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1. Kullanim Amaci

CD34 QuantiFlowEx Kiti, insan kan ve doku 6rneklerindeki toplam canh
I6kositlerden toplam canli hematopoietik kok hiicrelerin akis sitometrisi ile tespiti
ve sayimi icin tasarlanmistir.

Tespit edilen ve/veya élciilen nedir?
CD34 QuantiFlowEx Kiti cihazi, insan canli hematopoietik kok hiicrelerin
(CD34+CD45dim) goreli yiizdelerini ve mutlak sayimlarini tespit eder ve 6lcer.

Cihazin islevi

Cihaz; periferik kan, kemik iligi ve |6koferez Girtiniindeki hematopoetik kék hiicre
sayiminin izlenmesi icin tasarlanmistir.

Fizyolojik veya patolojik durumun kapsami

insan kan ve doku 6rneklerinde veya transplantasyon icin greftlerde hematopoetik
kok hticre (HSC) sayisinin dogru sayimi, hasta yonetimi veya greft isleme icin
gereklidir (),

Test tiirii
Otomatik degil

Nicel

Gereken 6rnek tiirii
Normal periferik kan veya mobilize periferik kan veya |6koferez Griini/Grinleri
veya kemik iligi.

Test popiilasyonu
Belirli bir popilasyon icin tasarlanmamustir.

2. Hedef kullanici

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

Yeterlilige iliskin gereklilikler

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

Test prensibi, belirli insan kan hiicreleri tarafindan ifade edilen spesifik bir molekdile
(antijen) baglanan monoklonal antikorun tespitine dayanmaktadir. Testte kullanilan
monoklonal antikorlar, antikorla boyanmis kan 6rneginin alinmasi sirasinda bir akis
sitometresinden cikan lazer isini ile uyarilan farkli florokromlarla etiketlenir. Alinan
bir kan hiicresi Gizerinde bulunan her florokromdan gelen sonraki floresan (isik
emisyonu) cihaz tarafindan toplanir ve analiz edilir. Floresan yogunlugu, bir
hiicredeki antijen ekspresyon yogunluguyla dogru orantilidir ve farkli hiicre alt
kiimelerinin birbirinden ayrilmasini saglar.

7-AAD, canli hiicrelerden uzak tutulan ve canli olmayan hiicrelerde DNA'ya

baglanan hiicre zarn gecirimsiz bir boyadir. Hiicre floresan yogunlugundaki
farkhhklar, canh olmayan hiicrelerin analizden ¢ikarilmasini saglar.

4. Saglanan reaktif/reaktifler

icindekiler
CD34 QuantiFlowEx Kiti cihazi 50 test icin yeterlidir ve asagidaki reaktiflerle
birlikte verilir:

Staining Reagent (ED7080-1; 1 flakon), 15mM sodyum azid iceren stabilize edici
fosfat tamponlu salin (PBS) sollisyonu icinde optimum konsantrasyonlarda
seyreltilmis, florokrom etiketli monoklonal antikorlar CD45 FITC ve CD34 PE'nin 1
ml 6nceden karistirilmis kombinasyonunu icerir, bakiniz Tablo 1.

7-AAD (ED7080-2; 1 flakon), 15mM sodyum azid iceren stabilize edici fosfat
tamponlu salin (PBS) sollisyonu icinde optimum konsantrasyonda seyreltilmis, 1 ml
7-Aminoaktinomisin D (7-AAD) hiicre canhhg! boyasi icerir.

Lysing Solution (ED7080-3; 1 sise) 15 ml konsantre (10X) amonyum klortir bazli,
fiksatif icermeyen tamponlu sollisyon icerir.

Bilesim
Tablo1 Aktif bilesenlerin tanimi ve konsantrasyonlari
Antijen Florokrom Klon izotip Kon(ssg}rfls)yon
CD45 FITC MEM-28 IgG1 30
CD34 PE 4H11 [APG] IgG1 35
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5. Gereken ancak saglanmayan malzemeler

Hem Tek hem de Cift Platform Yontemi icin
Yuvarlak tabanli test tipleri (12 x 75 mm)
Deiyonize su (Reaktif dereceli)

Proses kontrol hiicreleri (Streck CD-Chex CD34®, CD34 kontrol - 3 seviye, Kat.
No. 213337, 213347, 213383 veya 6nceden tanimlanmis CD34 HSC sayimi ile
esdeger c6zlinebilir hiicre kontrol()

Yalnizca Tek Platform Yontemi icin
Floresan hiicre sayimi standardi
- Becton Dickinson sitometreleri ile kullanim icin
o BD Trucount™ Tupleri
- Beckman Coulter sitometreleri ile kullanim icin
o Beckman Coulter Flow-Count™ Fluorospheres

6. Gerekli ekipman

Hem Tek hem de Cift Platform Yontemi icin

Ornek ve reaktiflerin pipetlenmesi icin tek kullanimlik uclara sahip otomatik pipet
(20 - 100 pl)

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

Sayma boncuklari: TruCount™ Tubes (BD Biosciences; ref. No. 663028), FlowCount
Fluorospheres (Beckman Coulter; ref. No. 7547053)

Vorteks mikser

Bir lazer uyarim kaynagina (488 nm) sahip akis sitometresi, sacilan i1sik dedektorleri,
optik filtreler ve florokromlardan sinyal toplamaya uygun emisyon dedektorleri
Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2 Cihazda kullanilan florokromlarin spektral 6zelligi

Florokrom Eksitasyon [nm] Emisyon [nm]
FITC 488 525
PE 488 576
7-AAD 488 670

NOT: Cihaz, akis sitometreleri BD FACSCanto™ Il ve BD FACSLyric™
(BD Biosciences), Navios (Beckman Coulter) ve XF-1600™ (Sysmex)
Uzerinde test edilmistir.
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Yalnizca Cift Platform Yontemi icin

Hematoloji analizort (mutlak hiicre sayimlari icin), beyaz kan hticresi (WBC) ve
ornek ul'si basina lenfosit sayimi yapabilen cihaz.

7. Depolama ve tasima

2 - 8°C sicaklikta muhafaza edin.
Uzun siire 1siga maruz birakmaktan kacinin.
Dondurmayin.

Calisma sollisyonlarinin (varsa) saklama kosullari ve stabilitesinin yani sira ilk
acilisindan sonraki Kullanim stabilitesi ve raf 6mri hakkinda bilgi edinmek icin
Bolim 10 Proseddr (Reaktif Hazirlama) kismina bakin.

8. Uyarilar, 6nlemler ve kullanim kisitlamalari

GHS Tehlike Siniflandirmasi

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

Biyolojik Tehlike

insan biyolojik numuneleri ve kan 6rnekleri ile bunlara temas eden her tiirlii madde
her zaman bulasici madde olarak kabul edilir.

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

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

Bozulma belirtisi

Saglanan reaktif normalde berrak bir sivi seklinde gériinir. Gértiiniimiinde
bulaniklik veya ¢okelme belirtileri gibi herhangi bir degisiklik oldugunu
gozlemlerseniz reaktifi kullanmayin.

Kullanim kisitlamalari
Uriin etiketlerinde belirtilen son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

9. Ornek

Antikoagulan EDTA, Heparin veya ACD (Asit Sitrat Dekstroz) ile tibbi cihaz olarak
siniflandirilan 6rnek kabina toplanan kan veya doku materyalini kullanin.
Asagidaki 6rnek cihaz kullanilarak analiz edilebilir:

normal ve mobilize periferik kan, I6koferez Urlinleri ve kemik iligi.
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NOT: Cift platform analizi icin, bir hematoloji analizori ile toplanan 6rnekteki
I6kosit mutlak hiicre sayisini belirleyin. CD34 QuantiFlowEx Kiti cihaz tek
basina mutlak hiicre sayimlarinin dokiimiind saglamaz.

Kan ornegini toplandiktan sonra en gec 24 saat icinde isleme alin.

Endojen interferans
Bilimsel literatiir arastirmasi temel alinarak endojen interferans kaynaklari Tablo
3'te tanimlanmustir.

Tablo 3 Cihazin Endojen interferansi

Endojen Etki Referans
interferans
Alblimin Albimin, baglanma ve bliylik miktarlarda 2,3,4
ligand salma kabiliyeti nedeniyle yliksek
konsantrasyonlarda girisime neden olabilir.
Bilirubin (sarilik) Bilirubin, yiiksek otofloresansi nedeniyle 56,7
(konjuge olmayan) | hiicrelerin floresan arka planini artirabilir.
Hucre debrisi (lizis | Hiicre debrisi yanls hicre sayimlarina 8,9
sonrasl) neden olabilir ve cihaz icindeki antikoru
tiiketebilir.
Eritrositler Yetersiz lizis, numunede bulunan kirmizi 6
kan hiicreleri hatali hiicre sayimina neden
olabilir.
Hemoglobin Hemolize numuneler hatali sonuglar 10
verebilir.
insan anti-murin Monoklonal antikor tedavisi hatali sonuclar | 11, 12, 13,
antikorlari verebilir (hiicre ylizeyi antijenlerine 14, 15, 16
baglanma kabiliyeti).
immiinoglobdilinler | Yikanamaz ve hatali lenfosit alt kiimesi 8
sayisina neden olabilir.
Romatoid RF'nin varligit MIA (multipleks 17
faktorler immuinoassaylar) ile girisime neden olur.
Trigliseridler Dolasimdaki yiiksek lipid seviyeleri, belirli 18
kan hiicresi popilasyonlarinin akis
sitometrisi analizini etkileyebilir.

Eksojen interferans

24 saatten daha eski 6rnekler hatali sonuclar verebilir.

Sogutulmus 6rnekler hatali sonuclar verebilir.

Eritrosit lizis sollisyonunun yanlis hazirlanmasi hatali sonuclara yol acabilir. Eritrosit
lizis solisyonunun kullanimi icin Ureticinin talimatlarina uyun.
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10. Prosediir

Saglanan reaktifin/reaktiflerin hazirlanmasi

Staining Reagent ve 7-AAD

Reaktifin hazirlanmasi gerekmez.

Reaktifi kullanmadan 6nce oda sicakligina getirin. Cihazin birincil kabini kuru tutun.
Reaktifi dogrudan orijinal birincil kabindan kullanin.

ik acilisindan sonra reaktif, orijinal birincil kabinda belirtilen kosullarda muhafaza
edildiginde son kullanma tarihine kadar performans 6zelliklerini korur.

DiKKAT: Reaktifi seyreltmeyin.

Lysing Solution
Konsantre (10X) eritrosit lizis solisyonunu, calisma lizis soliisyonuna (1X) deiyonize
su ile seyreltin.

DIKKAT: Calisma lizis soltisyonu (1X) sadece 1 giin boyunca stabildir. 1 parca
konsantre (10X) Lizis Sollisyonunu 9 parca deiyonize su ile karistirarak her
Olciim guniinde taze calisma lizis soltisyonu (1X) hazirlayin ve sivi dispenserinde
veya kapali kapta oda sicakliginda saklayin.

Gereken ancak saglanmayan malzemelerin hazirlanmasi

Floresan hiicre sayimi standartlarinin hazirlanmasi ve kullanilmasi icin Greticinin
talimatlarina uyun.

Kalite kontrolii

Cihazin amaclandig gibi diizglin performans gostermesini saglamak icin Streck
CD-Chex CD34® veya esdeger kontrol hiicrelerini pozitif prosediir kontrolii olarak
kullanin. Streck CD-Chex CD34®, CD34+ HSC'nin ylizde pozitif ve mutlak sayimlari
icin belirlenmis degerler saglar.

Kontrol hiicrelerini CD34 QuantiFlowEx Kitini kullanarak, Kullanim Talimatlarinda
belirtildigi gibi numune islemeye gore boyayin. Elde edilen sonuclarin (%Pozitif
Hucreler) kullanilan kontrol hiicresi lotu icin bildirilen Beklenen aralikta oldugunu
dogrulayin.
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Ornek boyama - Tek Platform yontemi

1.

Her 6rnek icin, (12 x 75 mm) yuvarlak tabanl bir test tiiptini uygun numune
tanimlamasi ile etiketleyin.

NOT: Mutlak CD34 kok hiicre sayimi icin bir test tlpi olarak BD Trucount™
Tube kullanin.

2. Test tipunin dibine 20 ul Boyama Reaktifi pipetleyin.

3. Test tipinin dibine 20 ul 7-AAD pipetleyin.

Ters pipetleme teknigi kullanarak 100 ul iyi karistiriimis 6rnegi test tliptinin
dibine pipetleyin.

DiKKAT: Pipetleme dogrulugu, CD34+ kdk hiicre mutlak sayiminin dékimdi icin
kritik Gneme sahiptir. Bu nedenle, otomatik hava yer degistirmeli pipet
kullanilarak ters pipetleme teknigi kullanilmahdir.

Ters pipetleme numune aspirasyonu icin, pipet diigmesine 2. durak noktasina
kadar bastirin ve numuneyi aspire edin. Ardindan, kan numunesi iceren pipet
ucunu tlpin altina yakin bir yere yerlestirin ve numune dagitimi icin pipet
digmesini 1. durak noktasina kadar bastirin.

Test tlplniln yan tarafina kan pipetlemekten kacinin. Tipin kenarinda kan

lekesi veya damlacik kalirsa reaktifle boyanmayabilir veya eritrositler
¢co6zlinmeyebilir ve test sonucu dogru olmayabilir.

5. Test tlpuni karistirin ve karanlikta oda sicakliginda 20-30 dakika inkibe edin.

6. Test tipune 2 ml calisma lizis soltisyonu (1X) ekleyin.

Karistirin ve test tliplint karanlikta oda sicakhiginda 10 dakika boyunca inkiibe
edin.

BD Trucount™ Tube test tlipl olarak kullanilmadiysa, ters pipetleme teknigini
kullanarak 100 ul Flow Count™Fluorospheres ekleyin. Ureticinin talimatlarina
uyun.

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

DiKKAT: Topaklanmalari 6nlemek icin akis sitometresinde alimdan hemen 6nce
boyall numuneyi karistirin.
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Ornek boyama - Cift Platform yontemi

DIKKAT: Numune islemeden 6nce bir hematoloji analizérii ile toplanan
ornekteki 16kosit mutlak hiicre sayisini belirleyin.

1. Her 6rnek icin, (12 x 75 mm) yuvarlak tabanl bir test tipUni uygun numune
tanimlamasi ile etiketleyin.

2. Test tipinin dibine 20 ul Boyama Reaktifi pipetleyin.
3. Test tiplndn dibine 20 ul 7-AAD pipetleyin.

4. Ters pipetleme teknigi kullanarak 100 pl iyi karistirilmis 6rnegi test tlipliniin
dibine pipetleyin.

5. Test tlpuni karistirin ve karanlikta oda sicakliginda 20-30 dakika inkibe edin.
6. Test tipune 2 ml calisma lizis sollisyonu (1X) ekleyin.

7. Kanistirin ve test tliplini karanlikta oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibe
edin.

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

DiKKAT: Topaklanmalari 6nlemek icin akis sitometresinde alimdan hemen 6nce
boyall numuneyi karistirin.

Akis sitometrisi analizi

CD34 QuantiFlowEx Kit cihazi ile kullaniimak Gizere secilen akis sitometresi,
sitometre Ureticilerinin talimatlarina gére dedektérlerin sabit hassasiyetini saglamak
icin floresan mikro boncuklar kullanilarak rutin olarak kalibre edilmelidir.

Akis sitometresinin bakimi diizgiin yapilmazsa yanlis sonuclar verebilir.

Gerekli ekipman baslikli Bélim 6'daki florokromlarin eksitasyon ve emisyon
ozelliklerine uygun lazerler ve floresan dedektorleri icin Ureticinin sitometre
spesifikasyonlarina bakin.

Boyali 6rnek analizinden once ilgili floresan dedektorlerindeki gerilimleri ayarlayin.
PMT dedektoriindeki gerilim yeterli diizeyde yiiksek ayarlanmali, béylece en az
negatif boyali olay floresan eksenindeki 0. kanalla etkilesime girmelidir. PMT
dedektoéri gerilimi de pozitif olaylarin sag eksene baskilandigi degerleri
asmamalidir.

Numune 6rnegine bagli olarak, tlip basina en az 300.000 - 1.000.000 olay edinin.

Her zaman hiicre 15181 sacilimi parametrelerini alin: ileri Acili Isik Sacilimi (hem Sinyal
Alani hem de Sinyal Yiiksekligi) ve Yan (Dikey) Isik Sacihimi (hem Sinyal Alani hem de
Sinyal Yuksekligi).
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Tek Platform yontemi icin veri toplama acisindan olay boyutu yerine FITC
dedektériinde floresan esigini belirleyin. ileri Sacilim Esigi (olay boyutu), sayim
standardinin mikropartikiil olaylarini analizden haric tutabilir ve bu da CD34+ kok
hiicre yizdesi sayimini olumsuz yonde etkileyecektir.

Cift Platform yontemi icin Ileri Sacilimda esigi belirleyin.

Veri toplamadan once veya sonra dedektorler arasindaki floresan sinyallerini
dengeleyin. Floresan sinyalleri yanlis dengelenirse veya gecitler yanlis
konumlandirilirsa veriler yanhs yorumlanabilir.

NOT: Beklenen duislik hiicre canhligina sahip numuneler, 6rnegin formaldehit
bazli lizis solisyonu ile islenmis kan hiicreleri gibi 7-AAD dengeleme
kontrolliniin hazirlanmasi icin kullanilmalidir. Hicre canhligi yiksek olan
numuneler az sayida 610 hiicre saglar. Distk 6li hiicre sayisi, ortalama 6l
hiicre 7-AAD floresan yogunlugunu olumsuz etkileyebilir ve yetersiz
dengelemeye neden olabilir.

Olciilen veri analizi icin Uretici tarafindan gelistirilen sitometre yazilimi veya cevrim
disi sitometri veri analizine 6zel yazilim (6rnegin FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™)
kullanilabilir.

CD34 QuantiFlowEx Kit boyali 6rnegin veri analizi

Uygun yazihmi kullanarak él¢iilen ve dengelenen verileri analiz edin. Canli CD34+
kok hiicrelerin ylizdesinin sayimi icin Uluslararasi Hematoterapi ve Greft
Muhendisligi Dernegi (ISHAGE) gecit protokolii (Sekil 1-5) uygulanmalidir.

5 parametre (2 1sik sacilim parametresi ve 3 floresan parametresi) kullanilarak
CD34+ hematopoietik kok hiicreler, 6zelliklerine gore sirali ve Boolean
gecitlemenin bir kombinasyonu ile tanimlanir.

Gercek CD34+ kok hiicreler CD34 ve CD45 antijenini eksprese eder, ancak CD45
ekspresyonu 6nci hiicrelerinkine benzerdir. Boyama yogunlugu tespit edilebilir,
ancak 6rnegin lenfositlerdekilerden daha distktr.

Gercek CD34+ kok hiicreler ayrica 6ncii hiicrelere veya lenfositlere benzer ileri acili
1sik sacilim sinyali saglar ve disuk dikey isik sacilim 6zellikleri sergiler (yan sacilma).
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Sekil 1-5, dogru ylizde sayimi icin canli CD34* kék hiicrelerin dogru sekilde
tanimlanmasini saglayan mantiksal gecitleme dizisini géstermektedir.

ik olarak, tiim olaylari bir Yan Sacilma Sinyal Alanina (SSC-A) karsilik 7-AAD canlilik
boyama nokta grafiginde gorsellestirin ve soldaki resimde A Bolgesi ile gosterildigi
gibi canli hiicrelerin (7-AAD negatif) etrafina bir gecit yerlestirin.

NOT: Stabilize kan formaldehit icerdigi ve bu da hiicre zarina niifuz ederek pozitif
7-AAD canlilik boyasi boyamasina yol actigindan Streck CD-Chex CD34® gibi
stabilize kan kontroll kullanilirken canlilik A Bolgesinin kontrol edilmesi ve
gerekirse bolgenin yeniden konumlandiriimasi siddetle tavsiye edilir.

Sekil 1 Soldaki resim, yasayabilir poptilasyon secimini temsil eder. Sagdaki resim A, B, C, G (F
Bolgesi'nden tiretilmistir) ve | Bélgelerindeki tim gecitli olaylar temsil eder.
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A Bolgesindeki hiicreleri bir SSC-A'ya karsi CD45 FITC nokta grafiginde
gorsellestirin ve 16kositlerin etrafina (B Bolgesi) ve C Bolgesi olarak temsil edilen
lenfositlerin etrafina bir gecit yerlestirin.

Hiicreleri B Bolgesinen bir SSC-A'ya karsi CD34 PE nokta grafigine getirin ve gecidi
CD34 pozitif olaylarinin (D Bélgesi) etrafina yerlestirin.

Sagdaki resim, E Bolgesinde tasvir edilen | Bélgesinden floresan mikropartikdiller de
dahil olmak (izere tiim olaylari géstermektedir. E Bélgesi, BD TruCount™ Tube'da
bulunan floresan mikropartikil sayim standardinin optik ve floresan 6zelliklerini
gostermektedir (yalnizca tek platformlu yéntem icin).

Sekil 2 Soldaki resim, canli [6kosit (B Bolgesi) ve lenfosit (C Bolgesi) popilasyonunun
secimini temsil etmektedir. Sagdaki resim, I6kositlerden (B Bolgesi) secilen canli CD34 pozitif
olaylari (D Bolgesi) gorsellestirmektedir. Tek platform yontemi icin, floresan boncuklarin
etrafina bir gecit (E Bolgesi) yerlestirilebilir.
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Soldaki Sekil 3'te gosterildigi gibi D Bolgesinden gelen olaylarla SSC-A ve CD45
FITC nokta grafiginde CD45 dim-pozitif hiicre kiimesinin etrafina bir F Bélgesi
yerlestirerek D Bolgesinden CD34 pozitif olaylari arindirin.

CD45* lenfositleri (C Bélgesi) SSC-A ve ileri Sacilim Sinyal Yiiksekligi (FSC-H) nokta
grafiginde gorintileyin. Sagdaki Sekil 3'te gosterildigi gibi CD45* lenfositleri daha
klicuk olaylardan ve kalintilardan (G Bélgesi) ayiran yeni bir gecit yerlestirin.

Sekil 3 Soldaki resim, spesifik olmayan CD34 boyali vakalarin, yani trombositlerin veya
kiimelerin cikariimasini gérsellestirmektedir. F Bélgesi, CD4549mSSCsdistk CD34+ olan
spesifik olarak boyanmis hicreleri tanimlamak icin kullanilmistir. Sagdaki resim, CD45*

lenfositlerinin (G Bolgesi) C Bolgesinden ayrilmasini gérsellestirmektedir.

Region G

Region F 99,1

838

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

Forward Scatter [Signal Height)
CcD45 FITC
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Sekil 3'ten (sagdaki resim) lenfositleri ayiran G Bolgesi gecidini kopyalayin ve

F Bolgesinden olaylari iceren SSC-A ile FSC-H nokta grafigine yapistirarak

H Bolgesini olusturun. CD34* kdk hiicre kiimesini daha kiiclik olaylardan ve
kalintilardan ayirt etmek icin. H Bélgesi gecidinin icinde bulunan F Bolgesinden
(Sekil 3) hiicreler Gercek CD34* kok hlicreleri temsil eder.

Sekil 4 Goriinti, Gercek CD34+ kok hiicrelerinin (H Bolgesi) secimini temsil eder.

Region H
81,7

Side Scatter Signal Area)

Forward Scatter [Signal Height)

Yalnizca Tek platform yontemi icin:
Floresan boncuklar icin dogru kapinin (E Bolgesi) yerlestirildiginden emin olmak icin
kontrol gecitleri (Sekil 5 ve 6'da |, J, K Bolgesi) gorsellestirilmelidir.

CD34 PE ve CD45 FITC'deki tiim olaylar gorsellestirin ve BD TruCount™'tan (I
Bolgesi) mikropartikilleri veya Beckman Coulter's Flow-Count™'tan (J Bolgesi)
mikropartikilleri tanimlayan floresan mikropartikil sayim standardi cevresine
bolgeler yerlestirin.

NOT: Sayma boncugu boyutu ve floresan o6zellikleri farkl treticiler arasinda
farkhhk gosterebilir.
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Sekil 5 Soldaki resim, BD TruCount™ Tube (I Bélgesi) boncuklarinin boyutunu ve floresan
dzelliklerini temsil eder. Sagdaki resim, BC Flow-Count™ Fluorospheres (J Bélgesi)

CD34 PE

Sekil 6

boncuklarinin boyutunu ve floresan 6zelliklerini temsil eder.

5 =
Region |
- 2,68 _Region )

L O532

€D34 PE
L

CD45 FITC CD45 FITC

Resim, zaman icindeki tiim tekli sayma boncuklarini gérsellestirmektedir (K Bélgesi).

" = = =

Region K
377

CD45 FITC

Time

NOT: K Bolgesindeki herhangi bir nonhomojenite durumu (alimda bozukluk,
floresansta azalma) degerlendirme acisindan dikkate alinmalidir. Olaylarin
nonhomojen sekilde elde edilmesi veya CD45 FITC eksenine dik olmayan bir
edinim, bir akis sitometresinin akiskan dinamigi ile ilgili sorunlar gosterir.
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Analitik sonuclarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi - Tek Platform yontemi
Tam canli 16kositlerden elde edilen canli CD34* kok hiicrelerin yiizde ve mutlak
sayim dokimu icin asagidaki denklemleri kullanin.
1 ul kan materyali basina canli CD34* kék hiicre mutlak sayim dékiimii:

BolgesiH P

CD34*Mut = ———— X — X DF
YT BolgesiE TV
1 ul kan materyali basina canli I6kosit mutlak sayim dékiimii:
BolgesiB P
WBC Mut = —— X = X DF
BolgesiE V
Tiim canli I6kositlerden canli CD34* kék hiicre yiizdesi sayimi:
% cp34+ = C3HMUL oo
° ~ WBC Mut

CD34* Mut 1 pl kan materyali basina canli CD34* kdk hiicre mutlak sayimi
WBC Mut 1 uL kan materyali basina canli 16kosit mutlak sayimi

% CD34* Tdm canli I6kositlerden elde edilen canli CD34* kok hiicrelerin
ylizdesi

B Bélgesi B Bolgesindeki olay sayisi (I6kositler)

H Bolgesi gercek CD34* kok hiicreler

E Bolgesi E Bolgesindeki olay sayisi (mikropartikdiller)

p mikropartikll Greticisi tarafindan belirtilen test basina (test tiipiinde
bulunan) mikropartikal sayisi

\% ornek hacmi - 100 pL

DF seyreltme faktori (boyamadan 6nce 6rnegin seyreltilmesi); DF = 2, 1

kisim kan materyalinin (100 ul) % 0,5 BSA (100 pl) iceren 1 kisim
PBS kullanilarak seyreltildigi anlamina gelir

Analitik sonuclarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi - ikili Platform yontemi
Ornegin ul'si basina l6kosit sayisini tanimlamak icin hematoloji analizériini kullanin.
Hematoloji analizéri Ureticisinin talimatlarina bakin.
Tam canli 6kositlerden elde edilen canli CD34* kok hiicrelerin yiizde ve mutlak
sayim dokimu icin asagidaki denklemleri kullanin.
1 pl kan materyali basina canli CD34+ kék hiicre mutlak sayim dokimii:

Bolgesi H

CD34*Mut = ———— X WBC Mut X DF

Bolgesi B
Tiim canli I6kositlerden canli CD34+ kék hiicre yiizdesi sayimi:
Bolgesi H »
Bolgesi B
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CD34* Mut 1 pl kan materyali basina canli CD34* kdk hiicre mutlak sayimi

WBC Mut  uygulanan seyreltme faktori (DF) 6ncesi hematoloji analizori
kullanilarak tanimlanan 1 uL kan materyali basina canli [6kosit mutlak
sayimi

% CD34* Tdm canli I6kositlerden elde edilen canli CD34* kdk hiicrelerin ylizdesi
B Bélgesi B Bolgesindeki olay sayisi (I6kositler)
H Boélgesi gercek CD34* kok hiicre sayisi

DF seyreltme faktori (boyamadan 6nce 6rnegin seyreltilmesi); DF = 2, 1
kisim kan materyalinin (100 ul) % 0,5 BSA (100 pl) iceren 1 kisim PBS
kullanilarak seyreltildigi anlamina gelir

11. Analitik performans

Ozgiilliik

MEM-28 antikoru, insan CD45 antijeninin (Protein tirozin fosfataz reseptori tip C)
tiim |6kosit izoformlarini tanir. Antikorun 6zgllligli HDLA atolyesi tarafindan
onaylanmistir (HLDA Il atélyesi 19,

4H11[APG] antikoru, insan CD34 antijeninin (Mucosialin) Sinif 11l epitopunu tanir.
Antikorun 6zgiilligii HLDA atdlyesi (HLDA VI atdlyesi 29) tarafindan onaylanmistir.

Dogruluk

Yontemin dogrulugu, CD34 QuantiFlowEx Kiti cihazinin, hem BD FACSCanto™ I
akis sitometresi veya Beckman Coulter Navios akis sitometresi ile analiz edilen 75
kan veya doku numunesinin paralel boyanmasiyla iyi belgelenmis akredite klinik
laboratuvar kurum ici cift platform yontemiyle (farkl Greticilerden tek renkli
konjuge antikorlarin kokteyli, amonyum kloriir bazl lizis soltisyonu ile kombine
halde) karsilastirilmasi olarak belirlenmistir (Tablo 4, 5, 6). Dogrusal regresyon
analizi parametreleri Tablo 4 - 6'da verilmistir.

Tablo 4 Periferik kandaki CD34+ kok hicreler icin dogrusal regresyon analizinin (CD34
QuantiFlowEx Kiti cihazinin akredite klinik laboratuvar kurum ici yontemle karsilastiriimasi)
BD FACSCanto™ Il akis sitometresi veya Beckman Coulter Navios akis sitometresi ile analiz

edilmesi.

ED7080'in akredite yontemle karsilastiriimasi

Periferik kan

Hedef poptilasyon Birim n Egim Kesisme r? Aralik
Noktasi
% 30 | 0,9743 -0,0005 0,9967 0,02-2,22

CD34*CD45dim

hiicre/pl 30 | 0,9757 | -0,4106 | 0,9947 0,24 - 468
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Tablo 5 Lokoferez Girlinlerindeki CD34+ kok hiicreler icin dogrusal regresyon analizinin
(CD34 QuantiFlowEx Kiti cihazinin akredite klinik laboratuvar kurum ici yontemle
karsilastiriimasi) BD FACSCanto™ Il akis sitometresi veya Beckman Coulter Navios akis
sitometresi ile analiz edilmesi.

ED7080'in akredite yontemle karsilastiriimasi

Lékoferez iiriinleri (PBSC)

Hedef poplilasyon Birim n Egim Kesisme r2 Aralhk
Noktasi
% 25 | 0,9999 -0,0061 0,9925 | 0,81-10,56
CD34*CD45dim
hicre/pl | 25 | 0,9844 45,762 0,9918 | 1392 - 17497

Tablo 6 Kemik iligindeki CD34+ kok hticreler icin dogrusal regresyon analizinin (CD34
QuantiFlowEx Kiti cihazinin akredite klinik laboratuvar kurum ici yéntemle karsilastiriimasi)
BD FACSCanto™ Il akis sitometresi veya Beckman Coulter Navios akis sitometresi ile analiz

edilmesi.

ED7080'in akredite yontemle karsilastiriimasi

Kemik iligi
Hedef poplilasyon Birim n Egim Kesisme r2 Arahk
Noktasi
% 20 | 0,9385 0,0467 0,9954 0,24 - 3,14
CD34*CD45dim
hicre/ul | 20 1,028 -4,1351 0,9991 47 - 1708

Dogrusallik

Yontemin dogrusalligi, BD FACSCanto™ Il akis sitometresi ile analiz edilen, 1
operator tarafindan 1 giin icinde 11 ardisik (seri; 2 kat) CD34+ hiicre (KG-1)
seyreltisi ile spayklanmis saglikli kan bagiscisinin "Buffy Coat" kan tirevi tizerinde
dogrulanmistir. Dogrusal regresyon, her bir seyreltmede beklenen degerin ortalama

geri kazanilan degere karsi degerlendirilmesi icin kullaniimistir. Dogrusallik aralig
tablo 7'de listelenmistir.

Tablo7 BD FACSCanto™ Il'de cihazin dogrusallig
BD FACSCanto™ Il

Hedef poplilasyon Birim Egim Kesisme r2 Aralik
Noktasi

CD34*CD45dim hiicre/pl | 1,0648 4,4804 1,0000 3,64 - 2862
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Tekrarlanabilirlik
Testin tekrarlanabilirligi on kan 6rnegi tizerinde hekzaplikat olarak 6lctlmuistdir.
Numuneler BD FACSLyric™ akis sitometresi ve Sysmex XF-1600™ akis sitometresi

kullanilarak analiz edilmistir. Varyasyon katsayilari (CV) asagidaki tablolarda
verilmistir (Tablo 8 ve 9).

Tablo 8 Cihazin BD FACSLyric™ (izerinde tekrarlanabilirligi

BD FACSLyric™

. - Degerlendirilen o
Hedef popiilasyon Birim n deger aralig SD CV (%)
% 10 0,03-0,07 0,0035 7,2
CD34*CD45dim
hicre/ul 10 8-20 1,0 7,2

Tablo 9 Cihazin Sysmex XF-1600™'de tekrarlanabilirligi

Sysmex XF-1600™

. - Degerlendirilen o
Hedef popiilasyon Birim n deger aral) SD CV (%)
% 10 0,03-0,07 0,0047 9.4
CD34*CD45dim
hicre/ul 10 7-20 1,2 9.4

Yeniden Uretilebilirlik

Testin tekrarlanabilirligi, 15 glin boyunca ayni kosullar altinda stabilize kan
numunesi (CD-Chex CD34, Level 3) tizerinde 6lcllmustir. Numuneler

BD FACSLyric™ akis sitometresi ve Sysmex XF-1600™ akis sitometresi kullanilarak
analiz edilmistir. Varyasyon katsayilari (CV) asagidaki tablolarda verilmistir (Tablo 10
ve 11).

Tablo 10 Cihazin BD FACSLyric™ lizerinde tekrarlanabilirligi

Tekrarlanabilirlik - BD FACSLyric™

Beklenen Elde Olciilen
- Beklenen edilen cv cu
Numune Tiirii o ortalama SD o deger
aralik (%) deger (%) ortalama (%) aral
BEri) | deger (%) g
CD-Chex
CD34, Level 3 1,35 -1,95 1,65 1,67 0,06 3,6 1,46-1,70
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Tablo 11  Cihazin Sysmex XF-1600™"'de tekrarlanabilirligi

Tekrarlanabilirlik - Sysmex XF-1600™
Elde _—

- Beklenen Beklenen edilen cVv Olglflen

Numune Tiird o ortalama SD o deger
aralik (%) deger (%) ortalama (%) araldi
BErI) | deger (%) g
CD-Chex

CD34. Level 3 1,35-1,95 1,65 1,54 0,04 2,8 1,48-1,62

NOT: Akis sitometrisi analizi icin yazihm sGrimUn( iceren asagidaki akis
sitometreleri kullanildi:

BD FACSCanto™ Il BD FACSDiva Yazilimi - siirim 8.0.2
BD FACSLyric™ BD FACSSuite Yazilimi - stirim 1.5
Sysmex XF-1600™ IPU Yazilimi - stirim 0(0.09-00)
Navios EX Navios Ex Yazilimi v2.0

Mutlak hiicre sayimlari icin asagidaki spesifikasyonlara sahip cift platformlu
hematoloji analizéri kullanildi:
Sysmex XN-1000™ IPU Yazilimi - stirim 00-22(164)

Olciilen verilerin degerlendirilmesi icin asagidaki analiz platformu kullanildi:
FlowJo™ (Becton, Dickinson and Company) - stiriim 10.9.0

12. Klinik performans

Klinik veriler bir klinik merkezde toplanmistir. ED7080 cihazinin klinik performansi,
CD34 QuantiFlowEx Kiti'nin akredite klinik laboratuvar kurum ici ydntemi ile
karsilastirilmasiyla belirlenmistir. Periferik kan, I6koferez Grlinleri ve kemik iligi
numuneleri dahil olmak tizere 75 numune test edilmistir. Yontemler arasindaki fark,
75 belirlemenin 67'sinde % 10'dan az olmus, bu da her iki ydontemle elde edilen
sonuclarin blytk 6lctide ayni oldugu anlamina gelmistir. Yontemler arasindaki géreli
farklar % -13 ile +11 %. arasinda degismektedir Bu veriler, dogrusal regresyon
analizi ve yontemler arasindaki uyumun Bland-Altmann degerlendirmesi
kullanilarak (sayimlardaki goreli fark) daha fazla karsilastiriimis ve bu da yéntemler
arasinda cok iyi bir uyum oldugunu gostermistir. Sayimda iki ydntem arasindaki
goreli farklarin ortalama degeri % 1 ve standart hata 6%.

CD34+ HSC belirleme yonergeleri, sonuclarin kopyalar arasinda % 10'a kadar kabul
edilebilir maksimum goreli farkla karsilastiriimasini 6nermektedir @Y. Bu énerilere
gore, bu yontemler birbirine esit olarak bakilabilecek veriler saglar.
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13. Beklenen degerler

Cihaz, toplam canli hematopoietik kdk hiicrelerin tespiti ve sayimi icin
tasarlanmistir ve normal deger araliginin belirlenebilecegi durumlarda kendi basina
herhangi bir tani koymaz.

Uc 6rnek tipi icin, klinik calismadan elde edilen deger araliklari Blim 11 (Analitik
performans), Dogruluk kisminda sunulmustur.

14. Kisitlamalar

Cihaz mezenkimal , néral, epitel ve deri kok hiicrelerinin tanimlanmasi ve sayimi icin
tasarlanmamistir.

Cok yiiksek WBC sayimina sahip numune, 20 x 102 hiicre/ul'den daha az l6kosit
sayisi elde etmek icin PBS'de boyamadan énce seyreltilmelidir 2.
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16. Giivenlik ve performans 6zeti

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

17. Uclincii Taraf Ticari Markalarin Kullanimi

BD FACSCanto™ I, BD FACSLyric™, Trucount™, FlowJo™ Becton, Dickinson and
Company'nin tescilli ticari markalaridir, Sysmex XF-1600™, Sysmex Corporation'in
tescilli ticari markasidir, CD-Chex CD34®, Streck, Navios™'un tescilli ticari
markasidir, Flow-Count™ Fluorospheres, Beckman Coulter'in tescilli ticari
markasidir.

18. Revizyon Gegmisi

Versiyon 5, ED7080_IFU_v5

IVDR (AB) 2017/746 gerekliliklerine gore yeni IFU dlizeni. Bilgilendirilen Kurulus
Kimlik numarasinin eklenmesi. Yeni 16 numarali boélim eklendi. Givenlik ve
performansin 6zeti. Gegit stratejisi metninde degisiklik yapildi, tek platformlu gecit
icin onerilerde bulunuldu. Seyreltme faktori teriminin acikliga kavusturulmasi. 11.,
12., 14. ve 15. bolumlerdeki degisiklikler (analitik ve klinik verilerin eklenmesi).

19. Uretici

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

Cek Cumbhuriyeti
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iletisim Bilgileri
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20. Yetkili Temsilciler
N/A

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