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1. Przeznaczenie

Zestaw CD34 QuantiFlowEx jest przeznaczony do wykrywania i zliczania
catkowitej liczby zywotnych hematopoetycznych komérek macierzystych z
catkowitej liczby zywych leukocytéw w prébkach ludzkiej krwi i tkanek metoda
cytometrii przeptywowej.

Co jest wykrywane i/lub mierzone

Urzadzenie CD34 QuantiFlowEx Kit wykrywa i mierzy wzgledne wartosci

procentowe i bezwzgledne liczby zywych ludzkich hematopoetycznych komoérek
macierzystych (CD34+CD45dim).

Funkcja urzadzenia

Urzadzenie przeznaczone jest do monitorowania liczby hematopoetycznych
komodrek macierzystych we krwi obwodowej, szpiku kostnym oraz produkcie
leukaferezy.

Kontekst stanu fizjologicznego lub patologicznego

Doktadne zliczenie liczby hematopoetycznych komarek macierzystych (HSC) w
ludzkiej krwi i prébkach tkanek lub przeszczepach do przeszczepu jest niezbedne
do postepowania z pacjentem lub przetwarzania przeszczepu

Rodzaj testu
Nie zautomatyzowany

llosciowy

Wymagany rodzaj prébki
Normalna krew obwodowa lub zmobilizowana krew obwodowa lub produkt(y)
leukaferezy lub szpik kostny.

Populacja testowa
Nie jest przeznaczony dla okres$lonej populacji.

2. Uzytkownik

Urzadzenie jest przeznaczone wytacznie do profesjonalnego uzytku
laboratoryjnego. Nie stuzy do badan przytézkowych, ani do samodzielnych badan.

Wymagania dotyczace kwalifikacji

Docelowy uzytkownik powinien posiada¢ najnowoszg wiedze specjalistyczng w
zakresie analizy cytometrii przeptywowej komarek ludzkich, standardowych
technik laboratoryjnych, w tym umiejetnosci pipetowania oraz bezpiecznego i
wtasciwego obchodzenia sie z probkami pobranymi z organizmu ludzkiego.

Przewidziany uzytkownik musi przestrzega¢ normy EN ISO 15189 lub innych norm
krajowych, w stosownych przypadkach.
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3. Zasada testu

Zasada testu opiera sie na wykrywaniu przeciwciata monoklonalnego wigzacego
sie ze specyficzng czasteczka (antygenem) eksprymowang przez okreslone ludzkie
krwinki. Przeciwciata monoklonalne uzyte w tescie sg znakowane réznymi
fluorochromami, ktére s3 wzbudzane wigzka laserowg z cytometru przeptywowego
podczas pobierania prébki krwi barwionej przeciwciatami. PéZniejsza fluorescencja
(emisja $wiatta) kazdego fluorochromu obecnego w pobranej komadrce krwi jest
zbierana i analizowana przez urzadzenie. Intensywnos¢ fluorescencji jest wprost
proporcjonalna do gestosci ekspresji antygenu w komérce, co pozwala na
rozdzielenie ré6znych podzbioréw komorek.

7-AAD jest barwnikiem nieprzepuszczalnym dla btony komaérkowej, ktéry jest
wykluczony z zywych komérek i wigze sie z DNA w komérkach martwych. Réznice
w intensywnosci fluorescencji komérek umozliwiajg wykluczenie z analizy komérek
niezdolnych do zycia.

4. Dostarczone odczynniki / dostarczony odczynnik

Zawartos¢

Urzadzenie CD34 QuantiFlowEx Kit wystarcza na 50 testow i jest dostarczane z
nastepujacymi odczynnikami:

Staining Reagent (ED7080-1; 1 fiolka) zawierajacy 1 ml wstepnie wymieszanej
kombinacji przeciwciat monoklonalnych znakowanych fluorochromem CD45 FITC i
CD34 PE, rozciericzonych do optymalnych stezeh w stabilizujagcym roztworze soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS) zawierajagcym 15 mM azydek sodu,
patrz Tabela 1.

7-AAD (ED7080-2; 1 fiolka) zawierajacy 1 ml 7- Barwnik zywotnosci komérek
aminoaktynomycyny D (7-AAD), rozcienczony w optymalnym stezeniu w
stabilizujacym roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS)
zawierajagcym 15 mM azydek sodu.

Lysing Solution (ED7080-3; 1 butelka) zawierajacy 15 ml stezonego (10X)
buforowanego roztworu na bazie chlorku amonu, wolnego od utrwalaczy.
Sktad

Tabela 1 Opis i stezenia sktadnikéw aktywnych

Antygen Fluorochrom Klon Izotyp Stezenie (ug/ml)
CD45 FITC MEM-28 IgG1 30
CD34 PE 4H11 [APG] IgG1 35
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5. Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Zaréwno dla metody pojedynczej, jak i podwéjnej platformy

Probowki okragtodenne (12 x 75 mm)

Woda dejonizowana (do odczynnikéw)

Komérki kontroli procesu (Streck CD-Chex CD34 ®, kontrola CD34 - 3 poziomy, nr

kat. 213337, 213347, 213383 lub réwnowazna kontrola komoérek ulegajacych lizie
z wczesniej okreslong liczbg HSC CD34)

Tylko dla metody pojedynczej platformy
Standard liczby komérek fluorescencyjnych
- do uzytku z cytometrami Becton Dickinson
o Probowki BD Trucount™
- do uzytku z cytometrami Beckman Coulter
o Kulki fluorescencyjne Beckman Coulter Flow-Count™

6. Wymagany sprzet

Zaréwno dla metody pojedynczej, jak i podwaéjnej platformy

Pipeta automatyczna z jednorazowymi koricowkami (20 - 100 ul) do pipetowania
probek i odczynnikéw

Dozownik lub pipeta do ptynéw z jednorazowymi koncéwkami (2 ml) do
dozowania roztworu do lizy erytrocytéw

Peretki do liczenia (probdwki TruCount™ (BD Biosciences; ref. nr 663028),
FlowCount Fluorospheres (Beckman Coulter; ref. nr 7547053)

Mieszadto wirowe

Cytometr przeptywowy z jednym laserowym zrodtem wzbudzenia (488 nm),

detektorami $wiatta rozproszonego, filtrami optycznymi i detektorami emis;ji
odpowiednimi do zbierania sygnatéw z fluorochromoéw przedstawionych w tabeli 2.

Tabela 2 Charakterystyka widmowa fluorochromoéw zastosowanych w urzadzeniu

Fluorochrom Wzbudzenie [nm] Emisja [nm]
FITC 488 525
PE 488 576
7-AAD 488 670

UWAGA: Urzadzenie przetestowano na cytometrach przeptywowych
BD FACSCanto™ Il i BD FACSLyric™ (BD Biosciences), Navios (Beckman
Coulter) i XF-1600™ (Sysmex).
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Tylko dla metody podwdjnej platformy

Analizator hematologiczny (do bezwzglednego zliczania krwinek) zdolny do
oznaczania liczby biatych krwinek (WBC) i limfocytow na ul prébki.

7. Magazynowanie

Przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C.

Unika¢ dtugotrwatej ekspozycji na $wiatto.

Nie zamrazac.

Patrz punkt 10 Procedura (Przygotowanie odczynnikéw), aby uzyskaé informacje

na temat stabilnosci podczas uzycia i okresu waznosci po pierwszym otwarciu, a
takze warunkow przechowywania i stabilnosci roztworéw roboczych (jesli dotyczy).

8. Ostrzezenia, srodki ostroznosci i ograniczenia uzytkowania

Klasyfikacja zagrozen GHS

Zapoznaj sie z kartg charakterystyki (SDS) dostepng na stronie produktu pod
adresem www.exbio.cz, aby uzyska¢ 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 prébki biologiczne i prébki krwi oraz wszelkie materiaty majace z nimi
kontakt sg zawsze uwazane za materiaty zakazne.

Stosowac srodki ochrony osobistej i bezpieczenstwa, aby unikna¢ kontaktu ze
skoéra, oczami i btonami sluzowymi.

Postepuj zgodnie ze wszystkimi obowigzujgcymi przepisami prawa, regulacjami i
procedurami dotyczacymi obchodzenia sie z materiatami zakaZznymi i ich usuwania.
Dowody pogorszenia jakosci

Normalny wyglad dostarczonego odczynnika to klarowny ptyn. Nie uzywacé
odczynnika w przypadku zauwazenia jakiejkolwiek zmiany w jego wygladzie, na
przyktad zmetnienia lub osadu.

Ograniczenie uzytkowania

Nie stosowad po uptywie daty waznosci podanej na etykiecie produktu.
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9. Prébka

Uzyj krwi lub materiatu tkankowego pobranego do pojemnika na prébki
sklasyfikowanego jako wyréb medyczny, z antykoagulantem EDTA, heparyna lub
ACD (kwasny cytrynian dekstrozy).

Za pomoca urzadzenia mozna analizowac nastepujace probki:
normalna i zmobilizowana krew obwodowa, produkty leukaferezy i szpik kostny.
UWAGA: W przypadku analizy dwuplatformowej nalezy okresli¢ bezwzgledna

liczbe leukocytéw w pobranej probce za pomocg analizatora hematologicznego.
Sam zestaw CD34 QuantiFlowEx Kit nie zapewnia zliczenia bezwzglednej liczby

komoérek.

Przetworzy¢ prébke krwi nie pdzniej, niz 24 godziny po pobraniu.

Interferencja endogenna
Na podstawie badan literatury naukowej w Tabeli 3 przedstawiono endogenne

zrodta zaktocen.

Tabela 3 Endogenna interferencja urzadzenia

Interferencja Wptyw Odniesienie
endogenna
Albumina Albumina w duzych stezeniach moze 2,3,4
zaktécad dziatanie urzadzenia ze wzgledu na
swoja zdolnos¢ wigzania i uwalniania
duzych ilosci ligandow.
Bilirubina Bilirubina moze zwieksza¢ tto fluorescencji 56,7
(zottaczka) komoérek ze wzgledu na swojg wysoka
(niesprzezona) autofluorescencje.
Pozostatosci Pozostatosci komérek mogg powodowacé 8,9
komorek (po niedoktadnosé¢ pomiaru liczby komorek i
lizie) zmniejszenie ilosci przeciwciat w
urzadzeniu.
Erytrocyty Niewystarczajaca liza, obecnos$¢ 6
czerwonych krwinek w prébce moze
skutkowaé btednym liczeniem komoérek.
Hemoglobina Zhemolizowane prébki moga dawac btedne | 10
wyniki.
Ludzkie Leczenie przeciwciatami monoklonalnymi 11,12, 13,
przeciwciata moze dawac btedne wyniki (zdolnos$c 14,15, 16
antymysie wigzania sie z antygenami na powierzchni
komorki).
Immunoglobuliny | Nie mozna my¢ i mogg dawacé btedne 8
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wyniki pomiaru podzbioru limfocytéw.

Czynniki Obecnos$¢ czynnikéw reumatoidalnych 17
reumatoidalne zaktéca wyniki testow MIA
(multipleksowych testéw
immunoenzymatycznych).
Triglicerydy Woysokie stezenie lipidéw we krwi moze 18

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

Zaktécenia egzogenne
Probki starsze niz 24 godziny moga dawac btedne wyniki.

Prébka przechowywana w lodéwce moze dawaé btedne wyniki.

Nieprawidtowe przygotowanie roztworu do lizy erytrocytéw moze prowadzi¢ do
btednych wynikéw. Stosujgc roztwér do lizy erytrocytéw, nalezy postepowad
zgodnie z instrukcjg producenta.

10. Procedura

Przygotowanie dostarczonych odczynnikéw
Staining Reagent i 7-AAD
Przygotowanie odczynnika nie jest konieczne.

Przed uzyciem doprowadzi¢ odczynnik do temperatury pokojowej. Utrzymywac
gtéwny pojemnik urzadzenia w stanie suchym.

Uzy¢ odczynnika bezposrednio z jego oryginalnego pojemnika podstawowego.

Po pierwszym otwarciu odczynnik zachowuje swoje wtasciwosci uzytkowe do daty

waznosci, jesli jest przechowywany w okreslonych warunkach w oryginalnym
pojemniku podstawowym.

OSTRZEZENIE: Nie rozciencza¢ odczynnika.

Lysing Solution
Rozcienczy¢ stezony (10X) roztwor do lizy erytrocytéw wodg dejonizowang do
roboczego roztworu do lizy (1X).

OSTRZEZENIE: Roboczy roztwdr do lizy (1X) jest stabilny tylko przez 1 dzien.
Przygotowacd $wiezy roboczy roztwor lizujacy (1X) kazdego dnia pomiarowego,
mieszajac 1 cze$¢ stezonego (10X) roztworu lizujgcego z 9 czesciami wody
dejonizowanej i przechowywaé w dozowniku cieczy lub zamknietym pojemniku
w temperaturze pokojowej.
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Przygotowanie wymaganych, ale niedostarczonych materiatéw
W celu przygotowania i stosowania wzorcow liczby komorek fluorescencyjnych
nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami producenta.

Kontrola jakosci

Uzy¢ Streck CD-Chex CD34® lub rownowaznych komérek kontrolnych jako
pozytywnej kontroli proceduralnej, aby zapewnic¢ prawidtowe dziatanie urzadzenia
zgodnie z przeznaczeniem. Streck CD-Chex CD34® dostarcza ustalonych wartosci
procentowych dodatnich i bezwzglednych zliczen CD34+ HSC.

Wybarwi¢ komorki kontrolne za pomocg zestawu CD34 QuantiFlowEx, zgodnie z
procedurg przetwarzania probki, jak okreslono w instrukcji obstugi. Sprawdzi¢, czy
uzyskane wyniki (% komorek dodatnich) mieszcza sie w oczekiwanym zakresie
podanym dla uzywanej serii komorek kontrolnych.

Barwienie preparatu - metoda pojedynczej platformy

1. Dla kazdej prébki oznaczy¢ okragtodenng probéwke o wymiarach 12 x 75 mm
odpowiednig identyfikacjg prébki.
UWAGA: Uzy¢ probéwki BD Trucount™ jako probdéwki do bezwzglednego
zliczania komérek macierzystych CD34.

2. Odpipetowac 20 ul Staining Reagent na dno probdéwki.
3. Odpipetowaé 20 ul 7-AAD na dno probéwki.

4. Odpipetowac 100 ul dobrze wymieszanej prébki na dno probéwki, stosujac
technike pipetowania odwrotnego.

OSTRZEZENIE: Doktadno$¢ pipetowania ma kluczowe znaczenie dla zliczania
bezwzglednej liczby komoérek macierzystych CD34+. Dlatego nalezy
zastosowac technike pipetowania odwrotnego z wykorzystaniem
automatycznej pipety z wyporem powietrza.

Aby odwréci¢ aspiracje prébki w pipecie, wcisngé pokretto pipety do drugiego
ogranicznika i zaaspirowac prébke. Nastepnie umiesci¢ koncéwke pipety
zawierajaca probke krwi blisko dna probowki i wcisngé pokretto pipety do
pierwszego ogranicznika, aby pobraé prébke.

Unika¢ pipetowania krwi po Sciance probéwki. Jesli na $ciance probowki
pozostanie rozmaz krwi lub kropla, moze ona nie zosta¢ zabarwiona
odczynnikiem lub erytrocyty moga nie ulec lizie, przez co wynik testu moze by¢
niewazny.

5. Wytrzasac i inkubowac probowke przez 20-30 minut w temperaturze
pokojowej w ciemnosci.

6. Dodac do probéwki 2 ml roboczego roztworu lizujgcego (1X).
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. Wytrzasad i inkubowac probéwke przez 10 minut w temperaturze pokojowej w
ciemnosci.

. Jesli probéwka BD Trucount™ nie byta uzywana jako probéwka, doda¢ 100 ul
kulek fluorescencyjnych Flow Count™, stosujgc technike pipetowania
odwrdéconego. Postepowac zgodnie z instrukcjami producenta.

. Natychmiast pobra¢ zabarwiong prébke na cytometr przeptywowy. Jesli
zabarwiona prébka nie zostanie pobrana natychmiast, nalezy zamkng¢
proboéwke, przechowywacé w ciemnosci w temperaturze 2-8°C i poddac analizie
W ciggu 2 godzin.

OSTRZEZENIE: Wirowaé zabarwiona prébke bezposrednio przed akwizycja w
cytometrze przeptywowym, aby uniknagé tworzenia sie agregatéw.

Barwienie preparatu - metoda podwéjnej platformy (Dual Platform)

OSTRZEZENIE: Okresl bezwzgledna liczbe leukocytéw w pobranej probee za
pomoc3 analizatora hematologicznego przed przetwarzaniem proébki.

. Dla kazdej préobki oznaczy¢ okragtodenng probéwke o wymiarach 12 x 75 mm
odpowiednig identyfikacjg prébki.

2. Odpipetowac 20 ul Staining Reagent na dno probéwki.

3. Odpipetowac 20 ul 7-AAD na dno probowki.

. Odpipetowac 100 ul dobrze wymieszanej probki na dno probdéwki, stosujac
technike pipetowania odwrotnego.

. Wytrzasac i inkubowac probowke przez 20-30 minut w temperaturze
pokojowej w ciemnosci.

. Dodac¢ do probéwki 2 ml roboczego roztworu lizujagcego (1X).

. Wytrzasac i inkubowac probowke przez 10 minut w temperaturze pokojowej w
ciemnosci.

. Natychmiast pobra¢ zabarwiong prébke na cytometr przeptywowy. Jesli
zabarwiona prébka nie zostanie pobrana natychmiast, zakreci¢ probéwke i
przechowywac w ciemnosci w temperaturze 2-8°C oraz poddac analizie w ciggu
2 godzin.

OSTRZEZENIE: Wirowac¢ zabarwiona prébke bezposrednio przed akwizycja w
cytometrze przeptywowym, aby unikngé¢ tworzenia sie agregatow.
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Analiza metoda cytometrii przeptywowej

Cytometr przeptywowy wybrany do pracy z urzadzeniem CD34 QuantiFlowEx Kit
nalezy rutynowo kalibrowac¢, przy uzyciu mikrokulek fluorescencyjnych, aby
zapewnic stabilng czutos¢ detektoréw, zgodnie z zaleceniami producenta
cytometru.

W przypadku nieprawidtowej konserwacji cytometr przeptywowy moze dawac
fatszywe wyniki.

Patrz specyfikacje cytometru producenta dotyczace laserow i detektorow
fluorescencyjnych, zgodnie z charakterystykg wzbudzenia i emisji fluorochroméw
w rozdziale 6. Wymagany sprzet.

Ustawi¢ napiecia na odpowiednich detektorach fluorescencyjnych przed analiza
zabarwionej prébki. Napiecie na detektorze PMT powinno by¢ ustawione na tyle
wysoko, aby jak najmniej zdarzen wybarwionych ujemnie zaktécato kanat O na osi
fluorescencji. Réwniez napiecie detektora PMT nie powinno przekracza¢ wartosci,
przy ktérych dodatnie zdarzenia sg dociskane do prawej osi.

W zaleznosci od prébki nalezy zarejestrowaé co najmniej 300 000 - 1 000 000
zdarzen na probowke.

Zawsze zbieraj parametry rozproszenia $Swiatta komorki: Rozproszenie swiatta pod
katem do przodu (zaréwno obszar sygnatu, jak i wysoko$¢ sygnatu) oraz boczne
(prostopadte) rozproszenie $wiatta (zaréwno obszar sygnatu, jak i wysokos¢
sygnatu).

W przypadku metody Single Platform ustaw prég fluorescencji w detektorze FITC
zamiast wielko$ci zdarzenia do zbierania danych. Prég rozproszenia w przéd
(wielkos$¢ zdarzenia) moze wykluczy¢ z analizy zdarzenia dotyczace mikroczastek
standardu zliczania, ktére mogtyby negatywnie wptynaé na zliczenie procentowe
komédrek macierzystych CD34+.

Dla metody Dual Platform ustaw prog na Forward Scatter (rozproszenie w przdd).

Kompensacja sygnatow fluorescencji miedzy detektorami przed lub po akwizycji
danych. Dane moga by¢ nieprawidtowo interpretowane, jesli sygnaty
fluorescencyjne sg niewtasciwie kompensowane lub jesli bramki sg ustawione
niedoktadnie.

UWAGA: Do przygotowania kontroli z kompensacja 7-AAD nalezy uzy¢ prébek
o spodziewanej niskiej zywotnosci komoérek, np. komérki krwi przetworzone
roztworem lizujgcym na bazie formaldehydu. Prébki o wysokiej zywotnosci
komérek zapewniaja niska liczbe martwych komaérek. Niska liczba martwych
komodrek moze negatywnie wptywac na $rednig intensywnos¢ fluorescencji
martwych komérek 7-AAD i moze powodowac niewystarczajacg kompensacje.

Do analizy danych pomiarowych mozna wykorzysta¢ oprogramowanie
cytometryczne opracowane przez producenta lub oprogramowanie dedykowane
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do analizy danych cytometrycznych offline (np. FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).

Analiza danych wybarwionej prébki z zestawu CD34 QuantiFlowEx
Analizuj zmierzone i skompensowane dane za pomocg odpowiedniego
oprogramowania. Protokét bramkowania Miedzynarodowego Towarzystwa
Hematoterapii i Inzynierii Przeszczepow (ISHAGE) (rys. 1-5) stosuje sie do
oznaczenia odsetka zywych komoérek macierzystych CD34+.

Stosujac 5 parametréw (2 parametry rozpraszania Swiatta i 3 parametry
fluorescencyjne) hematopoetyczne komorki macierzyste CD34+ identyfikuje sie
przez kombinacje bramkowania sekwencyjnego i logicznego, zgodnie z ich
wiasciwosciami.

Prawdziwe komorki macierzyste CD34+ wykazuja ekspresje antygendéw CD34 i
CD45, jednak ekspresja CD45 jest podobna do ekspresji komérek blastycznych.
Intensywnos¢ wybarwienia jest wykrywalna, ale mniejsza niz np. w limfocytach.

Prawdziwe komérki macierzyste CD34+ dostarczajg rowniez sygnat rozproszenia
Swiatta pod katem do przodu, podobnie jak komérki blastyczne lub limfocyty, i
wykazuja niskie wtasciwosci rozpraszania $wiatta prostopadtego (rozpraszanie
boczne).
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Rysunki 1-5 przedstawiaja sekwencje bramkowania logicznego zapewniajaca
doktadna identyfikacje zywych komérek macierzystych CD34* na potrzeby
doktadnego zliczenia procentowego.

Najpierw wszystkie zdarzenia przedstaw wizualnie na wykresie punktowym jako
zaleznos¢ rozproszenia bocznego SSC-A i barwnika zywotnosci 7-AAD oraz
umie$¢ bramke wokét zywych komaérek (7-AAD-ujemnych), jak pokazuje region A
na ilustracji po lewej.

UWAGA: W przypadku stosowania stabilizowanego testu krwi, np. Streck CD-
Chex CD34®, zdecydowanie zaleca sie sprawdzenie zywotnosci regionu Aiw
razie potrzeby zmiane jego potozenia, poniewaz stabilizowana krew zawiera
formaldehyd, ktéry przenika btony komérkowe, powodujac dodatni wynik
barwienia barwnikiem zywotnosci 7-AAD.

Rysunek 1 Obraz po lewej stronie przedstawia selekcje populacji zdolnej do zycia. Obraz
po prawe;j stronie przedstawia wszystkie zdarzenia bramkowane z regionéw A, B, C, G
(pochodzace z regionu F) i I.

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

7-AAD Cell Viabilitv Stain CD45 FITC
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Zwizualizuj komorki z regionu A na wykresie punktowym przedstawiajacym
zalezno$¢ SSC-A i CD45 FITC i umie$¢ bramke wokat leukocytéw (region B) oraz
wokét limfocytoéw reprezentowanych przez region C.

Przenies komorki z regionu B na wykres punktowy przedstawiajacy zalezno$¢ SSC-
A'i CD34 PE i umie$¢ bramke wokét zdarzen CD34-dodatnich (region D).

Obraz po prawej stronie przedstawia wszystkie zdarzenia, w tym fluorescencyjne
mikroczastki z regionu | przedstawione w regionie E. Region E wskazuje
witasciwosci optyczne i fluorescencyjne standardu zliczania mikroczastek
fluorescencyjnych obecnego w probéwce BD TruCount™ (tylko w przypadku
metody jednoplatformowe;j).

Rysunek 2 Obraz po lewej stronie przedstawia selekcje populacji zywych leukocytéw
(region B) i limfocytow (region C). Obraz po prawej stronie przedstawia zywe zdarzenia
CD34-dodatnie (region D) wyselekcjonowane z leukocytow (region B). W przypadku metody
pojedynczej platformy bramke (region E) mozna umiesci¢ wokoét koralikow fluorescencyjnych.

Region B
92,1

Side Scatter [Signal Area)

Side Scatter [Signal Area)

1IJ2 1I]:3 1IJ4 1I]5 1I]2 103 1IJ4 1I]5

CD45 FITC CD34 PE
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Wyczy$¢ zdarzenia CD34-dodatnie z regionu D, umieszczajac region F wokot
klastra komérek CD45 dim-dodatnich na wykresie punktowym przedstawiajagcym
zaleznos¢ rozproszenia SSC-A od CD45 FITC ze zdarzeniami z regionu D, jak
pokazano na rysunku 3 po lewej stronie.

Wyswietl limfocyty CD45* (region C) na wykresie punktowym przedstawiajgcym
zaleznosc¢ obszaru sygnatu SSC-A od wysokosci sygnatu rozproszenia do przodu
FSC-H. Umies¢ nowa bramke oddzielajgca limfocyty CD45* od mniejszych zdarzen
i zanieczyszczen (region G), jak pokazano na rysunku 3 po prawej stronie.

Rysunek 3 Obraz po lewej stronie przedstawia usuwanie niespecyficznych przypadkéw
barwienia CD34, tj. ptytek krwi lub agregatow. Region F zostat uzyty do okreslenia
specyficznie barwionych komérek CD34+ CD459mSSClov, Obraz po prawej stronie

przedstawia odgraniczenie limfocytéw CD45* (region G) od regionu C.

Region G

Region F 99,1

LES

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

Forward Scatter [Sighal Height)
CD45 FITC
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Skopiuj bramke regionu G odgraniczajaca limfocyty z rys. 3 (prawy obraz) i wklej ja
do wykresu punktowego przedstawiajacego zaleznos¢ sygnatu SSC-A od FSC-H
zawierajacego zdarzenia z regionu F oraz utwérz region H, w celu odréznienia klastra
komodrek macierzystych CD34* od mniejszych zdarzen i zanieczyszczen. Komorki z
regionu F (rysunek 3) znajdujace sie wewnatrz bramki regionu H reprezentuja
prawdziwe komérki macierzyste CD34".

Rysunek 4 Na zdjeciu przedstawiono selekcje prawdziwych komérek macierzystych
CD34+ (region H).

Region H
87,7

Side Scatter (Signal Area)

Forward Scatter [Signal Height)

Tylko dla metody pojedynczej platformy:

Aby mieé¢ pewnosé, ze umieszczona zostanie wtasciwa bramka dla koralikow
fluorescencyjnych (region E), nalezy uwidoczni¢ bramki sterujace (regiony |, J, K na
rysunkach 5i 6).

Zwizualizuj wszystkie zdarzenia na wykresie przedstawiajgcym zaleznos¢ CD34 PE
od CD45 FITC i umies¢ obszary wokét fluorescencyjnego wzorca liczenia
mikroczastek, oddzielajagc mikroczastki z BD TruCount™ (region I) lub mikroczastki z
Flow-Count™ firmy Beckman Coulter (region J).

UWAGA: Rozmiar kulek i wtasciwosci fluorescencyjne moga sie rézni¢ w
zaleznosci od producenta.
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Rysunek 5 Obraz po lewej stronie przedstawia rozmiar i wtasciwosci fluorescencyjne
koralikéw BD TruCount™ Tube (region I). Obraz po prawej stronie przedstawia rozmiar i
wiasciwosci fluorescencyjne kulek BC Flow-Count™ Fluorospheres (region J).

Region |
- 2,68

CD34 PE

CD34 PE

CD45 FITC

P

_Region )
532

CD45 FITC

Rysunek 6 Obraz przedstawia wszystkie pojedyncze koraliki zliczane w czasie (region K).

" =

ore——_ |

CD45 FITC

Region K
377

Time

UWAGA: Wszelkie niejednorodnosci w regionie K (zaburzenia w akwizycji,
spadek fluorescencji) powinny zosta¢ wziete pod uwage do zbadania.
Niejednorodna akwizycja zdarzen lub akwizycja, ktéra nie jest prostopadta do
osi CD45 FITC wskazuje na problemy z przeptywem cieczy w cytometrze

przeptywowym.
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Obliczanie i interpretacja wynikéw analiz - metoda Single Platform (pojedynczej
platformy)

Uzyj ponizszych réwnan do obliczenia procentowej i bezwzglednej liczby zywych
komorek macierzystych CD34* ze wszystkich zywych leukocytow.

Zliczenie bezwzglednej liczby Zywych komdrek macierzystych CD34* na 1 ul
materiatu krwi.

RegionH P
CD34*Abs = ———— X=X DF
RegionE 'V
Zliczenie liczby bezwzglednej Zywych leukocytow w 1 ul materiatu krwi:
RegionB P
WBC Abs = ———— X=X DF
RegionE V

Zliczenie procentowe Zywych komdrek macierzystych CD34" ze wszystkich
zywych leukocytéw:
CD34%*Abs

0, + - X
% CD34 WEC Abs 100

CD34* Abs bezwzgledna liczba zywych komérek macierzystych CD34* na 1 ul
materiatu krwi

WBCAbs bezwzgledna liczba zywych leukocytéw na 1 ul materiatu krwi

% CD34*  procent zywych komorek macierzystych CD34* ze wszystkich zywych
leukocytow

Region B liczba zdarzen w Regionie B (leukocyty)
Region H  prawdziwe komérki macierzyste CD34*
Region E  liczba zdarzen w Regionie E (mikroczasteczki)

P liczba mikroczastek na test (obecna w probowce) wskazana przez
producenta mikroczastek

74 objetos$¢ prébki- 100 pl

DF wspotczynnik rozcienczenia (rozcienczenie probki przed barwieniem);

DF = 2 oznacza, ze 1 cze$¢ materiatu krwi (100 pl) zostata
rozcienczona 1 czescig PBS zawierajacego 0,5% BSA (100 pl)
Obliczanie i interpretacja wynikoéw analiz - metoda Dual Platform

Uzyj analizatora hematologicznego, aby okresli¢ liczbe leukocytéw na ul prébki.
Patrz instrukcje producenta analizatora hematologicznego.

Uzyj ponizszych réwnan do obliczenia procentowej i bezwzglednej liczby zywych
komarek macierzystych CD34* ze wszystkich zywych leukocytow.

17/ 25



Zliczenie bezwzglednej liczby Zywych komdrek macierzystych CD34* na 1 ul
materiatu krwi.

Region H
CD34tAbs = ——— X WBC Abs X DF
Region B
Zliczenie procentowe Zywych komdrek macierzystych CD34" ze wszystkich
zywych leukocytéw:
Region H
% CD34" = ——— x 100
Region B
CD34* Abs bezwzgledna liczba zywych komérek macierzystych CD34* na 1 ul
materiatu krwi

WBC Abs liczba bezwzgledna zywych leukocytéw na 1 ul materiatu krwi
okreslona za pomocg analizatora hematologicznego

% CD34*  procent zywych komérek macierzystych CD34* ze wszystkich zywych
leukocytéw

Region B liczba zdarzen w Regionie B (leukocyty)
Region H liczba prawdziwych komérek macierzystych CD34*

DF wspotczynnik rozcienczenia (rozcienczenie probki przed barwieniem);
DF = 2 oznacza, ze 1 cze$¢ materiatu krwi (100 pl) zostata
rozcienczona 1 czescig PBS zawierajacego 0,5% BSA (100 pl)

11. Wydajnos$¢ analityczna

Specyficznosé

Przeciwciato MEM-28 rozpoznaje wszystkie izoformy leukocytéw ludzkiego CD45
(receptor biatkowej fosfatazy tyrozynowej typu C). Swoistos$¢ przeciwciata zostata
potwierdzona przez warsztaty HLDA (warsztaty HLDA 11 19),

Przeciwciato 4H11[APG] rozpoznaje epitop klasy Il ludzkiego antygenu CD34
(Mucosialin). Swoisto$¢ przeciwciata zostata potwierdzona przez warsztaty HLDA
(warsztaty HLDA VI (20)),

Doktadnosé

Doktadnos$¢ metody okreslono jako poréwnanie urzagdzenia CD34 QuantiFlowEx
Kit z dobrze udokumentowang metoda dwuplatformowa akredytowanego
laboratorium klinicznego (koktajl jednobarwnych sprzezonych przeciwciat réznych
producentéw potaczony z roztworem lizujgcym na bazie chlorku amonu) poprzez
réwnolegte barwienie 75 prébek krwi lub tkanek analizowanych zaréwno
cytometrem przeptywowym BD FACSCanto™ I, jak i cytometrem przeptywowym
Beckman Coulter Navios (tabele 4, 5, 6). Parametry analizy regres;ji liniowej podano
w tabelach 4-6.
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Tabela 4 Analiza regresji liniowej dla komorek macierzystych CD34+ we krwi obwodowej
(poréwnanie urzadzenia CD34 QuantiFlowEx Kit z akredytowang metodg kliniczng
stosowana w laboratorium) analizowanych za pomoca cytometru przeptywowego
BD FACSCanto™ Il lub cytometru przeptywowego Beckman Coulter Navios.

Poréwnanie ED7080 z akredytowang metoda

Krew obwodowa

Populacja docelowa | Jednostka | n |Nachylenie | Przechwyt r2 Zakres
% 30 | 0,9743 -0,0005 | 0,9967 0,02 -2,22
komérek/pl| 30 | 0,9757 -0,4106 | 0,9947 0,24 - 468

CD34*CD45dim

Tabela 5 Analiza regres;ji liniowej dla komoérek macierzystych CD34+ w produktach
leukaferezy (poréwnanie urzadzenia CD34 QuantiFlowEx Kit z akredytowang metodg
kliniczng stosowana w laboratorium) analizowanych za pomocg cytometru przeptywowego
BD FACSCanto™ Il lub cytometru przeptywowego Beckman Coulter Navios.

Poréwnanie ED7080 z akredytowang metoda
Produkty leukaferezy (PBSC)

Populacja docelowa | Jednostka | n |Nachylenie | Przechwyt r? Zakres
% 25 | 0,9999 -0,0061 | 0,9925 | 0,81-10,56
komérek/ul| 25 | 0,9844 45,762 0,9918 | 1392 - 17497

CD34*CD45dim

Tabela 6 Analiza regres;ji liniowej dla komérek macierzystych CD34+ w szpiku kostnym
(poréwnanie urzadzenia CD34 QuantiFlowEx Kit z akredytowang metodg kliniczna
stosowana w laboratorium) analizowanych za pomoca cytometru przeptywowego
BD FACSCanto™ Il lub cytometru przeptywowego Beckman Coulter Navios.

Poréwnanie ED7080 z akredytowang metoda

Szpik kostny
Populacja docelowa | Jednostka | n |Nachylenie | Przechwyt r? Zakres
% 20 | 0,9385 0,0467 0,9954 0,24 - 3,14

CD34*CD45dim

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

Liniowos$¢

Liniowo$¢ metody zostata zweryfikowana na pochodnych krwi ,Buffy Coat”
zdrowych dawcdw, do ktérych dodano 11 kolejnych (seryjnych; 2-krotnych)
rozcienczen komérek CD34+ (KG-1) w ciagu 1 dnia przez 1 operatora,
analizowanych za pomoca cytometru przeptywowego BD FACSCanto™ Il. Regresje
liniowa zastosowano do oceny wartosci oczekiwanej w stosunku do Sredniej
wartosci odzyskiwanej przy kazdym rozcieniczeniu. Zakres liniowosci podano w
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tabeli 7.
Tabela 7 Liniowos$¢ urzadzenia na BD FACSCanto™ I

BD FACSCanto™ Il
Populacja docelowa| Jednostka Nachylenie Przechwyt r2 Zakres
CD34*CD45dim | komoérek/ul 1,0648 4,4804 1,0000 | 3,64 - 2862
Powtarzalnosc

Powtarzalno$¢ testu mierzono na dziesieciu prébkach krwi w heksaplikacjach.
Probki analizowano przy uzyciu cytometru przeptywowego BD FACSLyric™ i
cytometru przeptywowego Sysmex XF-1600™. Wspodtczynniki zmiennosci (CV)
przedstawiono w ponizszych tabelach (tabela 8 i 9).

Tabela 8 Powtarzalnos¢ urzadzenia na BD FACSLyric™

BD FACSLyric™

Populacja docelowa Jednostka N [ Oceniony ’za'kres SD CV (%)
wartosci
% 10 0,03-0,07 0,0035 7,2
CD34*CD45dim
komorek/ul 10 8-20 1,0 7,2

Tabela 9 Powtarzalno$¢ urzadzenia na Sysmex XF-1600™

Sysmex XF-1600™

Populacja docelowa Jednostka N Ocew:&y;éz:ikres SD CV (%)
% 10 0,03-0,07 0,0047 9.4
CD34*CD45dim
komorek/ul 10 7-20 1,2 9.4

Powtarzalnos¢

Powtarzalno$¢ testu mierzono na stabilizowanej prébce krwi ( CD- Chex CD34,
poziom 3) w tych samych warunkach przez 15 dni. Probki analizowano przy uzyciu
cytometru przeptywowego BD FACSLyric™ i cytometru przeptywowego Sysmex
XF-1600™. Wspatczynniki zmiennosci (CV) podano w ponizszych tabelach (tabela
10i 11).
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Tabela 10 Powtarzalno$¢ urzadzenia na BD FACSLyric™

Powtarzalnos¢ - BD FACSLyric™

Typ Oczekiwany Oczeklw’a’na Uzyska’n’a cv .Zakres
rébki zakres (%) wartosé wartos$é SD (%) mierzonych
P $rednia (%) $rednia (%) wartosci
CD-Chex
CD34, 1,35-1,95 1,65 1,67 0,06 3,6 1,46-1,70
Level 3
Tabela 11 Powtarzalno$¢ urzadzenia na Sysmex XF-1600™
Powtarzalnos¢ - Sysmex XF-1600™
Typ Oczekiwany Oczeklw’a’na Uzyska’n’a - cv .Zakres h
robki zakres (%) ) wart.osc ) wart.osc (%) mierzonyc
P $rednia (%) $rednia (%) wartosci
CD-Chex
CD34, 1,35-1,95 1,65 1,54 0,04 2,8 1,48-1,62
Level 3

UWAGA: Do analizy metodg cytometrii przeptywowej wykorzystano
nastepujace cytometry przeptywowe wraz z wersjg oprogramowania:

BD FACSCanto™ Il
BD FSCSLyric™
Sysmex XF-1600™
Navios EX

BD FACSDiva Software - wersja 8.0.2

BD FACSSuite Software - wersja 1.5

IPU Software - wersja 0(0.09-00)
Navios Ex Software v2.0

Do bezwzglednego zliczenia komorek zastosowano analizator hematologiczny
metoda dwuplatformowsa o nastepujgcych parametrach:
Sysmex XN-1000™

Do oceny zmierzonych danych wykorzystano platforme analityczna:

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

IPU Software - wersja 00-22(164)

12. Wydajnos$¢ kliniczna

Dane kliniczne zebrano w osrodku klinicznym. Skutecznos¢ kliniczng urzadzenia
ED7080 okreslono poprzez poréwnanie CD34 QuantiFlowEx Kit z metodag
stosowang w akredytowanym laboratorium klinicznym. Przebadano 75 prébek, w
tym krew obwodowag, produkty leukaferezy i probki szpiku kostnego. Rdznica
miedzy metodami wyniosta mniej niz 10% w 67 z 75 oznaczen, co oznacza, ze
wyniki uzyskane obiema metodami byty w duzej mierze takie same. Wzgledne
réznice pomiedzy metodami wahaty sie od -13% do +11%. Dane te nastepnie
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poréwnano, stosujac analize regresji liniowej oraz ocene Blanda-Altmanna
dotyczacay zgodnosci metod (wzgledna réznica w liczbie), ktora wykazata bardzo
dobra zgodnoé¢ metod. Srednia warto$¢ wzglednych réznic w liczbie prébek
pomiedzy dwiema metodami wynosi 1% a btad standardowy wyniést 6%.
Wytyczne dotyczace oznaczania komérek macierzystych CD34+ sugeruja
poréwnywanie wynikéw z maksymalng dopuszczalng wzgledna réznicg miedzy
duplikatami dochodzacg do 10% Y. Zgodnie z tymi zaleceniami metody te
dostarczajg danych, ktére mozna traktowac jako réwne.

13. Oczekiwane wartosci

Urzadzenie jest przeznaczone do wykrywania i zliczania wszystkich zywotnych
hematopoetycznych komdérek macierzystych i samo nie pozwala na ustalenie
rozpoznania, w ktérym zakresie mozna ustali¢ wartosci prawidtowe.

Dla trzech typdéw prébek zakresy wartosci uzyskane z badan klinicznych
przedstawiono w Rozdziale 11 (Wydajno$¢ analityczna), cze$¢ Doktadnoscé.

14. Ograniczenia

Urzadzenie nie jest przeznaczone do identyfikacji i zliczania mezenchymalnych,
nerwowych, nabtonkowych i skérnych komérek macierzystych.

Probke z bardzo duzj liczbg biatych krwinek nalezy rozcienczy¢ przed barwieniem
w PBS, aby uzyska¢ liczbe leukocytéw mniejsza niz 20 x 102 komérek/pl 22,
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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 bezpieczehnstwa i dziatania jest dostepne
na zadanie.

17. Uzywanie znakéw towarowych stron trzecich

BD FACSCanto™ Il, BD FACSLyric™, Trucount™, FlowJo™ s3 zastrzezonymi
znakami towarowymi firmy Becton, Dickinson and Company, Sysmex XF-1600™
jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Sysmex Corporation, CD-Chex
CD34® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Streck, Fluorosfery Navios™,
Flow-Count™ sg zastrzezonymi znakami towarowymi firmy Beckman Coulter.

18. Historia zmian

Wersja 5, ED7080_IFU_v5

Nowy uktad IFU zgodny z wymogami IVDR (UE) 2017/746. Dodanie numeru
identyfikacyjnego jednostki notyfikowanej. Dodano nowy rozdziat nr 16.
16. Podsumowanie dotyczace bezpieczenstwa i dziatania. Zmodyfikowano tekst
strategii bramkowania, wprowadzono zalecenia dotyczace bramkowania na jednej
platformie. Wyjasnienie pojecia wspdtczynnika rozcienczenia. Zmiany w rozdziatach
11, 12, 14 i 15 (dodanie danych analitycznych i klinicznych).
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19. Producent

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341
25250 Vestec
Republika Czeska
Informacje kontaktowe
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

20. Upowaznieni przedstawiciele
N/A

UWAGA: Kazdy powazny incydent, ktéry miat miejsce w zwigzku z urzadzeniem,
nalezy zgtosi¢ producentowi i wtasciwemu organowi lokalnemu.
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