC 3-color zkumavka (€erveny prouZek)

Vzhledem k nizkému iRBC ve zfedéném krevnim vzorku, zajistéte pro analyzu
minimalné 500 000 udalosti erytrocytl. Zaznamenani = 500 000 udalosti trva delsi
dobu. M{zZe to ovlivnit rovnovahu vazebného komplexu protilatka-antigen a
snizeni fluorescence CD235a FITC. Vzdy sledujte stabilitu intenzity fluorescence
po dobu akvizice (obrazek 3).

Obrizek 3 Zkontrolujte viechny ziskané udalosti v grafu dot-plot Cas vs. CD235a FITC
(data ziskana pomoci BD FACSLyric™).

CD235aFITC

Time

Obrizek 3a  Zobrazte vechny udalosti z Casového regionu v grafu dot-plot FSC-A vs.
SSC-A v logaritmickém rezimu (data ziskana pomoci BD FACSLyric™).

SSC
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Zobrazte kompenzovana data z regionu SSC vs. FCS v grafu dot-plot v
logaritmickém rezimu, kde osa X predstavuje FSC a osa Y intenzitu fluorescence v
kanalu FITC. Nastavte region (gate) pro CD235a+ RBC singlety (obrazek 4).

Obrazek4 Vymezeni CD235a+ RBC singlet(l (data ziskana pomoci BD FACSLyric™).

CD235aFITC

Volitelné:

Pro lepsi rozliseni singletl je mozné zobrazit kompenzovana data jako histogram,
kde osa X predstavuje intenzitu fluorescence v kanalu FITC. Nastavte region
,CD235a+ RBC singlets" (obrazek 4a).

Obrazek 4a Vymezeni CD235a+ RBC singlettl (data ziskana pomoci BD FACSLyric™).
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Erytrocyty

Zobrazte CD235a+ RBC singlety v grafu CD59 PE versus CD235a FITC. Rozdélte

udalosti do tFi populaci pomoci tfi vhodnych region( (gatt) (obrazek 5a, 5b) a

vypocitejte procento udalosti v oblastech typu I, typu Il a typu IIl. Pro lepsi Gpravu

oblasti mezi typem Il a lll mGze byt v nékterych situacich uzite¢ny histogram.
Obrazek 5a Pacient s klonem PNH: A) CD235a+ RBC singlety v grafu CD59 PE versus
CD235a FITC; B) CD235a+ RBC singlety v CD59 PE vs. histogram (data ziskana pomoci

BD FACSLyric™).
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Obrazek 5b  Zdravy darce: A) CD235a+ RBC singlety v grafu dot-plot CD59 PE vs.
CD235a FITC; B) CD235a+ RBC singlety v CD59 PE vs. histogram (data ziskana pomoci
BD FACS Lyric™).
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iRBCs (nezralé erytrocyty)

U pacientd, ktefi dostavaji krevni transfuze, maze byt obtizné urcit skutecné
procento RBCs PNH typu Il a lll. Zdravé cervené krvinky od darce krve cirkulujici v
krevnim obéhu pacienta s PNH ovliviuji presné procento velikosti klon(i PNH.
PFidani CD71 m(ize byt uziteéné pro vylouceni darcovych transfuznich bunék ‘.

Zobrazte RBC singlety CD235a+ v grafu dot-plot CD71 APC versus CD235a FITC
a oddélte CD71+ iRBCs (obrazek 6).

Obrazek 6 CD235a+ RBC singlety v grafu CD71 APC versus CD235a FITC. Oddéleni
CD71+ iRBC (data ziskand na BD FACSCanto™ II).
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Zobrazte CD71+ iRBC v grafu dot-plot CD59 PE versus CD235a FITC a CD59 PE
versus histogram (obrazek 7). Rozdélte udalosti do t¥i populaci pomoci t¥i
vhodnych oblasti a vypocitejte procento udalosti v oblastech typu |, typu Il a typu
M.

Obrazek 7 Pacient s PNH klonem, ale bez transfuze: A) CD71+ iRBCs v grafu dot-plot

CD59 PE vs. CD235a FITC; B) CD71+ iRBC v CD59 PE vs. histogram (data ziskand pomoci
BD FACSLyric™).
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PNH WBC 7-color zkumavka (modry prouzek)
Pro analyzu ziskejte alespori 50 000 neutrofilt a 10 000 monocyt(, coZ znamena
ziskat alespon 200 000 vsech udalosti. Zobrazte namérena kompenzovana data v
grafu side-scatter (SSC) versus intenzita fluorescence v kanale PerCP-™5.5.
Nastavte vhodny region (gate) pro CD45+ leukocyty, jak je zndzornéno na
obrazku 8.

Obrazek 8 Ohraniceni CD45+ leukocyte (data ziskana na BD FACSLyric™).

250K 7] - Leukocytes-
200K

150K 7]

Side Scatter

100K 7]

SOK

3 3 4 =]
-10 L] 10 10 10

CD45 PerCP-Cy™5.5

Monocyty
Zobrazte CD45+ leukocyty v grafu side-scatter (SSC) versus CD64 PE-Cy™7 a

ohranicte populace CD64+ monocytd, jak je zndzornéno na obrazku 9.
Obrazek 9 Obhrani¢eni CD64+ monocytl z leukocyt( (data ziskand na BD FACSLyric™).

SRS

250K 7]

200K 7

150K - -
] Monocytes

Side Scatter

100K

CD64 PE-Cy™7
20/ 41



Zobrazte CD64+ monocyty v grafu CD157 PE versus CD14 APC-Cy™7
(obrazek 10). Nastavte vhodné regiony a vypocitejte procento populace CD157-
CD14-.

Obrazek 10 CD64+ monocyty v dot-plot CD157 PE versus CD14 APC-Cy™7 (data ziskana
na BD FACSLyric™). A) pacient s klonem PNH; B) zdravy darce
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Poté zobrazte stejné CD64+ monocyty v grafu dot-plot GPI kotva Alexa
Fluor® 488 (Proaerolysin) versus CD14 APC-Cy™7 (obrazek 11). Nastavte vhodné
regiony a vypocitejte procento populace GPI kotva-CD14-.

Obrazek 11 CDé64+ monocyty v dot-plot GPI kotva Alexa Fluor® 488 versus CD14
APC-Cy™7 (data ziskana na BD FACSLyric™).

A) pacient s klonem PNH; B) zdravy darce
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Poté zobrazte stejné CD64+ monocyty v grafu dot-plot GPI kotva Alexa
Fluor® 488 (Proaerolysin) versus CD157 PE (obrazek 12). Nastavte vhodné regiony
a vypocitejte procento populace GPI kotva-CD157-.
Obrazek 12 CDé64+ monocyty v grafu dot-plot GPI kotva Alexa Fluor® 488
versus CD157 PE (data ziskand na BD FACSLyric™).

A) pacient s klonem PNH; B) zdravy darce
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Neutrofily

Zobrazte CD45+ leukocyty v grafu dot-plot side-scatter versus CD15 Pacific
Blue™ a oddélte CD15+ neutrofily, jak je zndzornéno na obrazku 13.

Obrazek 13 Ohrani¢eni CD15+ neutrofil(l z leukocyt( (data ziskana pomoci
BD FACSLyric™).
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Zobrazte CD15+ neutrofily v grafu dot-plot CD157 PE versus CD24 APC, jak je
znazornéno na obrazku 14. Nastavte vhodné regiony a vypocitejte procento
populace CD157-CD24-.

Obrazek 14 CD15+ neutrofily v grafu dot-plot CD157 PE versus CD24 APC (data ziskana
na BD FACSLyric™). A) pacient s klonem PNH; B) zdravy darce
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Poté zobrazte stejné CD15+ neutrofily v grafu dot-plot GPI kotva Alexa
Fluor® 488 (Proaerolysin) versus CD24 APC. Nastavte vhodné regiony a
vypocitejte procento populace GPI kotva-CD24-, jak je znazornéno na obrazku 15.
Obrazek 15 CD15+ neutrofily v grafu dot-plot GPI kotva Alexa Fluor® 488 versus
CD24 APC (data ziskana na BD FACSLyric™).

A) pacient s klonem PNH; B) zdravy darce
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Poté zobrazte stejné CD15+ neutrofily v grafu dot-plot GPI kotva Alexa
Fluor® 488 (Proaerolysin) versus CD157 PE. Nastavte vhodné regiony a
vypocitejte procento populace GPI kotva-CD157-, jak je zndzornéno na
obrazku 16.

Obrazek 16 CD15+ neutrofily v dot-plot GPI kotva Alexa Fluor® 488 versus CD157 PE
(data ziskana na BD FACSLyric™). A) pacient s klonem PNH; B) zdravy darce
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Interni kontrola

Pro ovéreni spravného nastaveni napéti a kompenzace fluorescenénich detektort
je nutné zobrazit interni kontroly (obrazek 18). V grafu CD64 PE-Cy™7 versus side
scatter ohranicte lymfocyty jako vychozi populaci pro zobrazeni internich kontrol
(obrazek 17).

Obrazek 17 Ohrani¢eni CD64 - lymfocytu z leukocytt (data ziskand na BD FACSLyric™).
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Poté zobrazte lymfocyty v grafu dot-plot GPI kotva Alexa Fluor® 488
(Proaerolysin) versus CD24 APC/CD157 PE/CD15 Pacific Blue™/CD14 PE-Cy™7
pro ovéreni nastaveni napéti, kompenzace a vykonu protilatek (obrazek 18).

Obrazek 18 Interni kontroly (data ziskana na BD FACSLyric™).
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Vypocet a interpretace analytickych vysledkt

Vypocitejte procentudlni zastoupeni bunék s deficitem GPI (s PNH fenotypem), viz
tabulka 5.

Tabulka 5 Fenotypy PNH klond

Parentalni populace bunék PNH fenotyp podle nastaveni regiont (gejt()

’c_g Erytrocyty (Typ IIl) CD59- CD235a+ (Obr. 5)

§ % Erytrocyty (Typ II) CD59 dim CD235a+ (Obr. 5)

% é iRBC (Typ IlI) CD59- CD235a+CD71+( Obr. 7)
& iRBC (Typ 1) CD59 dim CD235a+CD71+( Obr. 7)

CD14- CD157- CD64+ (Obr. 10)

Monocyty CD14- GPI kotva- CDé4+ (Obr. 11)

CD157- GPI kotva- CDé4+ (Obr. 12)

CD24- CD157- CD15+ (Obr. 14)

Neutrofily CD24- GPI kotva- CD15+ (Obr. 15)

PNH WBC 7-color zkumavka

CD157- GPI kotva- CD15+ (Obr. 16)
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Tabulka 6 Interpretace vysledki

Limit detekce (LOD) pro zkumavky WBC a RBC je uvedeny jako frekvence z
parentalni populace (%), vypocteny ze 100 méreni z n=25 vzork(d normalnich
pacientt na n=4 rdznych platforméach cytometru

Pritokovy cytometr

wDFACS | 05 | Couner | ‘Comner
Canto™ | NAVIOS EX | DX Flex
PNH RBC 3-color zkumavka
CD59- Typ Il a Typ lll RBCs 0,005 0,002 0,029 0,049
CD59- Typ ll a Typ Il iRBC 0,240 0,320 0,388 0,562
PNH WBC 7-color zkumavka
CD157- CD14- monocyty 0,20 0,19 0,14 0,30
GPI kotva- CD14- monocyty 0,08 0,04 0,10 0,17
GPI kotva- CD157- monocyty 0,07 0,06 0,04 0,03
CD157- CD24- neutrofily 0,02 0,02 0,06 0,03
GPI kotva- CD24- neutrofily 0,03 0,03 0,02 0,02
GPI kotva- CD157- neutrofily 0,01 0,01 0,01 0,01
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Pravidla algoritmu pro deficit GPI ©:

1. Zaznamenani PNH klonu v RBC zkumavce

Populace bunék Frekvence Vysledné prohlaseni a akce ¢

<LOD ,Z4dna detekce PNH bunék“

Vzacné bunky PNH fenotypu zaznamenané pod
hranici detekce

CD59- >1% “Pritomnost PNH klonu”
Typ Il + Typ 1l RBCs Lze hlasit procento bunék
> LOD (Tabulka 6) “Pfitomnost PNH bunék"
<0,01%© Vzacné buiiky PNH fenotypu zaznamenané pod

hranici kvantifikace

2. Zaznamenani PNH klonu v WBC zkumavce

Populace bunék Frekvence Vysledné prohlaseni a akce (6)

<LOD ,Zadna detekce PNH bunék”

Vzacné burniky PNH fenotypu zaznamenané pod
hranici detekce

“Pritomnost PNH klonu”

GPI kotva- CD14~ 1%

Monocyt
e Lze hlasit procento bunék
> LOD (Tabulka 6); “Pritomnost PNH klonu”
<LLOQ (Tabulka 13,14) | | ;¢ hiasit procento bunék
<LOD ,Z4adna detekce PNH bunék"
Vzacné buriky PNH fenotypu zaznamenané pod
hranici detekce
GPI kotva- CD24- 7579 “Pritomnost PNH klonu”
Neutrofily

Lze hlasit procento bunék

> LOD (Tabulka 6); “PFitomnost PNH klonu”
<LLOQ (Tabulka 13, 14)

Lze hlasit procento bunék

3. Zaznamenani velikosti PNH klonu v RBCs.
Uvedte celkovou velikost PNH klonu a také procentudlni zastoupeni populace
PNH typu Il a typu lll spolu s poc¢tem bunécnych populaci ziskanych dle tabulky 7.

4. Zaznamenani velikosti PNH klonu v WBCs.

Uvedte velikost PNH klonu v obou liniich - neutrofilech i monocytech. WBC PNH
klony se zdaji byt shlukované a méné rozptylené nez nadhodné dvoijité negativni
udalosti. Monocyty mohou vykazovat vétsi velikost PNH klonu nez neutrofily @,
Deficit GPI (pfitomnost PNH klonu) by mél byt exprimovan ve vsech fenotypech
PNH v dané podskupiné leukocytt. Ocekava se, Zze vsechny PNH fenotypy
monocytt (tabulka 5) budou barvit buriky s deficitem GPI podobné (). Totéz plati
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pro PNH fenotyp neutrofil(.

Terminologie zaznamenani PNH klonu (podle CLSI H52-A2):

a. PNH populace> 1 %: “PNH klon”
b. PNH populace 0,1 % az 1 %: “mensi PNH klon"
c. PNH populace <0,1 %: “vzacné buriky s PNH fenotypem”

Tabulka 7 Priklady mozZnych vysledk( vysetieni (ne od jednoho pacienta) pro pratokovy
cytometr BD FACLyric™.

PNH Pocet PNH | Pocet Frekvence | LLOQ Hodnoceni
fenotyp udalosti udalosti v
populaci
rodict

CD59 - 3 udalosti 521 023 RBCs | 0,0006 % 0,01%© ,Zadna

CD235a+ singlety detekce PNH

RBCs bunék”
Vzacné bunky
PNH fenotypu
zaznamenané
pod hranici
detekce

CD24 - 69 851 75 849 92,1 % 0,088 % “Detekce PNH

GPI kotva - udalosti neutrofild (Tabulka klonu”

CD15+ 13) 92,1%
neutrofilni
velikost PNH
klonu

CD14 - 13 udalosti 12 497 0,103 % 0,141 % “PFitomnost

GPI kotva - monocytd (Tabulka PNH bunék;

CD64+ 13) mensi PNH
klon”
0,103 %
monocytarni
velikost PNH
klonu

5. Do zpravy lze volitelné zahrnout histogramy a grafy typu dot-plot.
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CD14 APC-Cy™7 CD235a FITC

CD24 APC

Obrazek 19 Priklad pripadu s pfitomnosti PNH klonu ve WBC zkumavce, pficemz PNH
klon v RBC zkumavce detekovan nebyl (data ziskana na Beckman Coulter DxFLEX).
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11.Vlastnosti analytické funkce

Specificita

Proaerolysin Alexa Fluor® 488 je fluorescenéné znacena varianta bakteridlniho
aerolyzinu, ktery se specificky vaze na GPI kotvy povrchovych membranovych
proteint v lidskych burikach :2.5.8),

Monoklonalni protilatka SY11B5 rozpoznava extracelularni epitop na CD157
proteinu exprimovaného hlavné na monocytech a granulocytech. Specificita
protilatky byla potvrzena na HCDM Council (HLDA X workshop).

Monoklonalni protildtka 2D1 rozpoznava vsechny leukocytarni izoformy lidského
CD45 antigenu (Leukocyte Common Antigen). Specificita protilatky byla potvrzena
na HCDM Council (HLDA 11l workshop).

Monoklonalni protildtka 10.1 rozpoznava lidsky antigen CDé64, ktery je exprimovan
na monocytech. Specificita protilatky byla potvrzena workshopy HLDA (HLDA lIl:
workshop WS Code M-250).

Monoklonalni protilatka SN3 reaguje s antigenem CD24 exprimovanym
granulocyty. Specificita protilatky byla potvrzena workshopem HLDA (HLDA IV:
WS kéd B 136; HLDA V: WS kéd B CD24.7).

Monoklonalni protilatka MEM-15 reaguje s CD14, GPI (glykosylfosfatidylinositol)-
vazany extracelularni membranovy glykoprotein exprimovany na monocytech.
Specificita protilatky byla potvrzena na HCDM Council (HLDA IlI: WS kod M 252;
HLDA IV: WS kod M 113; HLDA IV: WS kéd NL 90; HLDA IV: WS kod T 53;
HLDA V: WS kéd M MA086 ; HLDA VI: WS Code M MA94 workshop).

Monoklonalni protilatka MEM-158 reaguje s CD15, silné exprimovanym na
povrchu granulocytl. Specificita protilatky byla potvrzena na HCDM Council
(HLDA VI: WS Code AS A053 workshop).

Monoklonalni protilatka JC159 rozpoznava epitop na extracelularni ¢asti CD235a
(glykoforin A), sialoglykoprotein exprimovany na ¢asnych erytroblastech, pozdnich
erytroblastech, erytroblastech a zralych erytrocytech.

Monoklonalni protilatka MEM-43 reaguje s dobfe definovanym epitopem na CD59
(Protectin), (GPI)-ukotveny glykoprotein exprimovany na povrchu vsech
hematopoetickych bunék. Specificita protilatky byla potvrzena workshopem HLDA
(HLDA IV: WS kod NL 705; HLDA V: WS kod AS S013; HLDA V: WS kéd BP
BP345; HLDA V: WS kéd T T-103 workshop).

Monoklonalni protilatka MEM-75 reaguje s extracelularnim epitopem CD71
antigenu exprimovaného na nezralych iRBC. Specificita protilatky byla potvrzena
workshopem HLDA (HLDA IV: WS kéd A 45; HLDA V: WS kéd T T-165
workshop).
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Presnost

Presnost metody byla stanovena porovnanim prostfedku DryFlowEx PNH High-
Sensitivity Assay Kit s interni metodou akreditované klinické laboratore (koktejl
jednobarevnych konjugovanych protilatek od riznych vyrobct analyzovany
pomoci BD FACSCanto™ IlI) paralelnim barvenim 13 pacientd s potvrzenou
pritomnosti fenotypu PNH. Parametry linearni regresni analyzy jsou uvedeny v
tabulce 8.

Tabulka 8 Linearni regresni analyza relativniho poctu populaci bunék s deficitem GPl u
pacienttl s potvrzenou pritomnosti fenotypli PNH. Porovnani prostfedku DryFlowEx PNH
High-Sensitivity Assay Kit analyzovaného pomoci BD FACSCanto™ Il s interni metodou
akreditované klinické laboratore.

PNH fenotyp n |Smérnice| Intercept R? Rozsah [%]
CD59- CD235a+ Typ lll 13 0,99 -0,026 1,00 1,28 - 83,79
erytrocyty
CD59- CD235a+ Typ Il RBCs| 13 0,99 -0,384 1,00 597 -97,78
CD59- CD235a+ Typ 13 1,00 -0,059 1,00 0,13 - 89,92
erytrocyty
CD59- CD235a+ Typ Il iRBCs| 13 0,98 0,141 1,00 0,33 - 74,67
CD157- GPI kotva- CD64+ 13 1,00 0,060 1,00 2,07 - 99,95
monocyty
CD157- GPI kotva- CD15+ 13 0,99 0,294 1,00 0,80 - 99,82
neutrofily
CD14- GPI kotva- CD64+ 13 Nebylo stanoveno 2,04 - 99,96
monocyty
CD14- CD157- CD64+ 13 Nebylo stanoveno 2,17 - 99,96
monocyty
CD24- CD157- CD15+ 13 Nebylo stanoveno 0,80 - 99,83
neutrofily
CD24- GPI kotva- CD15+ 13 Nebylo stanoveno 0,81 - 99,80
neutrofily

n = pocet vzorku krve
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Limit detekce

Limit detekce (LOD) byl stanoven pro kaZzdou cilovou populaci (viz tabulka 5) jako
prdmérna hodnota vysledk( od 25 zdravych darca krve zvysena o tfi smérodatné
odchylky pro 4 r(izné platformy priatokového cytometru (tabulky 9, 10, 11 a 12).

Tabulka9 Hodnoty LOD pro kazdy PNH fenotyp ziskané pomoci DryFlowEx PNH High-
Sensitivity Assay Kit na pratokovém cytometru BD FACSLyric™.

BD FACSLyric™

PNH fenotyp

n Mean | SD Vyskyt PNH LOD

[%] [%] fenotypu (Mean + 3*SD)
RBC zkumavka (1.000.000 ziskanych udalosti; min. 80% singletovych RBC udalosti)*
CD59-Typ llaTyp I 5 - 48 udalosti na
RBC 2510003 1 0001 | 4 460,000 udalosti 0,005 %
CD59-Typ llaTyp lll 0 - 5 udalosti na
iRBC 25 | 0,054 | 0,061 3.000 iRBC 0,240 %
WABC zkumavka (ziskanych 50.000 neutrofilti a 10.000 monocytti)

CD157- CD14- 2 - 24 udalosti na
Monocyty 25| 0076 | 0,041 10.000 Monocytt 0.20%
GPI kotva- CD14- 0 - 5 udalosti na o
Monocyty 25| 0021 | 0018 10.000 Monocytt 0,08%
GPI kotva- CD157- 0 - 4 udalosti na o
Monocyty 25| 0,014 | 0,020 10.000 Monocytl 0,07%
CD157- CD24- 0 - 10 udalosti na o
Neutrofily 25| 0006 | 0006 | 54 600 Neutrofili 0,02%
GPI kotva- CD24- 0 - 15 udalosti na
Neutrofily 25| 0006 | 0,008 | 54 600 Neutrofili 0,03%
GPI kotva- CD157- 0 - 4 udalosti na o
Neutrofily 2510002 1 0,002 | 54 600 Neutrofili 0,01%

POZNAMKA*: Pro analyzu varianty koktejlu protilatek v roztoku se doporuéuje
minimalné 98 % singletovych udalosti 24, Susena varianta koktejlu protilatek
DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay obvykle umoZnuje nizsi frekvenci
singletovych udalosti a 98% frekvence singletovych udalosti nemusi byt
dosazZeno.
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Tabulka 10 Hodnoty LOD pro kazdy PNH fenotyp ziskané pomoci DryFlowEx PNH High-
Sensitivity Assay Kit na pritokovém cytometru BD FACSCanto™ II.

BD FACSCanto II™

PNH fenotyp

n Mean SD Vyskyt PNH LOD

[%] [%] fenotypu (Mean + 3*SD)
RBC zkumavka (1.000.000 ziskanych udalosti; min. 80% singletovych RBC udalosti)
CD59-Typ llaTyp lll 1 - 12 udalosti na
RBC 25 10,0006 | 0,0004 | 4 400,000 udalosti 0,002 %
CD59-Typ llaTyp llI 0 - 5 udalosti na
iRBC 25 10,0657 | 0,0847 1.000 iRBC 0,320 %
WBC zkumavka (ziskanych 50.000 neutrofild a 10.000 monocytti)

CD157- CD14- 2 - 16 udalosti na o
Monocyty 2510085 | 0035 10.000 Monocytt 0.19%
GPI kotva- CD14- 0 - 3 udalosti na
Monocyty 25 0086 | 0096 10.000 Monocytt 0,04%
GPI kotva- CD157- 0 - 7 udalosti na
Monocyty 25| 0084 | 0019 10.000 Monocytt 0,06%
CD157- CD24- 0 - 8 udalosti na o
Neutrofily 2510004 | 0052 | 54 600 Neutrofili 0,02%
GPI kotva- CD24- 0 - 16 udalosti na o
Neutrofily 25| 0006 | 0010 | 54 000 Neutrofili 0,03%
GPI kotva- CD157- 0 - 4 udalosti na o
Neutrofily 2510002 | 0002 | 54660 Neutrofili 0,01%
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Tabulka 11 Hodnoty LOD pro kazdy PNH fenotyp ziskané pomoci DryFlowEx PNH High-

Sensitivity Assay Kit na pritokovém cytometru Beckman Coulter Navios EX.

Beckman Coulter Navios EX

PNH fenotyp

n Mean | SD Vyskyt PNH LOD

[%] [%] fenotypu (Mean + 3*SD)
RBC zkumavka (1.000.000 ziskanych udalosti; min. 80% singletovych RBC udalosti)
CD59-Typ llaTyp llI 4 - 236 udalosti na
RBC 25| 000710007 |4 460,000 udalosti 0,029 %
CD59-Typ llaTyp I 0 - 6 udalosti na
iRBC 25 | 0,087 | 0,100 1.000 iRBC 0,388 %
WABC zkumavka (ziskanych 50.000 neutrofilti a 10.000 monocyt()

CD157- CD14- 0 - 23 udalosti na
Monocyty 25 | 0062 1 0,027 10.000 Monocytt 0.14%
GPI kotva- CD14- 0 - 10 udalosti na
Monocyty 25| 0024 1 0,006 10.000 Monocytt 0.10%
GPI kotva- CD157- 0 - 6 udalosti na o
Monocyty 25 | 0,007 | 0,011 10.000 Monocytt 0,04%
CD157- CD24- 0 - 21 udalosti na o
Neutrofily 2510012 1 0015 | 54000 Neutrofili 0,06 %
GPI kotva- CD24- 0 - 6 udalosti na o
Neutrofily 2510005 1 0005 | 54 600 Neutrofild 0,02%
GPI kotva- CD157- 0 - 5 udalosti na o
Neutrofily 2510002 1 0,002 | 54 900 Neutrofili 0,01%
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Tabulka 12 Hodnoty LOD pro kazdy PNH fenotyp ziskané pomoci DryFlowEx PNH High-

Sensitivity Assay Kit na pritokovém cytometru Beckman Coulter DxFLEX

Beckman Coulter DxFLEX

PNH fenotyp

n Mean | SD Vyskyt PNH LOD

[%] [%] fenotypu (Mean + 3*SD)
RBC zkumavka (1.000.000 ziskanych udalosti; min. 80% singletovych RBC udalosti)
CD59-Typ llaTyp llI 5 - 48 udalosti na
RBC 2510015 10012 | 4 600,000 udalosti 0,049 %
CD59-Typ llaTyp I 0 - 5 udalosti na
iRBC 25 | 0,106 | 0,152 1.000 iRBC 0,562 %
WABC zkumavka (ziskanych 50.000 neutrofilti a 10.000 monocyt()

CD157- CD14- 0 - 27 udalosti na o
Monocyty 25| 0092 | 0,068 10.000 Monocytt 0.30%
GPI kotva- CD14- 0 - 16 udalosti na
Monocyty 25 | 0053 | 0,040 10.000 Monocytt 0.17%
GPI kotva- CD157- 0 - 1 udalost na o
Monocyty 25| 0,005 | 0,009 10.000 Monocytt 0,03%
CD157- CD24- 0 - 14 udalosti na o
Neutrofily 25| 0010 | 0,008 | 54 600 Neutrofili 0,03%
GPI kotva- CD24- 0 - 10 udalosti na o
Neutrofily 25| 0008 | 0006 | 54 600 Neutrofili 0,02%
GPI kotva- CD157- 0 - 3 udalosti na o
Neutrofily 2510002 1 0,002 | 54 900 Neutrofili 0,01%
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Limit kvantifikace

Dolni limit kvantifikace (LLOQ) byl stanoven sériovymi fedénimi (1:10, 1:100,
1:1000 a 1:10000) ¢erstvého vzorku PNH s ¢erstvym normalnim vzorkem krve v
triplikatu a analyzovan pomoci pratokovych cytometr(i BD FACSLyric™ a Beckman
Coulter DxFlex. Jako kritérium citlivosti pro LLOQ bylo zvoleno maximalni CV

10 %.

Tabulka 13 Hodnoty frekvence LLOQ pro DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit
ziskané na pratokovém cytometru BD FACSLyric™.

X, Pocet PNH
PNH fenotyp Redéni bunek LLOQ cv

CD59- Typ Il and Typ I 1:10.000 101 0,029 % 3,9 %
RBCs

CD157- CD14- 1:10.000 28 0,677 % 2,3%
Monocyty

GPI kotva- CD14- 1:10.000 7 0,130 % 7.7 %
Monocyty

GPI kotva- CD157- 1:10.000 2 0,018 % 9,9 %
Monocyty

CD157- CD24- 1:10.000 3 0,012 % 3,6%
Neutrofily

GPI kotva - CD24- 1:10.000 1 0,009 % 8,7%
Neutrofily

GPI kotva - CD157- 1:10.000 1 0,010 % 12%
Neutrofily

Tabulka 14 Hodnoty frekvence LLOQ pro DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit
ziskané na pritokovém cytometru Beckman Coulter DxFLEX.

Pocet PNH

PNH fenotyp Redéni bunék LLOQ cv
CD59- Typ Il and Typ Ill 1:10.000 101 0,005 % 91%
RBCs
CD157- CD14- 1:10.000 22 0,143 % 40%
Monocyty
GPI kotva- CD14- 1:10.000 4 0,026 % 22%
Monocyty
GPI kotva- CD157- 1:10.000 11 0,068 % 59 %
Monocyty
CD157- CD24- 1:10.000 29 0,024 % 42 %
Neutrofily
GPI kotva - CD24- 1:10.000 8 0,007 % 71%
Neutrofily
GPI kotva - CD157- 1:10.000 9 0,007 % 8,5%
Neutrofily
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POZNAMKA: Pro analyzu priitokovou cytometrii byly pouzity nasledujici
pratokové cytometry véetné verze softwaru:

BD FACSCanto™ Il BD FACSDiva Software - verze 8.0.2

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

Pro vyhodnoceni namérenych dat byla pouzita nasledujici analyticka platforma:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - verze 10.9.0

12.Vlastnosti klinické funkce

Pacienti s deficitem GPI

Klinicka data byla shromaZdéna na klinickém misté od 19 pacientd, jak zdravych ©),
tak pacientd s potvrzenym deficitem GPI 13, Vlastnosti klinické funkce byly
stanoveny jako srovnani prostfedku DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit s
akreditovanou vlastni klinickou laboratorni metodou (koktejl jednobarevnych
konjugovanych protilatek od riiznych vyrobc( a analyzovanych pomoci

BD FACSCanto™ II).

Deficit GPI u pacientt byl hodnocen s ohledem na pouZitou metodu (tabulka 15) s
pomoci detekce bunék s deficitem GPI (PNH klony).

Tabulka 15 Klinicka funkce prostrfedku DryFlowEx PNH High-Sensitivity Assay Kit

Hodnoceni deficitu GPl pomoci akreditované
vlastni klinické laboratorni metody
Deficit GPI Normalni stav
a _ .
O 3 o7 . . . o . o
5 = 2 Deficit GPI 13 pacientl 0 pacientl
23 L >
‘0 >2 T 3
[72]
ERhzZzwv
Yoa<
- a8 x >
c — =
0032
[S2Ne) ) =
QEF® - L L
g 8 3 Normalni stav 0 pacientt 6 pacient(
T ()
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13.0cekavané hodnoty

Referencni interval

V normalni populaci neni detekovan Zzadny nedostatek GPI a ocekava se, Ze
vSechny procentualni hodnoty fenotypu PNH budou nizsi, nez mezni hodnota
testu (LOD) ‘)

14.0Omezeni

Nebyla zjisténa zadna omezeni pro pouziti u specifickych typl onemocnéni, jako
napf. anémie.

Reportovani zachytu GPI deficience je limitovano soucasnym stavem poznani
uvedenym v publikovanych pokynech ©.

PNH klon neni v lymfocytech detekovan, protoze se vyskytuje castéji v
neutrofilech a monocytech, nez ve zralych lymfocytech, coz naznacuje, ze
lymfoidni buriky maji dlouhou zZivotnost a mohou existovat pred vznikem nebo
expanzi PNH klonu.
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znamky firmy Becton, Dickinson a Company. Cy™ je registrovana ochranna
znamka firmy Cytiva. VenturiOne® je registrovana ochranna znamka firmy Applied
Cytometry, Infinicyt™ je registrovana ochranna znamka firmy Cytognos S.L.
SPHERO™ COMPtrol je registrovana ochranna znamka firmy Spherotech, Inc.

18.Historie revizi

Verze 4, ED7750_IFU_v4

1) Kapitola ,Vzorek" byla aktualizovana.

2) Byla aktualizovana upozornéni v kapitole 10.

3) Byly aktualizovany oddily ,PNH RBC 3-color zkumavka“ a ,PNH WBC 7-color
zkumavka®“, véetné obrazk( v kapitole 10.
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4) Byla pridana sekce ,Interni kontrola“ v kapitole 10.

5) Bylo pridano upozornéni v sekci ,Vypocet a interpretace analytickych vysledk(".
6) Byla aktualizovana sekce ,Pravidla algoritmu pro hlaseni deficitu GPI".

7) Byla aktualizovana sekce 11 ,Vlastnosti analytické funkce®.

8) Byla aktualizovana sekce ,Omezeni“.

9) Opraveno ¢islovani ¢lankt v sekci ,Odkazy".

19.Vyrobce

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

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

20.Zplnomocnény zastupce
N/A

POZNAMKA: Jakakoli vazna udalost, ktera se vyskytla v souvislosti s prostiedkem,
musi byt ozndmena vyrobci a mistnimu pfislusnému uradu.
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