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Specifications
7-AAD Viability Dye
Formulation Liquid
Volume 3 mL
Calibration Ready for use
A excitation 488 nM
Emission peak 655 nm (complex with double strand DNA)

7-AAD Viability Dye
A07704 150 tests; 3 mL, 20 pL / test

For In Vitro Diagnostic Use

INTENDED USE

7-AAD Viability Dye is a chemical coloring agent in solution, which is designed for mono- or multiparametric analysis using
flow cytometry. It permits non-viable cells to be identified and to be excluded from (viable) cells of interest in the analysis of
human leucocytes.

PRINCIPLE

7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) is an analogue of Actinomycin containing an amine group substituted in position 7 of the
chromophore. 7-AAD inserts itself between the tops of the Cytosine/Guanine bases of DNA (1).

Staining of the DNA double strand is undertaken by incubating the sample with the 7-AAD Viability Dye. The red cells are then
removed by lysis and the leucocytes are analyzed by flow cytometry.

Apoptotic necrotic and/or damaged cells are a source of interference in the analysis of viable cells using flow cytometry.
Non-viable cells can be characterized and identified as they are stained by 7-AAD, whilst living cells, retaining their
membranous integrity, are impermeable to 7-AAD and are unstained (i.e., they are 7-AAD negative) (2).

The flow cytometer analyzes light diffusion and the fluorescence of cells. It makes possible the localization of cells within
the electronic window defined on a histogram, which correlates the orthogonal diffusion of light (Side Scatter or SS) and the
fluorescence corresponding to 7-AAD staining. Other histograms combining two of the different parameters available on the
cytometer are also used in the gating stage.

The fluorescence of cells thus gated is analyzed in order to exclude the positively stained events (non-viable) from the
unstained ones (viable). The results can be expressed as a percentage of non-fluorescent events in relation to all the events
taken into account by the gating.

INTENDED USER

This product is intended for laboratory professional use.

SAMPLES
Venous blood must be taken using sterile tubes containing an EDTA salt as the anticoagulant.

The samples should be kept at room temperature (18—25°C) and not shaken. The sample should be homogenized by gentle
agitation prior to taking the test sample.

The samples must be analyzed within 24 hours of venipuncture.

WARNING AND PRECAUTIONS

Do not use the reagent beyond the expiry date.

Do not freeze.

Let it come to room temperature (18—25°C) before use.

Minimize exposure to light.

Avoid microbial contamination of the reagents, or false results may occur.

This ready for use reagent contains 0.005% (weight/volume) of 7-AAD and 1% (volume/volume) of Dimethyl Sulfoxide
(DMSO).

In pure form, 7-AAD is potentially carcinogenic and DMSQO is an irritant.

Though extremely diluted in the present formulation, these constituents may retain all or part of their harmful effects.

Never pipet by mouth, and avoid all contact with the skin, mucosa and eyes. Use these reagents following the precautions
for use (notably: the wearing of gloves, gown and protective glasses).

7. 7-AAD is a chromophore subject to degradation by exposure to light. It is stored in an opaque vial to protect it from light
prior to use.
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Avoid continuous exposure to light during the incubation stages and reduce light exposure of the samples once staining
has been undertaken.

8. All blood samples must be considered as potentially infectious and must be handled with care (in particular: the wearing
of protective gloves, gowns and goggles).

9. Blood tubes and disposable material used for handling should be disposed of in ad hoc containers intended for

incineration.
GHS HAZARD CLASSIFICATION
7-AAD Viability Dye WARNING
H316 Causes mild skin irritation.
P332+P313 If skin irritation occurs: Get medical

advice/attention.
Dimethyl Sulfoxide 0.5 - 1.5%

Safety Data Sheet is available at beckman.com/techdocs

STORAGE AND STABILITY

The 7-AAD Viability Dye must be kept at between 2 and 8°C and protected from light, before and after the vial has been
opened.

Closed vial shelf life per stability study: 730 days.
Stability of opened vial: the reagent is stable for 60 days.
See lot specific Certificate of Analysis at www.beckman.com.

EVIDENCE OF DETERIORATION
Any change in the physical appearance of the reagents may indicate deterioration and the reagent should not be used.

For additional information, or if damaged product is received, call Beckman Coulter Customer Service at 800-742-2345 (USA
or Canada) or contact your local Beckman Coulter Representative.

MATERIALS NEEDED BUT NOT SUPPLIED WITH KIT:
» Sampling tubes and material necessary for sampling.
» Automatic pipettes with disposable tips for 20, 100 and 500 pL.
» Plastic haemolysis tubes.
* Red cell lysis reagent. For example: 10Test3 Lysing Solution (Ref. A07799).
» Buffer (PBS: 0.01M sodium phosphate; 0.145 M sodium chloride; pH 7.2).
» Centrifuge.
» Automatic agitator (Vortex type).
* Flow cytometer.

PREPARATION OF SAMPLES

The concentration of leucocytes in the sample must be less than 10* cells/uL (10'°/L). If necessary, dilute in PBS to bring the
leucocyte concentration to 5x 10° cells/uL (5 x 10°/L).

The procedure uses 100 uL of a sample, tube prediluted or otherwise.
NB:

» Adjustment of the intensity of fluorescence corresponding to 7-AAD can be undertaken using the staining of a sample of
whole fresh blood and of non-viable stabilized cells in the same tube (see image in appendix). Under these conditions,
the voltage corresponding to the detection of 7-AAD must be adjusted such that viable events (i.e., whole fresh blood)
appear on the first decade of an SS histogram, depending on the 7-AAD (see example in the appendix).

» Do not use reagents containing permeating or fixating agents during the procedure in order to prevent artifactually positive
staining.

PROCEDURE
1. Add 20pL of the 7-AAD Viability Dye solution to each test tube.
2. Add 100pL of the test sample (i.e., the equivalent of approximately 5 x 10° cells).
Vortex the tubes gently.
3. Incubate for 15 to 20 minutes at room temperature (18-25°C), protected from light.
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4. Then perform lysis of the red cells, if necessary, by following the recommendations of the lysis reagent used.

By way of example, if one wishes to use the 10Test3 Lysing Solution (Ref. A07799) add 2 mL of the working solution
(1X), vortex immediately and incubate for 10 minutes at room temperature, protected from light.

If the sample does not contain red cells, do not undertake the lysis stage, but add 0.5 to 1 mL of PBS.
5. Preparations should be analyzed within 1 hour.
Note: In all cases, keep the preparations between 2 and 8°C and protected from light.

PERFORMANCE
SPECIFICITY

Actinomycins are the active biological constituents of a chromophore (2-Amino-4,6Dimethylphenoxazone-3) and of cyclic
pentapeptides (3). They are antibiotics of bacterial origin characterized historically in soil Ascomycetes. The actinomycins
form stable complexes with double strand deoxyribonucleic acid (DNA), but do not form this type of complex either with double
strand ribonucleic acid (RNA) or with RNA-DNA hybrids, or with single strand DNA or RNA.

The spectral properties of 7-AAD make it a compound which is particularly well suited to flow cytometry analysis (3). The
maximum absorption of the 7-AAD/DNA complex is compatible with the blue excitation wavelength of 488 nm for cytometers
fitted with an argon laser (4). The peak fluorescence emission in the deep red band (635 to 675 nm) of the 7-AAD/DNA
complex permits optimal use of this probe when it is combined with Fluorescein Isothiocyanate conjugated antibodies (FITC)
and with R Phycoerythrin (PE) (3). Indeed, in contrast to Propidium lodide (PI), which is another fluorescent probe used as a
DNA marker, the 7-AAD/DNA complex has a reduced overlapping emission spectrum with FITC and PE.

PRECISION

The percent positive values were determined using Whole Blood spiked with positive cells. Each sample was run 4 times,
twice a day for 1 day on 2 instruments using 2 lots of 7-AAD Viability Dye reagent. Measurements (% positive) were made on
Navios flow cytometer. Analysis was conducted based on the CLSI method EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of
Quantitative Measurement Methods.

Our acceptance criteria is dependent on the number of positive events measured for each population:
» If positive event <1500, CV <15%
+ If positive event >1500, CV <10%

I0Test3 Lysing Solution:

Whole Blood spiked with HPBALL Cell line
Number of positive events (Mean) = 5539

Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 1.48 1.55 4.44 1.41 2.87 3.05 4.91
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Versalyse Lysing System:

Whole Blood spiked with HPBALL Cell line
Number of positive events (Mean) = 4034

Inter-Operator Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot Inter-run Intra-run Total
CV (%) 3.73 1.85 8.74 1.79 3.63 7.02 9.11
RESULTS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

ACCURACY

The accuracy of 7-AAD Viability Dye was assessed by comparing the results with a reference reagent as the predicate on
a set of whole blood samples spiked with positive cells run on a NAVIOS Cytometer. The bias between test and reference
reagent was determined based on the difference between test results. If the bias is within the allowable error range or the
p-value indicates no significant difference (> 0.05), then test results of the patient samples by the two reagents are considered
as equivalent.

The results obtained are summarized in the following table below:
I0Test3 Lysing Solution:

Number of donors = 25
Positive Target Mean A A % Cell criteria p-value RESULTS

Whole Blood spiked 0.31 <5 0.247 PASS
with HPBALL Cell line

B59275-AY 4 of 155



Versalyse Lysing System:

Number of donors = 25

Positive Target Mean A A % Cell criteria p-value RESULTS
Whole Blood spiked -0.34 <5 0.289 PASS
with HPBALL Cell line
LIMITATIONS
1. Flow cytometry may produce false results if the cytometer has not been aligned perfectly, if fluorescence leaks have not
been correctly compensated for and if the regions have not been carefully positioned.
2. Accurate and reproducible results will be obtained as long as the procedures used are in accordance with the technical
insert leaflet and compatible with good laboratory practices.
3. 7-AAD, the active substance in this reagent, has been optimized so as to offer the best specific/non-specific signal ratio.
Therefore, it is important to adhere to the reagent volume/sample volume ratio in every test.
4. In the case of a hyperleucocytosis, dilute the blood in PBS so as to obtain a value of approximately 5 x 10° leucocytes/L.
5. In certain disease states, such as severe renal failure or haemoglobinopathies, lysis of red cells may be slow, incomplete

or even impossible. In this case, it is advisable to isolate mononucleated cells using a density gradient (Ficoll, for
example) prior to staining.

See the Appendix for examples and references.

TRADEMARKS

Beckman Coulter, the stylized logo, and the Beckman Coulter product and service marks mentioned herein are trademarks or
registered trademarks of Beckman Coulter, Inc. in the United States and other countries.

ADDITIONAL INFORMATION

For a patient/user/third party in the European Union and in countries with identical regulatory regime (Regulation 2017/746/EU
on In vitro Diagnostic Medical Devices); if, during the use of this device or as a result of its use, a serious incident has occurred,
please report it to the manufacturer and/or its authorized representative and to your national authority.

REVISION HISTORY

|REVISION AF: | Release date : October 2021

REVISION AW: | Release date : April 2022

Updates to comply with the Beckman Coulter Global labelling
Policy and according to IVD-R (EU)2017/746 requirements:

Added sections Intended User, Concentration, Precision, Accuracy,
Additional Information, Revision History

Added information See sections Principle

Updated sections Principle, Warning and Precautions, GHS Hazard

Classification, Storage and Stability, Evidence of
Deterioration, Limitations, Appendix

Removed sections Methodology, Examples of Clinical Application, Expected

Results, Intra-Laboratory Reproducibility, Linearity

REVISION Release Date
AX October 2022
Updated sections Added Translations
REVISION Release Date
AY

Updated sections Storage and stability

Symbols Key

Glossary of Symbols is available at beckman.com/techdocs (document number B60062)
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Spécifications
Marqueur de Viabilité 7-AAD Viability Dye
Forme Liquide
Volume 3 mL
Calibration Prét a 'emploi
Excitation A 488 nm
Pic d’émission 655 nm (complexe avec 'ADN double brin)

7-AAD Colorant viabilité 7-aminoactinomycine D
A07704 150 tests ; 3 mL, 20 uL / test

Pour une utilisation en Diagnostic In Vitro

UTILISATION

Le marqueur de viabilit¢ 7-AAD Viability Dye est un colorant chimique en solution adapté a I'analyse mono- ou
multiparamétrique par cytométrie en flux. Il permet d’identifier les cellules non-viables et de les exclure des cellules d’intérét
(viables) lors de I'analyse de leucocytes humains.

PRINCIPE

Le 7-Amino-Actinomycine D (7-AAD) est un analogue de I’Actinomycine contenant un groupement amine substitué en position
7 du chromophore. Le 7-AAD s’intercale entre les plateaux de bases Cytosine/Guanine de 'ADN (1).

Le marquage de I’ADN double brin est réalisé en incubant I'’échantillon avec le réactif 7-AAD Viability Dye. Les érythrocytes
sont ensuite éliminés par lyse et les leucocytes sont analysés par cytométrie en flux.

Les cellules apoptotiques, nécrotiques et/ou endommagées sont sources d’interférences dans 'analyse des cellules viables
par cytométrie en flux. Les cellules non-viables peuvent étre caractérisées et identifiées parce que marquées par le 7-AAD
alors que les cellules vivantes conservant leur intégritt membranaire sont imperméables au 7-AAD et se retrouvent non
marquées (soit 7-AAD négatives) (?).

Le cytométre en flux analyse la diffusion de la lumiére et la fluorescence des cellules. Il permet de localiser des cellules a
l'intérieur de la fenétre électronique définie sur un histogramme, ce qui corréele la diffusion orthogonale de la lumiére (Side
Scatter ou diffusion latérale) et la fluorescence correspondant a la coloration 7-AAD. D’autres histogrammes combinant deux
des différents paramétres disponibles sur le cytométre sont également utilisés dans I'étape de déclenchement.

La fluorescence des cellules ainsi fenétrées est analysée pour exclure les événements positivement marqués (non viables)
des événements non marqués (viables). Les résultats peuvent s’exprimer en pourcentage d’événements non fluorescents
par rapport a I'ensemble des événements pris en compte par le fenétrage électronique.

UTILISATEUR PREVU

Ce produit est destiné a un usage professionnel en laboratoire.

ECHANTILLONS
Le sang veineux doit étre prélevé avec des tubes stériles contenant un sel EDTA comme anticoagulant.

Les échantillons se conservent a température ambiante (18—25 °C) et sans agitation. Avant d'effectuer la prise d'essai, il est
recommandé d'homogénéiser le prélevement par agitation douce.

Les échantillons doivent étre analysés dans les 24 heures qui suivent la ponction veineuse.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
1. Ne pas utiliser le réactif au-dela de la date de péremption.
Ne pas congeler.
Laisser revenir a température ambiante (18-25 °C) avant utilisation.
Minimiser I'exposition a la lumiére.
Eviter la contamination microbienne des réactifs, ou des résultats erronés peuvent se produire.

Ce réactif prét a I'emploi contient 0,005 % (poids/volume) de 7-AAD et 1 % (volume/volume) de diméthylsulfoxyde
(DMSO).

A I'état pur, le 7-AAD est potentiellement cancérigéne et le DMSO est irritant.

o gk wN

Bien qu’extrémement dilués dans la présente formulation, ces constituants peuvent conserver l'intégralité ou une partie
de leurs effets nocifs. Ne jamais pipetter avec la bouche et éviter tout contact avec la peau, les muqueuses et les yeux.
Utiliser ces réactifs en suivant les précautions d’emploi (notamment : le port de gants, de blouses et de lunettes de
protection).
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7. Le 7-AAD est un chromophore sujet a dégradation par exposition a la lumiére. Il est conservé dans un flacon opaque
pour le protéger de la lumiere avant utilisation.

Eviter une exposition continue a la lumiére pendant les étapes d’incubation et réduire I'exposition a la lumiére des
échantillons une fois le marquage réalisé.

8. Tous les échantillons de sang doivent étre considérés comme potentiellement infectieux et doivent étre manipulés avec
soin (en particulier : port de gants, de blouses et de lunettes de protection).

9. Les tubes de prélévement sanguin et les matériaux jetables utilisés pour la manipulation doivent étre éliminés dans des
conteneurs appropriés prévus pour incinération.

CLASSIFICATION DES RISQUES SGH

7-AAD Viability Dye ATTENTION
H316 Provoque une légére irritation cutanée.
P332+P313 En cas d’irritation cutanée : demander un avis
médical/consulter un médecin.
Diméthyle sulfoxyde 0,5 - 1,5 %
La fiche technique santé-sécurité est disponible a I'adresse beckman.com/techdocs

CONSERVATION ET STABILITE

Le 7-AAD Viability Dye se conserve entre 2 et 8 °C et a I'abri de la lumiére, avant et aprés ouverture du flacon.
Durée de conservation du flacon fermé selon 'étude de stabilité : 730 jours.

Stabilité du flacon ouvert : le réactif est stable pendant 60 jours.

Voir le certificat d’analyse du lot spécifique sur www.beckman.com.

PREUVE DE DETERIORATION
Tout changement de I'apparence physique des réactifs peut indiquer une détérioration et le réactif ne doit pas étre utilisé.

Pour plus de renseignements ou si un produit défectueux est livré, appeler le service client de Beckman Coulter au
800-742-2345 (USA ou Canada), ou votre représentant de Beckman Coulter local.

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI AVEC CE COFFRET:
» Les tubes d’échantillonnage et le matériel nécessaires pour I'échantillonnage.
* Pipettes automatiques et embouts jetables pour prélever des quantités de 20, 100 et 500uL.
* Tubes d’hémolyse en plastique.
» Réactif de lyse des érythrocytes. A titre d’exemple : Solution de Lyse IOTest3 (Réf. A07799).
» Tampon (PBS : 0,01M phosphate de sodium; 0,145M chlorure de sodium; pH7,2).
» Centrifugeuse.
» Agitateur automatique (type vortex).
+ Cytométre en flux.

PREPARATION DES SPECIMENS

La concentration de leucocytes dans I'’échan-tillon doit étre inférieure a 10*cellules/pL (10'°/L). Diluer si nécessaire dans du
PBS pour ramener la concentration en leucocytes a 5x 10%cellules/uL (5 x 10°/L).

La procédure utilise 100 yL d’un échantillon, tube prédilué ou non.
Nota Bene:

» L’ajustement de l'intensité de la fluorescence correspondant au 7-AAD peut étre effectuée en utilisant le marquage d’un
échantillon de sang total frais et de cellules stabilisées non-viables dans le méme tube (voir image en annexe). Dans ces
conditions, le voltage correspondant a la détection du 7-AAD doit étre ajusté de telle sorte que les événements viables
(c’est-a-dire le sang total frais) apparaissent sur la premiére décade sur un histogramme SS en fonction de 7-AAD (voir
illustration en annexe).

* Ne pas utiliser de réactif contenant des agents perméabilisants ou fixants au cours de la procédure afin de ne pas induire
de marquage artéfactuellement positif.

PROCEDURE
1. Dans chaque tube test, introduire 20L de la solution de 7-AAD Viability Dye.
2. Ajouter 100uL de I'échantillon a tester, soit I'équivalent d’environ 5x10° cellules.
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Vortexer doucement.
3. Incuber 15 & 20 minutes a température ambiante (18-25 °C) et a I'abri de la lumiére.
4. Effectuer ensuite une lyse des globules rouges, si nécessaire, en suivant les recommandations du réactif de lyse utilisé.

A titre d’exemple, si I'on souhaite utiliser la Solution de Lyse I0Test3 (Réf. A07799), ajouter 2mL de solution de travail
(1X), vortexer immédiatement et incuber 10minutes a température ambiante et a I'abri de la lumiére.

Si I'’échantillon ne contient pas de globules rouges, ne pas effectuer I'étape de lyse, mais ajouter 0,5 a 1 mL de PBS.
5. Les préparations doivent étre analysées dans I'heure.
Nota Bene: Conserver les préparations entre 2 et 8 °C et a I'abri de la lumiére.

PERFORMANCE
SPECIFICITE

Les actinomycines sont des constituants biologiques actifs composeés d'un chromophore
(2-Amino-4,6Dimethylphenoxazone-3) et de pentapeptides cycliques (3). Il s’agit d’antibiotiques d’origines bactériennes
historiquement caractérisés chez les Ascomyceétes du sol. Les actinomycines forment des complexes stables avec I'acide
désoxyribonucléique (ADN) double brin mais ne forment ce type de complexe ni avec l'acide ribonucléique (ARN) double
brin, ni avec les hybrides ARN-ADN, ni avec 'ADN ou I'’ARN simple brin.

Les propriétés spectrales du 7-AAD en font une molécule particuliérement adaptée a I'analyse par cytométrie en flux (3).
L'absorption maximale du complexe 7-AAD/ADN est compatible avec la longueur d’'onde d’excitation bleue de 488nm
des cytomeétres équipés de laser argon (4). Le pic d’émission de fluorescence dans le rouge profond (635a675nm) du
complexe 7-AAD/ADN permet une utilisation optimale de cette sonde lorsqu’elle est combinée a des anticorps conjugués a
I'lsothiocyanate de fluorescéine (FITC) et a la R Phycoérythrine (PE) (3). En effet, et contrairement a I'lodure de Propidium
(IP) qui est une autre sonde fluorescente utilisée comme marqueur de I'ADN, le complexe 7-AAD/ADN présente un
chevauchement réduit du spectre d’émission avec le FITC et la PE.

PRECISION

Les valeurs de percentile positives ont été déterminées a 'aide de sang total injecté de cellules positives. Chaque échantillon
a été analysé 4 fois, deux fois par jour pendant 1 jour sur 2 instruments a I'aide de 2 lots de réactif a base de colorant de viabilité
7-AAD. Les mesures (% positif) ont été effectuées sur le cytomeétre en flux Navios. L'analyse a été effectuée avec la méthode
CLSI EP5-A2 : Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Evaluation de la performance de
précision des méthodes de mesures quantitatives).

Notre critére d’acceptation est dépendant du nombre d’événements positifs mesurés pour chaque population :
+ Si événement positif < 1 500, CV < 15 %
» Si événement positif > 1 500, CV <10 %

Solution de lyse I0Test 3 :

Sang total injecté de ligne de cellules HPBALL
Nombre d’événements positifs (Moyenne) = 5539
Inter-opérateur Inter-cytomeétre Intra-lot Inter-lot Inter-analyse | Intra-analyse Total
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Systéme de lyse VersalLyse :
Sang total injecté de ligne de cellules HPBALL
Nombre d’événements positifs (Moyenne) = 4034
Inter-opérateur Inter-cytomeétre Intra-lot Inter-lot Inter-analyse | Intra-analyse Total
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
RESULTATS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
EXACTITUDE

L'exactitude du colorant de viabilité 7-AAD a été évaluée en comparant les résultats avec un réactif de référence comme
prédicat sur un ensemble d’échantillons de sang total injecté de cellules positives analysé sur un cytometre NAVIOS. L'écart
systématique entre le test et le réactif de référence a été déterminé en fonction de la différence entre les résultats des tests.
Si le biais se trouve dans la plage d’erreurs permise ou si la valeur p n’indique aucune différence significative (> 0,05), les
résultats des tests d’échantillons de patient par les deux réactifs sont considérés comme équivalents.

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant :
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Solution de lyse I0Test 3 :

Nombre de donneurs = 25
Cible positive Moyenne A Critéres de cellules A % Valeur-p RESULTATS
Sang total injecté 0,31 <5 0,247 PASS
de ligne de cellules
HPBALL
Systéme de lyse VersalLyse :
Nombre de donneurs = 25
Cible positive Moyenne A Critéres de cellules A % Valeur-p RESULTATS
Sang total injecté -0,34 <5 0,289 PASS
de ligne de cellules
HPBALL
LIMITES
1. La cytométrie en flux peut produire des résultats erronés si le cytométre n’a pas été parfaitement aligné, si les fuites de

fluorescence n’ont pas été correctement compensées et si les régions n’ont pas été soigneusement positionnées.

Des résultats précis et reproductibles seront obtenus tant que les procédures utilisées sont en conformité avec la notice
technique et compatibles avec les bonnes pratiques de laboratoire.

Le 7-AAD, principe actif de ce réactif, est calibré de maniére a offrir le meilleur rapport signal spécifique/signal non
spécifique. C'est pourquoi il est important de respecter le rapport volume du réactif/volume de I'échantillon pour chaque
test.

En cas d'hyperleucocytose, diluer le spécimen dans du PBS de fagon a obtenir une valeur située autour de 5 x 10°
leucocytes / L.

Au cours de certaines pathologies, comme les insuffisances rénales graves ou les hémoglobinopathies, la lyse des
globules rouges peut étre ralentie, voire incompléte ou impossible. Dans ce cas, il est recommandé d'isoler les cellules
mononucléées par gradient de densité (par exemple: Ficoll) avant marquage.

Voir 'annexe pour des exemples et des références.

MARQUES

Beckman Coulter, le logo stylisé et les marques des produits et des services Beckman Coulter mentionnées ici sont des
marques ou des marques déposées de Beckman Coulter, Inc. aux Etats-Unis et dans d’autres pays.

INFORMATIONS SUPPLEMENTAIRES

Pour un patient/utilisateur/tiers de I'Union européenne et des pays ayant le méme régime réglementaire (Réglement
2017/746/UE relatif aux dispositifs médicaux de diagnostic in vitro) ; si, lors de I'utilisation de ce dispositif ou suite a son
utilisation, un incident important se produit, veuillez le rapporter au fabricant et/ou a son représentant autorisé et a I'autorité
nationale de votre pays.

HISTORIQUE DES REVISIONS

|REVISION AF : | Date de publication : Octobre 2021

REVISION AW : [ Date de publication : avril 2022

Mises a jour pour se conformer aux exigences de la politique
d’étiquetage générale de Beckman Coulter et aux exigences
IVD-R (UE)2017/746 :

Ajout de sections

Utilisateur auquel le dispositif est destiné, Concentration,
Précision, Exactitude, Informations supplémentaires,
Historique des révisions

B59275-AY

Ajout d’informations

Voir les sections Principe

Sections mises a jour

Principe, Avertissements et précautions, Classification
des risques SGH, Conservation et stabilité, Preuve
de détérioration, Limites, Annexe

Suppression de sections

Méthodologie, Exemples d’applications cliniques, Résultats
escomptés, Reproductibilité intra-laboratoire, Linéarité

REVISION

Date de publication

AX

Octobre 2022

Sections mises a jour

Ajout de traductions

REVISION

Date de publication

AY

Sections mises a jour

Conservation et stabilité
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Légende des symboles
Un glossaire des symboles est disponible sur beckmancoulter.com/techdocs (document numéro B60062)
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Spezifikationen
7-AAD Viability Dye Vitalitatsfarbstoff
Form Flussig
Band 3 mL
Kalibrierung Gebrauchsfertig
A-Anregung 488 nm
Emissionspeak 655 nm (Komplexe mit doppelstrangiger DNA)

7-AAD-Lebensfahigkeits-Farbstoff
A07704 150 Tests; 3 mL, 20 pL/Test

Zur Verwendung als In vitro-Diagnostikum

VERWENDUNGSZWECK

Der 7-AAD Viability Dye Vitalitatsfarbstoff ist ein chemischer Losungsfarbstoff, der sich zur Mono- oder Multiparameteranalyse
im Durchflusszytometer eignet. Durch ihn kdnnen bei der Analyse von menschlichen Leukozyten nicht vitale Zellen identifiziert
und von den relevanten Zellen (vitale) isoliert werden.

PRINZIP

7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) ist ein Analog zu Actinomycin und enthalt eine substituierte Aminogruppe an der Position 7
des Chromophors. 7-AAD lagert sich zwischen den Cytosin-/Guaninbasen der DNA ein (1).

Die Markierung der doppelstrangigen DNA erfolgt durch Inkubieren der Probe mit dem 7-AAD Viability Dye Reagenz. Die
Erythrozyten werden anschlief3end durch eine Lyse eliminiert und die Leukozyten werden im Durchflusszytometer untersucht.

Apoptotische, nekrotische und/oder beschadigte Zellen sind Interferenzquellen bei der Analyse der vitalen Zellen in der
Durchflusszytometrie. Die nicht vitalen Zellen kénnen dank der 7-AAD-Markierung gekennzeichnet und identifiziert werden,
wahrend die vitalen Zellen durch eine intakte Membran gegentiber dem 7-AAD-Farbstoff undurchlassig sind und daher nicht
markiert werden (d. h. 7-AAD negativ sind) (?).

Das Durchflusszytometer analysiert die Lichtstreuung und die Fluoreszenz der Zellen. Es ermdglicht die Lokalisierung
von Zellen innerhalb des elektronischen Fensters, das auf einem Histogramm definiert wird, welches die orthogonale
Lichtstreuung (Seitwartsstreuung oder SW) und die der 7-AAD-Farbung entsprechende Fluoreszenz in Beziehung zueinander
setzt. Weitere Histogramme, die zwei der verschiedenen, auf dem Durchflusszytometer verfligbaren Parameter kombinieren,
werden ebenfalls in der Gating-Phase verwendet.

Die Fluoreszenz der so abgegrenzten Zellen wird zur Unterscheidung der positiv markierten Ereignisse (nicht vital) von den
nicht markierten Ereignissen (vital) analysiert. Die Ergebnisse kénnen in Prozentzahlen nicht fluoreszierender Ereignisse in
Bezug auf alle im elektronischen Fenster bertcksichtigten Ereignisse ausgedruckt werden.

VORGESEHENER BENUTZER

Dieses Produkt ist fir den Einsatz durch Laborfachkrafte vorgesehen.

PROBEN
Vendses Blut muss mit sterilen R6hrchen entnommen werden, die ein EDTA-Salz als Antikoagulanz enthalten.

Die Proben missen bei Raumtemperatur (18-25 °C) und ruhend aufbewahrt werden. Vor Durchflihrung des Tests wird
empfohlen, die Probe durch leichtes Schitteln zu homogenisieren.

Die Proben mussen innerhalb von 24 Stunden analysiert werden.

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Das Reagenz nicht Uiber das Verfallsdatum hinaus verwenden.

Nicht einfrieren.

Vor der Anwendung auf Raumtemperatur (18-25 °C) erwarmen lassen.

Vor Licht schiitzen.

Eine mikrobielle Kontamination der Reagenzien muss vermieden werden, damit kein falsches Ergebnis erzielt wird.

Dieses gebrauchsfertige Reagenz enthalt 0,005 % (Masse/Volumen) 7-AAD und 1 % (Volumen/Volumen)
Dimethylsulfoxid (DMSO).

In der jeweiligen Reinform ist 7-AAD potenziell krebserregend und DMSO ein Reizstoff.

Obgleich diese Bestandteile in der vorliegenden Zusammensetzung in extrem verdiinnter Form vorkommen, kénnen sie
ihre schadlichen Wirkungen vollumfanglich oder teilweise beibehalten. Niemals mit dem Mund pipettieren und jeden
Kontakt mit Haut, Schleimh&uten und Augen vermeiden. Im Umgang mit diesen Reagenzien die VorsichtsmaRnahmen
fur deren Verwendung beachten (insbesondere das Tragen von Handschuhen, Kittel und Schutzbrille).

o gk b -

B59275-AY 11 of 155



7. 7-AAD ist ein Chromophor, der bei Exposition gegentiber Licht zerfallt. Der Stoff wird in einem lichtundurchlassigen
Flaschchen gelagert, um ihn vor dem Gebrauch vor Licht zu schiitzen.

Vermeiden Sie beim Inkubieren eine dauernde Lichteinstrahlung und reduzieren Sie die Lichtexponierung der Proben
nach dem Markieren so stark wie moglich.

8. Blutproben sind als potenziell infektios zu betrachten und missen mit Vorsicht gehandhabt werden (insbesondere durch
Tragen von Schutzhandschuhen, -kittel und -brille).

9. Blutréhrchen und Einwegmaterial, das zur Handhabung verwendet wird, missen in daflr vorgesehenen, fur die
Verbrennung bestimmten Behaltern entsorgt werden.

GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG

7-AAD Viability Dye ACHTUNG
H316 Verursacht leichte Hautreizungen.
P332+P313 Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen/arztliche

Hilfe hinzuziehen.
Dimethylsulfoxid 0,5 - 1,5 %

Das Sicherheitsdatenblatt ist auf beckman.com/techdocs verfligbar.

LAGERUNG UND STABILITAT

Der 7-AAD Vitalititsfarbstoff wird vor und nach Offnen des Flaschchens zwischen 2 und 8 °C und vor Lichteinstrahlung
geschiitzt aufbewahrt.

Haltbarkeit der geschlossenen Durchstechflasche gemaf Stabilitatsstudie: 730 Tage.
Stabilitat gedffneter Flaschchen: Das Reagenz ist 60 Tage lang stabil.
Siehe das chargenspezifische Analysezertifikat unter www.beckman.com.

VERFALLSANZEICHEN

Ein verandertes Aussehen der Reagenzien kann ein Verfallsanzeichen sein. Entsprechende Reagenzien dirfen nicht
verwendet werden.

Wenn Sie weitere Informationen wiinschen oder falls das Produkt beschadigt bei Ihnen eintrifft, setzen Sie sich (innerhalb der
USA und Kanada) unter der Rufnummer 800-742-2345 mit dem Kundendienst von Beckman Coulter bzw. auf3erhalb dieser
Lander mit dem fur Sie zustandigen Beckman Coulter-Mitarbeiter in Verbindung.

BENOTIGTE, JEDOCH NICHT IM KIT ENTHALTENE ARTIKEL:
» Probenahmerdhrchen und fur die Probenahme benétigte Materialien.
» Automatische Pipetten und Einweghllsen zur Entnahme folgender Mengen: 20, 100 und 500pL.
» Hamolyserdéhrchen aus Kunststoff.
» Lysereagenz fur Erythrozyten. Zum Beispiel: |OTest3 Lyseldsung (Art. A07799).
» Puffer (PBS: 0,01M Natriumphosphat; 0,145M Natriumchlorid; pH7,2).
» Zentrifuge.
» Automatisches Mischgerat (Typ Vortex-Mischer).
*  Durchflusszytometer.

VORBEREITUNG DER PROBEN

Die Leukozytenkonzentration in der Probe muss unter 10* Zellen/uL (10'/L) liegen. Falls erforderlich in PBS verdiinnen, um
die Leukozytenkonzentration auf 5x 10°Zellen /uL (5 x 10°%/L) zu bringen.

Far das Verfahren werden 100 pL einer Probe verwendet, die zuvor in einem Rohrchen oder anderweitig vorverdiinnt wurde.
Hinweis:

» Das Justieren der 7-AAD entsprechenden Fluoreszenzintensitat kann unter Anwendung der Markierung einer Probe
mit frischem Vollblut und nicht vitalen stabilisierten Zellen im selben Réhrchen erfolgen (siehe Abbildung im Anhang).
Unter diesen Bedingungen muss die der 7-AAD-Erfassung entsprechende Spannung derart angepasst werden, dass
die vitalen Ereignisse (d. h. das frische Vollblut) in einem 7-AAD abhangigen SS-Histogramm in der ersten Dekade
erscheinen (siehe Abbildung im Anhang).

» Wahrend des Verfahrens keine permeabilisierenden oder fixierenden Substanzen anwenden, um keine falschlicherweise
positive Markierung hervorzurufen.
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VERFAHREN
1. In jedes Testréhrchen 20uL 7-AAD Viability Dye Losung geben.
2. In beiden Roéhrchen 100uL der zu testenden Probe hinzufligen (entspricht ca. 5 x 10° Zellen).
Beide Rohrchen leicht ritteln.
3. 15 bis 20 Minuten bei Raumtemperatur (18—25 °C) und vor Lichteinstrahlung geschitzt inkubieren.

4. Anschlief3end (falls erforderlich) unter Einhaltung der Empfehlungen fiir das verwendete Lysereagenz die Erythrozyten
lysieren.

Zum Beispiel bei Anwendung der IOTest3 Lyselosung (Art. AO7799) 2mL Arbeitslésung (1X) hinzufligen. Anschlief3end
sofort rutteln und 10 Minuten bei Raumtemperatur und vor Lichteinstrahlung geschitzt inkubieren.

Wenn die Probe keine roten Blutkérperchen enthalt, keine Lyse durchfiihren, sondern 0,5 zu 1mL PBS hinzufiigen.
5. Die Praparate mussen innerhalb von 1 Stunde analysiert werden.
HINWEIS: Die Proben missen zwischen 2 und 8 °C und vor Lichteinstrahlung geschiitzt aufbewahrt werden.

LEISTUNG
SPEZIFITAT

Actinomycine sind aktive biologische Bestandteile, die aus einem Chromophor (2-Amino-4,6Dimethylphenoxazon-3) et
zyklischen Pentapeptiden bestehen (3). Es handelt sich dabei um Antibiotika bakterieller Herkunft, die historisch gesehen fiir
Boden-Ascomyceten kennzeichnend sind. Actinomycine bilden mit doppelstrangiger Desoxyribonucleinsaure (DNA) stabile
Komplexe, jedoch nicht mit doppelstrangiger Ribonucleinsdure (RNA), RNA-DNA-Hybriden oder einstrangiger DNA bzw.
RNA.

Durch die Spektraleigenschaften des 7-AAD Vitalitatsfarbstoffs eignet sich dieses Molekil besonders fur
die Durchflusszytometrie (3). Die maximale Absorption des 7-AAD/DNA-Komplexes ist fiir die blaue 488nm
Anregungswellenlange der mit Argonlaser (4) ausgestatteten Zytometer geeignet. Die tiefrote Fluoreszenzemission
(635bis675nm) des 7-AAD/DNA-Komplexes ermdglicht eine optimale Anwendung dieser Sonde zusammen mit
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und R-Phycoerythrin (PE)-konjugierten Antikérpern (3). Im Gegensatz zu Propidiumiodid
(PI), einer anderen fluoreszierenden Sonde zum Markieren der DNA weist der 7-AAD/DNA-Komplex eine geringere
Uberlappung des Emissions-spektrums mit FITC und PE auf.

PRAZISION

Die prozentualen positiven Werte wurden unter Verwendung von mit positiven Zellen angereichertem Vollblut bestimmt. Jede
Probe wurde zweimal taglich 1 Tag lang unter Verwendung von 2 Chargen des Reagenzes 7-AAD-Viabilitatsfarbstoff 4 Mal
auf 2 Instrumenten analysiert. Messungen (% positiv) wurden mit dem Navios-Durchflusszytometer vorgenommen. Die
Analyse erfolgte gemal CLSI-Methode EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods
(Beurteilung der Prazisionsleistung von quantitativen Messmethoden).

Unsere Akzeptanzkriterien sind abhangig von der Anzahl an positiven Ereignissen, die fur jede Population gemessen werden:
»  Wenn positives Ereignis < 1 500, VK < 15 %
»  Wenn positives Ereignis > 1 500, VK < 10 %

I0Test 3-Lyselésung:

Mit HPBALL-Zelllinie angereichertes Vollblut
Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 5539
Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometern einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
VersalLyse-Lysesystem:
Mit HPBALL-Zelllinie angereichertes Vollblut
Anzahl der positiven Ereignisse (Mittelwert) = 4034
Zwischen Zwischen Innerhalb | Zwischen | Zwischen Innerhalb Gesamt
Bedienern Durchflusszytometern einer Chargen Laufen |eines Laufs
Charge
VK (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
ERGEBNISSE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
GENAUIGKEIT

Die Genauigkeit des 7-AAD-Viabilitatsfarbstoffs wurde anhand eines Vergleichs der Ergebnisse mit einem Referenzreagenz
als Pradikat fir einen Satz aus mit positiven Zellen angereicherten Vollblutproben bewertet, die auf einem
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NAVIOS-Durchflusszytometer analysiert wurden. Die Abweichung zwischen Test- und Referenzreagenz wurde basierend
auf der Differenz zwischen den Testergebnissen bestimmt. Sollte die Abweichung innerhalb des zulassigen Fehlerbereichs
liegen oder der p-Wert keine signifikante Differenz (> 0,05) nahelegen, gelten die Testergebnisse fur die Patientenproben
mit den beiden Reagenzien als gleichwertig.

Die erzielten Ergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle zusammengefasst:
I0Test 3-Lyselésung:

Versalyse-Lysesystem:

Anzahl der Spender = 25

Positives Ziel Mittelwert A A % Zellkriterien p-Wert ERGEBNISSE
Mit HPBALL-Zelllinie 0,31 <5 0,247 PASS
angereichertes
Vollblut

Anzahl der Spender = 25

Positives Ziel Mittelwert A A % Zellkriterien p-Wert ERGEBNISSE
Mit HPBALL-Zelllinie -0,34 <5 0,289 PASS
angereichertes
Voliblut
EINSCHRANKUNGEN

1. Die Durchflusszytometrie kann falsche Ergebnisse liefern, wenn das Zytometer nicht perfekt ausgerichtet wurde, wenn
Fluoreszenzlecks nicht korrekt kompensiert wurden und wenn die Bereiche nicht sorgfaltig positioniert wurden.

2. Genaue und reproduzierbare Ergebnisse werden erzielt, sofern die verwendeten Verfahren der technischen
Packungsbeilage entsprechen und mit der guten Laborpraxis kompatibel sind.

3. Der Wirkstoff 7-AAD dieses Reagenzes wurde so optimiert, dass das beste Verhaltnis zwischen spezifischem und
unspezifischem Signal erzielt wird. Deshalb ist es wichtig, das Verhaltnis Reagenz-/Probenvolumen in jedem Test
einzuhalten.

4. Bei einer Hyperleukozytose die Probe in PBS verdiinnen, so dass man einen Wert von ca. 5 x 10° Leukozyten/L erhalt.

5. Bei manchen Pathologien wie z.B. schwerer Niereninsuffizienz oder Hamoglobinopathien kann die Lyse der roten

Blutkdrperchen verlangsamt, unvollstandig oder sogar unmaéglich sein. In diesem Fall wird empfohlen, die einkernigen
Zellen vor dem Markieren durch einen Dichtegradienten (z. B. Ficoll) zu isolieren.

Beispiele und Literaturhinweise siehe Anhang.

MARKEN

Beckman Coulter, das stilisierte Logo und die in diesem Dokument erwdhnten Beckman Coulter-Produkt- und
Dienstleistungsmarken sind in den USA und anderen Landern Marken oder eingetragene Marken von Beckman Coulter, Inc.

WEITERE INFORMATIONEN

Fir einen Patienten/Benutzer/Dritten in der Europdischen Union und in Landern mit identischer Regulierungspraxis
(Verordnung 2017/746/EU uber In-vitro-Diagnostika) gilt Folgendes: Sollte es im Rahmen der Verwendung dieses Produktes
oder infolge der Verwendung dieses Produktes zu einem schwerwiegenden Zwischenfall gekommen sein, ist dieser dem
Hersteller und/oder dessen Bevollmachtigten sowie der nationalen Behdrde zu melden.

REVISIONSVERLAUF
|REVISION AF: | Freigabedatum: Oktober 2021
REVISION AW: [ Freigabedatum: April 2022

Aktualisierungen vorgenommen, um den Vorgaben der
globalen Etikettierungsrichtlinie von Beckman Coulter und
den Vorgaben nach IVD-R (EU) 2017/746 zu entsprechen:

Abschnitte hinzugefligt Vorgesehener Benutzer, Konzentration, Prazision,
Genauigkeit, Weitere Informationen, Revisionsverlauf

Informationen hinzugefiigt Siehe Abschnitt Prinzip

Aktualisierte Abschnitte Prinzip, Warnungen und VorsichtsmaRnahmen,

GHS-Gefahrstoffklassifizierung, Lagerung und Stabilitat,
Verfallsanzeichen, Einschrdnkungen, Anhang
Abschnitte gestrichen Methode, Beispiele klinischer Anwendungen,
Erwartete Ergebnisse, Reproduzierbarkeit innerhalb
eines Labors, Linearitat

REVISION Freigabedatum
AX Oktober 2022
Aktualisierte Abschnitte Ubersetzungen hinzugefiigt
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REVISION Freigabedatum
AY
Aktualisierte Abschnitte Lagerung und Stabilitat

Liste der Symbole

Das Glossar der Symbole ist auf beckman.com/techdocs (Dokumentnummer B60062) verfiigbar.
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Caratteristiche
Colorante Vitale 7-AAD Viability Dye
Forma Liquido
Volume 3 mL
Calibrazione Pronto all'uso
Eccitazione A 488 nm
Picco d’emissione 655 nm (complesso con I’ADN a doppio filamento)

7-AAD - Colorante di vitalita cellulare
A07704 150 test; 3 mL, 20 uL/test

Per uso diagnostico in vitro

USO PREVISTO

II Colorante Vitale 7-AAD Viability Dye € un marcatore chimico sotto forma di soluzione indicato per I'analisi mono o
multiparametrica in citometria a flusso. Esso consente di identificare le cellule non vitali e di distinguerle da quelle interessate
(vitali) durante I'analisi dei leucociti umani.

PRINCIPIO

Il Colorante 7-Amino-Actinomicina D (7-AAD), & un composto analogo all'actinomicina che contiene un gruppo ammino
sostituito nel cromoforo alla posizione 7. Il 7-AAD s’intercala tra le basi Citosina / Guanina del DNA (1).

La marcatura del DNA a doppio filamento avviene incubando il campione con il reagente 7-AAD Viability Dye.
Successivamente, gli eritrociti vengono eliminati tramite lisi e i leucociti analizzati in citometria a flusso.

Le cellule apoptotiche, necrotiche e/o danneggiate costituiscono fonti d’interferenza nell’analisi delle cellule vitali in citometria
a flusso. Le cellule non vitali possono essere caratterizzate e identificate mediante la marcatura con il Colorante 7-AAD,
mentre le cellule vitali, che conservano l'integrita di membrana, sono impermeabili al 7-AAD e non risultano marcate (ossia
7-AAD negative) (?).

Il citometro a flusso analizza la diffusione di luce e la fluorescenza delle cellule. Rende possibile la localizzazione delle cellule
allinterno della finestra elettronica definita su un istogramma, che mette in relazione la diffusione ortogonale della luce (scatter
laterale o SS) e la fluorescenza corrispondente alla colorazione di 7-AAD. Altri istogrammi che uniscono due dei vari parametri
disponibili sul citometro vengono usati nella fase di gating.

La fluorescenza delle cellule circoscritte viene analizzata per escludere le cellule marcate (non vitali) da quelle non marcate
(vitali). | risultati sono espressi in percentuale di eventi non fluorescenti rispetto all'insieme degli eventi acquisiti dal gating.

UTENTE PREVISTO

Questo prodotto & destinato all’'uso professionale in laboratorio.

CAMPIONI
| campioni di sangue venoso devono essere prelevati utilizzando provette sterili contenenti un sale EDTA come anticoagulante.

| campioni vanno conservati a temperatura ambiente (18-25 °C) senza agitare. Prima di effettuare il test, si raccomanda di
omogeneizzare il contenuto della provetta agitandola leggermente.

| campioni devono essere analizzati entro 24 ore dalla venipuntura.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI
1. Non utilizzare il reagente oltre la data di scadenza.
Non congelare.
Attendere che il flacone raggiunga la temperatura ambiente (18—25 °C) prima di utilizzarlo.
Ridurre al minimo I'esposizione alla luce.
Evitare la contaminazione microbica dei reagenti, poiché potrebbe falsare i risultati.

Questo reagente pronto all’'uso contiene lo 0,005% (peso/volume) di 7-AAD e I'1% (volume/volume) di dimetilsulfossido
(DMSO).

In forma pura, il 7-AAD é potenzialmente cancerogeno e il DMSO ¢ irritante.

Anche se estremamente diluiti nella presente formulazione, questi costituenti possono mantenere tutti o parte dei loro
effetti nocivi. Non pipettare mai usando la bocca ed evitare il contatto con la pelle, le mucose e gli occhi. Utilizzare questi
reagenti seguendo le precauzioni d’'uso (in particolare: indossare guanti, camice e occhiali protettivi).

o 0k wbd

7. 7-AAD é un cromoforo soggetto a degradazione per esposizione alla luce. Viene conservato in una fiala opaca per
proteggerlo dalla luce prima dell’'uso.
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Evitare un'esposizione prolungata alla luce durante le fasi di incubazione e ridurre I'esposizione dei campioni, una volta
effettuata la marcatura.

8. Tutti i campioni di sangue devono essere considerati potenzialmente infetti e devono essere maneggiati con cura (in
particolare, indossando guanti, camici e occhiali protettivi).

9. Le provette per il sangue e i materiali monouso usati per la manipolazione devono essere smaltiti in appositi contenitori
destinati allinceneritore.

CLASSIFICAZIONE DEI PERICOLI GHS

7-AAD Viability Dye ATTENZIONE
H316 Provoca leggera irritazione cutanea.
P332+P313 In caso di irritazione della pelle: consultare un
medico.
Dimetilsolfossido 0,5 - 1,5%
La scheda tecnica sulla sicurezza é disponibile all'indirizzo beckman.com/techdocs

CONSERVAZIONE E STABILITA

Il Colorante 7-AAD Viability Dye si conserva a una temperatura compresa trai 2 e gli 8 °C e al riparo dalla luce, prima e dopo
I'apertura del flacone.

Durata di conservazione della fiala chiusa secondo studi di stabilita: 730 giorni.
Stabilita di una fiala aperta: il reagente & stabile per 60 giorni.
Vedere il Certificato di analisi specifico del lotto sul sito www.beckman.com.

INDICI DI DETERIORAMENTO
Qualsiasi cambiamento dell’aspetto fisico dei reagenti pud indicare un deterioramento. In tale caso, non utilizzare il reagente.

Per ulteriori informazioni, o nel caso in cui il prodotto ricevuto risulti danneggiato, rivolgersi all’assistenza clienti
Beckman Coulter al numero 800-742-2345 (USA o Canada) o mettersi in contatto con il rappresentante locale
Beckman Coulter.

COMPONENTI NECESSARI MA NON FORNITI CON IL KIT:
» Provette per campioni e materiale necessario per il campionamento.
* Pipette automatiche e puntali usa e getta destinati a prelevare quantita di 20, 100 e 500pL.
* Provette per emolisi in plastica.
* Reagente di lisi degli eritrociti. A titolo di esempio: Soluzione di Lisi IOTest3 (Rif. A07799).
+ Tampone (PBS: 0,01 M fosfato di sodio; 0,145 M cloruro di sodio; pH 7,2).
» Centrifugare.
» Agitatore automatico (tipo Vortex).
» Citometro a flusso.

PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

La concentrazione di leucociti nel campione deve essere inferiore a 10* cellule / uL (10"/L). Se necessario, diluire in una
piccola quantita di PBS per riportare la concentrazione leucocitaria a 5 x 102 cellule / yL (5 x 10°/L).

La procedura utilizza 100 yL di un campione, prediluito in provetta o in altra forma.
N.B.:

» L’adeguamento dell'intensita della fluorescenza corrispondente al Colorante 7-AAD pu0 essere effettuato utilizzando
la marcatura di un campione di sangue intero fresco e di cellule stabilizzate non-vitali nella stessa provetta (vedere la
figura nell’allegato). In queste condizioni, il voltaggio corrispondente al rilevamento del Colorante 7-AAD deve essere
adeguato in modo tale che le cellule vitali (ovvero il sangue intero fresco) appaiano sulla prima decade dell'istogramma
SS in funzione di 7-AAD (vedere lillustrazione nell’allegato).

* Non utilizzare reagenti contenenti elementi permeabilizzanti o fissanti nel corso della procedura al fine di evitare qualsiasi
marcatura positiva dovuta ad artefatto.

PROCEDURA
1. In ogni provetta test, aggiungere 20uL della soluzione di 7-AAD Viability Dye.
2. Aggiungere 100uL del campione da testare, ovvero I'equivalente di circa 5 x 10° cellule.

Agitare delicatamente al vortex.
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3. Incubare per 15 - 20 minuti a temperatura ambiente (18-25 °C) e al riparo dalla luce.

4. Eseguire quindi la lisi degli eritrociti, se necessario, attenendosi alle seguenti raccomandazioni del reagente per lisi
utilizzato.

A titolo di esempio, qualora si desiderasse utilizzare la Soluzione di Lisi I0Test3 (Rif. A07799), aggiungere 2mL di
soluzione di lavoro (1X), agitare immediatamente e incubare per 10 minuti a temperatura ambiente e al riparo dalla luce.

Se il campione non contiene globuli rossi, non eseguire la fase di lisi, ma aggiungere 0,5 a 1mL di PBS.
5. | preparati devono essere analizzati entro 1 ora.
N.B.: In ogni caso, conservare i preparati a una temperatura compresa trai 2 e gli 8 °C e al riparo dalla luce.

PRESTAZIONI
SPECIFICITA

Le actinomicine sono sostanze biologicamente attive contenenti un cromoforo (2-Amino-4, 6 Dimetilfenossazone-3) e
pentapeptidi ciclici (3). Si tratta di antibiotici di origine batterica storicamente ricavati dagli ascomiceti del suolo. Le
actinomicine formano complessi stabili con I'acido desossiribonucleico (DNA) a doppio filamento, ma non con l'acido
ribonucleico (RNA) a doppio filamento, né con gli ibridi RNA-DNA o con il DNA o I'RNA a singolo filamento.

Le proprieta spettrali della molecola 7-AAD la rendono particolarmente adatta all’analisi in citometria a flusso (3).
L'assorbimento massimo del complesso 7-AAD / DNA & compatibile con la lunghezza d’onda di eccitazione blu di 488nm
dei citometri dotati di laser argon (4). Il picco di emissione di fluorescenza del complesso 7-AAD / DNA nel rosso profondo
(da 635 a 675nm) consente un utilizzo ottimale della sonda in combinazione con gli anticorpi coniugati all'lsotiocianato di
Fluorescina (FITC) e alla R FFicoeritrina (PE) (3). Contrariamente allo ioduro di propidio (IP), un’altra sonda fluorescente
utilizzata come marcatore del DNA, il complesso 7-AAD / DNA, presenta un segnale ridotto di sovrapposizione dello spettro
di emissione con il FITC e la PE.

PRECISIONE

| valori percentuali positivi sono stati determinati utilizzando sangue intero corretto con cellule positive. Ogni campione € stato
analizzato 4 volte, due volte al giorno per 1 giorno su 2 strumenti utilizzando 2 lotti di reagente colorante di vitalita 7-AAD. Le
misurazioni (% di positivi) sono state effettuate su un citometro a flusso Navios. L'analisi & stata condotta secondo il metodo
EP5-A2 del CLSI: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Valutazione delle prestazioni
di precisione dei metodi di misurazione quantitativa).

| nostri criteri di accettazione dipendono dal numero di eventi positivi misurati per ogni popolazione:
* Se evento positivo < 1.500, CV < 15%
» Se evento positivo > 1.500, CV < 10%

Soluzione lisante 10Test 3:

Sangue intero corretto con HPBALL linea cellulare
Numero di eventi positivi (media) = 5539

Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Sistema di lisi VersalLyse:
Sangue intero corretto con HPBALL linea cellulare
Numero di eventi positivi (media) = 4034
Inter-operatore Inter-citometro Intra-lotto | Inter-lotto | Inter-analisi | Intra-analisi Totale
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
RISULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
ACCURATEZZA

L'accuratezza del colorante di vitalitd 7-AAD & stata valutata confrontando i risultati con un reagente di riferimento come
predicato su una serie di campioni di sangue intero corretto con cellule positive eseguiti su un citometro NAVIOS. La distorsione
tra il test e il reagente di riferimento & stata determinata in base alla differenza tra i risultati dei test. Se la distorsione rientra
nell’intervallo di errore consentito o il valore p indica che non vi € una differenza significativa (> 0,05), allora i risultati dei test
dei campioni paziente per i due reagenti sono considerati equivalenti.

| risultati ottenuti sono riepilogati nella tabella seguente:
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Soluzione lisante I0Test 3:

Sistema di lisi VersalLyse:

Numero di donatori = 25
Target positivo A medio Criteri cellulari A % Valore p RISULTATI
Sangue intero 0,31 <5 0,247 PASS
corretto con HPBALL
linea cellulare

Numero di donatori = 25
Target positivo A medio Criteri cellulari A % Valore p RISULTATI
Sangue intero -0,34 <5 0,289 PASS
corretto con HPBALL
linea cellulare

LIMITAZIONI

1. Lacitometria a flusso pud produrre falsi risultati se il citometro non viene allineato perfettamente, le perdite di fluorescenza
non vengono correttamente compensate e le regioni non vengono posizionate attentamente.

2. Seguendo le procedure descritte nel foglietto illustrativo con le informazioni tecniche, compatibili con le buone pratiche
di laboratorio, € possibile ottenere risultati accurati e riproducibili.

3. 1 7-AAD, principio attivo di questo reagente, e calibrato in modo tale da offrire il miglior rapporto possibile in termini
di segnale specifico / segnale non specifico. E dunque importante mantenere per ogni test il rapporto volume del
reagente/volume del campione.

4. In caso di iperleucocitosi, diluire il campione in un po’ di PBS fino a ottenere un valore intorno a 5 x 10° leucociti/L.

5. Nel corso di determinate patologie, come le insufficienze renali gravi o le emoglobinopatie, la lisi dei globuli rossi

puo risultare rallentata, se non addirittura incompleta o impossibile. In questo caso, & consigliabile isolare le cellule
mononucleate mediante gradiente di densita (ad esempio: Ficoll) prima della marcatura.

Per esempi e riferimenti, vedere I'appendice.

MARCHI COMMERCIALI

Beckman Coulter, il logo stilizzato ed i marchi commerciali dei prodotti e servizi di Beckman Coulter menzionati qui, sono
marchi commerciali o marchi commerciali registrati di Beckman Coulter, Inc., negli Stati Uniti e in altri paesi.

INFORMAZIONI AGGIUNTIVE

Per un paziente/utente/terza parte nell’'Unione Europea e in paesi con identico regime normativo (Regolamento 2017/746/UE
sui dispositivi medico-diagnostici in vitro): se, durante I'utilizzo di questo dispositivo o in seguito al suo utilizzo, si fosse
verificato un incidente grave, si prega di segnalarlo al produttore e/o al suo rappresentante autorizzato e all’autorita nazionale
competente.

CRONOLOGIA REVISIONI

|REVISIONE AF: | Data di pubblicazione: Ottobre 2021

REVISIONE AW: | Data di pubblicazione: aprile 2022
Aggiornamenti conformi alla politica sull’etichettatura globale
di Beckman Coulter e ai requisiti IVD-R (UE)2017/746:

Sezioni aggiunte Utilizzatore previsto, Concentrazione, Precisione,
Accuratezza, Informazioni aggiuntive, Cronologia revisioni

Aggiunta di informazioni Vedere le sezioni Principio

Sezioni aggiornate Principio, Avvertenze e precauzioni, Classificazione

pericoli GHS, Conservazione e stabilita, Segni di
deterioramento, Limiti, Appendice

Sezioni rimosse Metodologia, Esempi di applicazione clinica, Risultati

attesi, Riproducibilita intralaboratorio, Linearita

REVISIONE Data di pubblicazione
AX Ottobre 2022
Sezioni aggiornate Aggiunta di traduzioni
REVISIONE Data di pubblicazione
AY

Sezioni aggiornate Conservazione e stabilita
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Legenda dei simboli
Il Glossario dei simboli & disponibile all'indirizzo beckman.com/techdocs (documento numero B60062)
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Especificaciones
Marcador de Viabilidad 7-AAD Viability Dye
Forma Liquido
Volumen 3 mL
Calibracién Listo para su empleo
Excitacién A 488 nm
Pico de emision 655 nm (complejo con el ADN bicatenario)

Colorante 7-AAD - Viabilidad celular
A07704 150 pruebas; 3 mL,
20 pL/prueba

Para uso diagnéstico in vitro

USO PREVISTO

El Marcador de Viabilidad 7-AAD Viability Dye es un colorante quimico en solucion adaptado al analisis mono o
multiparamétrico por citometria de flujo. Permite identificar las células no viables y excluirlas de las células de interés
(viables) en el analisis de leucocitos humanos.

PRINCIPIO

El 7-Amino-Actinomicina D (7-AAD), es un analogo de la actinomicina que contiene una agrupacién amina substituida en
posicion 7 del cromoforo. El 7-AAD se intercala entre las capas de bases citosina / guanina del ADN (1).

El marcaje del ADN bicatenario se realiza incubando la muestra con el reactivo 7-AAD Viability Dye. Los eritrocitos son
eliminados a continuacion por lisis, y los leucocitos son analizados por citometria de flujo.

Las células apoptoéticas, necréticas y/o dafiadas son fuente de interferencias en el analisis de células viables por citometria
de flujo. Las células no viables pueden caracterizarse e identificarse al estar marcadas por el 7-AAD, mientras que las células
vivas que conservan su integridad membranaria son impermeables al 7-AAD y no llegan a marcarse (7-AAD negativas) (?).

El citometro de flujo analiza la dispersion de la luz y la fluorescencia de las células. Permite localizar las células dentro
de una ventana electrénica, definida en un histograma que correlaciona la dispersion lateral de luz (Side Scatter o SS) con
la fluorescencia correspondiente a la tincién con 7-AAD. En la fase de seleccion también se utilizan otros histogramas que
combinan dos de los distintos parametros disponibles en el citdmetro.

La fluorescencia de las células asi acotadas se analiza para distinguir los eventos con tincion positiva (no viables) de los
eventos no marcados (viables). Los resultados se pueden expresar en porcentaje de eventos no fluorescentes con relacion
al conjunto de los eventos acotados en la seleccion electronica por ventanas.

USUARIO PREVISTO

Este producto esta disefiado para su uso en un laboratorio profesional.

MUESTRAS
La sangre venosa debe recogerse en tubos de muestra estériles que contengan una sal de EDTA como anticoagulante.

Las muestras se conservan a temperatura ambiente (18-25°C) sin agitacion. Antes de efectuar el analisis de la muestra, se
recomienda homogeneizarla mediante agitacién suave.

Las muestras deben analizarse en el plazo de 24 horas tras la venopuncion.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

No use el reactivo después de la fecha de caducidad.

No lo congele.

Esperar a que esté a la temperatura ambiente (18-25 °C) antes de utilizarlo.

Minimice el tiempo de exposicion a la luz.

Evite la contaminacién microbiana de los reactivos, ya que esto puede provocar resultados falsos.

Este reactivo listo para usar contiene 0,005 % (peso/volumen) de 7-AAD y 1 % (volumen/volumen) de dimetilsulfoxido
(DMSO).

En su forma pura, el 7-AAD es potencialmente cancerigeno y el DMSO es irritante.

S o

Aunque estan muy diluidos en la presente formulacion, estos componentes pueden conservar todos o parte de sus
efectos perjudiciales. No pipetear nunca con la boca y evitar todo contacto con la piel, las mucosas y los ojos. Usar
estos reactivos siguiendo las precauciones de uso (especialmente: guantes, bata y gafas protectoras).

7. EI7-AAD es un cromoforo sujeto a degradacion por exposicion a la luz. Se conserva en un vial opaco para protegerlo
de la luz antes de su uso.
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Evitar una exposicion continua a la luz durante las etapas de incubacién y reducir la exposicion a la luz de las muestras
una vez realizado el marcaje.

8. Todas las muestras sanguineas deben considerarse posiblemente infecciosas y deben manipularse con cuidado (en
especial, hay que llevar guantes, bata y gafas de proteccion).

9. Los tubos para sangre y el material desechable utilizados para la manipulacion deben eliminarse en recipientes
especiales previstos para la incineracion.

CLASIFICACION DE MATERIAL PELIGROSO SEGUN EL SGA

7-AAD Viability Dye ATENCION
H316 Provoca irritacion cutanea leve.
P332+P313 En caso de irritacion cutanea: consultar a un
meédico.
Dimetilsulféxido 0,5 - 1,5 %
La hoja de datos de seguridad esta disponible en beckman.com/techdocs

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

El 7-AAD Viability Dye se conserva entre 2 y 8 °C en un lugar protegido de la luz, antes y después de abrir el frasco.
Vida util del vial cerrado segun estudio de estabilidad: 730 dias.

Estabilidad del vial abierto: el reactivo es estable durante 60 dias.

Consulte el certificado de analisis especifico del lote en www.beckman.com.

SIGNOS DE DETERIORO
Cualquier cambio en el aspecto fisico de los reactivos puede indicar un deterioro, por lo que no debe utilizarse el reactivo.

Para obtener informacién adicional o si el producto esta dafiado, llame al servicio de atencién al cliente de Beckman Coulter
en el 800-742-2345 (EE. UU. o Canada) o péngase en contacto con su representante local de Beckman Coulter.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS CON EL KIT:
* Tubos y material de muestras necesarios para el muestreo.
* Pipetas automaticas y puntas desechables para volumenes de 20,100 y 500uL.
» Tubos de hemodlisis de plastico.
» Reactivo de lisis de los eritrocitos. Por ejemplo: Solucién de Lisis IOTest3 (Ref. A07799).
+ Tampon (PBS: fosfato sodico 0,01M; cloruro soédico 0,145 M; pH 7,2).
» Centrifuga.
» Agitador automatico (tipo vortex).
+ Citémetro de flujo.
PREPARACION DE LAS MUESTRAS

La concentracion de leucocitos en la muestra debe ser inferior a 10* células/uL (10'%/L). Diluir si fuera necesario en el PBS
para llevar la concentracion leucocitaria a 5x 10%células/pL (5 x 10%L).

El procedimiento utiliza 100 uL de una muestra, tubo prediluido o de otro modo.
Advertencia:

» El ajuste de la intensidad de la fluorescencia correspondiente al 7-AAD puede efectuarse utilizando el marcaje de una
muestra de sangre entera fresca y de células estabilizadas no viables en el mismo tubo (ver la imagen en el anexo).
Con estas condiciones, el voltaje correspondiente a la deteccion del 7-AAD debe ajustarse de modo que los eventos
viables (es decir, la sangre entera fresca) aparezcan en la primera década de un histograma SS en funcion de 7-AAD
(ver la ilustracion en el anexo).

* No utilizar ninguin reactivo que contenga agentes permeabilizantes o de fijacion durante el procedimiento, con el fin de
no inducir un marcaje aparentemente positivo.

PROCEDIMIENTO
1. En cada tubo determinacion, dispensar 20uL de la soluciéon de 7-AAD Viability Dye.
2. Anfadir 100uL de la muestra que debe determinarse, es decir el equivalente de 5x10° aproximadamente de células.
Mezclar suavemente en el Vortex.
3. Incubar 15 a 20 minutos a temperatura ambiente (18-25 °C) y en un lugar protegido de la luz.
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4. A continuacion, realice la lisis de los eritrocitos siguiendo las recomendaciones del reactivo de lisis utilizado.

Por ejemplo, si se desea utilizar la Solucion de Lisis IOTest3 (Ref. A07799), afiadir 2mL de la solucion de trabajo (1X).
Mezclar inmediatamente en el Vértex e incubar 10minutos a temperatura ambiente y en un lugar protegido de la luz.

Si la muestra no contiene glébulos rojos, no efectuar la etapa de lisis y anadir 0,5 a 1mL de PBS.
5. Las preparaciones deben analizarse dentro de 1hora.
Advertencia: Conservar las preparaciones entre 2—8 °C en un lugar protegido de la luz

RENDIMIENTO
ESPECIFICIDAD

Las actinomicinas son constituyentes biolégicos activos compuestos de un cromoforo (2-Amino-4,6Dimetilfenoxazono-3) y
de pentapéptidos ciclicos (3). Se trata de antibidticos de origen bacteriano histéricamente caracterizados en los ascomicetos
del suelo. Las actinomicinas forman complejos estables con el acido desoxiribonucleico (ADN) bicatenario, pero no forman
este tipo de complejo, ni con el acido ribonucleico (ARN) bicatenario, ni con los hibridos ARN-ADN, ni con el ADN o el ARN
monocatenarios.

Las propiedades espectrales del 7-AAD lo convierten en una molécula especialmente adaptada para el analisis por citometria
de flujo (3). La absorcién maxima del complejo 7-AAD/ADN es compatible con la longitud de onda de excitacion azul de 488nm
de los citdmetros equipados con laser argén (4). El pico de emision de fluorescencia en el rojo profundo (de 635a675nm)
del complejo 7-AAD/ADN permite una utilizacion 6ptima de esta sonda cuando se combina con anticuerpos conjugados al
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) y a la R Ficoeritrina (PE) (3). En efecto y contrariamente al yoduro de propidium (IP),
que es otra sonda fluorescente utilizada como marcador del ADN, el complejo 7-AAD/ADN presenta una imbricacién reducida
del espectro de emisiéon con el FITC y la PE.

PRECISION

Los valores positivos porcentuales se determinaron usando sangre total enriquecida con células positivas. Cada muestra se
proceso 4 veces, dos veces al dia durante 1 dia en 2 instrumentos utilizando 2 lotes de reactivos de colorante de viabilidad
7-AAD. Las mediciones (% de positivos) se realizaron en un citometro de flujo Navios. El analisis se realizé segun el método
EP5-A2 del CLSI: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Evaluacién del rendimiento
de la precisién de los métodos de medicién cuantitativos).

Nuestro criterio de aceptacion depende del nimero de eventos positivos determinado en cada poblacion:
» Si el numero de eventos positivos es < 1500, CV < 15 %
* Si el numero de eventos positivos es > 1500, CV < 10 %

Solucién de lisado I0Test 3:

Sangre total enriquecida con la linea celular HPBALL
Numero de eventos positivos (media) = 5539

Entre operadores | Entre citometros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total
analisis
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Sistema de lisis Versalyse:

Sangre total enriquecida con la linea celular HPBALL
Numero de eventos positivos (media) = 4034

Entre operadores | Entre citometros Intralote | Entre lotes Entre Intraanalisis Total
analisis
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

EXACTITUD

La exactitud del colorante de viabilidad 7-AAD se evalué comparando los resultados con un reactivo de referencia como valor
previsto en un conjunto de muestras de sangre total enriquecidas con células positivas procesadas en un citdmetro NAVIOS.
El sesgo entre la muestra problema y el reactivo de referencia se determiné en funcién de la diferencia entre los resultados
de la prueba. Si el sesgo esta dentro del intervalo de error permitido o el valor p indica una diferencia no significativa (> 0,05),
entonces los resultados de la prueba de las muestras de los pacientes con los dos reactivos se consideran equivalentes.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla que se muestra a continuacion:
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Solucion de lisado I0Test 3:

Sistema de lisis VersalLyse:

Numero de donantes = 25
Objetivo positivo A medio Criterios de A % de células Valor p RESULTADOS
Sangre total 0,31 <5 0,247 PASS
enriquecida con la
linea celular HPBALL

Numero de donantes = 25
Objetivo positivo A medio Criterios de A % de células Valor p RESULTADOS
Sangre total -0,34 <5 0,289 PASS
enriquecida con la
linea celular HPBALL

LIMITACIONES

1. La citometria de flujo puede producir resultados falsos si el citdmetro no se ha alineado a la perfeccion, si las fugas de
fluorescencia no se han compensado correctamente y si las regiones no se han colocado con atencion.

2. Se obtendran resultados exactos y reproducibles siempre que los procedimientos utilizados sean conformes al folleto
técnico y compatibles con las practicas correctas de laboratorio.

3. El 7-AAD, principio activo de este reactivo, se ha calibrado para ofrecer la mejor relacion sefial especifica/sefial
inespecifica. Por ello, es importante respetar la proporcion entre el volumen de reactivo y el volumen de muestra en
cada determinacion.

4. En caso de hiperleucocitosis, se debe diluir la muestra en PBS para obtener un valor situado en torno a 5 x 10°
leucocitos/L.

5. En ciertas patologias, como las insuficiencias renales graves o las hemoglobinopatias, la lisis de los eritrocitos puede

ser parcial o imposible. En tales casos, se recomienda aislar las células mononucleares por gradiente de densidad (por
ejemplo: Ficoll) antes del marcaje.

Consulte el anexo para ver ejemplos y referencias.

MARCAS COMERCIALES

Beckman Coulter, el logotipo estilizado y las marcas de productos y servicios de Beckman Coulter aqui mencionadas son
marcas comerciales o marcas comerciales registradas de Beckman Coulter, Inc. en Estados Unidos y otros paises.

INFORMACION ADICIONAL

Para pacientes/usuarios/terceros de la Unién Europea y paises con el mismo régimen normativo (Reglamento 2017/746/UE
sobre los productos sanitarios para diagnostico in vitro); si, durante el uso de este dispositivo o como resultado de su uso, se
produjese un incidente grave, informe al fabricante y/o a su representante autorizado y a la autoridad nacional.

HISTORIAL DE REVISIONES

|REV|S|(')N AF: | Fecha de publicacién: Octubre de 2021 |

REVISION AW: | Fecha de publicacién: Abril de 2022

Actualizaciones para cumplir con la politica de etiquetado
global de Beckman Coulter y conforme a los requisitos del
Reglamento (UE)2017/746 sobre los productos sanitarios
para diagnéstico in vitro:

Se han afadido secciones Usuario previsto, Concentracion, Precision, Exactitud,
Informacioén adicional, Historial de revisiones

Informacion afnadida VVéase la seccion Principio

Se han actualizado las secciones Principio, Advertencias y precauciones, Clasificacion de

material peligroso segun el SGA, Conservacion y estabilidad,
Signos de deterioro, Limitaciones, Anexo

Se han eliminado secciones Metodologia, Ejemplos de aplicaciones clinicas, Resultados

esperados, Reproducibilidad intralaboratorio, Linealidad

REVISION Fecha de publicacién
AX Octubre de 2022

Se han actualizado las secciones Traducciones afadidas
REVISION Fecha de publicacién
AY

Se han actualizado las secciones Conservacion y Estabilidad
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Especificagoes
Corante de Viabilidade 7-AAD Viability Dye
Formulacao Liquido
Volume 3 mL
Calibracao Pronto a usar
A de excitacéo 488 nm
Pico da Emisséo 655 nm (complexado com DNA de cadeia dupla)

Corante 7-AAD para verificagao de viabilidade
A07704 150 testes; 3 mL, 20 pL/teste

Para fins de diagnéstico in vitro

UTILIZAGAO PREVISTA

O Corante de Viabilidade 7-AAD Viability Dye € um corante quimico em solugdo, utilizado nas analises mono ou
multiparametricas por citometria de fluxo. Permite na analise dos leucécitos humanos, a identificagdo de células néo viaveis
e a sua exclusdo das células (viaveis) de interesse.

PRINCIPIO

A 7-Amino-Actinomicina D (7-AAD) € um analogo da Actinomicina contendo um grupo amina substituido na posi¢cao 7 do
cromoforo. O 7-AAD insere-se entre as bases de ADN Cytosine/Guanine (1).

A coloracao da dupla cadeia de ADN ¢ levada a cabo através da incubagcédo da amostra com o Corante de Viabilidade 7-AAD.
Os globulos vermelhos s&do entao removidos por lise e os leucécitos sdo analisados por citometria de fluxo.

As células apoptéticas, necroticas e/ou danificadas sdo uma fonte de interferéncias na analise de células viaveis por citometria
de fluxo. As células nao viaveis podem ser identificadas e caracterizadas pela coloragdo com 7-AAD, enquanto que as células
vivas, retendo a integridade da membrana, sdo impermeaveis ao 7-AAD e assim ndo sao coradas (i.e., sdo negativas para o
7-AAD) (?).

O citometro de fluxo analisa a dispersao da luz e a fluorescéncia das células. Permite a localizagdo de células na janela
eletronica definida num histograma que correlaciona a difusdo ortogonal de luz (dispersao lateral ou DL) e a fluorescéncia
correspondente a coloracdo de 7-AAD. Outros histogramas que combinam dois dos diferentes pardmetros disponiveis no
citbmetro também sao utilizados na etapa de delimitagao.

A fluorescéncia das células é analisada de forma a excluir as células coradas positivamente (ndo viaveis) das ndo coradas
(viaveis). Os resultados podem ser expressos em percentagem de eventos nao fluorescentes em relagao a todos os eventos
adquiridos pela aquisicado electrénica

UTILIZADOR PREVISTO

Este produto destina-se a ser utilizado por profissionais de laboratério.

AMOSTRAS

O sangue venoso deve ser recolhido utilizando tubos estéreis que contenham um sal de AEDT como anticoagulante.

As amostras devem ser mantidas a temperatura ambiente (18-25 °C) e nao devem ser agitadas. As amostras devem ser
homogeneizadas por agitagdo suave antes de tomar a amostra do ensaio.

As amostras devem ser analisadas no prazo de 24 horas apos a pungao venosa.

AVISOS E PRECAUCOES
1. Nao utilize o reagente depois da data de validade.
Nao congele.
Deixe atingir a temperatura ambiente antes de usar (18-25 °C).
Evite a exposigao a luz.
Evite a contaminag&o microbiana dos reagentes, caso contrario, poderéo ocorrer falsos resultados.

o gk wbd

Este reagente pronto a utilizar contém 0,005% (peso/volume) de 7-AAD e 1% (volume/volume) de dimetilsulféxido
(DMSO).

Em estado puro, o 7-AAD é potencialmente cancerigeno e 0 DMSO € um irritante.

Embora extremamente diluidos na presente formulagéo, estes constituintes poderdo manter os respetivos efeitos
nocivos na totalidade ou em parte. Nunca pipete com a boca e evite qualquer contacto com a pele, as mucosas e 0s
olhos. Utilize estes reagentes de acordo com as precaucgdes de utilizagado (em especial, o uso de luvas, bata e 6culos
de protecao).
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7. O 7-AAD é um croméforo sujeito a degradacdo por exposicédo a luz. E armazenado num frasco opaco para o proteger
da luz antes da utilizacao.

Evitar exposigao continua a luz durante os periodos de incubagéo e reduzir a exposigao a luz das amostras apos
utilizacdo do corante.

8. Todas as amostras de sangue devem ser consideradas potencialmente infeciosas e manuseadas com cuidado (em
especial, devem ser usados Oculos, batas e luvas de protecao).

9. Os tubos de sangue e os materiais descartaveis utilizados para manuseamento devem ser eliminados em recipientes
especificos destinados a incineragao.

CLASSIFICAGAO DE PERIGO GHS

7-AAD Viability Dye ATENCAO
H316 Provoca irritagdo cutanea ligeira.
P332+P313 Em caso de irritagdo cutanea: consulte um
médico.
Dimetilsulféxido 0,5 - 1,5%
A Ficha de dados de seguranga esta disponivel em beckman.com/techdocs

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

O Corante de Viabilidade 7-AAD deve ser mantido entre 2 e 8 °C e protegido da luz, antes e depois do frasco ter sido aberto.
Vida util em frasco fechado para estudo de estabilidade: 730 dias.

Estabilidade do frasco aberto: o reagente permanece estavel durante 60 dias.

Consulte o Certificado de analise especifico do lote em www.beckman.com.

EVIDENCIA DE DEGRADAGAO
Uma alteragao no aspeto fisico dos reagentes podera indicar deterioragcéo, pelo que o reagente n&do deve ser utilizado.

Para obter informagbes adicionais ou se o produto recebido estiver danificado, contacte a assisténcia ao cliente
da Beckman Coulter através do numero 800-742-2345 (EUA ou Canada) ou contacte o seu representante local da
Beckman Coulter.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS COM O KIT:
* Tubos de amostras e materiais necessarios para amostragem.
* Pipetas automaticas com pontas descartaveis para 20, 100 e 500 pL.
* Tubos de plastico para hemalise.
* Reagente de lise de glébulos vermelhos. Por exemplo: Solucdo de Lise IOTest3 (Ref. A07799).
+ Tampéo (PBS: 0.01 M fosfato de sédio; 0.145 M cloreto de sodio; pH 7.2).
» Centrifugue.
» Agitador automatico (tipo vortex).
» Citometro de fluxo.
PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

A concentracao de leucécitos na amostra deve ser inferior a 10* células/uL (10"/L). Se necessario, dilua em PBS para ter
uma concentracao de leucocitos de 5x 10° células/pL (5 x 10%L).

O procedimento utiliza 100 yL de uma amostra (tubo pré-diluido ou n&o).
NB:

+ O ajuste da intensidade de fluorescencia correspondente ao 7-AAD pode ser feito utilizando a coloragdo de uma
amostra de sangue total fresco e de células ndo viaveis estabilizadas no mesmo tubo (ver imagem no apéndice).
Nestas condi¢des, a voltagem correspondente a detecgcdo de 7-AAD deve ser ajustada de modo a que os eventos
viaveis (i.e., sangue total fresco) aparegam na primeira decada de um histograma SS, dependendo do 7-AAD (ver
exemplo no apendice).

» Nao utilize reagentes contendo agentes permiaveis ou fixadores durante o procedimento de forma a prevenir falsas
coloragdes positivas.

PROCEDIMENTO
1. Adicione 20 pL da solugéo de Corante de Viabilidade 7-AAD a cada tubo teste.

2. Adicione 100 yL de amostra (i.e., o equivalente a aproximadamente 5 x 10° células).
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Agite os tubos no vortex cuidadosamente.
3. Incube durante 15 a 20 minutos a temperatura ambiente (18—-25 °C), protegido da luz.

4. Em seguida, efetue a lise dos gldébulos vermelhos, se necessario, seguindo as recomendagdes do reagente de lise
utilizado.

Como exemplo, se deseja utilizar Solugdo de Lise IOTest3 (Ref. A07799): Adicione 2mL deste reagente a concentragao
de trabalho (1X). Agite no vortex imediatamente e incube por 10 minutos, a temperatura ambiente e protegido da luz.

Se a amostra nao contem glébulos vermelhos, ndo efectue a etapa de lise, mas adicione 0.5 ou 1 mL de PBS.
5. As amostras devem ser analizadas dentro de 1 hora.
Nota: Em todos os casos, mantenha as amostras entre 2 e 8 °C e protegidas da luz.

DESEMPENHO
ESPECIFICIDADE

As actinomicinas sdo o componente biologico activo do croméforo (2-Amino-4,6Dimetilfenoxazona-3) e de pentapeptidos
ciclicos (3). Sao antibioticos de origem bacteriana caracterizados historicamente nos Ascomycetes do solo. As actinomicinas
formam complexos estaveis com o acido desoxiribonucleico de cadeia dupla (ADN), ndo formando este tipo de complexos
com o acido ribonucleico de cadeia dupla (RNA) ou com hibridos RNA-DNA, ou DNA ou RNA de cadeia simple.

As propriedades espectrais do 7-AAD tornam-o um composto excelente para a utilizagcdo em analise por citometria de fluxo
(3). A absor¢cdo maxima do complexo 7-AAD/ADN é compativel com a excitacdo azul de comprimento de onda de 488
nm para citometros que incluem um laser de argon (4). O pico de emissao de fluorescencia na zona mais profunda da
banda vermelha (635to675nm) do complexo 7-AAD/ADN permite a utilizagdo optima deste marcador quando combinado com
anticorpos conjugados com o Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) e com a Ficoeritrina R (PE) (3). Em oposigéo ao lodeto
de Propideo (PI), que é outro marcador fluorescente utilizado como marcador de ADN, a sobreposigéo entre o espectro de
emissao de complexo 7-AAD/ADN sobreposto ao do FITC e da PE é reduzida.

PRECISAO

Os valores percentuais positivos foram determinados utilizando sangue total misturado com células positivas. Cada amostra
foi executada quatro vezes, duas vezes ao dia, durante um dia, em dois instrumentos, utilizando dois lotes de reagente do
marcador de viabilidade 7-AAD. As medi¢oes (% de positivos) foram realizadas no citometro de fluxo Navios. A analise foi
realizada com base no método EP5-A2 do CLSI: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods
(Avaliagdo do desempenho de precisdo dos métodos de medigdo quantitativos).

Os nossos critérios de aceitagao estdo dependentes do nimero de eventos positivos medidos para cada populagéo:
* Em caso de eventos positivos <1500, CV <15%
+ Em caso de eventos positivos >1500, CV <10%

Solucao de lise I0Test 3:

Sangue total misturado com HPBALL linha celular
Numero de eventos positivos (média) = 5539
Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | Interprocessamento | Intraprocessamento Total
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Sistema de lise VersalLyse:
Sangue total misturado com HPBALL linha celular
Numero de eventos positivos (média) = 4034
Interoperador Intercitémetro Intralote Interlote | Interprocessamento | Intraprocessamento Total
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
EXATIDAO

A exatiddo do marcador de viabilidade 7-AAD foi avaliada comparando os resultados com um reagente de referéncia como
equivalente num conjunto de amostras de sangue total misturadas com células positivas e executadas num citometro NAVIOS.
A tendéncia entre o teste e o reagente de referéncia foi determinada com base na diferenga entre os resultados do teste. Se
a tendéncia se encontrar dentro do intervalo de erro permitido ou o valor p n&o indicar uma diferenca significativa (>0,05), os
resultados do teste das amostras de pacientes obtidos com ambos os reagentes sao considerados equivalentes.

Os resultados obtidos encontram-se resumidos na tabela abaixo:
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Solucao de lise I0Test 3:

Numero de dadores = 25

Alvo positivo A médio Critérios celulares de % A Valor p RESULTADOS
Sangue total 0,31 <5 0,247 PASS
misturado com
HPBALL linha celular
Sistema de lise VersalLyse:
Numero de dadores = 25
Alvo positivo A médio Critérios celulares de % A Valor p RESULTADOS
Sangue total -0,34 <5 0,289 PASS

HPBALL linha celular

misturado com

LIMITAGOES

1. A citometria de fluxo podera produzir falsos resultados se o citdmetro nao tiver sido perfeitamente alinhado, se as
fugas de fluorescéncia n&o tiverem sido compensadas corretamente e se as regides nao tiverem sido cuidadosamente

posicionadas.

2. Serao obtidos resultados exatos e reprodutiveis desde que os procedimentos utilizados estejam de acordo com o folheto

técnico e cumpram as boas praticas laboratoriais.

3. A substancia activa no 7-AAD, foi optimizada de modo a oferecer a melhor razao sinal especifico/nao especifico. Por

conseguinte, é importante aderir a razdo de volume de reagente/volume da amostra em cada teste.

4. No caso de hiperleucocitose, dilua o sangue em PBS até obter um valor de aproximadamente 5 x 10° leucdcitos/L.

5. Em alguns estados de doenca, tais como deficiéncia renal grave ou hemoglobinopatia, a lise dos glébulos vermelhos
pode ser baixa, incompleta ou impossivel. Neste caso recomenda-se isolar as células mononucleadas utilizando um

gradiente de densidade antes da coloragéo (por exemplo Ficoll).
Consulte 0 Anexo para obter exemplos e referéncias.

MARCAS COMERCIAIS

Beckman Coulter, o logétipo estilizado e as marcas de produtos e servicos da Beckman Coulter mencionadas neste
documento sdo marcas comerciais ou marcas comerciais registadas da Beckman Coulter, Inc.

noutros paises.

INFORMAGOES ADICIONAIS

Para um paciente/utilizador/terceiro na Unidao Europeia e em paises com um regime regulamentar idéntico (Regulamento
2017/746/UE relativo aos dispositivos médicos para diagndstico in vitro): se, durante a utilizagdo deste dispositivo ou como
resultado da sua utilizagdo, ocorrer um incidente grave, comunique-o ao fabricante e/ou ao respetivo representante autorizado

e a autoridade nacional.
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Legenda dos simbolos
O Glossério de simbolos esta disponivel em beckman.com/techdocs (numero do documento B60062)
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Specifikationer
7-AAD-levedygtighedsfarvestof
Formulering Veeske
Bind 3 mL
kalibrering Klar til brug
A-magnetisering 488 nm
Emissionstop 655 nm (kompleks med dobbeltstrenget DNA)

7-AAD levedygtighedsfarvestof
A07704 150 test, 3 mL, 20 uL/test

Til in vitro-diagnostisk brug

TILSIGTET BRUG

7-AAD-levedygtighedsfarvestof er et kemisk farvestof i oplgsning, som er designet til mono- eller multiparametrisk analyse
ved hjeelp af flowcytometri. Dette gar det muligt at identificere ikke-levedygtige celler og adskille dem fra (levedygtige) celler
af interesse under analysen af humane leukocytter.

PRINCIP

7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) er en analog til actinomycin, der indeholder en amingruppe, der i position 7 er substitueret
af kromoforen. 7-AAD placerer sig selv mellem toppene af cytosin/guanin-baserne i DNAet (1).

Farvning af DNA-dobbeltstrengen foretages ved inkubering af prgven med 7-AAD-levedygtighedsfarvestof. Erytrocytterne
fiernes derefter ved lysering, og leukocytterne analyseres ved flowcytometri.

Apoptotiske, nekrotiske og/eller beskadigede celler er kilder til interferens i analysen af levedygtige celler ved brug af
flowcytometri. Ikke-levedygtige celler kan karakteriseres og identificeres, idet de er farvet med 7-AAD, mens levende celler
bevarer deres membrangse integritet og er impermeable for 7-AAD og er ufarvede (dvs. de er 7-AAD-negative) (2).

Flowcytometeret analyserer lysdiffusion og cellernes fluorescens. Dette muligger lokalisering af celler inden for det
elektroniske vindue, der er defineret pa et histogram, som korrelerer med den retvinklede lysdiffusion (sidespredning eller
SS) og fluorescensen, der svarer til 7-AAD-farvning. Der anvendes ogsa andre histogrammer i gatingstadiet, der kombinerer
to af de forskellige parametre pa cytometeret.

Fluorescensen i de celler, der saledes er gated, analyseres for at udelukke de positivt farvede haendelser (ikke-levedygtige)
fra de ikke-farvede (levedygtige). Resultaterne kan udtrykkes som en procentdel ikke-fluorescerende haendelser af alle de
haendelser, der er taget i betragtning ved gatingen.

TILSIGTET BRUGER

Dette produkt er beregnet til professionel brug i laboratoriet.

PROVER
Prover af vengst blod skal udtages i sterile praverar, der indeholder et EDTA-salt som antikoagulant.

Preverne skal opbevares ved stuetemperatur (18-25 °C) og ma ikke omrystes. Prgverne skal homogeniseres ved forsigtig
omrystning inden udtagelse af testprgven.

Preverne skal behandles inden for 24 timer efter venepunktur.

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

Brug ikke reagenset efter udigbsdatoen.

Ma ikke nedfryses.

Lad det na stuetemperatur (18-25 °C) far brug.

Minimér eksponering for lys.

Undga mikrobiel kontaminering reagenserne, idet det kan fare til fejlagtige resultater.

Dette brugsklare reagens indeholder 0,005% (veegt/volumen) 7-AAD og 1% (volumen/volumen) dimethylsulfoxid
(DMSO).

I ren form er 7-AAD potentielt kreeftfremkaldende, og DMSO kan forarsage irritation.

Selvom disse bestanddele er kraftigt fortyndet i den aktuelle formulering, kan de helt eller delvist bevare deres skadelige
virkninger. Pipettér aldrig med munden, og undga al kontakt med hud, slimhinder og gjne. Fglg forholdsreglerne ved
brug af disse reagenser (herunder navnlig brug af handsker, kittel og beskyttelsesbriller).

7. 7-AAD er en kromofor, der nedbrydes ved eksponering for lys. Det opbevares i et uigennemsigtigt heetteglas for at
beskytte det mod lys far brug.

R o e
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Undgéa kontinuerlig eksponering for lys under inkubationsstadierne, og reducer prgvernes eksponering for lys, nar
farvningen er foretaget.

8. Alle blodprgver skal anses som potentielt smittefarlige og skal behandles forsigtigt (husk isaer at bruge
beskyttelseshandsker, forkleede og beskyttelsesbriller).

9. Blodprevetagningsrar og engangsmateriale, der bruges i forbindelse med handteringen, skal bortskaffes i ad
hoc-beholdere, der er beregnet til bortskaffelse.

GHS FAREKLASSIFIKATION

7-AAD Viability Dye ADVARSEL
H316 Forarsager mild hudirritation.
P332+P313 Ved hudirritation: Sgg lsegehjaelp.

Dimethylsulfoxid 0,5 - 1,5%
Sikkerhedsdatablad findes pa beckman.com/techdocs

OPBEVARING OG HOLDBARHED

7-AAD-levedygtighedsfarvestoffet skal opbevares ved mellem 2 og 8 °C og beskyttes mod lys, far og efter haetteglasset er
blevet abnet.

Stabilitet i lukket heetteglas: 730 dage.
Stabilitet i abent haetteglas: Reagenset er stabilt i 60 dage.
Se lotspecifikt analysecertifikat pa www.beckman.com.

TEGN PA FORRINGELSE
AEndringer i den made, reagenset ser ud pa, kan vaere tegn pa forringelse, og reagenset ma ikke anvendes.

Ring til Beckman Coulters kundeservice pa 800-742-2345 (USA eller Canada), eller kontakt den lokale
Beckman Coulter-repraesentant for at fa flere oplysninger, eller hvis du modtager et beskadiget produkt.

PAKRZAVEDE MATERIALER, SOM IKKE LEVERES MED S/T:
+ Pregvetagningsrgr og materiale, der er pakreevet til prgvetagning.
» Automatiske pipetter med engangsspidser til 20, 100 og 500 pL.
* Plasthaemolysergr.
» Erytrocytlyseringsreagens. For eksempel: |OTest 3-lyseringsoplgsning (ref. A07799).
» Buffer (PBS: 0,01 M natriumfosfat; 0,145 M natriumklorid; pH 7,2).
+ Centrifuge
» Automatisk omrgrer (vortextype).
* Flowcytometer.

KLARGQRING AF PRGVER

Koncentrationen af leukocytter i praven skal vaere mindre end 10 celler/uL (10'°/L). Hvis ngdvendigt fortyndes i PBS, sa
leukocytkoncentrationen bringes ned til 5x 10%/pL (5 x 10°/L).

Proceduren anvender 100 pL af en preve, forfortyndet eller pa anden vis.
NB:

» Justering af fluorescensintensiteten svarende til 7-AAD kan foretages ved hjeelp af farvning af en frisk fuldblodsprgve og
af ikke-levedygtige stabiliserede celler i samme ror (se billedet i tillaegget). Under disse betingelser skal den spaending,
der svarer til detektion af 7-AAD, justeres saledes, at levedygtige haendelser (dvs. friskt fuldblod) fremgar i den forste
dekade af et SS histogram, der er afhaengigt af 7-AAD (se eksempel i tillzegget).

+ Der ma ikke anvendes reagenser, der indeholder permeable eller fikserende midler under proceduren, for at forhindre
falsk positiv farvning.

PROCEDURE
1. Tilfgj 20 yL 7-AAD-levedygtighedsfarvestofoplgsning til hvert pravergr.
2. Tilseet 100 pL af prgven (dvs. det, der svarer til ca. 5 x 10° celler).
Vortex rgrene forsigtigt.
3. Inkuber i 15 til 20minutter ved stuetemperatur (18—25 °C). Beskyt mod lys.
4. Foretag derefter om ngdvendigt lysering af de rgde celler ved at folge anbefalingerne for det brugte lysisreagens.
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Hvis man for eksempel gnsker at bruge I0Test 3-lyseringsoplgsning (ref. A07799), tilseettes der 2 mL af
arbejdsoplasningen (1X), hvorefter den straks vortexes og inkuberes i 10 minutter ved stuetemperatur, beskyttet mod

lys.
Hvis praven ikke indeholder erytrocytter, ma lyseringsstadiet ikke udfgres. | stedet tilfgjes 0,5 til 1 mL PBS.
5. Praeparaterne bgr analyseres inden for 1 time.
Bemaerk: Praeparaterne skal i alle tilfaelde beskyttes mod lys og opbevares ved 2-8 °C.

YDEEVNE
SPECIFICITET

Actinomyciner er de aktive biologiske bestanddele af en kromofor (2-amino-4,6-dimethylphenoxazone-3) og af cykliske
pentapeptider (3). De er antibiotika af bakteriel oprindelse, der historisk set er opnaet fra ascomyceter i jorden. Actinomyciner
udger stabile komplekser med dobbeltstrenget deoxyribonucleinsyre (DNA), men ikke med hverken dobbeltstrenget
ribonucleinsyre (RNA) eller med RNA-DNA-hybrider eller med enkeltstrenget DNA eller RNA.

7-AADs spektrale egenskaber gar det til et kompleks, der er seerligt velegnet til flowcytometrisk analyse (3). Den maksimale
absorption af 7-AAD/DNA-komplekset er kompatibel med den bla ekscitationsbglgelaengde pa 488 nm for cytometre med
argonlaser (4). Det fluorescerende emissionsmaksimum for 7-AAD/DNA-kompleksets dybrgde band (635 til 675 nm)
muligger optimal brug af denne probe, nar den kombineres med fluorescein isothiocyanat (FITC)-konjugerede antistoffer og
med R-phycoerythrin (PE) (3). Faktisk har 7-AAD/DNA-komplekset et reduceret overlappende emissionsspektrum med FITC
og PE, i modsaetning til propidiumiodid (PI), som er en anden fluorescerende probe, der anvendes som DNA-markar.

PRACISION

De procentvise positive veerdier blev bestemt ved anvendelse af fuldblod tilsat positive celler. Hver prave blev kgrt 4 gange,
to gange dagligt i 1 dag, pa 2 instrumenter med 7-AAD-levedygtighedsfarvestofreagenset fra 2 lots. Malingerne (% positiv)
blev foretaget pa Navios-flowcytometer. Analysen blev udfgrt i henhold til CLSI-metoden EP5-A2: Evaluation of Precision
Performance of Quantitative Measurement Methods (Evaluering af kvantitative malemetoders praecisionsevne).

Vores acceptkriterier afhaenger af antallet af positive haendelser malt for hver population:
* Huvis positiv haendelse < 1500, CV < 15%
» Hyvis positiv haendelse > 1500, CV < 10%

IOTest 3-lyseringsoplgsning:

Fuldblod tilsat HPBALL-cellelinje
Antal positive haendelser (middelvaerdi) = 5539
Inter-operatgr Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-kersel | alt
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
VersalLyse-lyseringssystem:
Fuldblod tilsat HPBALL-cellelinje
Antal positive heendelser (middelvaerdi) = 4034
Inter-operatar Inter-cytometer Intra-lot Inter-lot | Inter-kgrsel | Intra-karsel | alt
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
N@JAGTIGHED

Ngjagtigheden af 7-AAD-levedygtighedsfarvestof blev vurderet ved sammenligning af resultaterne med et referencereagens
som praedikat pa et seet fuldblodsprgver tilsat positive celler kart pa et Navioscytometer. Bias mellem test- og referencereagens
blev bestemt pa baggrund af forskellen mellem testresultaterne. Hvis bias er inden for den tilladte fejimargin, eller hvis
p-veerdien ikke indikerer nogen signifikant forskel (> 0,05), anses testresultaterne for patientprgverne med de to reagenser for
at vaere sekvivalente.

De opnaede resultater opsummeres i nedenstaende tabel:
I0Test 3-lyseringsoplgsning:

Antal donorer = 25
Positivt mal Middelveerdi A A % cellekriterie
Fuldblod tilsat 0,31 <5
HPBALL-cellelinje

RESULTATER
PASS

p-veerdi
0,247
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VersalLyse-lyseringssystem:

Antal donorer = 25

Positivt mal Middelveerdi A

A % cellekriterie

p-veerdi RESULTATER

Fuldblod tilsat -0,34 <5

HPBALL-cellelinje

0,289 PASS

BEGRANSNINGER

1. Flowcytometri kan give forkerte resultater, hvis cytometeret ikke er perfekt justeret, hvis der ikke er blevet kompenseret

korrekt for fluorescenslaekager, eller hvis omraderne ikke er blevet placeret omhyggeligt.

2. Der genereres ngjagtige og reproducerbare resultater, sa laenge de anvendte procedurer er i overensstemmelse med

de tekniske anvisninger pa indleesgssedlen og god laboratoriepraksis.

3. 7-AAD, det aktive stof i dette reagens, er optimeret, sa det giver det bedste specifikke/ikke-specifikke signalforhold. Det

er derfor vigtigt at overholde forholdet mellem reagensvolumen og pravevolumen i hver enkelt test.

4. | tilfaelde af en hyperleukocytose skal praven fortyndes i PBS s& der opnas en vaerdi pa cirka 5 x 10° leukocytter / L.

5. Ved visse sygdomstilstande, sasom alvorligt nyresvigt eller ved haamoglobinopatier, kan lyseringen af erytrocytter vaere
langsom, ufuldstaendig eller endog umulig. | disse tilfaelde anbefales det at isolere mononukleaere celler ved anvendelse

af en densitetsgradient (for eksempel Ficoll) inden farvning.

Se Tillaeg for eksempler og referencer.

VAREMARKER

Beckman Coulter, det stiliserede logo og de Beckman Coulter produkt- og servicemeerker, der er omtalt heri, er varemeerker

eller registrerede varemaerker tilhgrende Beckman Coulter, Inc. i USA og andre lande.

YDERLIGERE OPLYSNINGER

For en patient/bruger/tredjepart i Den Europaeiske Union og i lande med identisk lovgivningsmaessig reguleringsordning
(forordning 2017/746/EU om medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik); hvis der er sket en alvorlig haendelse under brugen af
dette apparat eller som et resultat af dens anvendelse, skal du rapportere den til producenten og/eller dennes autoriserede

repreesentant og til din nationale myndighed.

REVISIONSHISTORIK
|REVISION AF: | Udgivelsesdato: Oktober 2021
REVISION AW: [ Udgivelsesdato: April 2022

Opdateringer for at sikre overholdelse af Beckman Coulters
globale meerkningspolitik og overensstemmelse med IVD-R
(EU)2017/746:

Tilfejede afsnit

Tilsigtet bruger, Koncentration, Preecision, Ngjagtighed,
Yderligere oplysninger, Revisionshistorik

Tilfgjet information

Se afsnittene Princip

Opdaterede afsnit

Princip, Advarsler og forholdsregler, GHS-fareklassifikation,
Opbevaring og holdbarhed, Tegn péa forringelse,
Begraensninger, Tillaeg

Fjernede afsnit

Metodologi, Eksempler pa kliniske anvendelser, Forventede
resultater, Reproducerbarhed inden for laboratoriet, Linearitet

REVISION

Udgivelsesdato

AX

Oktober 2022

Opdaterede afsnit

Overseettelser tilfgjet

REVISION

Udgivelsesdato

AY

Opdaterede afsnit

Opbevaring og holdbarhed

Symbolnggle
En ordliste over symboler findes pa beckman.com/techdocs (dokumentnummer B60062)
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Specifikationer
7-AAD Viability Dye
Formula Lésning
Volym 3 mL
Kalibrering Fardig att anvanda
A excitering 488 nm
Emissions peak 655 nm (komplext med dubbelstrangat DNA)

7-AAD Viability Dye
A07704 150 tester; 3 mL, 20 uL/test

For in vitro-diagnostik

AVSEDD ANVANDNING

7-AAD Viability Dye ar ett kemiskt fargdmne i I6sning vilket ar designat fér mono- eller multiparameter analys med
flodescytometri. Det medger identifiering och exkludering av icke viabla celler fran (viabla) celler av intresse vid analys av
humana leukocyter.

PRINCIP

7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) ar en analog till Actinomycin som innehaller en aminogrupp utbytt i position 7 hos
chromophoren. 7-AAD infogar sig sjalv mellan topparna pa cytosin/guanin baserna hos DNA (1).

Inméarkning av dubbelstrangat DNA utférs genom inkubering av provet med 7-AAD Viability Dye. De réda blodkropparna
avlagsnas sedan med lysering och leukocyterna analyseras med flédescytometri.

Apoptotiska, nekrotiska och/eller skadade celler ar en kalla till interferens vid analys av viabla celler med anvandning av
flédescytometri. Icke-viabla celler kan karakteriseras och identifieras genom inméarkning med 7-AAD, medan levande celler
behaller sitt cellmembran intakt, ar impermeabla for 7-AAD och forblir oinmarkta (dvs. de ar 7-AAD negativa) (?).

Floédescytometern analyserar ljusdiffusion och fluorescens av celler. Den mojliggor lokalisering av celler inom det elektroniska
fonstret definierat i ett histogram, vilket korrelerar den ratvinkliga ljusspridningen (sidospridning eller SS) och fluorescensen
som motsvarar 7-AAD-fargning. Andra histogram som kombinerar tvd av de olika parametrarna som finns tillgangliga pa
cytometern anvands ocksa i gating-steget.

Fluorescensen hos salunda gatade celler analyseras for att exkludera positivt inmarkta events (icke-viabla) fran de oinmarkta
(viabla). Resultatet kan uttryckas i procent av icke-fluoroscerande events i férhallande till alla events som registrerats genom
elektronisk gatning.

AVSEDD ANVANDARE

Denna produkt ar avsedd for yrkesmassig laboratorieanvandning.

PROVER
Venblod maste tas i sterila provror med EDTA-salt som antikoagulant.

Proverna ska forvaras i rumstemperatur (18—25 °C) och far inte skakas. Provet ska homogeniseras genom varsam blandning
innan pipettering.

Proverna maste analyseras inom 24 timmar efter venpunktur.
VARNING OCH FORSIKTIGHETSATGARDER
1. Anvand inte reagenset efter utgangsdatumet.
Far ej frysas.
Rumstemperera (18-25 °C) fére anvandning.
Minimera exponering for ljus.
Undvik mikrobiell kontaminering av reagens. Det kan leda till felaktiga resultat.

Reagenset ar fardigt for anvandning och innehaller 0,005 % (vikt/volym) 7-AAD och 1 % (volym/volym) dimetylsulfoxid
(DMSO).

| ren form ar 7-AAD potentiellt cancerframkallande och DMSO ar en irritant.

o gk wN

Aven om de &r extremt utspadda i den formulering som anvands kan dessa bestandsdelar bibehalla hela eller delar av
sina skadliga effekter. Pipettera aldrig med munnen och undvik all kontakt med hud, slemhinnor och égon. Anvéand
dessa reagens enligt forsiktighetsatgarderna (sarskilt: anvandning av handskar, skyddsrock och skyddsglaségon).

7. 7-AAD ar en kromofor som bryts ned genom exponering for ljus. Den férvaras i en ogenomskinlig ampull fér att skydda
den fran ljus innan anvandning.
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Undvik oavbruten exponering av ljus under inkuberingstadierna och reducera ljus-exponering av proverna nar val
inmarkningen ar gjord.

8. Alla blodprover maste betraktas som potentiellt smittsamma och ska hanteras med forsiktighet (i synnerhet vad galler
anvandande av skyddshandskar, rockar och skyddsglaségon).

9. Blodprovsror och engangsmaterial som anvands for hantering ska kasseras i sarskilda behallare avsedda for forbranning.

RISKKLASSIFICERING ENLIGT GHS

7-AAD Viability Dye VARNING
H316 Orsakar mild hudirritation.
P332+P313 Vid hudirritation: Sok lakarhjalp.

Dimetylsulfoxid 0,5 - 1,5 %
Safety Data Sheet (Sakerhetsdatablad) finns pa beckman.com/techdocs

FORVARING OCH STABILITET

7-AAD Viability Dye maste forvaras mellan 2 och 8 °C och skyddas for ljus, fore och efter ampullen har 6ppnats.
Hallbarhet for sluten ampull per stabilitetsstudie: 730 dagar.

Stabilitet i dppen ampull: reagenset ar stabilt i 60 dagar.

Se lotspecifikt analyscertifikat pa www.beckman.com.

TECKEN PA FORSAMRING
Alla férandringar i reagensens fysiska utseende kan indikera férsdmring och att reagenset inte ska anvandas.

For mer information eller om en skadad produkt tas emot, ring Beckman Coulter kundtjanst pa 800-742-2345 (USA eller
Kanada) eller kontakta din lokala Beckman Coulter-representant.

MATERIAL SOM BEHOVS MEN INTE FOLJER MED KITET:
*  Provror och nédvandigt material for provtagning.
» Automatpipetter med tillhérande engangsspetsar for 20, 100 och 500 pL.
*  Hemolysroér av plast.
» Erytrocyt lyseringsreagens. Till exempel: 10Test3 Lysing Solution (Ref. A07799).
» Buffert (PBS: 0.01M natriumfosfat; 0.145 M natriumklorid; pH7.2).
» Centrifugera.
» Automatisk omroérare (Vortex-typ).
» Fl6descytometer.

PREPARERING AV PROVER

Koncentrationen av leukocyter i provet maste vara mindre an 10 celler/uL (10°/L). Spad om nddvandigt med PBS for att fa
en leukocyt koncentration pa 5x 10° celler/uL (5 x 10°L).

Proceduren anvander 100 pL av ett prov med ett provrér som ar forspatt eller pa annat satt bearbetat.
OBS:

» Justering av fluorescensintensiteten mot-svarande 7-AAD kan utfdras genom inmarkning av ett prov med farskt helblod
och icke-viabla stabiliserade celleri samma ror (se bild i appendix). Vid dessa forutsattningar maste volttalet motsvarande
detektion av 7-AAD justeras sa att viabla events (dvs. farskt helblod) hamnar i den férsta dekaden i ett SS histogram
beroende av 7-AAD (se exempel i appendix).

* Anvand inte reagens med permeabiliserande eller fixerande innehall under proceduren. Detta for att unvika positiv
inmarkning av artefakt natur.

PROCEDUR
1. Tillsatt 20pL 7-AAD Viability Dye 16sning till varje ror.
2. Tillsatt 100uL av provet (dvs. motsvarande ungefar 5 x 10° celler).
Vortexa réren forsiktigt.
3. Inkubera i 15 till 20 minuter vid rumstemperatur (18—25 °C), skyddat for ljus.

4. Utfér sedan, vid behov, lysering av de roda blodkropparna genom att félja rekommendationerna for det anvanda
lyseringsreagenset.
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Som exempel, om man énskar anvanda |OTest3 Lysing Solution (Ref. A07799), tillsatt 2mL brukslésning (1X), vortexa
omedelbart och inkubera i 10 minuter vid rumstemperatur, skyddat for ljus.

Om provet inte innehaller réda blodkroppar, utfér inget lyseringssteg utan tillsatt 0.5 till 1mL PBS.
5. Preparationerna ska analyseras innom 1timme.
OBS: Preparationerna ska alltid férvaras mellan 2 och 8 °C och skyddade for ljus.

PRESTANDA
SPECIFICITET

Actinomyciner ar de aktiva biologiska bestandsdelarna av en chromophore (2-Amino-4,6Dimethylphenoxazone-3) och
av cykliska pentapeptider (3). De ar antibiotika av bakteriellt ursprung historiskt karakteriserad i Ascomycetes jord.
Actinomycinerna bildar stabila komplex med dubbelstrangad deoxiribonukleinsyra (DNA), men bildar inte denna typ av
komplex vare sig med dubbelstrangad ribonukleinsyra (RNA), RNA-DNA hybrider, eller med enkelstrangat DNA eller RNA.

De spektrala egenskaperna hos 7-AAD utgdér en sammansattning som gor den speciellt val lampad for flédescytometrisk
analys (3). Den maximala absorptionen hos 7-AAD/DNA komplexet ar kompatibelt med den bla excitationsvaglangden 488
nm for cytometrar utrustade med argon laser (4). 7-AAD/DNA komplexets fluorescens emissions peak i det djupt roda bandet
(635till675nm) medger optimal anvandning av denna probe i kombination med Fluorescein Isothiocyanate konjugerade
antikroppar (FITC) och med R Phycoerythrin (PE) (3). Faktiskt, har 7-AAD/DNA komplexet, i motsats till Propidium lodide
(PI) vilket ar en annan fluorescerande probe anvand som DNA markor, ett reducerat dverlappnings emissions spektrum med
FITC och PE.

PRECISION

Procentvardet for positiva varden bestdmdes med helblod med tillsatta positiva celler. Varje prov kdrdes 4 ganger, tva ganger
om dagen under 1 dag pa 2 instrument med 2 loter av 7-AAD Viability-fargreagens. Matningar (% positiva) utférdes pa Navios
flodescytometer. Analysen utférdes baserat pa CLSI-metod EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative
Measurement Methods (Utvardering av precisionsprestanda for kvantitativa matmetoder).

Vara acceptanskriterier beror pa antalet positiva handelser som uppmats for varje population:
*  Om positiv hdndelse < 1 500, CV < 15 %
*  Om positiv handelse > 1 500, CV < 10 %

I0Test 3-lyseringslosning:

Helblod som tillsatts HPBALL cell-linje
Antal positiva handelse (medelvarde) = 5539
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
kdrningar kdrning
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Versalyse lyseringssystem:
Helblod som tillsatts HPBALL cell-linje
Antal positiva handelse (medelvarde) = 4034
Mellan operatérer | Mellan cytometrar | Inom lot | Mellan loter Mellan Inom Totalt
korningar korning
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
RESULTAT PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
NOGGRANNHET

Noggrannheten hos 7-AAD Viability-farg beddmdes genom att jamféra resultaten med en referensreagens som predikat
pa en uppsattning helblodprov som tillférts positiva celler och kérts pa en NAVIOS-flddescytometer. Bias mellan test-
och referensreagens bestdmdes baserat pa skillnaden mellan testresultaten. Om bias ligger inom ftillatet felintervall eller
p-vardet anger att det inte finns nagon signifikant skillnad (> 0,05), s& anses testresultaten for patientproverna med de tva
reagenserna vara likvardiga.

Resultaten som erhalls sammanfattas i féljande tabell nedan:
I0Test 3-lyseringslésning:

Antal donatorer = 25
Positivt mal Medelvarde A A % cellkriterier
Helblod som tillsatts 0,31 <5
HPBALL cell-linje

RESULTAT
PASS

p-varde
0,247
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Versalyse lyseringssystem:

Antal donatorer = 25

Positivt mal

Medelvarde A

A % cellkriterier p-vérde RESULTAT

Helblod som tillsatts
HPBALL cell-linje

-0,34

0,289 PASS

BEGRANSNINGAR

1. Flédescytometri kan ge falska resultat om cytometern inte har justerats perfekt, om fluorescenslackor inte har

kompenserats korrekt och om regionerna inte har placerats noggrant.

2. Noggranna och reproducerbara resultat kommer att erhallas sa lange de forfaranden som anvands ar i enlighet med den

tekniska bipacksedeln och forenliga med god laboratoriepraxis.

3. 7-AAD, den aktiva bestandsdelen i detta reagens, har optimerats till att ge basta kvot specifik/icke-specifik signal. Darfor

ar det viktigt att halla fast vid kvoten: reagensvolym/provvolym vid varje analys.
4. Vid leukocytos, spad blodet i PBS for att erhalla ett varde pa ungefar 5 x 10° leukocyter/L.

5. Vid vissa sjukdomstillstand, som svar njursjukdom eller hemoglobinopatier, kan hemolys av erytrocyter ta langre tid, vara
ofullstandig eller till och med omdjlig. | sddana fall &r det rekommenderat att isolera mononukleéra celler med anvandning
av densitetsgradient (till exempel Ficoll) innan infargning.

Se bilagan for exempel och referenser.

VARUMARKEN

Beckman Coulter, den stiliserade logotypen och Beckman Coulters produkt- och tjanstmarken som namns hari ar varumarken

eller registrerade varumarken som tillhér Beckman Coulter, Inc. i USA eller andra lander.

YTTERLIGARE INFORMATION

For en patient/anvéndare/tredje part inom EU och i lander med identiskt regelsystem (férordning 2017/746/EU om
medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik); om, vid anvandning av denna enhet eller som ett resultat av dess
anvandning, en allvarlig incident intréffat ska den rapporteras till tillverkaren och/eller till dess auktoriserade representant och
till den nationella myndigheten.

REVISIONSHISTORIK

|REVIDERING AF:

Publiceringsdatum: Oktober 2021

REVIDERING AW:

Publiceringsdatum: april 2022

Uppdateringar for att uppfylla Beckman Coulter globala
etiketteringspolicy och kraven i IVD-R (EU)2017/746:

Tillagda avsnitt

Avsedd anvandare, Koncentration, Precision, Noggrannhet,
Ytterligare information, Revisionshistorik

Tillagd information

Se avsnittet Princip

Uppdaterade avsnitt

Princip, Varning och forsiktighetsatgarder, Riskklassificering
enligt GHS, Férvaring och hallbarhet, Tecken pa
forsamring, Begransningar, Bilaga

Borttagna avsnitt

Metodik, Exempel pa klinisk tillampning, Férvantade resultat,
Reproducerbarhet inom laboratoriet, Linearitet

REVISION

Publiceringsdatum

AX

Oktober 2022

Uppdaterade avsnitt

Lade till éversattningar

REVISION

Publiceringsdatum

AY

Uppdaterade avsnitt

Forvaring och hallbarhet

Teckenforklaring for symboler
Ordlista for symboler finns pa beckman.com/techdocs (dokumentnummer B60062)
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Spesifikasjoner
7-AAD Viability Dye vitalfarging
Formulering Veeske
Volum 3 mL
Kalibrering Bruksklar
A-eksitasjon 488 nm
Emisjonstopp 655 nm (kompleks med dobbelttradet DNA)

7-AAD Viabilitetsfargestoff
A07704 150 tester; 3 mL, 20 uL/test

For in vitro-diagnostisk bruk

TILTENKT BRUK

7-AAD Viability Dye vitalfarging er et kjemisk middel i opplgsning, utviklet til mono- og multiparametrisk analyse med
flowcytometri. Den gjgr at ikke-levedyktige celler kan pavises og uitelukkes blant (levedyktige) celler som er aktuelle for
analysen av humane leukocytter.

PRINSIPP

7-amino-aktinomycin D (7-AAD) er en analoig av aktinomycin og inneholder en amingruppe substituert i posisjon 7 pa
kromoforen. 7-AAD setter seg selv inn blant toppene til baseparene Cytosin / Guanin i DNA (1).

Fargingen av dobbelttraden i DNA skjer ved at prgven inkuberies med vitalfargingen 7-AAD Viability Dye. De rade cellene
fiernes deretter ved lyse og leukocyttene analyseres med flowcytometri.

Apoptotiske, nekrotiske og/eller skadede celler vil utgjgre kilder til interferens i en flowcytometrisk analyse av levedyktige
celler. Ikke-levedyktige celler kan karakteriseres og identifiseres da de er farget med 7-AAD, mens levende celler, som fortsatt
har sine membranegenskaper intakt, er impermeable for 7-AAD og er ufargede (dvs. de er 7-AAD-negative) (?).

Flytcytometeret analyserer lysdiffusjon og fluorescensen til celler. Da blir det mulig & lokalisere celler innenfor det elektroniske
vinduet definert pa et histogram, som korrelerer den ortogonale diffusjonen av lys (Side Scatter eller SS) med fluorescensen
for 7-AAD farging. Andre histogrammer som kombinerer to av de ulike parameterne tilgjengelig pa cytometeret, brukes ogsa
i gating-trinnet.

Fluorescensen til cellene som gate's pa denne maten analyseres for & skille de positivt fargede hendelsene (ikke-levedyktige)
fra de ufargede (levedyktige). Resultatene kan uttrykkes som prosentandelen av ikke-fluorescerende hendelser i forhold til
alle hendelser som gating’en tar hensyn til.

TILTENKT BRUKER

Dette produktet skal brukes av profesjonelle brukere pa laboratorier.

PROQVER
Veneblod ma tas ved bruk av sterile rgr som inneholder EDTA-salt som antikoagulant.

Provene skal oppbervares ved romtemperatur (18 °C-25 °C) og skal ikke rystes. Prgven skal homogeniseres ved lett
bevegelse fgr testprgven tas.

Pragvene ma analyseres innen 24 timer etter venepunksjon.

ADVARSEL OG FORHOLDSREGLER

Reagenset ma ikke brukes etter utlapsdatoen.

Ma ikke fryses.

La den na romtemperatur (18 °C-25 °C) fer bruk.

Bar ikke utsettes for lys.

Unnga mikrobiell kontaminering av reagensene, ellers kan det gi feil resultater.

2L

Reagenset som er klart til bruk inneholder 0,005 % (vekt/volum) av 7-AAD og 1 % (volum/volum) av dimetylsulfoksid
(DMSO).

| ren form er 7-AAD potensielt kreftfremkallende, og DMSO er et irriterende stoff.

Selv om disse bestanddelene er ekstremt fortynnet i den foreliggende formuleringen, kan de beholde alle eller deler
av de skadelige virkningene. Pipetter aldri med munnen, og unnga kontakt med huden, slimhinnene og gynene. Folg
forholdsreglene ved bruk disse reagensene i henhold til forholdsreglene for bruk (bruk hansker, frakk og vernebriller).

7. 7-AAD er en kromofor som nedbrytes ved eksponering for lys. Den oppbevares i en opak flaske for a beskytte den mot
lys for bruk.
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Unnga kontinuerlig eksponering for lys unde rinkuberingstrinnene og serg for at prgvene utsettes minst mulig for lys sa
snart fargingen er satt i gang.

8. Alle blodpraver ma betraktes som potensielt smittefarlige og ma handteres med forsiktighet (gjelder spesielt: bruk av
vernehansker, laboratoriefrakk og vernebriller).

9. Blodprevergr og engangsmateriale som brukes til handtering, skal kastes i beholdere beregnet for forbrenning.

GHS-FAREKLASSIFISERING

7-AAD Viability Dye ADVARSEL
H316 Forarsaker mild hudirritasjon.
P332+P313 Ved hudirritasjon: Sgk legehjelp.

Dimetyl Sulfoksyd 0,5 - 1,5 %

Sikkerhetsdatablad er tilgjengelig pa beckman.com/techdocs

OPPBEVARING OG STABILITET

7-AAD Viability Dye vitalfarging mé oppbevares ved temperatur mellom 2 °C og 8 °C, beskyttet mot lys, for og etter at
hetteglasset er apnet.

Holdbarhet i lukket flaske ifglge stabilitetsstudie: 730 dager.
Stabilitet for apnet flaske: reagenset er stabilt i 60 dager.
Se lot-spesifikt analysesertifikat pa www.beckman.com.

TEGN PA FORRINGELSE
Endringer i reagensenes fysiske utseende kan vaere tegn pa redusert kvalitet, og slike reagenser skal ikke brukes.

For ytterligere informasjon eller hvis produktet mottas skadet, kan Beckman Coulter kundeservice 800-742-2345 (USA og
Canada) eller den lokale Beckman Coulter-representanten kontaktes.

NGDVENDIGE MATERIALER SOM IKKE FOLGER MED SETTET:
» Provetakingsrgr og materiale ngdvendig for prgvetaking.
+ Automatiske pipetter med engangsspisser til 20, 100 og 500 pL.
* Hemolysergr av plast.
» Lysereagens for rgde blodceller. For eksempel: 10Test3 lyseopplasning (Ref. A07799).
» Buffer (PBS:0,01M natriumfosfat; 0,145M natriumklorid; pH 7,2).
» Sentrifuger.
» Automatisk omrgrer (vortekstype).
* Flytcytometer.

FREMSTILLING AV PRGVER

Leukocyttkonsentrasjonen i praven ma veere lavere enn 10* celler / yL (10'/L). Fortynn om ngdvendig i PBS for & bringe
leukocyttkonsentrasjonen til 5 x 10° cells / yL (5 x 10°L). Prosedyren bruker 100 pyL prgvemateriale, forhandsfortynnet i
preveglass eller pa anne mate.

Prosedyren bruker 100 uL av en prave i et rar, fortynnet eller lignende pa forhand.
MERK:

» Justering av intensiteten av fluorescens som tilsvarer 7-AAD kan gjges ved & bruke farging av en prgve friskt fullblod
og ikke-levedyktige stabiliserte celler i samme glass (se bildet i vedlegget - Appendix). Under disse betingelsene ma
spenningen som tilsvarer deteksjon av 7-AAD justeres slik at levedyktige hendelser (dvs. friskt fullblod) viser seg i den
farste dekaden i et SS-histogram, avhengig av 7-AAD (se eksempelet i vedlegget - Appendix).

* Reagenser som inneholder gjennom-tengende eller fikserende midler skal ikke brukes under prosedyren for at artefaktisk
positiv farging skal unngas.

PROSEDYRE
1. Tlisett 20puL 7-AAD Viability Dye vitalfargingsopplgsning til hvert prgveglass.
2. Tilsett 100 pL av prevematerialet (dvs., tilsvarende omtrent 5 x 10° celler). Bland glassene varsomt med Vortex-blander.
Bland glassene varsomt med Vortex-blander.
3. Inkuberes i 15 til 20 minutter ved romtemperatur (18 °C-25 °C), beskyttet mot lys.

4. Utfar deretter lysering av de rgde blodcellene ved behov, i henhold til anbefalingene for lyseringsreagenset som benyttes.
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Som et eksempel, hvis man gnsker a bruke |OTest3 Lyseopplgsning (Ref.A07799) tilsettes 2mL av arbeidsopplgsningen
(1X), blandes umiddelabrt med vortex-blander og inkuberes i 10 minutter ved romtemperatur, beskyttet mot lys.

Hvis pregven ikke inneholder rgde celler skal lysetrinnet ikke igangsettes, men det tilsettes 0,5 til 1mL PBS.
5. Prgvene ma analyseres i lgpet av 1 time.
MERK: | alle tilfeller skal preparatene oppbevares mellom 2 °C og 8 °C , beskyttet mot lys.

YTELSE
SPESIFISITET

Aktinomyciner er de de biologiske virkestoffene i en kromofor (2-amino-4,6 dimetylfenoksazon-3) og i sykliske pentapeptider
(3). De er antibiotika av bakteriell opprinnelse som historisk er karakterisert i sekksporesopp (ascomycetes) Aktinomyciner
danner stabile komplekser med dobbelttradet deoksyribonukleinsyre (DNA), men danner ikke slike komplekser verken med
dobbelttradet ribonukleinsyre (RNA) eller med RND-DNA hybrider, eller med enkelttrddet DNA eller RNA.

De spektrale egenskapene til 7-AAD gjgr den til en forbindelse som er szerlig godt egnet til flowcytometriske analyeser (3).
Maksimal absorpsjon for 7-AAD / DNA-kompleksete er overensstemmende med den bla eksitasjonsbglgelengden pa 488 nm
i cytometere som er utstyrt med argonlaser (4). Toppfluorescensemisjonen i det dype r@de bandet (635 til 675 nm) til 7-AAD /
DNA-komplekset tillater optimal bruk av denne proben nar den kombineres med fluorescein isotiocyanatkonjugerte antistoffer
(FITC) og med R-fykoerytrin (PE) (3). Faktisk har 7-AAD / DNA-komplekset, i motsetning til propidiumiodid (Pl), som er en
annen fluorescensprobe som benyttes som DNA-marker, et redusert overlappende spektrum med FITC og PE.

PRESISJON

Prosentandelen positive verdier ble bestemt med fullblod tilsatt positive celler. Hver prgve ble kjgrt 4 ganger, to ganger
om dagen i 1 dag pa 2 instrumenter med 2 partier 7-AAD Viability Dye-reagens. Malinger (% positiv) ble foretatt pa et
Navios-flytcytometer. Analyse ble utfgrt basert pa CLSI-metoden EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative
Measurement Methods (Evaluering av presisjonsytelse ved kvantitative malemetoder).

Vare godkjenningskriterier er avhengige av antall positive hendelser som males for hver populasjon:
» Hyvis positiv hendelse < 1 500, VK < 15 %
» Hyvis positiv hendelse > 1 500, VK < 10 %

I0Test 3 lyseringslgsning:

Fullblod tilsatt HPBALL-cellelinje
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 5539
Mellom operatarer [ Mellom cytometere| Innenfor |Mellomloter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
VersalLyse-lyseringssystem:
Fullblod tilsatt HPBALL-cellelinje
Antall positive hendelser (gjennomsnitt) = 4034
Mellom operatgrer | Mellom cytometere| Innenfor |Mellom loter| Mellom Innenfor Total
samme lot kjgringer samme
kjgring
VK (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
RESULTATER PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
NGYAKTIGHET

Ngyaktigheten til 7-AAD Viability Dye ble vurdert ved & sammenligne resultatene med et referansereagens som predikat pa et
sett med fullblodspraver tilsatt positive celler analysert pa et NAVIOS-cytometer. Skjevheten mellom test- og referansereagens
ble bestemt basert pa forskjellen mellom testresultater. Hvis skjevheten er innenfor det tillatte feilomradet eller p-verdien
indikerer ingen signifikant forskjell (> 0,05), anses testresultatene for pasientprgvene for de to reagensene som ekvivalente.

De oppnadde resultatene er oppsummert i den fglgende tabellen:
IOTest 3 lyseringslgsning:

Antall donorer = 25
Positivt mal Gjennomsnittlig A A % cellekriterier
Fullblod tilsatt 0,31 <5
HPBALL-cellelinje

RESULTATER
PASS

p-verdi
0,247
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VersalLyse-lyseringssystem:

Antall donorer = 25

Positivt mal Gjennomsnittlig A

A % cellekriterier

p-verdi RESULTATER

HPBALL-cellelinje

Fullblod tilsatt -0,34 <5

0,289 PASS

BEGRENSNINGER

1. Flowcytometri kan gi falske resultater hvis cytometeret ikke har blitt justert ngyaktig, hvis fluorescenslekkasjer ikke er

kompensert riktig, og hvis regionene ikke er ngye plassert.

2. Ngyaktige og reproduserbare resultater vil oppnas sa lenge de anvendte prosedyrene er i samsvar med det tekniske

pakningsvedlegget og god laboratoriepraksis.

3. 7-AAD, det aktive innholdsstoffet i denne reagensen er optimalisert for & kunne gi best mulig spesifikt/ikke-spesifikt

signalforhold. Derfor er det viktig & overholde forholdstallet mellom reagensvolum/prgvevolum i alle tester.

4. ltilfelle av hyperleukocytose fortynnes blodet i PBS slik at det finnes en verdi pad omkr. 5 x 10° leukocytter / L.

5. Ved visse sykdomstilstander, som alvorlig nyresvikt eller hemoglobinopatier, vil lyse av ra@de celler kunne ga langsomt,
ufullstendig eller endog vaere umulig & gjennomfare. | dette tilfellet anbefales det & isolere mononuklezererte celler ved

hjelp av tettshetsgradient (for eksempel Ficoll) fgr farging.

Se vedlegget for eksempler og referanser.

VAREMERKER

Beckman Coulter, den stiliserte logoen og vare- og servicemerkene til Beckman Coulter som er omtalt her, er varemerker eller

registrerte varemerker som tilhgrer Beckman Coulter, Inc. i USA og andre land.

TILLEGGSINFORMASJON

For pasient/bruker/tredjepart i EU og land med identisk regelverk (EUs forordning nr.
medisinsk utstyr); hvis det har oppstatt en alvorlig hendelse under bruk av dette utstyret, eller som et resultat av bruken, skal

dette rapporteres til produsenten og/eller den autoriserte representanten samt til nasjonal myndighet.

REVISJONSHISTORIE
|REVISJON AF: | Utgivelsesdato: Oktober 2021
REVISJON AW: | Utgivelsesdato: April 2022

Oppdateringer skal overholde de globale merkingsreglene til
Beckman Coulter og veere i samsvar med krav iht. IVD-R
(EU)2017/746:

Innsatte avsnitt

Tiltenkt bruker, Konsentrasjon, Presisjon, Ngyaktighet,
Tilleggsinformasjon, Revisjonshistorie

Innsatt informasjon

Se avsnittet Prinsipp

Oppdaterte avsnitt

Prinsipp, Advarsler og forholdsregler, GHS-fareklassifisering,
Oppbevaring og stabilitet, Tegn pa forringelse,
Begrensninger, Vedlegg

Fjernede avsnitt

Metodologi, Eksempel pa kliniske bruksomrader, Forventede
resultater, Reproduserbarhet innenfor laboratoriet, Linearitet

REVISJON

Utgivelsesdato

AX

Oktober 2022

Oppdaterte avsnitt

Oversettelser lagt til

REVISJON

Utgivelsesdato

AY

Oppdaterte avsnitt

Oppbevaring og stabilitet

Symbolforklaring

Symbolordliste er tilgjengelig pa beckman.com/techdocs (dokumentnummer B60062)
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Eritelmat
7-AAD-viabiliteettivariaine
Koostumus Neste
Tilavuus 3 ml
Kalibrointi Kayttdvalmis
A-viritys 488 nM
Sateilyhuippu 655 nm (kompleksi, jossa kaksisadikeinen DNA)

7-AAD viabiliteettivariaine
A07704 150 testia; 3 ml, 20 pl / testi

Diagnostiseen In Vitro -kayttoon

KAYTTOTARKOITUS

7-AAD-viabiliteettivariaine on kemiallinen variaine liuoksessa, joka on tarkoitettu yksi- tai moniparametriseen analyysiin
virtaussytometrian avulla. Sen avulla elinkelvottomat solut voidaan tunnistaa ja sulkea pois kiinnostuksen kohteena olevista
(elinkelpoisista) soluista ihmisen leukosyytteja koskevassa analyysissa.

PERIAATE

7-amino-aktinomysiini D (7-AAD) on aktinomysiinin analogi, joka sisaltdd kromoforin paikassa 7 korvatun amiiniryhman.
7-AAD tydntyy DNA:n sytosiini-/guaniiniemasten huippujen valiin (1).

DNA:n kaksoissdikeen varjays tehddan inkuboimalla ndyte 7-AAD-viabiliteettivariaineella. Taman jalkeen punasolut
poistetaan lyysaamalla ja leukosyytit analysoidaan virtaussytometrialla.

Apoptoottiset nekroottiset ja/tai vaurioituneet solut aiheuttavat hairiditd analysoitaessa elinkykyisia soluja virtaussytometrian
avulla. Elinkelvottomat solut voidaan karakterisoida ja tunnistaa sen perusteella, etta ne varjaytyvat 7-AAD:lI4, kun taas
elavissa soluissa kalvot sailyvat eheing, jolloin 7-AAD ei lapaise niita ja ne eivat varjaydy (ts. ne ovat 7-AAD-negatiivisia) (2).

Virtaussytometri analysoi valonhajonnan ja solujen fluoresenssin. Sen avulla on mahdollista paikantaa solut pylvaskaavioon
maaritetyssa elektronisessa ikkunassa, joka vastaa ortogonaalista valonhajontaa (sivusironta tai SS) ja 7-AAD-varjaytymista
vastaavaa fluoresenssia. Rajausvaiheessa kaytetdan myds muita pylvaskaavioita, joissa yhdistetdan kaksi eri sytometrissa
saatavilla olevaa parametria.

Rajattujen solujen fluoresenssi analysoidaan, jotta positiivisesti varjaytyneet (elinkelvottomat) tapahtumat voidaan erottaa
varjaytymattomista (elinkelpoisista) tapahtumista. Tulokset ilmaistaan fluoresoimattomien tapahtumien prosenttimaarana
suhteessa kaikkiin rajauksessa huomioituihin tapahtumiin.

KAYTTOTARKOITUKSEN MUKAINEN KAYTTAJA

Tama tuote on tarkoitettu ammattimaiseen laboratoriokayttéon.

NAYTTEET
Laskimoverinaytteet on otettava kayttéen steriileja putkia, joissa on antikoagulanttina EDTA-suolaa.

Naytteet on sailytettava huoneenlammdssa (18-25 °C), eika niitd saa ravistaa. Nayte on homogenoitava sekoittamalla
hellavaraisesti ennen testindytteen ottamista.

Naytteet on analysoitava 24 tunnin sisalla laskimopunktiosta.

VAROITUS JA VAROTOIMET
1. Ala kayta reagenssia viimeisen kayttopaivan jalkeen.
Ei saa jaatya.
Anna sen lammeta huoneenlampdiseksi (1825 °C) ennen kayttoa.
Minimoi altistuminen valolle.
Valta reagenssien mikrobikontaminaatiota, muutoin vaarana ovat virheelliset tulokset.

Tama kayttdvalmis reagenssi sisaltaa 0,005 % (paino/tilavuus) 7-AAD:ta ja 1 % (tilavuus/tilavuus) dimetyylisulfoksidia
(DMSO).

Puhtaassa muodossa 7-AAD on mahdollisesti karsinogeeninen ja DMSO arsyttava.

o 0k wbd

Vaikka nama ainesosat ovat runsaasti laimennettuna nykyisessa koostumuksessa, ne voivat sailyttaa kaikki haitalliset
vaikutuksensa tai osan niista. Ala koskaan pipetoi suulla ja valta kaikkea kosketusta ihoon, limakalvoihin ja silmiin. Kayta
naita reagensseja noudattamalla varotoimia (erityisesti suojakasineiden, -puvun ja -lasien kayttda koskevia).

7. 7-AAD on kromofori, joka voi heikentya, jos se altistuu valolle. Se sailytetdan lapinakymattdémassa ampullissa, joka
suojaa sita valolta ennen kayttéa.

Valta jatkuvaa valolle altistumista inkubointivaiheissa ja vahenna naytteiden valolle altistumista varjayksen jalkeen.
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8. Kaikkia verindytteitd on pidettava mahdollisesti tartuntavaarallisina, ja niitd on kasiteltava varovaisesti (erityisesti on
muistettava suojakasineiden, -pukujen ja -lasien kaytto).

9. Veriputket ja kasittelyyn kaytetyt kertakayttdiset materiaalit on havitettava poltettaviksi tarkoitetuissa ad hoc -astioissa.

GHS-VAARALUOKITUS

7-AAD Viability Dye VAROITUS
H316 Arsyttaa ihoa lievasti.
P332+P313 Jos ilmenee ihoarsytysta: Hakeudu laakariin.
Dimetyylisulfoksidi 0,5 - 1,5 %
Kayttéturvallisuustiedote on saatavana osoitteessa beckman.com/techdocs

SAILYTYS JA STABILITEETTI

7-AAD-viabiliteettivariaine on sailytettava 2—8 °C:n lampdtilassa ja suojattava valolta ennen ampullin avaamista ja sen jalkeen.
Suljetun ampullin sailyvyysaika stabiliteettitutkimuksen mukaan: 730 paivaa.

Avatun ampullin stabiliteetti: reagenssi on stabiili 60 paivan ajan.

Katso erakohtainen analyysitodistus osoitteesta www.beckman.com.

MERKIT PILAANTUMISESTA
Mahdolliset muutokset reagenssin fyysisessa ulkonadssa voivat viitata huonontumiseen, eika reagenssia saa talléin kayttaa.

Jos tarvitset lisatietoja tai jos sait vahingoittuneen tuotteen, soita Beckman Coulter -asiakaspalveluun numeroon 800 742 2345
(USA ja Kanada) tai ota yhteyttda Beckman Coulterin paikalliseen edustajaan.

TARVITTAVAT MATERIAALIT, JOITA El TOIMITETA SARJAN MUKANA:
» Naytteenottoon tarvittavat naytteenottoputket ja materiaalit.
+ Automaattiset pipetit, joissa kertakayttokarjet 20, 100 ja 500 pl.
* Muoviset hemolyysiputket.
» Punasolujen lyysireagenssi. Esimerkiksi: 10Test 3 -lyysiliuos (viite A07799).
* Puskuri (PBS: 0,01 M natriumfosfaattia, 0,145 M natriumkloridia, pH 7,2).
» Sentrifugi.
» Automaattinen sekoitin (Vortex-/pyorretyyppinen).
* Virtaussytometri.

NAYTTEIDEN VALMISTELU

Naytteen leukosyyttipitoisuuden on oltava pienempi kuin 10* solua/pl (10'/1). Laimenna tarvittaessa PBS:aan siten, etta saat
leukosyyttipitoisuudeksi 5 x 10® solua/ul (5 x 10%1).

Toimenpiteessa kaytetdan 100 pl naytettd, putkessa tai muutoin laimennettua.
Huom.

+ 7-AAD:td vastaavan fluoresenssin voimakkuutta voidaan saataa kayttamalla tuoretta kokoverta ja elinkelvottomia
stabiloituja soluja sisaltdvan naytteen varjaysta samassa putkessa (ks. liitteessa oleva kuva). Naissa olosuhteissa
7-AAD:n havaitsemista vastaavaa jannitettd on saadettava siten, ettd elinkelpoiset tapahtumat (ts. tuore kokoveri)
nakyy sivusirontapylvaskaavion ensimmaiselld dekadilla, 7-AAD:sta riippuen (ks. liitteessa oleva esimerkki).

- Al4 kayta toimenpiteen aikana lapéaisevia tai kiinnittyvia reagensseja artefaktisen positiivisen varjaytymisen estamiseksi.
MENETTELY
1. Lisaa jokaiseen testiputkeen 20 ul 7-AAD-viabiliteettivariainetta.
2. Lisaa 100 pl testinaytettd (mika vastaa noin 5 x 10° solua).
Sekoita putkia pyorresekoittimella varovaisesti.
3. Inkuboi 15-20 minuuttia huoneenlammdssa (18-25 °C), valolta suojattuna.
4. Suorita sitten tarvittaessa punasolujen lyysi noudattamalla kaytetyn lyysireagenssin suosituksia.

Jos esimerkiksi halutaan kayttdd [OTest3-lyysiliuosta (vite A07799), talldin on lisattdvad 2 ml tydskentelyliuosta
(1-kertainen), sekoitettava valittdmasti sen jalkeen pyodrresekoittimella ja inkuboitava 10 minuuttia huoneenlammagssa,
valolta suojattuna.

Jos nayte ei sisalla punasoluja, ala suorita lyysia, vaan lisaa 0,5-1 ml PBS:aa.
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5. Valmisteet on analysoitava yhden tunnin kuluessa.
Huomautus: Pida valmisteet kaikissa tapauksissa 2-8 °C:n ldmpdtilassa ja valolta suojattuna.

SUORITUSKYKY
SPESIFISYYS

Aktinomysiinit ovat kromoforin (2-amino-4,6dimetyylifenoksatsoni-3) ja syklisten pentapeptidien aktiivisia biologisia ainesosia
(3). Ne ovat bakteeriperaisia antibiootteja, joita on karakterisoitu historiallisesti maaperan kotelosienissa. Aktinomysiinit
muodostavat stabiileja komplekseja kaksisaikeisen deoksiribonukleiinihapon (DNA) kanssa, mutta ne eivat muodosta tallaista
kompleksia kaksisaikeisen ribonukleiinihapon (RNA) tai RNA-DNA-hybridien eivatka yksisaikeisen DNA:n tai RNA:n kanssa.

Spektristen ominaisuuksiensa ansiosta 7-AAD on yhdistelm3, joka soveltuu erityisen hyvin virtaussytometriseen analyysiin
(3). 7-AAD/DNA-kompleksin enimmaisabsorptio on yhteensopiva 488 nm:n sinisen viritysaallonpituuden kanssa
sytometreissa, joissa on argonlaser (4). Fluoresoiva huippusateily 7-AAD/DNA-kompleksin syvan punaisessa nauhassa
(635-675 nm) mahdollistaa tdman sondin optimaalisen kayton, kun se yhdistetaan fluoreseiini-isotiosyanaattikonjugoituihin
vasta-aineisiin (FITC) ja R-fykoerytriiniin (PE) (3). Toisin kuin propidiumiodidilla (PI), joka on toinen DNA-markkerina kaytetty
fluoresoiva sondi, 7-AAD/DNA-kompleksilla on pienempi paallekkainen sateilyspektri FITC:n ja PE:n kanssa.

TARKKUUS

Prosentuaaliset positiiviset arvot maaritettiin kayttamalla kokoverta, johon oli lisatty positiivisia soluja. Jokainen nayte kasiteltiin
4 kertaa: kahdesti paivassa 1 paivana 2:ssa eri laitteessa kayttamalla 2:ta eri eraa 7-AAD-viabiliteettivariainereagenssia.
Mittaukset (% positiivisia) tehtiin Navios-virtaussytometrilla.  Analyysi tehtiin perustuen CLSI-menetelmaan EP5-A2:
Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Kvantitatiivisten mittausmenetelmien
tarkkuussuorituskyvyn arviointi).

Hyvaksyntakriteerimme on riippuvainen kussakin populaatiossa mitattujen positiivisten tapahtumien maarasta:
» Jos tapahtuma on positiivinen < 1 500, CV <15 %
» Jos tapahtuma on positiivinen > 1 500, CV < 10 %

I0Test 3 -lyysiliuos:

Kokoveri, johon on lisdtty HPBALL -solulinja
Positiivisten naytteiden lukumaara (keskiarvo) = 5539

Kayttajien valinen Sytometrin Eran Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisdinen valinen valinen sisdinen
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Versalyse-lyysijarjestelma:

Kokoveri, johon on lisdtty HPBALL -solulinja
Positiivisten naytteiden lukumaara (keskiarvo) = 4034

Kéyttajien valinen Sytometrin Erén Erien Ajojen Ajon Yhteensa
sisdinen sisdinen valinen valinen sisdinen
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
TULOKSET PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

ULKOINEN TARKKUUS

7-AAD-viabiliteettivariaineen ulkoinen tarkkuus arvioitiin vertaamalla tuloksia viitereagenssiin, joka toimi NAVIOS-sytometrilla
kasitellyn kokoverinaytesarjan, johon oli lisatty positiivisia soluja, predikaattina. Testin ja vertailureagenssin valinen poikkeama
maaritettiin testitulosten valisen eron perusteella. Jos poikkeama on sallitun virhealueen sisalla tai p-arvo ei osoita merkittavaa
eroa (> 0,05), talléin kahdella reagenssilla saatujen potilasnaytteiden testituloksia pidetdan vastaavina.

Saadut tulokset esitetdan seuraavassa taulukossa:
I0Test 3 -lyysiliuos:

Luovuttajien maara = 25

Positiivinen kohde Keskiarvo A A % -solukriteeri p-arvo TULOKSET
Kokoveri, johon 0,31 <5 0,247 PASS
on lisatty HPBALL
-solulinja

Versalyse-lyysijarjestelma:

Luovuttajien maara = 25

Positiivinen kohde Keskiarvo A A % -solukriteeri p-arvo TULOKSET
Kokoveri, johon -0,34 <5 0,289 PASS
on lisatty HPBALL
-solulinja

B59275-AY 45 of 155



RAJOITUKSET

1.

Virtaussytometrialla saadut tulokset voivat olla virheellisid, jos sytometri on kohdistettu epatarkasti, jos
fluoresenssivuotoja ei ole kompensoitu oikein ja jos alueita ei ole sijoitettu tarkasti.

Tulokset oivat tarkkoja ja toistettavissa, kunhan kaytetyt menetelmat ovat teknisen selosteen mukaisia ja noudattavat
hyvia laboratoriokaytantoja.

7-AAD, taman reagenssin vaikuttava aine, on optimoitu siten, ettd saadaan paras spesifisen ja epaspesifisen signaalin
suhde. Siksi on tarkedd noudattaa reagenssin tilavuuden / ndytteen suhdetta jokaisessa testissa.

Jos kyseessa on hyperleukosytoosi, laimenna veri PBS:aan siten, etta saat arvoksi noin 5 x 10° leukosyyttia/l.

Tietyissa sairaustiloissa, kuten vaikeassa munuaisten vajaatoiminnassa tai hemoglobinopatioissa, punasolujen
hajoaminen voi olla hidasta, epataydellista tai jopa mahdotonta. Tassa tapauksessa yksitumaiset solut on suositeltavaa
eristdd kayttdmalla tiheysgradienttia (esimerkiksi Ficoll) ennen varjaysta.

Katso esimerkkeja ja viitteita liitteesta.

TAVARAMERKIT

Beckman Coulter, tyylitelty logo ja tdssa mainitut Beckman Coulter -tuotteiden ja palveluiden merkit ovat Beckman Coulter,
Inc:in tavaramerkkeja tai rekisterdityja tavaramerkkeja Yhdysvalloissa ja muissa maissa.

LISATIETOJA

Potilaalle / kayttajalle / kolmannelle osapuolelle Euroopan unionin alueella ja maissa, joissa on samanlainen
saantelyjarjestelma (in vitro -diagnostiikkaan tarkoitettuja laakinnallisia laitteita koskeva asetus 2017/746/EU): jos taman
laitteen kaytdn aikana tai sen kaytdn seurauksena on tapahtunut vakava tapahtuma, ilmoita siitd valmistajalle ja/tai
valmistajan valtuutetulle edustajalle seka kansalliselle viranomaiselle.

TARKISTUSHISTORIA
[VERSIO AF: | Julkaisupaiva: Lokakuu 2021
VERSIO AW: [ Julkaisupaiva: Huhtikuu 2022

Paivitetty noudattamaan Beckman Coulterin
maailmanlaajuista merkintdmenettelya ja IVD-R
(EU)2017/746 -standardin vaatimuksia:

Lisatyt osat

Kayttotarkoituksen mukainen kayttaja, Pitoisuus, Tarkkuus,
Ulkoinen tarkkuus, Lisatietoja, Tarkistushistoria
Katso osio Periaate
Periaate, Varoitus ja varotoimet, GHS-vaaraluokitus,
Sailytys ja stabiliteetti, Merkit pilaantumisesta, Rajoitukset,
Sailytys ja stabiliteetti, Liite

Metodologia, Esimerkkeja kliinisesta sovelluksesta, Odotetut
tulokset, Laboratorionsisdinen toistettavuus, Lineaarisuus

Lisatyt tiedot
Paivitetyt osat

Poistetut osat

VERSIO Julkaisupadiva
AX Lokakuu 2022
Paivitetyt osat Kaannokset lisatty

VERSIO
AY
Paivitetyt osat

Julkaisupdiva

Sailytys ja stabiliteetti

Symboliluettelo

Symbolisanasto on saatavana osoitteessa beckman.com/techdocs (asiakirjan numero B60062)
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XapaKTnpIoTIKA
Agiktng Biwoipornrag 7-AAD Viability Dye

Mopen Yypr

TOMOZ 3 mL
BaBuovéunaon ‘ETOIUO YIa XpAon
dléyepon A 488 nm

Kopu®n EKTTOUTING 655 nm (oUuTTAOKO pE TO BikAwvo DNA)

XpwoTiKA Biwoiydérntag 7-AAD
A07704 150 e€etdoeig: 3 mL,

20 uL/egéTaon
MNa in vitro S1ayvwoTIKA XpARon

NMPOBAEINMOMENH XPHZH

O Aciktng Biwaoiuétnrag 7-AAD Viability Dye €ival pia xnuIkr XpwaoTiKA oudia o€ OIGAUPa TTPOCAPUOCHEVN GTNV POVO- A
TTOAU-TTOPOAUETPIKI avadAUOn PEOW KUTTAPOMETPIOG pong. EmiTpérrel Tnv TauTOoTrOINON TWV PN BIWCIJWY KUTTAPWY Kal TOV
QTTOKAEIGHS TOUG aTTd Ta KUTTApa aTéXoUS (BIwaoiua) Katd Tnv avaAucon Twv avBpwITivwy AEUKOKUTTAPWV.

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

H 7-Auivo-AkTivopukivn D (7-AAD), eival éva av@Aoyo Tng AKTIVOUUKIVNG TTOU TTEPIEXEI MIa OJAdA apivng UTTOKOTACTATO OTN
Béon 7 Tou Xpwpopodpou. H 7-AAD trapeuBdaAAel petagl Twyv diokwv Bdoswv Kutoaivng/Mouavivng Tou DNA (1).

H ofpavon tou dikAwvou DNA TTpayuaTtoTtTolgital eTwdadovTag To deiyua pe 1o avtidpaoThpio 7-AAD Viability Dye. 21n cuvéxeia
T epUBpOKUTTaPa eaAcipovTal e AUON Kal Ta AeUKOKUTTOPO avaAlovTtal HECw KUTTAPOUETPIaG POnG.

Ta aTTOTTTWTIKA KUTTAPA, VEKPWTIKA /KOl TPAUUATICPEVA gival TTNYEG TTAPEUBOAWY OTnNV avadAucon JECW KUTTOPOUETPIAS PORG.
Ta un Biwoiga KUTTapa PTTOPoUV va XapakTnEIoToUv Kal va TauToTroinBouv agou cival gecnuacuéva pe 1o 7-AAD evw Ta
{wvTavd KUTTapa TTou dIAaTNPOUV TNV JEPBPAVIKN TOUG akepaldTNTA gival un diatrepatd o1o 7-AAD Kal uévouv Un oeonuacuéva
(6nAadn 7-AAD apvnTikd) (3).

To KUTTOPOUETPO POrG avaAuel Th dIAXUON QWTOS Kal Tov GOOPITUSO TwV KUTTApwVY. KaBioTd duvatd Tov eVvIOTTIONS KUTTAPWY
EVTOG TOU NAEKTPOVIKOU TTapaBUpou TTou opileTal o€ £€va I0TOYPOUUO, TO OTI0I0 CUOXETICEl TNV opBoywvia dIdXuon Tou
QWwTOG (TTAdyia okédaon 3 SS) kal Tov @Bopioud Tou avtiaToixei otn xpwon 7-AAD. Katd 1o o1ddio Tng opiobEétnaong,
xpnaoigotroioUvtal Kal dAAa 1oToypdupaTa TTou ouvdudlouv dUo atrd TIG SIAPOPETIKEG TTAPANETPOUG TTou dlaTiBevTal OTO
KUTTAPOUETPO.

O @pBopIoUOS TWV TTEPIOPICUEVWV KUTTAPWY AVOAUETAI VIO TOV ATTOKAEIOPO TwV BETIKA anuacuévwy oupuBaviwy (Un Biwoipa)
aTT0 Ta N onuacpéva cupfavta (Biwoiya). Ta atroTeAETUATA EKQPPACOVTAl WG TO TTOCOOTO TWV PN @OoPIfOVTWY KUTTAPWY OF
OX£QN PE TO GUVOAO TWV ATTOKTNOEVTWY CUPPBAVTWY KATd TOV NAEKTPOVIKO TTEPIOPIGUO.

NMPOBAEIMNOMENOZ XPHXTHZ
AuUTO TO TTPOIGV TTPOOPICETAl YIa ETTAYYEAUATIKI EPYOCTNPIAKA XPMON.
AEIrMATA

Ta deiyuata @AeBIkoU aipatog TpETel va dlatneolvTal O ATTOOTEIPWHEVA awAnvapia Tou TrepiExouv GAhag EDTA wg
QVTITINKTIKOG.

Ta deiypata diarnpouvrtal o€ Bepuokpacia TepIBaAAovTog (18—25 °C) kal xwpig avakivnon. Mpiv atmd Tn doKIYaoTIKN) Ajwn
ouvioTaTal N OJOYEVOTTOINON TOU BEiyPATog YECW ATTIAG avaKivhong.

Ta deiypata pétrel va avaAlovTal eviog 24 wpwv atrd Tn GAeBokévinon.
MPOEIAOINOIHZH KAI MPO®YAAZEIX
1. Mn XpnoiyoTrolgite TO aQvTIOPACTHPIO PETA TNV NUEPOUNVia ARENG.
Mnv KaTayuUxeTe.
A@AoTE To avTidpaaThplo va eTTavEéNBel o Bepuokpaacia TTepIB&AlovTog (18—25 °C) Trpiv atrd Tn XPron.
EAaxioTotroinoTe Tnv €kBean GTO QWG.
ATtro@uyeTe TN PIKpoRIlakA HOAUVON TwV avTIOPAoTRPIWY, BIAPOPETIKA EVOEXETAI VA TTPOKUWOUV WeUdN) aTToTEAETUATA.

Autdé TO €£T10IMO TTPOG XpAon avTidpacTtApio TepiEXel 0,005% (Bapog/dykog) 7-AAD kai 1% (6ykog/Gykog)
diueBulooourpoeidiou (DMSO).

Ze kaBapr poper, 1o 7-AAD civail duvnTikd kKapkivoyovo kai To DMSO eivail epeBioTIKO.

o gk wbd

MapdAio TTou gival UTTEPBOAIKG apalwpéva aTnV TTapoUoa cUvOean, auTd Ta CUCTATIKA UTTOPEI va d1aTnpouv To CUVOAO A
MEPOG TV ETMIRAABWV ETITTITWOEWY TOUG. Mnv eKkTeAEITE TTOTE AvappOPNnon HECW THITTETAG ATTO TO OTOUA KAl OTTOQPEUYETE
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KGBe eTTa@nA e TO déPUA, Toug BAEvvoydvoug Kail Ta PATIA. XpnOIUOTIOINOTE AUTA Ta aVTIOPAGCTHPIO OKOAOUBWVTAG TIG
TTPOQUAAEEIGC KaTa TN xpron (Kupiwg: Tn XpAon yavTiwy, TTodIAg Kal TTPOCTATEUTIKWY YUAAIWV).

7. To 7-AAD ecival XpwHo@OpOo TTOU UTTOKEITAI O€ ATTOIKOdOUNON Adyw €kBeancg oTo ewg. Mpiv atrd Tn XpAon, QUAGCCETaI
o€ adlaPaveég QIOAIdIO yia va TTPOCTATEUETAl ATTO TO PWG.

ATTOQEUYETE T oUVEXT €KBEDT OTO PWG KATA T OTASIA ETTWACNG KOl EAATTWOTE TNV €KBECN OTO PWG TWV OEIYUATWY agou
TTpayuaTtoTroindei n onfuavaon.

8. [pétrel va Bewpeite OAa Ta deiypaTa aipaTog dUVNTIKA HOAUCUATIKG Kal va Ta XEIpifeoTe Ye TTpoooxn (£1I0IKOTEPA: va
POPATE TTPOCTATEUTIKA YAVTIA, TTODIEG KAl YUOAIG).

9. Ta cwAnvdpia aigaTog Kal To UAIKO piag XpAoNG TTou XPNOIYOTTOIoUVTal VIO TOV XEIPIOPO TTPETTEl VA ATTOPPITITOVTAI GE
€I0IKG doyeia TTou TTPOOPICOVTal VIO ATTOTEQPPWON.

TAZINOMHZH ENMIKINAYNOTHTAZ KATA GHS

7-AAD Viability Dye MPOZOXH
H316 MpokaAei TTI0 £peBICPOG TOU HEPUATOG.
P332+P313 Edv mapatnpnBei epebioudg Tou dEPUATOG:

OupBouAeuBeiTe/emioKePOEiTE YIOTPO.
AipeBuroougoéidio 0,5 - 1,5%

To ®UAMoO Aedopévwv Ao@daAeiag gival diaBéoiyo atn dielBuvan
beckman.com/techdocs

®YAA=H KAI ZTAGEPOTHTA

To 7-AAD Viability Dye diatnpeital o€ 8eppokpacieg petagl 2 kal 8 °C TTpooTATEUPEVO ATTO TO PWG, TTPIV KAl PETA ATTO TO
dvolypa Tou @laAidiou.

Aidpkeia {wng kKAeioTou @lalidiou avd peAéTn otaBepdTnTag: 730 nuéPES.
2100epbTNTA avoIXTOU QIaAIdiou: TO avTIOPACTAPIO TTapauével oTaBePs yia 60 NUEPES.
Agite 10 €181K6 yIa TNV TTAPTIOA TTIOTOTTOINTIKG avdAuong oTn dielbuvon www.beckman.com.

ENAEIZEIZ AAAOIQZHZ

Otroiadntrote HETABOAR OTNV EPPAVION TWV avTIdOpACTNEIWV gival TBavo va uttodelkvUel aAAoiwaon Kal To avTiIdpacThpIo dev
Ba TTPETTE VO XPNOIJOoTTOIEITAl.

MNa emtmAéov TTANpo@opieg A Oc TTEPITTITWON TTAPOAAPAG EAATTWHATIKOU TTPOIGVTOG, ETTIKOIVWVACTE PE TNV UTTNPECia
ecutrnpétnong meAatwyv Tng Beckman Coulter ato 800-742-2345 (yia HIMA kai Kavadd) i ye Tov 1otk avTimrpdowTTo TG
Beckman Coulter.

ANMAPAITHTA YAIKA NMOY AEN NMAPEXONTAI ME TO KIT:
*  2ZwAAveg delypaToAnyiag Kal UAIKO TTou gival atrapaitnTo yia Tn dsiypdaTtoAnyia.
*  AuTopaTeg TITTETTEG Kal £1I0IKA pUyXN MIAg Xpriong yia Tn Afwn Toootitwyv oykou 20, 100 kai 500pL.
*  [AaoTikd cwAnvdpia alyéAuong.
* AvnidpaaTrpio AUong Twv epuBpokuTtapwy. MNa mapddeiypa: AidAupa Adong I0Test3 (Kwd. A07799).
*  PuBuioTiké didAupa (PBS: 0,01M ewa@opikd varpio, 0,145M xAwpliouxo varpio, pH7,2).
+  duyodkevtpog.
*  Autéuartog avadeuTipag (TUTToU TTEPIdIVNONG).
*  Kutrapduerpo pong.
NMPOETOIMAZIA TQN AEIFrMATQN

H ouykévipwon Twv AEUKOKUTTApwvY OTO deiypa TTPETTEl va gival KaTwTepn Twv 10%kuttdpwv/pl (109/L). ApaiwoTe €dv
xpeiagetar ye PBS yia va EavagEpeTe Tn GUYKEVTPWOT O€ AeUKOKUTTapa ota 5x 10%kutTapa/ul (5 x 10%/L).

21n diadikaoia xpnoigotrolouvtal 100 pL deiypatog, cwAnvapiou TTpoapaiwpévou 1 AAAWG.
>HMEIQZH:

* H pUBuion Tng éviaong Tou @OopIcUOU TToU avTioToiXei 010 7-AAD pTTopEi va TTpayuaToTToINGEl XPNOIMOTIOIWVTAG TN
orfpavaon evog deiyuaTog ¢pETKOU OAIKOU aiaTog Kal N BILCIYWY OTABEPOTTOINUEVWY KUTTAPWY PECA OTOV iB10 WAV
(BAétTe eikbva oTo TTapdpTNUA). YTTé auTég TIG GUVOAKEG, N NAEKTPIKA TAON TTOU AvTIOTOIXEI OTNV avixveuon Tou 7-AAD
TIPETTEI VA PUBUIOTE KOTA TPOTTO WOTE TA BILdCIPa GUNBAvTa (OnAadn To PPECKO OAIKO aiua) va ePQavifovTal GTNV TTPWTN
Oekada o€ éva I0TOYpaPua SS o€ ouvapTnon pe 1o 7-AAD (BAétTe atreikdvion OTo TTapdpTNUA).
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*  Mnv XpnOIYOTIOIEITE AVTIOPACTHPIO TTOU TTEPIEXOUV TTAPAYOVTEG AUENONG TNG OIATTEPATOTNTAS i TNG OTEPEATNTAG KATA TN
didpkela TNG dIadIKATIag WOTE va aTmoPeUXBEi pia TexvnTr BETIKA onuavaon.
AIAAIKAZIA
1. e k&Be dokiyaaTikd ocwAAva, eiodyete 20Ul Tou dilaAupaTog 7-AAD Viability Dye.
2. TMpooBéoTte 100 pL Tou Trpog e€€Taon deiyuaTtog, ATol TO IG0dUVANO Twv 5 x 10° KUTTAPWY TTEPITTOU.
AvakivrioTte eha@pd e Vortex.
3. EmmwaoTe yia 15 pe 20 Aetrtd o€ Beppokpaaia epIBaANovTog (18—25 °C) kal akpid atrd €0TIEG QWTOG.

4. Katomv, TTpayhatotroinate AUon Twv €pUBPOKUTTAPWY, AKOAOUBWVTAG, av ataiTeital, TIG CUGTACEIG TTOU apOopPoUV TO
avTiIdPaaTrpIo AUONG TTOU XPNCIUOTIOIEITAl.

MNa mapddeiypa, av embupeite va xpnoipotroioete 1o Aidhupa Atong 10Test3 (Kwd. A07799), rpooBéoTe 2mL amrd
auTé To avTIOPACTAPIO OTN CUYKEVTPWON XPARong Tou (1X). AvakiviaTe e vortex apéowg Kal eTwaaTe yia 10 AeTTTd o€
Beppokpaaia TEPIBAAAOVTOG KAl HOKPIA ATTO E0TIEG PWTOG.

Edv 1o deiyua dev TrepIEXEl EpUBPA AIJOC@AipIa, PNV TTPAYUATOTIOIEITE TO BrAMa AUong, aAAG TTpooBéaTe 0,5 pe 1 mL PBS.
5. Ta TTapaokeudouarta TTPETTEI va avaAuBolv péoa oe 1 wpa.
ZHMEIQZH: Aiatnpeite Ta TTApackeudouaTa peTagu 2 kai 8 °C kal Jakpid atrd £0TiEG WTOG.

AMOAOZzH
EIAIKOTHTA

0] AKTIVOUUKIVEG gival evepya BioAoyika OUCTATIKA TTOU atroreAoUvTal ato éva XPWHOPOPO
(2-Amino-4,6Dimethylpheno-xazone-3) kal KUKAIKG TrevTamemTioia (3). MNpokerrar yia avTiBIOTIKA BAKTNPIOKWY TTPOEAEUOEWV
TTOU XOPOKTNPIOTNKAV TTPWTA 0TOUG ACKOMUKNTEG TOU £dG@oug. O1 akTIVOPUKiveG oxnuatilouv otaBepd oUUTTAOKA UE TO
OikAwvo 0eagofupiBovoukAeikd ofu (DNA), aAAd dev oxnuaTtilouv autoUu Tou €idouG TO GUMPTTIAOKO oUTE HE TO OiKAWVO
piBovoukAeikd ogu (RNA), oute pe Ta uBpidia DNA-RNA, ouTte pe 1o povokhwvo DNA 3 RNA.

O1 @aouartikég 1010TNTEG Tou 7-AAD TO KAvVOUv va eival €va 101aiTEPa TTPOCAPHOCUEVO HOPIO OTNV avaAucn HECW
KUTTapouETpiag pong (3). H uéyiotn amoppdenon Tou cupttAéyuatog 7-AAD/ADN egival cupBaTth he To PTTAE JKOG KUPATOG
d1éyepong Twv 488nm TwV KUTTAPOPETPNTWY TTou BIaBETouV Aéiep apyodv (4). H kopu®r ekTTOUTTAG @BopIcHOU GTO OKOUPO
KOKKIVO (635ue675nm) Tou cupttAéyuatog 7-AAD/ADN emmitpémmel Tnv BeATIOTOTTOINUEVN XPHON QUTOU TOU QVIXVEUTH OTav
ouvouddeTal Ye avTiowpata ouleuypéva pe looBeiokuavikd O&u ®Aouopeakeivng (FITC) kai ye R dukogpuBpivn (PE) (3).
Mpdyuat kai avTiBeta pe 10 1WBIBGI0 TOU TTPOoTIdiou (IP) TO oToio évag AAAOG WOPOPIlWV AVIXVEUTAG TTOU XPNOIUOTTOIETAl
wg 0¢ikTng Tou DNA, 10 gUuTtrAoko 7-AAD/ADN Ttrapouadidlel Treplopiopévn ETMKAAUWN TOU QACHATOG EKTTOUTING ME To FITC
ka1 Tnv PE.

AKPIBEIA

O1 TrocooTiqieg BeTIKEG TIUEG TTPOCdIOPIOTNKAY HUE XPrON OAIKOU aipatog evioxuupévou pe BeTika kuTtTapa. Kdbe deiyua
avaAibnke 4 @opég, dUO QopEG TNV NUEPA yia 1 nuépa oe 2 dpyava Pe xprion 2 TapTidwv avTidpacTnpiou XPWOTIKAG
Biwayotnrag 7-AAD. O1 petproelg (% BOeTikwyv) TTpaypatotroinénkav o€ KUTTapopeTpo porig Navios.  H avdAuon
Tpayuatotroindnke pe Baon tn pEBodo CLSI EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement
Methods (AgioAdynon Tng amddoong akpiBeiag yia pebddous TTOCOTIKAG NETPNONG).

Ta kpiTpia £yKpiong e€apTwvTal aTTd ToV apiBUo Twv BETIKWY CUUBAVTWY TTOU PETPWVTAI YIa KEAOE TTANBUCUO:
*  Xg mepimTwon BeTikoU cupPavtog <1.500, <15% CV
* X TrepimTwon BeTikoU cupPavrog >1.500, <10% CV

AigAupa Auong I0Test 3:

OAIKO aipa evioxupévo pe HPBALL ogipd KUTTApwV
ApIBuA6S BeTIKWV oupBaviwy (Péoog 6pog) = 5539

MeTagu xeipioTwv MeTagu Evrog MeTagu MeTagu Evrog Z0voho
KUTTOPOUETPWY Taptidag | tmapTidwv | avaAloewv | avaluong
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
AMOTEAEXMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

20oTnua Abong Versalyse:

OAIKO aipa evioxupévo pe HPBALL ogipd KUTTApwv
ApIBU6G BETIKWY ouPBAavTwY (U€oog 6pog) = 4034

MeTagu xeipioTwv MeTagu Evtog Metagu Metagu Evtog >0voho
KUTTAPOUETPWY TapTidag | TopTidwv | avaAuoewv | avaAluong
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
AMOTEAEXMATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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AKPIBEIA

H akpiBeia TG xpwoTiKAG Biwaiudtntag 7-AAD agloloyriBnke péow oUYKPIONG TWV ATTOTEAECUATWY PE €va avTIOPACTHPIO
ava@opdg, wg PECO TIPOYVWONG, O€ £va GUVOAO dEIYUATWY OAIKOU QiOTOG EVIOXUMEVOU PE BETIKG KUTTAPA, TTOU avaAlBnkav
o€ kuttapoueTpo NAVIOS. To cuaTtnuatikd o@aAua peTagl e€€Taong Kal avTidpacTnpiou avapopds TTpoadiopioTnke We BAon
TN 10QOPd PETAEU TwV ATTOTEAEOPATWY £6€TaONG. Edv TO ouoTnuaTikd o@aAua BpiokeTal evidg TOU ETTITPETTOPEVOU EUPOUG
OQAAPATWYV ) N TIPA p O€v UTTOdEIKVUEI Kapia onuavTikr diapopd (> 0,05), Ta atmoTeAEopaTA EEETACEWY TWV DEIYUATWY QOOEVWV
atd Ta OUo avTidpacThpia BewpolvTtal IGOdUVAQ.

Ta atroteAéopaTta TToU EAPONCAv cuvowifovTal OTOV TTIVAKA TTOU AKOAOUBEI:
AigAupa Auong I0Test 3:

Ap1Bu6g dotwv = 25
OETIKAG GTOXOG Méon Ty A Kpitipia Kuttdpwyv A % Tyl p AMNOTEAEZMATA
OAIk6 aipa 0,31 <5 0,247 PASS
EVIOXUMEVO ME
HPBALL osipd
KUTTAPWV

20oTnua Abong Versalyse:

Ap1Buog dotwyv = 25
OETIKOG GTOXOG Méon Ty A Kpitipla kuttdpwv A % Tiyn p ANOTEAEZMATA
OAIké aipa -0,34 <5 0,289 PASS
EVIOXUMEVO HE
HPBALL osipd
KUTTAPWV

NEPIOPIZMOI

1. HkuTttapoueTpia porg evoéxeTal va TrTapdyel Yeudr) ATTOTEAEGUATA AV TO KUTTOPOUETPO OEV Eival CWOTA EUBUYPAUMICHEVO,
av ol dIapPoEG YBoPIoHOU BeV £XOUV AVTIOTABUICTEI CWOTA Kal av Ol TTEPIOXEG BEV £XOUV TOTTOBETNOET TTPOTEKTIKA.

2. AkpIBA kal eTTavaAAYIPa ATTOTEAEOUATA TTPOKUTITOUV OTO PETPO TTOU OI TEXVIKEG TTOU XPNOIUOTTIOIoUVTAl €ival CUUNQWVEG
ME TO €VOETO TEXVIKWYV 0dNYIWV KAl CUUPBATEG PE TIG OPBEG EPYACTNPIAKES TTPOKTIKEG.

3. To 7-AAD, dpacoTikr] ouaia autoU Tou avTidpacTnpiou, éxel BabuovounBei £Ta1 WATE va TTPOCPEPEI TNV KOAUTEPN OXE0N
€101k ouavaong / pn 18ikAg orjuavong. MNa autd 1o Adyo, gival anuavTikd va TnpeiTe TN avaloyia Gykou avTidpacTnpiou
/ 6ykou O¢iyuaTog o€ KaBe doKiyaaia.

4. g TEPITTTWON UTTEPAEUKOKUTTAPWONG, aPAIWATE TO aiya pe PBS waoTe va emMTUXETE PIA TIUF TTOU VA TTPOCEYYiCel Ta 5 x
10° AeukokuTTapa / L.

5. e KATTOIEG CUYKEKPIPEVEG TTABOAOYIKEG KATAOTACEIG, OTTWG OI OOBAPES VEPPIKEG AVETTAPKEIEG 1) OI AIJOCPAIPIVOTTABEIES, N
AUon Twv €puBpWV algoa@alpiwyv PTTopEi va emRpaduvOei, akdéun Kal va yivel ateAng f adlvaTn. Ze auTrhv TNV TTEPITITWON,
OUCTAVETAI N ATTOPOVWAN TWV HOVOTTUPNVWYV KUTTAPWY We Baon 1o Babud TrukvotnTag (yia mapddeiypa: Ficoll) piv ammd
TN orjyavon.

Acite 10 MNapdpTnua yia TTapadeiyHaTa Kal TTAPATTOUTTEG.

EMMOPIKA ZHMATA

H emmwvupia Beckman Coulter, To TutroTrOINpéVo AOyOTUTTO Kal T OHATA TTPOIOVTWYV Kal UTTNpeciwy Tng Beckman Coulter Trou
avagépovTal ato TTapodv gival egtropikd onpaTta r ofuara kararebévra tng Beckman Coulter, Inc. o1ig Hvwpéveg MoMiTeieg kai
0€ AANEG XWPEG.

NMPOZOETEZ NAHPO®OPIEZ

MNa acBeviy/xpnoTn/Tpitoug aTnv EupwTraikr 'Evwaon Kal g€ XWPES e Opoio puBuIoTIKS kaBeaTwg (Odnyia 2017/746/EE oXeTIKA
ME Ta in vitro d1ayVWOTIKA IATPOTEXVOAOYIKA TTPOIGVTA), AV, KATA TN XPrON QUTHG TNG CUCKEUAG | WG ATTOTEAETUA TNG XPAONS
TNG, TTPOKUWEI 0OBaPO TTEPIOTATIKO, TTPETTEI VO TO OVAQEPETE OTOV KATAOKEUAOTH /KAl OTOV £€£0UCIOBOTNUEVO AVTITTPOOWTTO
TOU KalI OTIG €BVIKEG apXEG TNG XWPAG GTNV OTTOIA KATOIKEITE.

IZTOPIKO ANAGEQPHZEQN

| ANAGEQPHZH AF: | Hugpounvia ékdoong: OkTwBpioc 2021

ANAGEQPHZH AW: | Huepounvia ékdoong: ATrpiAiog 2022
Evnuepwoelg yia Tnv €TTiTEUEN CUPPOPOWONG WE TNV

TTaykéopia TTONITIKF) ofpavong Tng Beckman Coulter kai

oupgwva pe Tig atraitioeig IVD-R (EE)2017/746:

MpooBnkn evotTWV «IMpoPBAETTOUEVOG XPAOTNG», «ZUYKEVTPWONY,
«AkpiBelar», «OpB&TNTAN», «MPOdaBeTEG TTANPOPOPIES,
«loTopiké avaBewproewvy

[MpoaBrkn TTAnpogopIwv Acite TIG evdTnTEC «ApXT) TNG dlAdIKATIAg
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Evnuepwpéveg evotnteg «Apxn NG diadikaaiagy, «[Mposidotroinon Kai
TTPOQUAGEEIG», «Tagvounaon emkivduvoTnTag Katd MEZy,
«®DUAagn kar atabepdtnTar, «Evdeiteic aloiwangy,
«Meplopiopoi», «MapdpTnua»

Ag@aipeon evoTATWV «MeBodoloyia», «MapadeiypaTa KAIVIKWY EQAPUOYWV»,
«Avapevopeva atroteAéapartay, «EvooepyaaTnplokn
ETTAVOANWILOTNTOY, «PAPUIKOTATA»

ANAOGEQPHXH Huepopnvia ékdoong
AX OkTwRpiog 2022
Evnuepwpéveg evotnTeg [MpooBAKN LETAPPAGEWY
ANAGEQPHZH Hugpopnvia é&kdoong
AY

Evnuepwuéveg evotnTeEG PUAagn kal oTabepdTNTA

Ymépuvnua cupfoAwyv
To yAwoadpio cuuBoéAwy cival diaBéaipo atn dieuBuvan beckman.com/techdocs (apiBuog eyypdoou B60062)
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®H&
7-AADEERB R
S R
& () 3mL
Fy)JL—>3> |I<ICHERATED
ARb 2 488 nm
KEoE—2o 655 nm ( —ZASEDNAE DB S )

7-AAD Viability Dye
[REF] A07704 ¥ 2 N150E %, 3 mL.
20 yL/ A B
AAZHMAEE R
Hi&
7-AADEEFEEEE I, }*’éi_ﬁﬂ_Po)ﬂsi‘%‘—fé@ﬁlJ‘Cm 7O0—HYARXRN)—ZFERALEE-NSXNIY I HELEEIIF
NFANVY ORMRAICREFFENTVET, chilcky), EFEFMEZEEL, ENAMBKODSTRRO ( £7F ) i
AESBRATRENTEET,
RE

7-FX/)TFOF /XA 2D ( 7-Amino-Actinomycin D ) (7-AAD ) ik, REBFAONEB7ICBRTIVEEFE O>TIF /X
A>>0OF7FATTYT, 7-AADIE, DNADOS N VI dT7 2V BEOLHBOBICEEZEALET (1),

DNAZKSBEOLEIE, 7-AADEFRBETREEAVFIR—NITBZEICE>TITVET, KIC, FMKZEBRMBELT
BREL, amEkZE7O—HA MXRNU—=IC&K>2>THHLET,

TRN—=AMEFRMARS K C/FEEFEEL LMBEE,. 70-HY/A X NJ—ZFALEEFAROHTICEVT, F
BOREICKEYET, IEFMBE7-AADTEREBET N CETHETIMBLIVOEEETNETH, —FH., BEOTEMUNl
BEhTVW2EEMBICK7-AADNFBRER T, REIhEHA (7-AADEM ) (2),

70—HY4 " X—8—&F, HROXLBEITEXZIELET. 7JO—FA M X—2-CkVY, ESHELY (AFH

AL, SS) L7-AADRBICNIS T D HEXE ZRENTDIEARNTISALTERL LEFHROMARBD A EH#DL ATREICE

%i;o YA RNX—B—THEATEDI2ONEBBINTA—REHIEDEILERNOEA NI ZLES—T 1V TRBETHE
LET,

BHRBARYN (FERE ) 2HEREBARVN (EBE)DPSHBRTDEDHIC, 2HLTTF—FT1oJ L B0 X%
PHLUET, BRE. =T A VTICE > TREAFVRICBE D ELARNCRITDIIERHIEANRNOLRELTERT S
ENTEERT,

HRI1—Y—

AHERBE, REETCOEMANBEFEAZENELTVET,

Bk

BRMmE, REZELU CEDTABZEE T2 EETF1—T72HAVTERLETAERY EH A,

BREGER (18~25°C ) TREL, BSETBVKRSICITRIHLEN B ET, BEFRF., TAMNREZRIMTIHEIIC, B
ABRESICL>THELIDBEN B ET,

COBREE, BIRZFRD S24EEUARICOTIILENHYET,

ELEHBLUEE

1. BMHRZBELHEEFFEALAVTIEZL,

2. BRELABEVTLSEEL,

3. EABICER (18~25°C) ICLTLKEEL,

4. BRETED R ITBITTLIEETWL,

5, HEOHEYMBTREBITLKEEV, BrLEROERELZIBEENHBYVET,

6. COIKICERATEDHEIE, 7-AADZ0.005% (BEER/BE ). DXFILAILKFZ R (DMSO) 21% ( BE/B

B)BATLET,
MEBFETE., 7-AADRRREMOTEMEAH ') . DMSORRIHET T,

ChonEDE, BENHETEBKICEREATVERIYN, BEEAZL2TIRLEE—HRFLTVSTREN S
WET, BRICOTERY RZRDBVTLEEV, T, RE, #R. BICHMIELVLSICLTSEZVW, Ch
SORAERE, ERALOEIRER (BIEFR, RRE. REREOER ) CHTEALTIEET L,
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7. 7-AADIE, KBBICK > THBIBREEATT . 7-AADRE. EARMICEXTZD O, FEANATILFTRELE

o

AVFIR-IVFIROB, BENBXRBZRDT., REREREOKREZDLBEILET,

8. ;Ngﬁmgﬁﬁﬂi@%ﬁ@ﬁlﬁ‘éﬁﬁ%%t&’&b'CTEEL:HYU?&'BﬂZ\E/J‘"&Ui?‘ (BICREFR. BB,
2 )

9. HAKADRMESLTF 1 AR—YTLHRE, BAROEARRCANTREELTISEE L,
GHS\¥'— k5 &

7-AAD Viability Dye ®a
H316 BEORBERH
P332+P313 EERSFEL -S4 ERODR/FETE

FHdlE,
IXFILALKFZ R05-1.5%

Ze&MF—A2 — K. beckman.com/techdocs CAFTEET

BREHLIULREMN

7-AADEBEEBREF, NMT7IHEHOBKRIZ2~8CTREL. BEXTIRENHYET,
BRZEMRBRIIBFZ2I7O0—ARNATIORERHME : 7308

AEEZEONATIL  BEEFOBBMZELTVWERT,

www.beckman.comTOY NEBO S MIAAEZSRL TS EE W,

EHYHLO KK
HEEONENSABOELELLOBETHZBENHY . TORREEALTREY LA,

EBMERICBEALT, FLBBRBLTIVIRBERZITRY L2858, XY I A—LE—OHAZI—H%—E
AB00-742-2345 ( REKR LR NTH ) CHREFE<EE2 P, BRFVOREBFEICEBZL TLEETL,

gmgvrﬁ<5m
HOTV TR EBRY TV IF1—-T MR,

s FEURTFYTHEEHERY N (20, 1008 K500 LA ) »
TSAFYOOBRMF1—T,
FMERBERAE, #l : 10Test3A MR ( REF A07799 )

. BEH (PBS:001MUVEFRNUDTA, 0145 MIBILF KU T A, pH7.2),
RO

s BETIST—ZR—(RLTYITAREZALT ),
70— RX—K—

&ﬁwﬁﬂ

WA O EMBBEG. 10408/0L (107 ) RETHIMLEFHYET, VEICSLUTPBSTHRL, HMBKEEES X
10°4ARI/UL (5 x 109L ) ICLE T,

AFIETE, 100 LOBRE, ZRFAELFIRFROFI—TE2HEHALET,

AE

« 7-AADICKHET2EXBEORARBE, ALFI1—THOLFHMARESRCFEEREHEBOREBICKRYTS
CENTEFET (MROEBRZSR )., chSOEXHGT TR, 7-AADORKREICHISTHIEEZFHEL T, 7-AADIC

MIELTEFARY N (DY EHHM ) A'SSEARNTIZLORADOI0FBICREANZI LS CITIHLENBUERT
(MROHZSR) .

s T—TA4T77O0RMNOBHREEH<SLED, FEFICEBEFLEEERH ZECHEEFRALBEVTIEEZL,
FE
1. BT AR FI—TIC20 LD 7-AADEGEREBEARREMZAE T,
2. 100 LD F A NKRE (45 x 10HMABBICHEY ) #MAE T,
Fi1—-—TERBYHICEBHLET,
3. BHRLULRET, £iB (18~25°C) T15~200B A >FaAR—KLZET,
4. BBEIZWBUT, FRI>ABRDZOHEREHEICHKY, FOXREBELET,
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EZE, 10Test3AMEK ( REF A07799 ) Z2EA T2 HBE. 2mLOFBREBER (1X) ZEMATESICHEREL, B
B, BEXTTI09BEA>FIR—MNLET,

BRECFOERAEEATVEVEARK, REFIEZERETIIC, 05~1mMLOPBSZMXET,
5. FARYIIEBEBURNICOHMITIBEN HYET,
FR:VFThoBese., ARYE, BXLT2~8CTRELET,
HgE

HRHE

TOFI/RAU@, BBE (22T /A XAFILT I/ FHV23) BRORRRY EARTF ROBEEWENR S
*F(3)o SR, BENICTEFOFOSEETHANTSNEHBERRONENETHD, PIOF /XA
. —AETAFVURKER (DNA) EREBEEHREFEALETTH . —AR#E ) RKER (RNA ) PRNA-DNA/NA T Y
R, 2 WIE—AKEDDNAXRNAL B ESHEETEELEE A,

7-AADDANRY N)LEHICEY), 7ZO0—HY A RXKNY— ﬁLﬁLﬁb#&A%ttU$?(3) AAD/DNAE & & D
)

BARRE, PLIVL—Y—Z2FBLES A M X— 9 NEBMHMERRIBMICBEELTVWET (4 onmmmm
BEHEOERET (635~675nm ) ODE—IVEXRKIZLY, COTO—TZ27NALEA AV FAITR—MNER
B (FITC) BRUPRZAIAIVRNUY (PE) EHAEDEEBEICKESERANTREICKAYET (3). EE. DNA

N—HW—EULTHEAENTVRROEXATO—7THBIAVTOED TA (P) EFTBIIC, 7-AADIDNAKE & 5T
FFITCBRUPPELEETARIXLARINILAERL TVWET,
BEH
B EsRMLIAE2mZEZAVT, BEXROEZHELELE, EREICODVT, 2A0EETI1HIZ2ETE4E 0
E%Z, 20Y N O7-AAD Viability Dye R ZFEA L TITVEL £, Navios7O—H A M X—X—THIE ( %BM% ) LE
L7, CLSIXY Y REP5-A2IZE DV TH#H LEL &, Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement
Methods. ( EERBIEXY Y ROBHMEMEEE O M. )
HHOYEREGF, FEFRICOVWTHETNEBEARNOBIZCK>TERYET,
c BHEARYKN<1,5000F4, CV< 15%

BiEA R h>1500084, CV< 10%

IOTest 3AMM X :
HPBALL#ifatkZEFmML =<m
feEA R N (FH ) =5539
FRL—2H MmIKETE = Oy kW | OY NE B E E BIE R AT
CV (%) 1.48 1.55 4.44 1.41 2.87 3.05 4.91
| PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
VersaLyse B> AT A -
HPBALL#ifatkEFmML =£m
B4R N (FIT) =4034
ARL—Z2HE MmIKETE =5 Oy kW | OY RE B E E BIER AT
CV (%) 3.73 1.85 8.74 1.79 3.63 7.02 9.11
e PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
IEmi

7-AAD Viability Dye D IEfEfEId, —EOBMMRZRML L2 MREDRERE, NAVIOSH A M X—2—TREL LRE
ELTOZRAROBERELBLUTTHAELEL L, TANARESREROBMONATRAZ, TAMEROEICETV
TRELELLE, NMMATANFRREZHEANICHZBE. FLEpENFAEEZRESAHEVES (>005). 220FRIC
FPBERBOTAMNERBEBEFLREETNET,

BONLEFERZ, TRICFKEDHET,

I0Test 37aMAAE :

RK+—% =25
B M AR Y AR BT FHA A% R EX pfE R
HPBALL AR % 55 0.31 <5 0.247 PASS
ML £2m

VersaLyse A AT A :

R+—% =25
B ZE R R FEHA A% HEXE pf& mR
HPBALL A ja#% % 5F -0.34 <5 0.289 PASS
MU E2m

B59275-AY 54 of 155




HRER

1. ZAO—HYARMXRN) -G, ORFABBRAIATLLEINEATVWEVEES, BEV-—IAEL<HEREATVEVE
B, BIPEENMEECREECATVWEWVWES, ROLBRERITRMNIBY XY,

2. BBHRAES LRSS TIREZORBEELCH > TEXTIRY ., ERN DBREOHIBERI BTSN ET.

3. COREPOEMNED THD7-AADIE, REORFEN/ERENS T FIEEZERTLSICRELENATVET, 0O
H, ETANCHEVWT, REE/RABHEZIETFIDEHNEETT,

4. HIMIKEIENIHES., AMBRBAFI B R EE5Xx10MELERBED LS, MKEEPBSTHRL TS EEL,

5. EENBFRELPATI/OEVEELRLE, BEOKRERETE, FOIKOBHBRNMESLZE 21, FREICE21V,
HEVEBRBTERVCEEADYET, CNBE. RETHHICHFENR (Ficollx & ) ZFEAL TERMREE ©»

BtTD_EEHRBLET,
MIRICHDIBBERVSENBMEZSRL TS LEE L,

[

CCICEBE N TWBBeckman Coulter, OOdNY—7, 5T ICRYINY - A—ILEZ—OHRBLTHY—EANY—7
&, RYOX>2 A= EZ2—OKEB LT ZTOMHOEICH ITH2HEEERHETT,

T Dt

MMNEES, BrOBRHFHENINBRMNESGER-—OEOERE/I—Y—/F=F& (HADMERBIRRH2017/746/EU ) ICDOWV
TR, FRB[OERAPRLEBEEAORER. EABRBHANREL LSS, BERASLP/RLEERERBEZSTICAED

THHEBEICHREL TSEZL,

o 7T i B
(BMETES AF : AR A : 20215108
BETES AW : 1T A : 202244 A

RYPII7- A=ILEZ—0J7O0—=-NLSRU TR
S —BKUIVD-R (EU ) 2017/746 DEHICER T B 1= &

DEH

o> avnlEm TRI—Y—, BE, BHME, EBEME. ToM, SETERE
EREE M TRE, 03 ESR

O avOEH RE, BESIVEE, GHS/\Y—R9HE, RES

FUREM, SRR, HIR, KR

o3> OHIKR

A, WKISAOH, MEE, BEANERYE, BSR4

ET ®17H

AX 2022 108
o3 OEH BERZE M
BT %17 H

AY

O3 OEH A hO-) o

25— ¥k, beckman.com/techdocs TAF TE X T ( XEFSB60062 )
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A
7-AAD JEEM L E R B
7 B WA
RE 3 mL
R =05
A BURD 488 nm
mETIEE 655 nm ( 534k DNA FEREAY )
7-AADSEH R
A07704 150 XM ; 3 mL , 20 pL /
pIIRE:S
itk 2 A
TR HA A &

7-AAD SR MRS ERBE—MLEBEHNER , ATAXNARRESHIZSH N, ZRARNTEARAARS HHH
BhERTE AR , FREMNRNE (B ) AR HERR,

RE

7-RERLERED (7-AAD) R—HRLHLER , EReANUNE7 EE-1MEREE, 7-AAD 2FEH5HEAZ DNA B
R % e / 5 W e Bl L 1Y TR i 2 18 (1)

R 7-AAD SEEAREERBBEFA , LI DNA MEERTRE, REELSRFEERIAR , BEARKARRD A H
AT, FEN/ZRARERRXARARDITERARNTINE 2 —. FFEARIKE 7-AAD &, Bl A UERENL
E; RAREETENMRAE , 7-AAD £E2E , RMAMAE (B 7-AAD AL ) (2).
RAARN T ARNILBHMC K, IFATUENEFEEEYNEFEONNMAR , ES BTSRRI ERBS
ég{j‘!rﬁ.]ﬁ%k%]‘ , BN SS ) M 7-AAD REMX MK, ERITHERETUEAARN ERENTLEER I TRSHNEH A
ELHE.

WEIZLEHNARBATRAE DN , ANRREHTR (EEARE ) PHRMEEROMN (TEEAR ) . ERARTHE
RABH S RMNEENFAAMNNE S .

m A
AERNTHEARARBRELLAR,
LS

MMEREHE EDTA HENUENF N TE A E REH KM,
HANREFAEER (18-25°C) &M T , HEIBBRES, ERENHEFAZH , NESEREIEFRGRIL,
BHAMRERKRIGH 24 MR D

EHMNEEEM

1. BOFEREIT X% B BT,

2. Y00 B 7%

3. FERABGEEKEER (18-25°C),

4. RERLVERX,

5 BRERFZRMENSE , SNTEHREBRE R,

6. LLENAAEIRFEH 0.005% ( EE/EFH ) B 7-AAD F 1% ( 44F/44EH ) W =—FETLM (DMSO),

4y 7-AAD EBBEBUEM , DMSO 2 —#RIHW.

SREARTPEHERERRE , EXERTNEERN TR BB RE, TEELEECRR , FBRUMEMT
NEMERR, HREANRE, FAXEARNNETEAIZEN (KR BFE. FHPRABHFRE )

7. 7-AAD B—ME&H  EXRTEME, £AN , NEXEFETERAN NP,
EREMBRNBREFERKREERLT  #TRECZEHNBRIEAREXL THREMME,

8. FREMMHMLTHANEFBEEARY , A ALTNOLE (B FEHPFE. BPRIFBEE )

9. ATAENMAREN —REMBNERATEZMNATRILHESES,
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GHS Bl F & 5%

7-AAD Viability Dye g4
H316 1E BB R Bk R
P332+P313 MEERBKRFE : RE/FZ,

ZHITW 0.5-1.5%
b3 B ELHE AR\ PRMTF beckman.com/techdocs

FHANREM

EFREIE , KT 7-AAD SESEARE E R BB KRTFE 2-8°C HRET,
REREMARNTHIARRE : 730 X,

EFREAFNREYE Wi TIRERT 60 X,

&5 i www.beckman.com L4 EHRIR D ATIEB.

EHEHER
WA EARNEMECE AT RERBA RN |, bt R AT
BXHMER  AENRKREZIHR" R , BRENREERFLTER : 800-742-2345 ( EERMEKXR ) , RKRE Lt
E’Jmﬁxﬁd\ﬁ'ftio
ﬁmé¢*ﬁﬁmﬁﬁﬁﬂ
REEFTENREENM A,
# 20, 100 F 500 uL — XMW LK BB BRES
BHAME,
TP RARIRAT, FlI0 : 10Test 3 RHF®R (S EH A07799 )
Zh (PBS : 0.01 M BiER4 ; 0.145 M E1L4A ; pH7.2)
BEOLAE,
BahiaheE (HERE ).
/Jlbitimﬂﬂ{xo

ﬂ§#$

BABE A MERRESTET 100 NMuL (100 ML) . WEMKE |, A PBS FHARKEREE 5x 10° ML (5 x 10°
LYo

HWEFFEAESIXE 100 L MBRJARBBOEE,
AE

BEXE—AE PGS MFEANMIEEEREMRERZITRE , AN 7-AAD BB EMHTET ( LK FH
BEA ). Ei@%%ﬁﬂ? , BB 7-AAD RN B E |, EEEMMN ( B#Ferem ) HIESSEFERNE -1t

HABE , E4EERT 7-AAD ( W FERA ) o
Eﬁtﬁrﬁﬁuﬂﬂaﬁmaﬁ S2EFREEFORF , LR HAAROHAERE,

BF
1. EMEMNEEFFM20 uL 7-AAD FEEARE ELR AR,
2. I 100 pL MR (BIMEE T ALY 5x10° NERE ) -
REEHRE,
3. EER (18-25°C) Tl XEE 15-20 7 .
4. R, BRABRANEAEY , FOARA®R (NEKRE),
ﬂ;ﬂéﬂﬁﬁfm [OTest 3 HfE®K ( SES A07799 ) , MMMA 2mL THR (1X) , MEES , HEZBR4TE
B 7] o
MBEHAFTEOMAM , EDHTRHESE , MABIRM0.5-1 mL PBS,
5 R1E1/DERADTEEER,
AR EAERT , HIRHAFHEEE 2-8°C TEHAEREF.
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4 RE

¥rf
BEBEERAXGH (2-85E-46 —REMEERE-3 ) AIRREKNEEETED 3). ENREARRERER , AREET
TEFEEP, HEERALENEHREXEZER DNA) FRREES|Y , BLEENEZEXER (RNA) 5 RNA-DNA &
%55 DNA H RNA FERRREES Y.
7-AAD B R IEBHFESILEMEINER THRINMABAR D (3) 7-AAD/DNA E & ¥ F KR U5 & 2% SUH ¢ 2589 4 Ba Y
#9488 nm BEEB A K KRS (4). ¥ 7-AAD/DNA EEWERLKEE (635 E675nm ) R A KNESERHEBRCALRLE
BHE (FITC) MRLAEH (PE)BAFERA , TAERRHNKRERR 3). BX L , SHEDNAFREYHN B —FP3 KT
B{LALE (P1) MLt , 7-AAD/DNA EEYW S FITC M PEM AR R EEBR D,
BE
MBS LLERAE AREARNEMERNE, SMERER 2 MUK 7-AAD FEFAREELBEAT , £2 AU LR
ANFITHET , BRET2R, B 1 X, £ Navios RN MARMNHITNE (PAMY % ) » D ETF CLSI 5% EP5-A2 :
Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods ( EP5-A2 : EEME 5 ERBEMHRENITME ) .
ENOEZREUR T X SN BRI S A FE R

. MMBEFEAMBIRNE <1,500, M CV<15%

R AR ER > 1,500 , W CV < 10%

IOTest 3 R :
¥4 HPBALL e X £ 1m
PHMEFRI 2 (58 ) = 5539
BIEARME 4A R 4% (8] #tR A #tOR A = 1718 Z1TH B
CV (%) 1.48 1.55 4.44 1.41 2.87 3.05 4.91
T PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
VersaLyse MR L :
#78 HPBALL HRI R M2 0
BHMES AL 2R (F91E ) = 4034
BRIEARNE 40 B X 8] #RA R 8] =178 ETA B
CV (%) 3.73 1.85 8.74 1.79 3.63 7.02 911
& PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
AHEHE

Wik 7-AAD SEEAREERBAEBENGEN BEESERFNSINAT A8 AMEMEARNEMNER , REA
NAVIOS AR # TR A, 2ELRER, ZNHAESEAR CANRERBENAERNEFMAE, NRREEALFH
HRCEEA , REp ERBEEFZER (>0.05), MIARXAHAFXN BEFEHNNRERRERN.

FIBERWTRAR :

IOTest 3 MK :
Bk M AR = 25
BH % B #5 Fi5E A A % #HRFR M p & g2
#74 HPBALL 4f3 0.31 <5 0.247 PASS
R £m
VersaLyse B R L :
kAR = 25
BH M B #5 FiE A A % fBFR p B S
¥4 HPBALL i -0.34 <5 0.289 PASS
RWWE£m
PR i

1. BRXARARTERE, KARBREIEBIEZRREZXHEREN , WRXARRTELFEHRER
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7-AAD

gyvybingumo daziklio specifikacijos
Blsena Skystis
Taris 3 ml
Kalibravimas Paruo$ta naudoti
A zadinimas 488 nm
Skleidziamos Sviesos |655 nm (kompleksas su dvigrande DNR)
smailé

7-AAD gyvybingumo tyrimo daziklis
A07704 150 tyrimy; 3 ml, 20 yl tyrimui

In vitro diagnostiniam naudojimui

NAUDOJIMO PASKIRTIS

7-AAD gyvybingumo daziklis yra cheminé daZzomoji medZziaga tirpale, skirta vienparametrei arba daugiaparametrei analizei
srauto citometrijos analizés badu. Jis leidzia identifikuoti negyvybingas Igsteles ir iSskirti jas i$ (gyvybingy) dominanciy Igsteliy
analizuojant Zmogaus leukocitus.

PRINCIPAS

7-aminoaktinomicinas D (7-AAD) yra aktinomicino analogas, kurio sudétyje yra pakeista amino grupé chromoforo 7 padétyje.
7-AAD jsiterpia tarp DNR citozino / guanino baziy virsaniy (1).

DNR dvigrandé gija dazoma meéginj inkubuojant 7-AAD gyvybingumo dazikliu. Tada lizuojant pa8alinami eritrocitai ir srauto
citometrijos bldu analizuojami leukocitai.

Apoptozinés, nekrozinés ir (arba) pazeistos lIgstelés sukelia trukdzius analizuojant gyvybingas lgsteles srauto citometrijos
badu. Negyvybingas lIgsteles galima apibadinti ir identifikuoti, nes jos nudazytos 7-AAD, o gyvos lgstelés, iSlaikiusios
membraninj vientisuma, nepraleidzia 7-AAD ir yra nedazytos (t. y. 7-AAD neigiamos) (2).

Srauto citometru analizuojama Igsteliy $viesos difuzija ir fluorescencija. Siuo badu galima lIgsteles lokalizuoti histogramoje
apibréztu elektroniniu langu, kuriame Sviesos sklaida sta¢iu kampu (Sonine sklaida arba SS) koreliuojama su fluorescencija,
atitinkancia 7-AAD nudazyma. Kitos citometre jdiegtos histogramos, kuriose derinami du skirtingi parametrai, taip pat
naudojamos nustatant atrankos intervalus.

Tuomet analizuojama gauty Igsteliy fluorescencija, kad teigiamai nudazyti jvykiai (negyvybingi) baty atskirti nuo nenudazyty
(gyvybingy). Rezultatai gali bati iSreik&ti kaip nefluorescenciniy jvykiy procentiné dalis visy jvykiy, gauty nustadius atrankos
intervalg, atzvilgiu.

NUMATOMAS NAUDOTOJAS

Sis gaminys skirtas naudoti specialistams laboratorijose.

MEGINIAI
Veninio kraujo méginius reikia imti j sterilius mégintuveélius su EDTA druska kaip antikoaguliantu.

Méginius reikia laikyti kambario temperattroje (18—25 °C) ir nekratyti. Prie$ paimant tiriamajj méginj reikia atsargiai sujudinti
meéginj, kad jis tapty vienalytis.

Méginiai turi bati iSanalizuoti per 24 valandas po veny punkcijos.

ISPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES

Reagento nenaudoti pasibaigus galiojimo laikui.

Neuz3aldyti.

Prie$ naudojant reikia leisti susilti iki kambario temperatiiros (18-25 °C).

Laikykite kuo mazZiau apSviestoje vietoje.

Saugokite, kad reagentai nebity uztersti mikrobais, nes antraip gali bati gaunami klaidingi rezultatai.

I e o

Siame paruo$tame naudoti reagente yra 0,005 % (svoris / taris) 7-AAD ir 1 % (tdris / tdris) dimetilsulfoksido (DMSO).
Grynos formos 7-AAD yra potencialiai kancerogeni$kas, o DMSO yra dirginanti medziaga.

Nors Sios sudedamosios dalys yra labai praskiestos Siame preparate, jos gali iSlaikyti visg savo kenksmingg poveikj arba
jo dalj. Jokiu badu nesiurbkite burna ir saugokités, kad nepatekty ant odos, gleivinés ir j akis. Siuos reagentus naudokite
laikydamiesi atsargumo priemoniy (ypa¢ mavédami pirstines, dévédami chalatg ir apsauginius akinius).

7. 7-AAD yra chromoforas, skaidomas veikiant Sviesai. Prie$ naudojant jis laikomas nepermatomame buteliuke, kad bty
apsaugotas nuo 3viesos.

Inkubavimo etapais venkite nuolatinio Sviesos poveikio ir sumazinkite Sviesos poveikj méginiams, kai jie nudazomi.
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8. Visi kraujo méginiai turi badti laikomi potencialiai uzkre€iamais ir su jais turi bati elgiamasi atsargiai (itin svarbu dévéti
apsaugines pirstines, apsiaustus ir akinius).

9. Panaudoti kraujo mégintuvéliai ir vienkartinés medziagos turéty bati iSmetami j sudeginamas ad hoc talpyklas.

GHS PAVOJINGUMO KLASIFIKACIJA

7-AAD Viability Dye ATSARGIAI
H316 Sukelia nedidelj odos dirginima.
P332+P313 Jeigu sudirginama oda: kreiptis j gydytoja.
Dimetilsulfoksidas 0,5 - 1,5 %
Saugos duomeny lapg galima gauti interneto svetainéje beckman.com/techdocs

LAIKYMAS IR STABILUMAS

Prie$ atidarant ir atidarius buteliukg 7-AAD gyvybingumo daziklis turi bati laikomas nuo 2 iki 8 °C temperatiroje ir saugomas
nuo Sviesos.

Uzdaryto buteliuko tinkamumo naudoti laikas pagal stabilumo tyrimg: 730 d.
Atidaryto buteliuko stabilumas: reagentas lieka stabilus 60 d.
Zr. konkregios partijos analizés sertifikatg, pateikiamg interneto svetainéje www.beckman.com.

KOKYBES PABLOGEJIMO POZYMIAI
Bet koks reagenty fizinés ivaizdos pokytis gali reiksti pablogéjusias gaminio savybes, todél tokio reagento naudoti negalima.

Prireikus papildomos informacijos arba gave sugadintg gaminj skambinkite j ,Beckman Coulter* klienty aptarnavimo skyriy
telefonu 800-742-2345 (JAV arba Kanadoje) arba susisiekite su vietiniu ,Beckman Coulter* atstovu.

REIKALINGOS, BET SU RINKINIU NEPATEIKTOS MEDZIAGOS
» Meéginiams imti reikalingi méginiy émimo mégintuvéliai ir medziagos.
» Automatinés pipetés su vienkartiniais antgaliais, skirtos 20, 100 ir 500 pl tdrio méginiams.
* Plastikiniai hemolizés mégintuvéliai.
» Eritrocity lizinis reagentas. Pavyzdys: ,|0Test 3“ lizavimo tirpalas (nuor. A07799).
» Buferinis tirpalas (PBS: 0,01 M natrio fosfato; 0,145 M natrio chlorido; pH 7,2).
* Nucentrifuguokite.
» Automatinis maiSytuvas (sUkurinio tipo).
» Srauto citometras.
MEGINIY PARUOSIMAS

Leukocity koncentracija méginyje turi bati mazesné nei 10* Igsteliy/pl (10'°/1). Prireikus atskieskite PBS tirpalu, kad leukocity
koncentracija bty sumazinta iki 5 x 10° Igsteliy/pl (5 x 10° /1).

Proceddrai atlikti reikia 100 ul méginio, i$ anksto atskiesto arba ne, mégintuvélyje.
Démesio.

» Fluorescencijos intensyvumga, atitinkantj 7-AAD, galima reguliuoti dazant viso Sviezio kraujo méginj ir negyvybingas
stabilizuotas Igsteles tame pacCiame mégintuvelyje (Zr. paveikslélj priede). Esant tokioms sglygoms, jtampa, atitinkanti
7-AAD aptikima, turi bati sureguliuota taip, kad gyvybingi jvykiai (t. y. visas Sviezias kraujas) bty rodomi pirmajame SS
histogramos deSimtmetyje, priklausomai nuo 7-AAD (zZr. pavyzdj priede).

» Per procedirg nenaudokite reagenty, kuriuose yra pralaidziy ar fiksuojan¢iy medziagy, kad iSvengtumeéte artefaktiskai
teigiamo dazymo.

PROCEDURA
1. | kiekviena tiriamajj mégintuvélj jpilkite po 20 pl 7-AAD gyvybingumo daziklio tirpalo.
2. ]pilkite 100 pl tiriamojo méginio (t. y. mazdaug 5 x 10° Igsteliy ekvivalentg).
Mégintuvélius atsargiai iSmaiSykite stkuriniu badu.
3. 15-20 min. inkubuokite kambario temperatiroje (18—-25 °C), saugodami nuo Sviesos.

4. Tada, jeigu reikia, atlikite raudonuyjy kraujo lIgsteliy lizavima, vadovaudamiesi naudojamo lizavimo reagento
rekomendacijomis.

PavyzdZiui, jei norima naudoti ,|OTest 3“ lizavimo tirpalg (nuor. A07799), jpilkite 2 ml darbinio tirpalo (1X), nedelsdami
iSmaisykite ir 10 minuciy inkubuokite kambario temperatiroje, saugodami nuo Sviesos.
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Jeigu méginyje néra eritrocity, nevykdykite lizavimo etapo, bet jpilkite nuo 0,5 iki 1 ml PBS.
5. Preparatai turi bati iSanalizuoti per 1 val.
Pastaba. Visais atvejais preparatus laikykite 2—-8 °C temperatdroje ir saugodami nuo Sviesos.

VEIKIMAS
SPECIFISKUMAS

Aktinomicinai yra aktyvios biologinés chromoforo (2-amino-4,6dimetilfenoksazono-3) ir cikliniy pentapeptidy sudedamosios
dalys (3). Jie yra bakterinés kilmés antibiotikai, istoriSkai badingi auksliagrybiny dirvoZzemiui. Aktinomicinai sudaro stabilius
kompleksus su dvigrande deoksiribonukleino ragstimi (DNR), taCiau jy nesudaro su dvigrande ribonukleino ragstimi (RNR),
RNR-DNR hibridais ir viengrande DNR ar RNR.

Dél 7-AAD spektriniy savybiy jis yra junginys, kuris ypac gerai tinka srauto citometrijos analizei (3). Didziausia 7-AAD / DNR
komplekso absorbcija suderinama su 488 nm ilgio mélyna suZadinimo banga, kai citometrai yra su argono lazeriu (4). 7-AAD
/ DNR komplekso gilioje raudonoje juostoje (nuo 635 iki 675 nm) iSsiskirianti didziausia fluorescencijos spinduliuoté leidzia
optimaliai naudoti §j zonda, kai jis derinamas su fluoresceino izotiocianatu konjuguotais antikinais (FITC) ir R fikoeritrinu (PE)
(3). IS tiesy, prieSingai nei propidiumo jodidas (Pl), kuris yra kitas fluorescencinis zondas, naudojamas kaip DNR Zymuo,
7-AAD / DNR kompleksas turi sumazintg spinduliuotés spektrg, sutampantj su FITC ir PE.

GLAUDUMAS

Procentinés teigiamosios vertés nustatytos naudojant teigiamomis Igstelémis papildytg visg kraujg. Kiekvienas méginys buvo
analizuojamas 4 kartus: 1 dieng po du kartus, naudojant 2 prietaisus ir 2 7-AAD gyvybingumo daziklio reagento partijas.
Matavimai (% teigiamy) buvo atlikti srauto citometru ,Navios®. Analizé atlikta pagal CLSI metodg EP5-A2: Evaluation of
Precision Performance of Quantitative Measurement Methods* (CLSI metodg EP5-A2 ,Kiekybiniy matavimo metody glaudumo
veikimo vertinimas®).

Misy priémimo kriterijai priklauso nuo kiekvienoje populiacijoje nustatyto teigiamy jvykiy skaiciaus:
* jeigu teigiamy jvykiy < 1 500, VK < 15 %
» Jeigu teigiamy jvykiy > 1 500, VK < 10 %

»,I0Test 3“ lizavimo tirpalas:

Visas kraujas, papildytas HPBALL Igsteliy linija
Teigiamy jvykiy skaiius (vidurkis) = 5539

Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios 18 viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Lizavimo sistema ,,VersalLyse":

Visas kraujas, papildytas HPBALL Iasteliy linija
Teigiamy jvykiy skaiius (vidurkis) = 4034

Skirtingy Skirtingy citometry | Tos pacios | Skirtingy Skirtingy | Tos pacios 18 viso
operatoriy partijos partijy analiziy analizés
VK (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
REZULTATAI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

TIKSLUMAS

7-AAD gyvybingumo daziklio tikslumas vertintas palyginant rezultatus su etaloniniu reagentu kaip patvirtinamaja priemone,
citometru NAVIOS analizuojant teigiamomis Igstelémis papildyty viso kraujo méginiy rinkinj. Tyrimo ir etaloninio reagenty
paklaida nustatyta pagal tyrimo rezultaty skirtuma. Jeigu paklaida nevirsija leidZziamojo paklaidy diapazono arba p reikSmé
nerodo reikSmingo skirtumo (> 0,05), paciento méginiy tyrimy rezultatai, gauti naudojant abu reagentus, laikomi lygiaverciais.

Gauti rezultatai apibendrinti toliau pateiktoje lenteléje.
,I0Test 3“ lizavimo tirpalas:

Donory skaiCius = 25
Teigiamas taikinys Vidurkis A A % lasteliy kriterijai p reikSmé REZULTATAI
Visas kraujas, 0,31 <5 0,247 PASS
papildytas HPBALL
lasteliy linija
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Lizavimo sistema ,,VersalLyse*:

Donory skaicius = 25

Teigiamas taikinys

Vidurkis A

A % lgsteliy kriterijai

p reikSmé REZULTATAI

papildytas HPBALL

Visas kraujas, -0,34 <5

Iasteliy linija

0,289 PASS

RIBOJIMAI

1. Atliekant srauto citometrijg klaidingi rezultatai gali bati gauti tuo atveju, jei citometras nebuvo tiksliai sureguliuotas,

fluorescencijos nuotékiai nebuvo tinkamai kompensuoti ar regionai nebuvo kruopsciai iSdéstyti.

2. TikslGs ir atkuriami rezultatai bus gaunami tol, kol naudojamos procediros atitiks techniniame lapelyje pateiktg

informacijg ir bus atliekamos laikantis geros laboratorijos praktikos.

3. 7-AAD, Sio reagento veiklioji medziaga, buvo optimizuota taip, kad bty gautas geriausias specifinio ir nespecifinio
signaly santykis. Dél Sios prieZasties atliekant kiekvieng tyrimg svarbu tiksliai laikytis nurodyto reagento ir meéginio tariy

santykio.
4. Hiperleukocitozés atveju kraujg atskieskite PBS, kad gautuméte 5 x 10° leukocity/l koncentracija.

5. Sergant kai kuriomis ligomis, pavyzdziui, sunkiu inksty nepakankamumu arba hemoglobinopatijomis, eritrocitai gali
bati 1étai arba nevisiSkai sulizuojami arba jy visai nejmanoma lizuoti.

vienbranduoles Igsteles tankio gradiento bddu (pavyzdziui, Ficollo).
PavyzdZiai ir nuorodos pateikti priede.

PREKIU ZENKLAI

.Beckman Coulter®, stilizuotas logotipas ir kiti Siame dokumente nurodyti ,Beckman Coulter” gaminiy ir prekiy Zenklai yra
.Beckman Coulter, Inc.“ prekiy Zenklai arba registruotieji prekiy zenklai Jungtinése Amerikos Valstijose ir kitose Salyse.

PAPILDOMA INFORMACIJA

Pacientams / naudotojams / treCiosioms Salims Europos Sajungoje ir Salyse, kuriose galioja identiski reguliaciniai reikalavimai
(Reglamentas (ES) 2017/746 dél in vitro diagnostikos medicinos priemoniy): jeigu naudojant Sig priemone arba dél jos
naudojimo jvyko sunkus incidentas, apie jj praneskite gamintojui ir (arba) jo jgaliotajam atstovui ir savo Salies nacionalinei
institucijai.

PERZIURY ISTORIJA

[PERZIGRA AF:

Leidimo data: 2021 m. spalis

PERZIURA AW:

Leidimo data: 2022 m. balandzio mén.

Atnaujinta pagal ,Beckman Coulter” visuotiniy Zenklinimo
taisykliy ir IVD-R (ES)2017/746 reikalavimus.

Pridéti skyriai

Numatytas naudotojas, Koncentracija, Glaudumas,
Tikslumas, Papildoma informacija, Perziry istorija

Pridéta informacija

Zr. skyriy ,Principas®

Atnaujinti skyriai

Principas, jspéjimai ir atsargumo priemonés, visuotinai
suderintos sistemos (GHS) pavojingumo klasifikacija,
laikymas ir stabilumas, kokybés pablogéjimo
pozymiai, ribojimai, priedas

Pasalinti skyriai

Metodologija, klinikinio naudojimo pavyzdziai, numatomi
rezultatai, atkuriamumas vienoje laboratorijoje, tiesiSkumas

PERZIURA

Leidimo data

AX

2022 m. spalis

Atnaujinti skyriai

Pridéti vertimai

PERZIURA

Leidimo data

AY

Atnaujinti skyriai

Laikymas ir stabilumas

Simboliy sutartiniai zenklai

Simboliy terminy zodynas pateikiamas interneto svetainéje beckman.com/techdocs (dokumento numeris B60062).
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Specifikacio
7-AAD Eletképességi Festék
Kiszerelés Folyadék
Térfogat 3 mL
Kalibralas Haszndlatra kész
A gerjesztés 488 nm
Emission peak 655 nm (kettésszali DNS-sel képzett komplex)

7-AAD életképesség-festék
A07704 150 teszt, 3 mL, 20 uL/teszt

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

RENDELTETESSZERU HASZNALAT

A 7-AAD életképességi festék (Viability Dye) egy kémiai szinez6 agens, oldat formjaban, amely aramlasi citométerrel végzett
mono- vagy multiparaméteres analizishez készilt. A human leukocitak vizsgalatanal lehetévé teszi a nem életképes (nem
viabilis) sejtek azonositasat és elkllonitését a vizsgalandd (viabilis) sejtektdl.

MUKODESI ELV

meg. A 7-AAD a DNS citozin/guanin bazisainak csucsai k6zé illeszkedik be (1).

A kettés DNS-lanc festése ugy valdsul meg, hogy a mintat 7-AAD életképességi festékkel inkubaljak. Ezutan lizis kdvetkezik,
amely eltavolitja a vOrésvértesteket, végll a leukocitdkat, amelyekre ez a Iépés nem hat, aramlasi citometriaval analizaljak.

Az aopoptopikus nekrotikus és/vagy karosodott sejtek interferencia forrasai a viabilis sejtek aramlasi citometrias vizsgalata
soran. A nem viabilis sejtek jellemzése és azonositdsa azért lehetséges, mert ezek 7-AAD-vel festédnek, mig az é16 sejteken,
amelyek megtartjak membranjuk integritasat, nem tud athatolni a 7-AAD, igy azok nem festédnek (azaz 7-AAD-negativak) (?).

Az aramlasi citométer a sejtek fényszorasat és fluoreszcenciajat analizalja. Ez lehetévé teszi a sejtek lokalizalasat a
derékszogben szort fényt (oldalszérédas, side scatter, SS) és a 7-AAD-fest6édésnek megfelelé fluoreszcenciat abrazold
hisztogramon meghatarozott elektronikus ablakon belil. A citométer altal mért tdbbi paraméterbdl ketté kombinaciojat
abrazolé mas hisztogramok is hasznalatosak a kapuzasi fazisban.

Az igy kapuzott sejtek fluoreszcencigjat analizalva elkiulonithetéek a pozitivan fest6doétt (nem viabilis) események a nem
festddott (viabilis) sejtektdl. Az eredmény megadhaté a nem fluoreszcens események és a kapuzas soran figyelembe vett
0sszes esemény szazalékos aranyaként.

CELFELHASZNALO

Ez a termék laboratériumi szakemberek altali hasznalatra késziilt.

MINTAK
A vénas vért steril, alvadasgatioként EDTA séjat tartalmazé csévekbe kell gydijteni.

A mintakat szobah&mérsékleten kell tarolni (18—25 °C) és nem szabad Osszerazni. A mintdkat a tesztminta vétele el6tt
kiméletes keveréssel kell homogenizalni.

A mintak elemzését a vénaszurashoz képest 24 6ran belll el kell végezni.

FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK
1. Ne hasznalja a reagenst a lejarati id6n tul.
Fagyasztani tilos.
Hasznalat el6tt hagyja felmelegedni szobahémérsékletre (18-25 °C).
Minimalizalja a fényexpoziciét.
Kerllje el a reagensek mikrobialis kontaminacidjat, ebben az esetben hamis eredményeket kaphat.

Ez a hasznalatra kész reagens 0,005% (tdmeg/térfogat) 7-AAD-t és 1% (térfogat/térfogat) dimetil-szulfoxidot (DMSQ)
tartalmaz.

Tiszta forméaban a 7-AAD potencialisan rakkeltd hatasu, a DMSO pedig irritalé hatasu.

Bar a készitmény rendkivil nagy higitasban tartalmazza ezt a két 0sszetevét, azok részben vagy egészben megtarthatjak
karos hatasukat. Soha ne pipettazza szajjal, és az oldat vagy a mintdk soha ne érintkezzenek szemmel, bérrel vagy
nyalkahartyaval! Ezeket a reagenseket a hasznalatra vonatkozé évintézkedések betartasaval hasznalja (kilondsen
fontos: viseljen kesztyit, kbpenyt és védbészemiiveget).

7. A 7-AAD fény hatasara lebomld kromofér. Hasznalat el6tt a fénytdl valé védelem érdekében atlatszatlan fiolaban kell
tarolni.

o gk wN
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A reagenst ne tegye ki tartés fénynek az inkubacids |épések soran, és kilondsen 6vja a fénytdl a megfestett mintakat.

8. Minden vérmintat potencialisan fert6zének kell tekinteni, és évatosan kell kezelni (azaz védékesztylt, kdpenyt és
szemiiveget viselve).

9. AvércsOveket és a kezeléshez hasznalt, egyszer hasznalatos anyagokat olyan ad hoc tartéedényben kell kidobni, amely
égetésre szolgal.

GHS SZERINTI VESZELYESSEGI BESOROLAS

7-AAD Viability Dye FIGYELEM
H316 Enyhe bdrirritaciét okoz.
P332+P313 Bdrirritacio esetén: orvoshoz kell fordulni.
Dimetil-szulfoxid 0,5 - 1,5%
A biztonsagi adatlap elérhet6 a kdvetkez6 weboldalon: beckman.com/techdocs

TAROLAS ES STABILITAS

A 7-AAD életképességi festéket 2 és 8 °C kozott, fénytdl védve kell tarolni az Gvegcse felnyitasa el6tt és utan is.
A lezart fiola eltarthatdsagi ideje a stabilitasi vizsgalat alapjan: 730 nap.

A felbontott fiola stabilitasa: a reagens 60 napig stabil.

Lasd: www.beckman.com, tételspecifikus analitikai bizonylat.

A MINOSEGROMLAS JELEI
A reagensek fizikai megjelenésének barmilyen megvaltozasa megromlasra utalhat, és a reagenst nem szabad felhasznaini.

Tovabbi informaciokert, illetve sérilt termék kezhezvétele esetén hivja a Beckman Coulter (gyfélszolgalatat a
800-742-2345-es szamon (az Amerikai Egyesult Allamokban és Kanadaban), vagy Iépjen kapcsolatba a Beckman Coulter
teriiletileg illetékes képviselbjével.

SZUKSEGES, DE A KESZLETTEL NEM SZALLITOTT ANYAGOK:
* Mintacsdvek és a mintavételhez hasznalt anyagok.
» 20, 100 és 500 pL-es automata pipettak és eldobhaté pipettahegyek.
* Mdianyag hemoliziscsovek.
+ Vorosvertest lizis reagens. Példa: |0Test 3 Lysing Solution (Ref. A07799).
+ Puffer (PBS: 0,01M natrium-foszfat; 0,145M natrium-klorid; pH 7.2).
+ Centrifuga.
» Automata kever6 (vortex tipusu).
+ Aramlasi citométer.

A MINTA ELOKESZITESE

A leukocitak koncentraciojanak a mintaban kevesebbnek kell lennie mint, 10* sejt/uL (10'/L). Ha sziikséges, PBS-sel higitva
csokkentse a leukocita koncentraciét 5x10%/pL-re (5 x 10%L).

Az eljaras 100 pL, eléhigitott vagy tomény mintat hasznal.
Megjegyzés:

» a 7-AAD-nek megfelel6 fluoreszcencia intenzitasanak beallitasat ugy lehet elvégezni, hogy a teljes friss vérmintat nem
viabilis stabilizalt sejtek jelenlétében (azonos cs6ben) festik meg (lasd a fiiggelékben talalhaté abrat). llyen kdrtilmények
kozott a 7-AAD észlelésének megfelel6 feszlltséget ugy kell beallitani, hogy a viabilis események (azaz teljes friss vér)
az SS hisztogram els6 dekadjaban jelenjenek meg, a 7-AAD fliggvényében (lasd a példat a fiiggelékben).

* A mesterséges pozitiv festés elkeriilése érdekében az eljaras soran ne hasznaljon olyan reagenseket, amelyek
permeabilizalé vagy fixalé agenseket tartalmaznak.

ELJARAS
1. A VIZSGALAT MENETE Adjon 20 pL 7-AAD életképességi festékoldatot minden tesztcs6hoz.
2. Adjon 100 uL tesztmintat (mintegy 5 x 10° sejtnek megfelelét).
Ovatosan vortexelje a kémcsoveket.
3. Inkubdlja szobahémérsékleten(18-25 °C), fénytdl védve, 15-20 percig.
4. Ezutan szukség esetén lizalja a vorosvérsejteket az alkalmazott lizisreagens javaslatait kdvetve.
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Példaul: ha az I0Test 3 Lysing Solution (Ref. A07799) reagenst kivanja hasznalni, adjon a mintahoz 2 mL munkaoldatot
(1X), azonnal vortexelje és inkubalja 10 percig szobah&mérsékleten, fénytdl védve.

Amennyiben a minta nem tartalmaz voérosvértesteket, ne iktassa be a lizist, hanem adjon a mintahoz 0,5-1 mL PBS-t.
5. A készitményeket 1 6ran belll analizalni kell.
MEGJEGYZES: A készitményeket minden esetben 2 és 8 °C kdzott, fénytél védve tarolja.

TELJESITMENY
SPECIFICITAS

Az aktinomicinek aktiv bioldgiai 6sszetevéi a kromofor (2-amino 4,6 dimetilfenoxazon-3) és ciklikus pentapeptidek (3<).
Ezek bakterialis eredetl antibiotikumok, amelyeket eredetileg a talajpan megtalalhaté Ascomycetes fajban jellemeztek. Az
aktinomicinek a kettds lancu dezoxiribonukleinsavval (DNS) stabil komplexet alkotnak, de ilyen komplex sem a kettés lancu
ribonukleinsavval (RNS), sem az RNS-DNS hibridekkel, sem az egyszeres lancu DNS-sel vagy RNS-sel nem képz&dik.

A 7-AAD spektralis tulajdonsagainak kdszonhetéen kiléndsen jol alkalmazhatd vegyllet az aramlasi citometriaban (3). A
7-AAD / DNS komplex maximalis abszorpcidja kompatibilis a 488 nm-es kék gerjesztés hullamhosszal az argon lézerrel
felszerelt citométerek esetében (4). A 7- AAD / DNS komplex fluoreszcencia emisszios csucsa a mélyvords savban (635-675
nm) azt eredményezi, hogy e festék optimalisan hasznalhaté fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) vagy R-fikoeritrinnel (PE)
konjugalt antitestekkel egyitt (3). Valdban, a propidium-jodiddal (PI) ellentétben, amely egy masik, DNS-markerként hasznalt
fluoreszcens préba, a 7-AAD / DNS komplex emisszios spektruma kevésbé atfedé a FITC és PE emissziés spektrumaival.

PRECIZITAS

A szazalékos pozitiv értékeket pozitiv sejtekkel kiegészitett teljes vér felhasznalasaval hataroztak meg. Minden mintat 4-szer
futtattak, naponta kétszer 1 napig, 2 berendezésen, a 7-AAD vitalis szinezék reagens 2 gyartasi tételének felhasznalasaval.
A méréseket (pozitiv %) Navios aramlasi citométerrel végezték. Az analizist a CLSI altal kbézzétett EP5-A2: Evaluation of
Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (A kvantitativ mérési modszerek precizitasi teljesitményének
értékelése) modszer alapjan végezték.

Az elfogadhatésagi kritériumaink az egyes populacidknal mért pozitiv események szamatdl fugg:
* Ha a pozitiv esemény < 1500, CV < 15%
* Ha a pozitiv esemény > 1500, CV < 10%

I0Test 3 lizal6éoldat:

Teljes vér HPBALL sejtvonallal kiegészitve
Pozitiv események szama (atlag) = 5539

Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltérd Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek beldli
belli kozotti
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Versalyse lizalérendszer:

Teljes vér HPBALL sejtvonallal kiegészitve
Pozitiv események szama (atlag) = 4034

Felhasznaldk Citométerek kozotti Egy Eltérd Futtatasok Egy Osszes
kozotti gyartasi gyartasi kozotti futtatason
tételen tételek beldli
belli kozOotti
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
EREDMENYEK PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

PONTOSSAG

A 7-AAD vitalis szinezék pontossaganak értékeléséhez Osszevetették egy referencia reagens és a pozitiv sejtekkel
preparalt, NAVIOS citométeren futtatott teljesvér-mintak eredményeit. A teszt- és a referenciareagens kozotti torzitast a
teszteredmények kozotti kiildnbségek alapjan hataroztak meg. Ha a torzitas a megengedheté hibatartomanyon belil maradt,
vagy ha a p-érték nem jelzett szignifikans kilonbséget (> 0,05), akkor a betegmintak két reagenssel kapott teszteredményeit
egyenértékiinek tekintették.

Az eredményeket a kdvetkezd tablazat tartalmazza:
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I0Test 3 lizaléoldat:

Donorok szama = 25

Pozitiv cél Atlag A A % sejt kritériumok p-érték EREDMENYEK
Teljes vér HPBALL 0,31 <5 0,247 PASS

sejtvonallal

kiegészitve

Versalyse lizalérendszer:

Donorok szama = 25

Pozitiv cél At|ag A A % sejt kritériumok p-érték EREDMENYEK
Teljes vér HPBALL -0,34 <5 0,289 PASS
sejtvonallal
kiegészitve
KORLATOZASOK

1. Az aramlasi citometria hamis eredményeket adhat, ha a citométert nem igazitjak tokéletesen, ha nem kompenzaljak
megfelel6en a fluoreszcenciaszivargast és ha a régidékat nem pozicionaljak elég gondosan.

2. Pontos és megismételhetdé eredmények sziletnek, amennyiben az eljarasokat a mlszaki tajékoztato szerint és a helyes
laboratériumi gyakorlattal 6sszhangban végzik el.

3. A reagens aktiv 0sszetevdje, a 7-AAD, a legjobb specifikus jel / nem specifikus jel aranyra van optimalizalva. Ezért
fontos hogy minden teszt soran betartsa a javasolt reagens térfogat / minta térfogat aranyt.

4. Hiperleukocitozis esetén higitsa PBS-el a mintat olyan mértékben, hogy kb. 5 x 10° leukocita/L sejtkoncentraciot érjen
el.

5. Bizonyos betegségek, pl.: sulyos veseelégtelenség, vagy hemoglobinopatik esetén a vordsvértestek lizise lassu, vagy
nem teljes, vagy az is el6fordulhat, hogy nem lehet 8ket lizalni. llyen esetekben javasolt a festés el6tt strliséggradiens
(pl. Ficoll) segitségével izolalni az egymagvu sejteket.

A példakért és az irodalomjegyzékért lasd a Fluggeléket.

VEDJEGYEK

A Beckman Coulter, a stilizalt logd, valamint az itt emlitett Beckman Coulter termeék- és szolgaltatasjegyek a
Beckman Coulter, Inc. védjegyei vagy bejegyzett védjegyei az Amerikai Egyesult Allamokban és mas orszagokban.

TOVABBI INFORMACIOK

Az Eurdpai Uniéban, illetve az EU-val azonos szabalyozasi rendszerrel (lasd: az EU 2017/746 rendelete az in vitro
diagnosztikai orvostechnikai eszkdzokrél) rendelkezd orszagokban é16 beteg/felhasznalé/harmadik fél esetében: ha a jelen
eszk6z hasznalata soran vagy hasznalata eredményeként sulyos varatlan esemeény torténik, kérjuk, jelentse azt a gyarténak
és/vagy hivatalos terlleti képvisel6jének, valamint az illetékes nemzeti hatésagnak.

ATDOLGOZASOK
[AF ATDOLGOZAS: | Kozzététel datuma: 2021, oktber
AW ATDOLGOZAS: | Kozzététel datuma: 2022. aprilis

A Beckman Coulter globalis cimkézési szabalyzatanak
megfelel®, valamint az IVD-R (EU) 2017/746 kdvetelmények
szerinti frissitések:

Hozzaadott szakaszok Celfelhasznalo, Koncentracio, Precizitas, Pontossag,
Tovabbi informaciok, Atdolgozasok

Uj informacidk Lasd a Mlkddési elv cimii részt.

Frissitett szakaszok Mikodési elv, Figyelmeztetések és ovintézkedések, GHS

szerinti veszélyességi besorolas, Tarolas és stabilitas, A
minéségromlas jelei, Korlatozasok, Fuggelék
Eltavolitott szakaszok Modszertan, Példak klinikai alkalmazasra,
Varhaté eredmények, Laboratériumon beluli
reprodukalhatésag, Linearitas

ATDOLGOZAS Kozzététel datuma
AX 2022. oktdber
Frissitett szakaszok Forditasok hozzaadasa
ATDOLGOZAS Kozzététel datuma
AY

Frissitett szakaszok Tarolas és stabilitas
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Szimbdélumok listaja
A szimbélumok jegyzéke elérhetd a kdvetkezd weboldalon: beckman.com/techdocs (dokumentumszam: B60062)
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Specyfikacja
Barwnik zywotnosci 7-AAD
Postac Ciecz
Objetosc 3 mL
Kalibracja Gotowy do uzycia
Wzbudzenie A 488 nm
Maksimum emis;ji 655 nm (kompleks z dwuniciowym DNA)

7-AAD barwnik okreslajacy zywotnosé
A07704 150 testéw; 3 mL, 20 pL/test

Do stosowania w diagnostyce in vitro

PRZEZNACZENIE

Barwnik zywotnosci 7-AAD to chemiczny srodek barwigcy w roztworze, przeznaczony do jedno- i wieloparametrycznego
badania metoda cytometrii przeptywowej. Umozliwia identyfikacje komdrek niezywotnych oraz wykluczanie ich z puli komdrek
(zywotnych) interesujacych w przypadku badania leukocytéw ludzkich.

ZASADA DZIALANIA

7-aminoaktynomycyna D (7-AAD) jest analogiem aktynomycyny zawierajgcym grupe aminowg podstawiong w pozycji 7
chromoforu. 7-AAD wstawia sie miedzy wierzchotki zasad cytozyny/guaniny w DNA (1).

Barwienie podwadjnej nici DNA jest prowadzone poprzez inkubacije probki z barwnikiem zywotnosci 7-AAD. Krwinki czerwone
sg nastepnie usuwane poprzez lize, a leukocyty sg badane metodg cytometrii przeptywowe;j.

Komoérki apoptotyczne, martwicze i/lub uszkodzone sg zrédiem zakidécen w badaniu komérek zywotnych metodg cytometrii
przeptywowej. Komorki niezywotne moga by¢ charakteryzowane i identyfikowane, gdy sg barwione za pomocg 7-AAD,
natomiast komérki zywe zachowujgce integralno$¢ swoich bton sg nieprzepuszczalne dla 7-AAD i pozostajg niewybarwione
(. dajg wynik 7-AAD-ujemny) (2).

Cytometr przeptywowy bada rozpraszanie $wiatta i fluorescencje komoérek. Dzigki temu mozliwe jest zlokalizowanie komoérek
w zdefiniowanym na histogramie elektronicznym oknie, ktére koreluje prostopadtg dyfuzje $wiatta (,rozpraszanie boczne”,
czyli SS (ang. Side Scatter)) z fluorescencjg odpowiadajgcg barwieniu 7-AAD. Inne histogramy tgczgce dwa rézne parametry
dostepne w cytometrze sg rowniez wykorzystywane na etapie bramkowania.

Fluorescencja komoérek bramkowanych w ten sposéb jest badana w celu wykluczenia zdarzehn barwionych dodatnio
(niezywotnych) z puli zdarzen nieulegajgcych barwieniu (zywotnych). Wyniki mogg byé wyrazane jako procent zdarzen
niefluorescencyjnych w stosunku do wszystkich zdarzehn uwzglednionych w procesie bramkowania.

UZYTKOWNIK DOCELOWY

Produkt jest przeznaczony do profesjonalnego uzytku w laboratoriach.

PROBKI
Krew zylng nalezy pobiera¢ do sterylnych probéwek zawierajgcych antykoagulant w postaci soli EDTA.

Prébki nalezy przechowywaé w temperaturze pokojowej (18-25°C), bez wstrzgsania. Przed pobraniem probki testowej
materiat nalezy poddaé¢ homogenizacji przez tagodne wymieszanie.

Probki muszg zosta¢ zbadane w ciggu 24 godzin od pobrania krwi zylnej przez nakitucie.

OSTRZEZENIE | SRODKI OSTROZNOSCI

Nie uzywac odczynnikdw po uptywie daty waznosci.

Nie zamrazac.

Przed uzyciem odczekaé¢, az osiggnie temperature pokojowg (18-25°C).

Maksymalnie ograniczy¢ narazenie na dziatanie Swiatta.

Nie dopusci¢ do skazenia mikrobiologicznego odczynnikéw, gdyz moze to spowodowac uzyskanie fatszywych wynikéw.
Ten odczynnik gotowy do uzycia zawiera 0,005% (wag./obj.) 7-AAD i 1% (obj./obj.) dimetylosulfotlenku (DMSOQO).

o gk wdh =

7-AAD w czystej postaci moze wykazywac dziatanie rakotworcze, a DMSO ma dziatanie draznigce.

Chociaz sktadniki te sg obecne w tym preparacie w bardzo duzym rozcienczeniu, mogg zachowywacé catosé lub czesé
swojego szkodliwego dziatania. Nie wolno pipetowa¢ ustami. Nie dopuszczaé do kontaktu ze skéra, btonami sluzowymi
i oczami. Podczas uzywania tych odczynnikéw przestrzegaé srodkéw ostroznosci dotyczgcych stosowania (szczegdlnie
noszenia rekawiczek, fartucha i okularéw ochronnych).

7. 7-AAD jest chromoforem podatnym na rozktad wskutek narazenia na dziatanie Swiatta. Przed uzyciem nalezy
przechowywac w nieprzezroczystej fiolce w celu ochrony przed swiattem.
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Unika¢ ciggtego narazenia na dziatanie swiatta podczas etapow inkubacji i ogranicza¢ narazenie probek na dziatanie
Swiatta po przeprowadzeniu barwienia.

8. Wszystkie probki krwi nalezy uwazac¢ za potencjalnie zakazne i obchodzi¢ sie z nimi ostroznie (w szczegdlnosci nosic
ochronne rekawice, fartuchy i okulary).

9. Probdéwki przeznaczone na krew i materiaty jednorazowego uzytku uzywane podczas procedury nalezy usuwaé do
pojemnikéw ad hoc przeznaczonych do spalenia.

KLASYFIKACJA ZAGROZEN WG GHS

7-AAD Viability Dye UWAGA
H316 Dziata umiarkowanie draznigco na skore.
P332+P313 W przypadku wystgpienia podraznienia skory:

ZasiegngC¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
Dimetylosulfotlenek 0,5 - 1,5%

Karta charakterystyki jest dostepna pod adresem beckman.com/techdocs

MAGAZYNOWANIE | STABILNOSC

Barwnik zywotnosci 7-AAD musi by¢é przechowywany w temperaturze 2—-8°C z zapewnieniem ochrony przed $wiatlem,
zaréwno przed otwarciem fiolki jak i po jej otwarciu.

W oparciu o wyniki badania stabilno$ci dopuszczalny okres przechowywania w zamknietej fiolce ustalono na: 730 dni.
Stabilnos¢ otwartej fiolki: odczynnik zachowuje stabilnos¢ przez 60 dni.
Zobacz swiadectwo analizy wtasciwe dla serii pod adresem www.beckman.com.

OZNAKA POGORSZENIA WLASCIWOSCI

Wszelkie zmiany w wyglgdzie fizycznym odczynnikow mogg wskazywaé na pogorszenie wtasciwosci — odczynnikow takich
nie nalezy uzywac.

W celu otrzymania dodatkowych informacji lub w przypadku otrzymania uszkodzonego produktu nalezy skontaktowaé sie
z dziatem obstugi klienta firmy Beckman Coulter pod numerem telefonu 800-742-2345 (USA lub Kanada) lub z miejscowym
przedstawicielem firmy Beckman Coulter.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE Z ZESTAWEM:
*  Probdéwki do pobierania prébek i materialy wymagane do pobierania prébek.
» Pipety automatyczne z jednorazowymi koricowkami na 20, 100 i 500 pL.
*  Probdéwki z tworzywa sztucznego przeznaczone do hemolizy.
* Odczynnik do lizy krwinek czerwonych, na przyktad: roztwor lizujgcy IOTest3 (nr ref. A07799).
» Bufor (sdl fizjologiczna buforowana fosforanem: 0,01M fosforan sodu; 0,145M chlorek sodu; pH 7,2).
*  Wiréwka.
* Mieszadlo automatyczne (typu worteks).
» Cytometr przeptywowy.
PRZYGOTOWANIE PROBEK

Stezenie leukocytow w probce nie moze przekraczaé 10 kom./uL (10'/L). W razie potrzeby rozciehczy¢ w PBS do uzyskania
stezenia leukocytow wynoszgcego 5x10° komaérek /uL (5 x 10°/L).

W procedurze stosuje sie 100 pL probki bez wzgledu na to, czy probka byta wstepnie rozcienczana w probowce, czy tez nie.
Uwaga:

+ Dostosowanie intensywnosci fluorescencji odpowiadajgcej 7-AAD mozna przeprowadzi¢ za pomocg barwienia prébki
Swiezej krwi petnej i niezywotnych ustabilizowanych komaérek w tej samej probéwce (zobacz obraz w zatgczniku). W tych
warunkach napiecie odpowiadajgce wykryciu 7-AAD musi by¢ dostosowane tak, aby zdarzenia zywotne (1j. Swieza krew
petna) wystapity w pierwszej dekadzie histogramu rozpraszania bocznego w zaleznosci od 7-AAD (zobacz przyktad
w zatgczniku).

» Aby zapobiegac¢ barwieniu artefaktowo dodatniemu nie nalezy stosowac podczas procedury odczynnikdw zawierajgcych
Srodki permeabilizujgce lub utrwalajace.

PROCEDURA
1. Do kazdej badanej probéwki z prébka dodaj 20 pL roztworu barwnika zywotno$ci 7-AAD.

2. Dodaj 100 pL prébki badanej (tj. rownowaznik okoto 5 x 10° komérek).
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tagodnie wymieszaj probowki wytrzgsarkg Vortex.
3. Inkubuj przez 15-20 minut w temperaturze pokojowej (18-25°C), chronigc przed $wiattem.

4. Nastepnie, jesli to konieczne, przeprowadzi¢ lize krwinek czerwonych, postepujgc zgodnie z zaleceniami dotyczacymi
stosowanego odczynnika do lizy.

Przyktadowo jesli ma by¢ uzywany roztwér lizujgcy 10Test3 (nr ref. A07799), dodaj 2 mL roztworu roboczego (1X),
natychmiast worteksu;j i inkubuj przez 10 minut w temperaturze pokojowej, chronigc przed swiattem.

Jesli probka nie zawiera czerwonych krwinek, nie wykonuj etapu lizy, ale dodaj 0,5—-1 mL soli fizjologicznej buforowanej
fosforanem.

5. Preparaty nalezy zbada¢ w ciggu 1 godziny.
Uwaga: Niezaleznie od sytuacji preparaty nalezy przechowywac¢ w temperaturze 2—8°C, chronigc je przed swiattem.

WYDAJNOSC
SWOISTOSC

Aktynomycyny sg czynnymi sktadnikami biologicznymi chromoforu (2-amino-4,6-dimetylofenoksazonu-3) oraz pentapeptydéw
cyklicznych (3). Sa antybiotykami pochodzenia bakteryjnego historycznie charakteryzowanymi w workowcach glebowych.
Aktynomycyny tworzg stabilne kompleksy z dwuniciowym kwasem deoksyrybonukleinowym (DNA), ale nie tworzg tego typu
komplekséw z dwuniciowym kwasem rybonukleinowym (RNA), z hybrydami RNA-DNA ani z jednoniciowym DNA badz RNA.

Dzieki swoim wtasciwosciom widmowym 7-AAD jest zwigzkiem szczegdlnie odpowiednim do badania metodg cytometrii
przeptywowej (3). Maksimum absorpcji kompleksu 7-AAD/DNA jest zgodne z niebieska falg wzbudzenia o dtugosci 488 nm
w przypadku cytometréw z zamocowanym laserem argonowym (4). Szczytowa emisja fluorescencji kompleksu 7-AAD/DNA
w pasmie glebokiej czerwieni (635-675 nm) umozliwia optymalne zastosowanie tej sondy w potgczeniu z przeciwciatami
skoniugowanymi z izocyjanianem fluoresceiny (FITC) oraz z R-fikoerytryng (PE) (3). W istocie kompleks 7-AAD/DNA,
w przeciwienstwie do jodku propidyny (PIl) bedgcego inng sondg fluorescencyjng stosowang jako marker DNA, cechuje sie
ograniczonym nakfadaniem sie widma emisji z FITC i PE.

PRECYZJA

Odsetek wartosci dodatnich okreslono przy uzyciu krwi petnej z dodanymi komérkami dodatnimi. Kazdg prébke analizowano
4 razy, dwa razy dziennie przez 1 dzien, za pomocg 2 analizatoréw, przy uzyciu 2 serii odczynnika barwnika zywotnosci
7-AAD. Pomiary (% dodatnich) przeprowadzono na cytometrze przeptywowym Navios. Badanie przeprowadzono na
podstawie metody opisanej w wytycznych CLSI w dokumencie EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative
Measurement Methods (Ocena wydajnosci precyzji metody pomiaréw ilosciowych).

Nasze kryteria akceptacji sg uzaleznione od liczby zdarzen dodatnich zmierzonych w kazdej populaciji:
» Jedli zdarzenie dodatnie < 1500, WZ < 15%
» Jesli zdarzenie dodatnie > 1500, WZ < 10%

Roztwdr lizujacy 10Test 3:

Krew petna z dodang linia komérkowa HPBALL
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 5539
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami oznaczeniami analizy
WZ (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
System do lizy VersalLyse:
Krew petna z dodang linia komérkowa HPBALL
Liczba zdarzen dodatnich ($rednia) = 4034
Miedzy Miedzy W ramach Miedzy Miedzy W ramach tacznie
operatorami cytometrami serii seriami oznaczeniami analizy
WZ (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
WYNIKI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
DOKLADNOSC

Doktadnos¢ barwnika zywotnosci 7-AAD oceniano poprzez porownanie wynikéw uzyskanych za pomocg tego odczynnika
z wynikami uzyskanymi za pomocg odczynnika referencyjnego wykorzystywanego jako wyrob predykatowy, na zestawie
prébek krwi petnej z dodanymi komdrkami dodatnimi analizowanych na cytometrze NAVIOS. Odchylenie miedzy
odczynnikiem testowym i referencyjnym okreslono na podstawie réznicy miedzy wynikami testu. Jezeli odchylenie lezy
w obrebie dopuszczalnego zakresu btedu lub wartosé p wskazuje brak istotnej roznicy (> 0,05), wyniki testu probek pacjenta
dla dwdch odczynnikéw sg uznawane za rownowazne.

W ponizszej tabeli przedstawiono podsumowanie uzyskanych wynikow:
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Roztwér lizujacy I0Test 3:

System do lizy VersalLyse:

Liczba dawcow = 25

Dodatnie docelowe Srednia A Kryteria A % komorki Wartos¢ p WYNIKI
komorki
Krew petna z dodang 0,31 <5 0,247 PASS
linia komoérkowa
HPBALL

Liczba dawcow = 25

Dodatnie docelowe Srednia A Kryteria A % komorki Wartos¢ p WYNIKI
komorki
Krew petna z dodang -0,34 <5 0,289 PASS
linia komoérkowa
HPBALL
ORGANICZENIA

1. Wyniki cytometrii przeptywowej mogg by¢ zafatszowane, jesli osiowanie cytometru nie byto doktadne, przepuszczona
fluorescencja nie zostata prawidtowo skompensowana, a regiony nie zostaty starannie upozycjonowane.

2. Uzyskane wyniki bedg doktadne i odtwarzalne pod warunkiem, Zze stosowane bedg procedury zgodne z informacjami
zawartymi w ulotce z danymi technicznymi oraz z dobrymi praktykami laboratoryjnymi.

3. Substancja czynna tego odczynnika, tj. 7-AAD, zostata zoptymalizowana tak, aby zapewniaé najlepszy stosunek
sygnatu swoistego do nieswoistego. Dlatego wazne jest przestrzeganie stosunku objetosci odczynnika do objetosci
probki w kazdym tescie.

4. W przypadku hiperleukocytozy rozcienczy¢ prébke w PBS do uzyskania stezenia okoto 5 x 10° leukocytow/L.

5. W pewnych stanach chorobowych, takich jak ciezka niewydolno$¢ nerek czy hemoglobinopatie, liza czerwonych

krwinek moze by¢ powolna, niepetna lub nawet niemozliwa. W takim przypadku zaleca sie przed wykonaniem odczynu
wyizolowanie komorek jednojgdrzastych metodg gradientu gestosci (na przyktad Ficoll).

Przyktady i piSmiennictwo mozna znalez¢é w zatgczniku.

ZNAKI TOWAROWE

Beckman Coulter, stylizowane logo oraz wymienione w tym dokumencie znaki produktow i ustug firmy Beckman Coulter sg
znakami towarowymi lub zastrzezonymi znakami towarowymi firmy Beckman Coulter, Inc. w Stanach Zjednoczonych i innych
krajach.

DODATKOWE INFORMACJE

Dotyczy pacjentéw/uzytkownikdw/stron trzecich w Unii Europejskiej i w krajach o identycznym systemie regulacyjnym
(rozporzadzenie 2017/746/UE w sprawie wyrobéw medycznych do diagnostyki in vitro) — jesli podczas lub w wyniku
korzystania z tego wyrobu wystgpi powazny incydent, nalezy zgtosi¢ go producentowi i/lub jego upowaznionemu
przedstawicielowi oraz odpowiedniemu organowi krajowemu.

HISTORIA ZMIAN
|WERSJA AF: | Data wydania: pazdziernik 2021 r.
WERSJA AW: [ Data wydania: Kwiecien 2022 r.

Aktualizacje w celu zapewnienia zgodnosci z globalnymi
zasadami oznakowania firmy Beckman Coulter i wedtug
wymogow rozporzgdzenia IVD-R (UE)2017/746:

Dodano czesci Przewidziany uzytkownik, Stezenie, Precyzja, Doktadnosé,
Informacje dodatkowe, Historia zmian

Dodano informacije Zobacz punkt Zasada

Zaktualizowane czesci Zasady, Ostrzezenie i srodki ostroznosci, Klasyfikacja
zagrozen GHS, Przechowywanie i stabilnos¢, Dowody

pogorszenia jakosci, Ograniczenia, Zatgcznik
Usuniete czesci Metodologia, Przyktady zastosowan klinicznych, Wyniki
oczekiwane, Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna,
Liniowos¢

WERSJA Data wydania

AX Pazdziernik 2022 r.

Zaktualizowane czesci Dodano tlumaczenia

WERSJA Data wydania

AY

Zaktualizowane czesci Przechowywanie i stabilno$¢
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Legenda symboli
Stowniczek symboli jest dostepny pod adresem beckman.com/techdocs (numer dokumentu B60062)
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Specifikace
7-AAD, barvivo k uréeni zivotnosti bunék
Forma Roztok
Dil 3 ml
Kalibrace K pfimému pouziti
Excitace A 488 nm
Maximum emise 655 nm (v komplexu s dvouretézcovou DNA)

7-AAD Viability Dye
A07704 150 testd; 3 ml, 20 pl/test

Pouze pro diagnostiku in vitro
URCENE POUZITI
Barvivo 7-AAD prostanoveni zivotnosti bunék je chemické barvivo ve formé roztoku, které je uréeno pro jedno- nebo

viceparametrovou analyzu na pratokovém cytometru. Umoznuje identifikovat nezivé bunky a oddélit je od (Zivych) bunék pfi
analyze lidskych leukocytu.

PRINCIP

7-aminoaktinomycin D (7-AAD) je analogem aktinomycinu, ktery obsahuje substituovanou aminoskupinu vpoloze 7 na
chromoforu. 7-AAD se vmezefuje mezi cytozinové a guaninové baze DNA (1).

Obarveni dvojitého fetézce DNA je provedeno inkubaci vzorku sbarvivem 7-AAD. Cervené krvinky jsou poté za vzorku
odstranény lyzou a leukocyty analyzovany pratokovym cytometrem.

Apoptotické, nekrotické a/nebo poskozené buriky jsou zdrojem interference pfi analyze zivych bunék pratokovym cytometrem.
Nezivé buiiky mohou byt charakterizovany a identifikovany po obarveni 7-AAD, zatimco Zivé buriky, jejichz membranova
integrita je zachovana a tudiz je membrana pro barvivo 7-AAD neprostupna, zlistavaji neoznaceny (tedy jsou 7-AAD negativni)
().

Priitokovy cytometr analyzuje difuzi svétla a fluorescenci bunék. Umoznuje lokalizaci bunék v ramci elektronického okna
definovaného na histogramu, ktery zobrazuje korelaci ortogonalni difize svétla (kolmy rozptyl nebo SS) s fluorescenci
odpovidajici barveni 7-AAD. Ve fazi gatovani se také pouzivaji dalSi histogramy kombinujici dva rGzné parametry, které jsou
v cytometru k dispozici.

Analyzou fluorescence takto "gatovanych" bunék jsou pozitivhé oznagené Castice (nezivé) oddéleny od neoznadenych
(Zivych). Vysledky jsou vyjadfeny jako procentualni zastoupeni nefluoreskujicich &astic ve vztahu ke vSem &asticim vybranym
pfi "gatovani".

ZAMYSLENY UZIVATEL

Tento produkt je uréen pro profesionalni laboratorni pouziti.

VZORKY
Vzorky zilni krve museji byt odebrany do sterilnich zkumavek obsahujicich sul EDTA jako antikoagula¢ni €inidlo.

Vzorky by mély byt uchovavany bez michani pfi laboratorni teploté (18—25 °C). Pfed odebiranim vzork( z odbérové zkumavky
do testovych zkumavek je tfeba vzorky jemné promichat.

Vzorky je nutné analyzovat do 24 hodin od venepunkce.

VAROVANIi A BEZPECNOSTNi OPATRENI
1. Reagencii nepouzivejte po datu exspirace.
Nezmrazuijte.
Pfed pouzitim ponechte vytemperovat na laboratorni teplotu (18 — 25 °C).
Minimalizujte expozici svétlu.
Zabrarite mikrobiologické kontaminaci reagencii, jinak mohou byt vysledky chybné.

Tato reagencie pfipravena k pouziti obsahuje 0,005 % (hmotnost/objem) 7-AAD a 1 % (objem/objem) dimetylsulfoxidu
(DMSO).

V cisté formé je 7-AAD potencialné karcinogenni a DMSO je iritant.

Ackoliv jsou tyto latky v sou€asném sloZeni extrémné nafedéné, mohou si zachovavat vechny své skodlivé ucinky nebo
jejich ¢ast. Nikdy nepipetujte usty a zabrarite veSkerému kontaktu s pokozkou, sliznicemi a o€ima. Pfi pouzivani téchto
reagencii dodrzujte bezpe€nostni opatfeni k pouziti (obzvlasté: noste rukavice, plast a ochranné bryle).

7. 7-AAD je chromofor, ktery pfi expozici svétlu degraduje. Skladuje se v neprlsvitné lahvi¢ce, aby byl pfed pouzitim
chranén pred svétlem.

o gk wdN
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Nevystavujte reagencii del§imu pUsobeni svétla v pribéhu inkubaci a omezte dobu plsobeni svétla na jiz obarvené
vzorky.

8. VsSechny vzorky krve je nutno povazovat za potencialné infekéni a je nutné manipulovat s nimi opatrné (zvlasté: pouzivat
ochranné rukavice, plasté a bryle).

9. Zkumavky s krvi a jednorazovy material uréeny pro manipulaci je tfeba likvidovat v kontejnerech ad hoc uréenych ke

spaleni.
KLASIFIKACE NEBEZPECi PODLE GHS
7-AAD Viability Dye VAROVANI
H316 ZpuUsobuje mirné podrazdéni kaze.
P332+P313 PFi podrazdéni kaze: Vyhledejte 1ékafskou
pomoc/oSetreni.

Dimethylsulfoxid 0,5 - 1,5 %

Bezpecnostni list je k dispozici na adrese beckman.com/techdocs

SKLADOVANI A STABILITA

Barvivo 7-AAD musi byt uchovavano pfi 2 az 8 °C bez pfistupu svétla pfedtim i poté, co byla lahvi¢ka oteviena.
Doba pouzitelnosti uzaviené lahviky podle studie stability: 730 dnd/dni.

Stabilita jiz jednou oteviené lahvi¢ky: reagencie je stabilni po dobu 60 dni.

Viz certifikat o analyze specificky pro 8arZi na www.beckman.com.

ZNAMKY ZHORSENI KVALITY
Jakakoli zména fyzického vzhledu reagencii miize znamenat jejich znehodnoceni a takova reagencie by se neméla pouzivat.

Pokud potfebujete dalSi informace nebo jste obdrzeli poSkozeny produkt, zavolejte na telefonni Cislo zakaznické sluzby
spole¢nosti Beckman Coulter 800-742-2345 (USA nebo Kanada) nebo se obratte na mistniho zastupce spolecnosti
Beckman Coulter.

MATERIALY POTREBNE, ALE NEDODANE SE SOUPRAVOU:
» Zkumavky na odbér vzorkd a material potfebny k odbéru vzorka.
» Automatické pipety s vyménnymi $pi¢kami k davkovani objemu 20, 100 a 500 pl.
» Plastové zkumavky na hemolyzu.
«  Cinidlo k lyze &ervenych krvinek, napf. lyzaéni roztok |OTest 3 (ref. & A07799).
»  Tlumivy reakéni roztok (PBS: 0,01 M fosfore€nan sodny, 0,145 M chlorid sodny, pH 7,2).
+ Odstredivka.
» Automatické michadlo (typu vortex).
* Pratokovy cytometr.

Priprava vzorki

Koncentrace leukocytll ve vzorku musi byt mensi nez 10* bunék / ul (10'°/L). Pokud je tfeba, nafedte vzorek PBS na koncentraci
leukocytt 5x10° bunék / pl (5 x 10°/L).

Postup pouziva 100 ul vzorku, pfedfedéného ve zkumavce nebo pfipraveného jinak.
Upozornéni:

» Pomoci stanoveni vzorku piné krve a neZivych stabilizovanych bunék v jedné zkumavce (viz obrazek vdodatku) je mozné
provést pfizpusobeni intenzity fluorescence odpovidajici 7-AAD. Za téchto okolnosti je tfeba upravit napéti odpovidajici
detekci 7-AAD tak, aby se zivé buriky (tedy buriky Cerstvého vzorku krve) objevily na SS histogramu vprvni dekadé
stupnice (viz pfiklad vdodatku).

* Nepouzivejte zadné reagencie obsahujici latky, které navozuji permeabilizaci membrany nebo fixa¢ni Cinidla, aby
nedoslo kfaledné pozitivnimu znaceni.

POSTUP
1. Do kazdé testové zkumavky pfidejte 20 pl roztoku 7-AAD.
2. Pridejte 100 pl testovaného vzorku (nebo mnozstvi odpovidajici 5 x 10° bunék).
Zkumavky jemné promichejte na vortexu.
3. Inkubujte 15 az 20 minut pfi laboratorni teploté (18 — 25 °C) bez pfistupu svétla.
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4. Poté v pfipadé potfeby provedte lyzu Cervenych krvinek podle doporuéeni pro pouzitou lyza¢ni reagencii.
Napf. pfi pouZiti roztoku IOTest 3 (ref. €. A07799) pfidejte 2 ml roztoku nafedéného na pracovni koncentraci (1x), vzorky
ihned promichejte na vortexu a inkubujte 10 minut pfi laboratorni teploté bez pfistupu svétla.
Jestlize vzorek neobsahuje erytrocyty, neprovadéijte lyzaéni krok a pfidejte 0,5 nebo 1 ml PBS.
5. Pripravené vzorky musi byt analyzovany do jedné hodiny.
Pozn.: Zpracované vzorky vZzdy uchovavejte pfi teploté 2 az 8 °C bez pfistupu svétla.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY
SPECIFICITA

Aktinomyciny jsou aktivni biologické sloZky chromoforu (2-amino-4,6-dimetylfenoxazonu-3) a cyklickych pentapeptidl (3).
Jsou to antibiotika bakterialniho plvodu, ktera byla v minulosti objevena u padnich askomycet. Aktinomyciny tvofi sdvojitym
fetézcem deoxyribonukleové kyseliny (DNA) stabilni komplexy, které nevznikaji ani sdvojfetézcovou RNA, shybridni
RNA-DNA, ani sjednofetézcovou DNA nebo RNA.

Spektralni vlastnosti 7-AAD zné&j Cini mimorfadné vhodnou latku pro analyzu prutokovym cytometrem (3). Maximalni
absorpce komplexu 7-AAD/DNA odpovida u cytometrl vybavenych argonovym laserem excitaCnim vinovym délkam 488
nm v modré &asti spektra (4). Maximalni emise fluorescence komplexu 7-AAD/DNA vtmavoCervené oblasti (635 az 675
nm) umoznuje optimalni pouziti této sondy v kombinaci sprotilatkami konjugovanymi sfluorescein isothiokyanatem (FITC)
a R-phycoerythrinem (PE) (3). Vkontrastu spropidium jodidem (PI), ktery je dalSi fluorescenéni sondou pouzivanou ke
stanoveni DNA, ma komplex 7-AAD/DNA mensi pfekryv emisniho spektra sFITC a PE.

PRECIZNOST

Procentualni pozitivni hodnoty byly stanoveny pomoci plné krve obohacené pozitivnimi bufikami. Kazdy vzorek byl analyzovan
4krat, dvakrat denné v pribéhu 1 dne na 2 pfistrojich pomoci 2 Sarzi reagencii barviva pro rozliseni zivych/mrtvych bunék
7-AAD. Méfeni (% pozitivnich) byla provedena na pritokovém cytometru Navios. Analyza byla provedena na zakladé metody
CLSI EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Vyhodnoceni vykonu preciznosti
kvantitativnich méficich metod).

NaSe kritéria pfijatelnosti zavisi na poctu pozitivnich udalosti zméfenych pro kazdou populaci:
» Pokud pozitivni udalost < 1 500, VK < 15 %
» Pokud pozitivni udalost > 1 500, VK < 10 %

Lyzaéni roztok I0Test 3:

PIna krev obohacena bunécénou linii HPBALL
Pocet pozitivnich udalosti (primér) = 5539

Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V ramci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Lyzaéni systém VersaLyse:

PIna krev obohacena bunécénou linii HPBALL
Pocet pozitivnich udalosti (priimér) = 4034

Mezi obsluznymi Mezi cytometry V ramci Mezi Mezi cykly | V rédmci Celkem
pracovniky Sarze Sarzemi cyklu
VK (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

PRESNOST

PFesnost barviva pro rozliSeni zivych/mrtvych bunék 7-AAD byla vyhodnocena porovnanim vysledkl s referenéni reagencii
slouzici jako srovnavaci latka na sadé vzorkU pIné krve obohacené pozitivnimi bufikami a analyzované na cytometru NAVIOS.
Odchylka mezi testovaci a referenéni reagencii byla stanovena podle rozdilu mezi vysledky testd. Je-li odchylka v rozmezi
dovolené chyby nebo pokud hodnota p nevykazuje Zadny vyznamny rozdil (> 0,05), povaZzuji se vysledky test(i vzork( pacienta
ziskané danymi dvéma reagenciemi za ekvivalentni.

Ziskané vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce:
Lyzacni roztok I0Test 3:

Pocet darcti = 25
Pozitivni nosi¢ Pramér A Kritéria A % bunék Hodnota p VYSLEDKY
PIna krev obohacena 0,31 <5 0,247 PASS
bunéénou linii
HPBALL
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Lyzacni systém VersalLyse:

Pocet darcti = 25

Pozitivni nosi¢

Pramér A

Kritéria A % bunék Hodnota p VYSLEDKY

PIna krev obohacena
bunéénou linii
HPBALL

-0,34

0,289 PASS

OMEZENI

1. Prutokova cytometrie mize pfinést faleSné vysledky, pokud cytometr nebyl dokonale sefizen, pokud nebyly spravné

kompenzovany uniky fluorescence a pokud oblasti nebyly peclivé umistény.

2. Presnych areprodukovatelnych vysledki bude dosazeno, pokud jsou pouzité postupy v souladu s technickym pfibalovym
letakem a se spravnou laboratorni praxi.

3. 7-AAD, aktivni latka obsazena v této reagencii, byla optimalizovana tak, aby poskytovala co nejlep$i pomér specifického
signalu k nespecifickému. Ztohoto duvodu je dllezité v kazdém testu dodrZovat objemy reagencii a doporuc¢eny pocet

bunék.

4. V pfipadé hyperleukocytézy nafedte vzorek PBS tak, aby vysledna hodnota koncentrace byla 5 x 10° leukocytd / L.

5. Za urgitych patologickych stavd, jako je napf. tézké selhani ledvin nebo hemoglobinopatie, mlze lyza ervenych krvinek
probihat pomalu, nekompletné nebo ji dokonce vubec nelze provést. Vtéchto pfipadech je doporu€eno izolovat pred

stanovenim mononuklearni bufiky na hustotnim gradientu (napf. Ficoll).

Priklady a reference jsou uvedeny v pfiloze.

OCHRANNE ZNAMKY

Beckman Coulter, stylizované logo a znamky produktl a sluzeb spole¢nosti Beckman Coulter uvedené v tomto dokumentu jsou
ochranné znamky nebo registrované ochranné znamky spole&nosti Beckman Coulter, Inc. ve Spojenych statech americkych

a dalSich zemich.

DALSi INFORMACE

Pro pacienty, uzivatele nebo tfeti osoby v Evropské unii a v zemich se stejnym regulaénim rezimem (nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (EU) 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro); pokud pfi pouzivani tohoto
prostfedku nebo v dusledku jeho pouzivani dojde k zavazné nehodé, prosim ohlaste tuto nehodu vyrobci a/nebo jeho

opravnénému zastupci a kompetentnimu vnitrostatnimu organu.

HISTORIE REVIZi

[REVIZE AF:

Datum vydani: Rijen 2021

REVIZE AW:

Datum vydani: Duben 2022

(EU) 2017/746:

Aktualizace kvuli shodé s globalnimi zdsadami oznacovani
spole¢nosti Beckman Coulter a dle pozadavku IVD-R

Pridani casti

Urceny uzivatel, Koncentrace, Preciznost, Pfesnost,
DalSi informace, Historie revizi

Pfidany informace

Viz ¢ast Princip

Aktualizované ¢asti

Princip, Varovani a opatfeni, Klasifikace nebezpedi
podle GHS, Skladovani a stabilita, Znamky
znehodnoceni, Omezeni, Pfiloha

Odstranéni ¢asti

Metodologie, Priklady klinickych aplikaci, Oc¢ekavané
vysledky, Reprodukovatelnost v ramci laboratofe, Linearita

REVIZE

Datum vydani

AX

Rijen 2022

Aktualizované ¢asti

Pridani prekladu

REVIZE

Datum vydani

AY

Aktualizované ¢asti

Skladovani a stabilita

Kli¢ k symbolim

Slovni¢ek symboll je k dispozici na adrese beckman.com/techdocs (&islo dokumentu B60062)
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Specifikacia
7-AAD, farbivo na uréenie Zivotnosti buniek
Forma Roztok
Objem 3 ml
Kalibracia Na priame pouzitie
Excitacia A 488 nm
Maximum emisie 655 nm (v komplexe s dvojretazovou DNA)

7-AAD farba na urcéenie zivotaschopnosti buniek (Viability Dye)
A07704 150 testov; 3 ml, 20 pl/test

Na diagnostické pouzitie in vitro

URCENE POUZITIE

Farbivo 7-AAD na stanovenie Zivotnosti buniek je chemické farbivo vo forme roztoku, ktoré je urené na jedno- alebo
viacparametrovu analyzu na prietokovom cytometri. Umoznuje identifikovat nezivé bunky a oddelit ich od (zZivych) buniek
pri analyze fudskych leukocytov.

PRINCIP

7-aminoaktinomycin D (7-AAD) je analdgom aktinomycinu, ktory obsahuje substituovani aminoskupinu v polohe 7 na
chromofore. 7-AAD sa vtesnava medzi cytozinové a guaninové bazy DNA (1).

Zafarbenie dvojitého retazca DNA je vykonané inkubéciou vzorky s farbivom 7-AAD. Cervené krvinky s potom zo vzorky
odstranené lyzou a leukocyty analyzované prietokovym cytometrom.

Apoptotické, nekrotické a/alebo poskodené bunky su zdrojom interferencie pri analyze zivych buniek prietokovym cytometrom.
Nezivé bunky mbézu byt charakterizované a identifikované po zafarbeni 7-AAD, zatial' o Zivé bunky, ktorych membranova
integrita je zachovana a teda je membrana pre farbivo 7-AAD neprestupna, zostavaju neoznacené (teda su 7-AAD negativne)
().

Prietokovy cytometer analyzuje rozptyl svetla a fluorescenciu buniek. UmoZiuje lokalizaciu buniek v ramci elektronického okna
definovaného v histograme, ktory zobrazuje korelaciu ortogonalneho rozptylu svetla (bo¢ny rozptyl alebo SS) s fluorescenciou
zodpovedajucou farbeniu pomocou 7-AAD. V gatingovej faze sa pouzivaju aj iné histogramy obsahujice kombinaciu dvoch
rozli€nych parametrov dostupnych na cytometri.

Analyzou fluorescencie takto "gatovanych" buniek su pozitivne oznacené Castice (nezivé) oddelené od neoznacenych (Zivych).
Vysledky su vyjadrené ako percentualne zastupenie nefluoreskujucich €astic vo vztahu ku vSetkym &asticiam vybranym pri
"gatovani".

URCENY POUZIVATEL

Tento produkt je uréeny na profesionalne laboratérne pouzitie.

VZORKY
Vzorky zilovej krvi musia byt odobraté do sterilnych skimaviek, ktoré obsahuju sof EDTA ako antikoagula¢né €inidlo.

Vzorky by mali byt uchovavané bez mieSania pri laboratérnej teplote (18 — 25 °C). Pred odberom vzoriek z odberovej skimavky
do testovacich skimaviek je treba vzorky jemne premiesat.

Vzorky sa musia analyzovat do 24 hodin od odberu.

VYSTRAHA A OPATRENIA
1. Cinidlo nepouZivajte po datume exspiracie.
Nezamrazujte.
Pred pouzitim ponechajte vytemperovat na laboratornu teplotu (18 - 25 °C).
Minimalizujte vystavenie svetlu.
Zabrarte mikrobialnej kontaminacii Cinidiel, inak méze dojst’ k faloSnym vysledkom.
Toto €inidlo pripravené na pouzitie obsahuje 0,005 % (hmotnost/objem) 7-AAD a 1 % (objem/objem) dimetylsulfoxidu
(DMSO).
V Cistej forme je 7-AAD potencialne karcinogénny a DMSO je drazdiva latka.
Hoci su tieto zloZky v sucasnej formulacii extrémne zriedené, mdzu si uchovat vSetky alebo €ast’ svojich Skodlivych

ucinkov. Nikdy nepipetujte Ustami a predchadzajte akémukolvek kontaktu s pokozkou, sliznicami a o€ami. Pri tychto
Cinidlach dodrziavajte preventivne opatrenia (najma: pouzivajte rukavice, plast a ochranné okuliare).

7. 7-AAD je chromofor, ktory podlieha degradacii pésobenim svetla. Pred pouzitim sa uchovava v nepriehladnej flasticke
na ochranu pred svetlom.

o gk wd
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Reagencia je tak chranena pocas skladovania. Nevystavujte reagenciu dlhiemu pésobeniu svetla v priebehu inkubacie
aobmedzte dobu pdsobenia svetla na uz zafarbené vzorky.

8. Vsetky vzorky krvi sa musia povazovat za potencialne infekéné, a preto sa s nimi musi narabat opatrne (predovsetkym:
pouzivajte ochranné rukavice, plaste a okuliare).

9. Skumavky na krv a jednorazovy material pouzivané pri manipulacii sa musia zlikvidovat’ do schvalenych nadob uréenych

na spalenie.
KLASIFIKACIA RIZiK PODLA GHS
7-AAD Viability Dye POZOR

H316 Mierne drazdi kozu.

P332+P313 Ak sa objavi podrazdenie pokozky, vyhladajte
lekarsku pomoc/starostlivost.
Dimetyl sulfoxid 0,5 - 1,5 %

Bezpecnostny list je dostupny na adrese beckman.com/techdocs

SKLADOVANIE A STABILITA

Farbivo 7-AAD musi byt uchovavané pri 2 az 8 °C bez pristupu svetla predtym i potom, €o bola flastiCka otvorena.
Doba pouzitelnosti uzavretej flastiCky podfa Studie stability: 730 dni.

Stabilita otvorenej flasticky: €inidlo je stabilné 60 dni.

Pozrite si certifikat analyzy pre konkrétnu $arZzu na adrese www.beckman.com.

ZNAMKY ZNEHODNOTENIA

Akakolvek zmena fyzického vzhladu &inidla méZe svedCit o zhorSeni kvality a takéto €inidlo by sa nemalo pouZivat.

Ak potrebujete dalSie informacie alebo ak je vyrobok poskodeny, kontaktujte stredisko zakaznickych sluzieb spolo¢nosti
Beckman Coulter na telefénnom Cisle 800-742-2345 (ak sa nachadzate v USA alebo Kanade) alebo kontaktujte miestneho
zastupcu spolo¢nosti Beckman Coulter.

POTREBNY MATERIAL, KTORY NIE JE SUCASTOU SUPRAVY:
* Vzorkovacie skumavky a material potrebny na vzorkovanie.
» Automatické pipety s vymennymi Spi¢kami na davkovanie objemov 20, 100 a 500 pl.
» Plastové hemolytické skumavky.
« Cinidlo na lyzu &ervenych krviniek, napr. lyzaény roztok IOTest 3 (ref. &. A07799).
» TImivy reakény roztok (PBS: 0,01 M fosfore€nan sodny, 0,145 M chlorid sodny, pH 7,2).
+ Centrifuga.
» Automatické mieSadlo (typ Vortex).
» Prietokovy cytometer.

PRIPRAVA VZORIEK

Koncentracia leukocytov vo vzorke musi byt mensia nez 104 buniek / yl (10'/L). Ak je to potrebné, nariedte vzorku pomocou
PBS na koncentraciu leukocytov 5 x 10° buniek / pl (5 x 10%/L).

Pri tomto postupe sa pouzije 100 ul vzorky, predriedenej v skimavke alebo neriedene;.
Upozornenie:

» Pomocou stanovenia vzorky plnej krvi a neZivych stabilizovanych buniek v jednej skimavke (vid obrazok v dodatku) je
mozné vykonat prispdsobenie intenzity fluorescencie zodpovedaijlcej 7-AAD. Pri tychto okolnostiach je potrebné upravit
napatie zodpovedajuce detekcii 7-AAD tak, aby sa Zivé bunky (teda bunky Cerstvej vzorky krvi) objavili na SS histograme
v prvej dekade stupnice (vid' priklad v dodatku).

* Nepouzivajte ziadne reagencie obsahujuce latky, ktoré navodzuju permeabilizaciu membrany alebo fixané ¢inidla, aby
nedoslo kfaloSne pozitivnemu znaceniu.

POSTUP
1. Do kazdej testovacej skumavky pridajte 20ul roztoku 7-AAD.
2. Pridajte 100 pl testovanej vzorky (alebo mnozstvo zodpovedajice 5 x10° buniek).
Skumavky jemne premieSajte na vortexe.
3. Inkubujte 15 az 20 minut pri laboratérnej teplote (18 — 25 °C) bez pristupu svetla.

B59275-AY 79 of 155



4. Potom podla potreby vykonajte lyzu &ervenych krviniek podla odporucani pre pouzité lyzaéné Cinidlo.

Napr. pri pouziti roztoku IOTest 3 (ref. & AQ07799) pridajte 2 ml roztoku nariedeného na pracovnu koncentraciu (1x),
vzorky ihned premieSajte na vortexe a inkubujte 10minut pri laboratérnej teplote bez pristupu svetla.

Ak vzorka neobsahuje erytrocyty, nevykonavaijte lyzaény krok a pridajte 0,5 alebo 1 ml PBS.
5. Pripravené vzorky musia byt analyzované do jednej hodiny.
POZN.: Spracované vzorky vzdy uchovavajte pri teplote 2 aZz 8 °C bez pristupu svetla.

VYKONNOST
SPECIFICITA

Aktinomyciny su aktivne biologické zlozky chromoforu (2-amino-4,6-dimetylfenoxazonu-3) a cyklickych pentapeptidov (3). Su
to antibiotika bakterialneho pévodu, ktora bola v minulosti objavena u pddnych askomycet. Aktinomyciny tvoria s dvojitym
retazcom deoxyribonukleové kyseliny (DNA) stabilné komplexy, ktoré nevznikaju ani s dvojretazcovou RNA, s hybridnou
RNA-DNA, ani s jednoretazcovou DNA alebo RNA.

Spekiralne vlastnosti 7-AAD z nich robia mimoriadne vhodnu latku pre analyzu prietokovym cytometrom (3). Maximalna
Absorpcia komplexu 7-AAD/DNA zodpoveda pri cytometroch vybavenych argénovym laserom excitatnym vinovym dlzkam
488 nm v modrej Casti spektra (4). Maximalna emisia fluorescencie komplexu 7-AAD/DNA v tmavocervenej oblasti (635 az
675 nm) umozrfiuje optimalne pouzitie tejto sondy v kombinacii s protilatkami konjugovanymi s fluorescein isothiokyanatom
(FITC) a R-phycoerythrinem (PE) (3. V kontraste s propidium jodidem (PI), ktory je dalSou fluorescenénou sondou pouzivanou
na stanovenie DNA, ma komplex 7-AAD/DNA menSi prekryv emisného spektra s FITC a PE.

PRESNOST

Percentualne pozitivhe hodnoty sa stanovili na plnej krvi s pridavkom pozitivnych buniek. Kazda vzorka sa spracovala 4-krat,
dva razy denne pocas 1 dna na 2 pristrojoch pomocou 2 Sarzi €inidla so 7-AAD na viabilné farbenie. Merania (% pozitivnych)
sa vykonavali na prietokovom cytometri Navios. Analyza sa vykonavala podla metédy CLSI EP5-A2: Evaluation of Precision
Performance of Quantitative Measurement Methods (Hodnotenie zhodnosti pri metédach kvantitativneho merania).

NaSe kritéria prijatelnosti zavisia od poctu pozitivnych udalosti nameraného v jednotlivych populaciach:
* Ak je pozitivnych udalosti < 1500, CV < 15 %
» Ak je pozitivnych udalosti > 1500, CV < 10 %

Lyzaény roztok I0Test 3:

PIna krv s pridanou bunkovou liniou HPBALL
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 5539

Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Lyzaény systém Versalyse:

PIna krv s pridanou bunkovou liniou HPBALL
Pocet pozitivnych udalosti (priemer) = 4034

Medzi operatormi | Medzi cytometrami| V ramci Medzi Medzi V ramci Celkovo
jednej Sarze| Sarzami analyzami jednej
analyzy
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
VYSLEDKY PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

PRESNOST

Presnost &inidla so 7-AAD na viabilné farbenie sa vyhodnotila porovnanim vysledkov s porovnavacim referenénym ¢inidlom
na subore vzoriek plnej krvi s pridavkom pozitivhych buniek spracovanych v cytometri NAVIOS. Odchylka medzi testovanym
a referenCnym Cinidlom sa stanovila na zaklade rozdielu medzi vysledkami testovania. Ak je odchylka v medziach pripustného
chybového rozsahu, alebo ak p-hodnota sved€i o nevyznamnom rozdiele (> 0,05), vysledky testovania pacientskych vzoriek
pomocou danych dvoch €inidiel sa povazuju za rovnocenné.

Ziskané vysledky su zhrnuté v nasledujucej tabulke:
Lyzaény roztok I0Test 3:

Pocet darcov = 25
Pozitivny ciel Priemer A Kritéria A % buniek p-hodnota VYSLEDKY
PIna krv s pridanou 0,31 <5 0,247 PASS
bunkovou liniou
HPBALL
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Lyzacény systém Versalyse:

Pocet darcov = 25
Pozitivny ciel Priemer A Kritéria A % buniek p-hodnota VYSLEDKY
PIna krv s pridanou -0,34 <5 0,289 PASS
bunkovou liniou
HPBALL
OBMEDZENIA

1. Prietokova cytometria méze vytvarat falosné vysledky, ak cytometer nie je spravne zarovnany, ak uniky fluorescencie
nie su spravne kompenzované, alebo ak nie su oblasti spravne umiestnené.

2. Presné a reprodukovatelné vysledky sa ziskaju len vtedy, ak sa pouZiju postupy v sulade s technickymi udajmi
v pribalovom letaku a v sulade s osved¢enou laboratérnou praxou.

3. 7-AAD, aktivna latka obsiahnuta v tejto reagencii, bola optimalizovana tak, aby poskytovala &o najlepsi pomer
Specifického signalu k neSpecifickému. Z tohto dévodu je dbélezité v kazdom teste dodrziavat objemy reagencii a
odporucéany pocet buniek.

4. V pripade hyperleukocytézy nariedte vzorku pomocou PBS tak, aby vysledna hodnota koncentracie bola 5 x 10°
leukocytov/L.

5. Pri urcitych patologickych stavoch, ako je napr. tazké zlyhanie obliiek alebo hemoglobinopatia, méze lyza Cervenych

krviniek prebiehat pomaly, nekompletne alebo ju dokonca vébec nie je mozné vykonat. V tychto pripadoch je odporucané
izolovat' pred stanovenim mononukledrne bunky na hustotnom gradiente (napr. Ficoll).

Priklady a referencie najdete v Dodatku.

OCHRANNE ZNAMKY

Beckman Coulter, Stylizované logo a znamky produktov a sluzieb spolo€nosti Beckman Coulter spomenuté v tomto dokumente
su ochranné znamky alebo registrované ochranné znamky spolo€nosti Beckman Coulter, Inc. v USA a dalSich krajinach.

DOPLNUJUCE INFORMACIE

Pre pacienta/pouzivatela/tretiu stranu v Eurépskej unii a v krajinach s identickym regulatnym rezimom (Nariadenie
Eurépskeho parlamentu a Rady (EU) 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych poméckach in vitro): ak sa po¢as pouzivania
tejto pomoécky alebo v désledku jej pouzivania vyskytne vazna nehoda, nahlaste ju vyrobcovi a/alebo jeho autorizovanému
zastupcovi a vaSmu narodnému organu.

HISTORIA REVizii

[REViZIA AF: [ Datum vydania: Oktober 2021

REVIZIA AW: | Datum vydania: April 2022

Aktualizacie kvoli suladu s dokumentom Beckman Coulter
Global Labelling Policy (Globalne pravidla oznacovania
spolo¢nosti Beckman Coulter) a podla poziadaviek
nariadenia IVDR (EU) 2017/746:

Pridané Casti Uréeny pouzivatel, Koncentracia, Zhodnost, Presnost,
Doplrujuce informacie, Historia revizii

Pridané informacie Pozri asti Princip

Aktualizované Casti Princip, Vystraha a opatrenia, Klasifikacia nebezpec¢nosti

podla GHS, Skladovanie a stabilita, Znamky zhorSenia
kvality, Obmedzenia, Dodatok

Odstranené casti Metodika, Priklady klinického vyuzitia, O¢akavané vysledky,

Reprodukovatelnost' vysledkov-v ramci laboratéria, Linearita

REVIZIA Datum vydania
AX Oktober 2022
Aktualizované Casti Doplnené preklady
REVIZIA Datum vydania
AY

Aktualizované Casti Skladovanie a stabilita

Popis symbolov
Slovnik symbolov je dostupny na adrese beckman.com/techdocs (&islo dokumentu B60062)
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EXMES dgd ™27 LI

HUMHES EDTA M &S IANZE X85t 57 FEHE AFE3H0q4 x FI5HofF g LICE.
Ax= AR2(18~25°C)0l Etdtiof 5t EE0{M= ¢ ELICt ZHAF AAME AMF 7| Mol FE-HA wEtsto AXE =7 &
3}afoF &L},
AXNe= QMR £ 24 A|ZF O|LHol| A5l of & L|Ct.
AD Y Fo A
1. & 7|17H0| Rt AlF2 AL SHR| OFMAIL.
2. dS3X| OfAAIL.
3. A8 ™ AR(18~25°C)0ll FAAI2.
4. 2l &2 5|A5AAL.
5. Al2o| O|ME0| QUK AT E SHAA. IHK| oM ERE ANE He £ AUaLICH.
6. O] 2tAE Al2folE 0.005 % (B &/S%)Q| 7-AADS} 1 %(8X/8%)2| C|HEHZAL0|=(DMSO) 7t &R £lod Q& LCH
=45 MAEHO M 7-AADE EFRHA e 20|, DMSO= A=A 0| Q& LCt.
E MEME AE5| SMEUXRIE MEO| REMo| YR FE 2 F K2 £+ A&LICH Yoz FsHHLE I|&,
Mo =, o|Fof MO & X| =5 FOIFHAAIR. O] A|ZS A Y| FolAtgol et AFBSHAAI(Fol: B2, 7t
2 4 2ot 3 8).
7. 7-AADE Yoj st = &8 Sl 2allc|= gMElL|Ct 7-AADE AIE5H7| TR Yo 2 BE| B35 7| el EEH
gt Ho|tofl 22 LCH
HHQF EHA0 A Hof CHEE X|& Ml &S 1|stn Aol ARTE|H AR ol &l =& ELct
8. DE HMH AX = HAHoZ Mol et ZtF5tn Fo|aiH CtFo{of ELICHESI E28 &L, 72 Y EorH
7'=I-2)
-1 o).

B59275-AY 82 of 155



9. FZAISE EHEE U US| EE2 AU E5 7|0 H 7|5HoF & LILCt.

GHS RlE2& &=
7-AAD Viability Dye 41
H316 2o X2 227t Y.
P332+P313 I8 X2 0| YAt AR o8t x o/t z|E
O AAL.
CIHE £2ZAI2E05-15%
Ot M E 74X 2 & beckman.com/techdocs Ol A & Q18 4~ Q& LICH

s2a gl ot-y
7-AAD QA2 Hlo|2o| 7HE MZ0f 2~8°CE R X|stHM Yo 2 EE| 25 5Hof gL|Ct.
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S st Hho|2o| ot M Al2F2 60 SO oF A QILCE.
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45 xst 5H
Alek QEtol 2 2|M #H5t7t e B 88 XMSHE LIEtUE AU = U222 A2 A8 = o ELct.
RHMIEH HEI HR st HLE &4 E ME S ¥ 2 A2 0= Beckman Coulter 124 MH|A 04 800-742-2345(0/= E= FHLtCH)
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Spesifikasyonlar
7-AAD Canlilik Boyasi
Formulasyon Likid
Hacim 3 mL
Kalibrasyon Kullanima hazir
A eksitasyonu 488 nm
Emisyon piki 655 nm (cift zincirli DNA ile kompleks)

7-AAD Viyabilite Boyasi
A07704 150 test; 3 mL, 20 uL/test

in Vitro Diagnostik Kullanim igindir

KULLANIM AMACI

7-AAD Canlilik Boyasi gozelti igerisinde kimyasal bir renklendirici ajandir ve akis sitometrisinin kullanildigr tek veya cok
parametreli analiz i¢in tasarlanmistir. Insan I6kositlerinin analizinde, canli olmayan hucrelerin saptanmasini ve ilgilenilen
(canh) hicrelerden ayirt edilmesini sagdlar.

ILKE
7-Amino-Aktinomisin D (7-AAD) kromoforun 7. bdlgesine substitiisyonla giren bir amin grubunu i¢eren bir Aktinomisin
analogudur. 7-AAD DNAnin Sitozin/ Guanin bazlarinin Ust kisimlari arasina girer (1).

DNA cift zincirinin boyamasi, érnegin 7-AAD Canlilik Boyasi ile inkiibe edilmesiyle gerceklestirilir. Daha sonra kirmizi hiicreler
parcalanarak uzaklastirilir ve l6kositler akis sitometrisiyle analiz edilir.

Apoptoza (programli hicre 6limu) ugramis, nekrotik ve/veya hasarli hicreler, akis sitometrisinin kullanildigi canli hicre
analizinde enterferans kaynagidir. Canli olmayan hicreler 7-AAD ile boyamayla tanimlanabilir ve saptanabilir; buna karsilik
canl hiicreler membran buitunltklerini koruduklari icin 7-AAD’ye kargi gegirgen degildir ve boyanmazlar (yani bunlar 7-AAD
negatiftir) (3).

Akis sitometresi, i1sik diflizyonunu ve hiicre floresanini analiz eder. Bdylelikle, 1s13in ortogonal difiizyonu (Yana Sagilim veya
SS) ve 7-AAD boyamaya karsilik gelen floresanla iligkilendirilen histogram Uzerinde tanimlanmis elektronik pencere icinde
hicrelerin lokalizasyonu saglanir. Sitometredeki farkli parametrelerden ikisini birlestiren diger histogramlar da gecitleme
asamasinda kullanilir.

Boylece kapilanan hiicrelerdeki floresans pozitif boyanmis olaylari (canli olmayan) boyanmamis olanlardan (canl) dislamak
Uzere analiz edilir. Sonuglar kapilama ile edinilmis tim olaylara gére floresansiz olaylarin ylizdesi seklinde ifade edilir.

HEDEF KULLANICI

Bu Urun, laboratuvarda profesyonel kullanim igin tasarlanmistir.

ORNEKLER
Antikoagulan olarak EDTA tuzu igeren steril tlpler kullanilarak vendz kan alinmalidir.

Numuneler oda sicakhiginda (18-25°C) saklanmalidir ve ¢alkalanmamalidir. Numune test 6rneg@i alinmadan 6nce yavasca
sallanarak homojen hale getiriimelidir.

Ornekler venipunktiir sonrasi 24 saat icinde analiz edilmelidir.

UYARILAR VE ONLEMLER
1. Reaktifi son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.
Dondurmayin.
Kullanmadan 6nce oda sicakhidina (18-25°C) gelmesini bekleyin.
Isida maruz kalmasini en aza indirin.
Reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonundan kaginin yoksa yanlis sonuglar olusabilir.
Kullanima hazir bu reaktif %0,005 (agirlik/hacim) 7-AAD ve %1 (hacim/hacim) Dimetil Stlfoksit (DMSO) icerir.
Saf haliyle, 7-AAD potansiyel olarak kanserojendir ve DMSO tahris edicidir.

o 0k wbd

Mevcut formilasyonda asiri yogun olarak seyreltiimis olmasina ragmen, bu bilesenler zararli etkilerinin tamamini veya
bir kismini koruyabilir. Asla agizla pipetleme yapmayin ve cilt, mukoza veya gézlerle herhangi bir sekilde temas etmesini
onleyin. Bu reaktifleri, kullanim 6nlemlerine (6zellikle eldiven, 6nlik ve koruyucu goézlik kullanimi) uygun sekilde kullanin.

7. 7-AAD, 1s1ga maruz kalarak bozunmaya ugrayan bir kromofordur. Kullanmadan énce isiktan korumak igin opak bir sisede
saklanir.

inkiibasyon basamaklarinda 1siga siirekli maruz kalimdan kaginin ve boyama yapildiktan sonra érneklerin 1s1ga maruz
kalimini azaltin.

B59275-AY 86 of 155



8. Tim kan 6rnekleri potansiyel olarak bulasici olarak kabul edilmeli ve dikkatle ele alinmalidir (6zellikle koruyucu eldiven,
Onlik ve gozluk takiimahdir).

9. Tasima igin kullanilan kan tlpleri ve tek kullanimlik malzeme, yakma amaciyla 6zel kaplara atiimalidir.

GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI

7-AAD Viability Dye UYARI
H316 Hafif cilt tahrisine yol agar.
P332+P313 Ciltte tahris s6z konusu ise: Tibbi
yardim/mudahale alin.
Dimetil Sulfoksit 0,5 - %1,5
Guvenlik Veri Sayfasi beckman.com/techdocs adresinde bulunabilir

SAKLAMA VE STABILITE

7-AAD Canlilik Boyasi flakon agilmadan 6nce ve agildiktan sonra 2 - 8°C’de saklanmali ve i1giktan korunmalidir.
Stabilite galismasi icin sise raf dGmri: 730 gin.

Acllan sisenin stabilitesi: reaktif 60 giin stabildir.

Lota 6zel Analiz Sertifikasi icin www.beckman.com adresine bakin.

BOZULMA GOSTERGESI
Reaktiflerin fiziksel gérinimindeki herhangi bir degisiklik bozulmayi gdsterebilir ve reaktif kullaniimamalidir.

Ek bilgi almak isterseniz veya aldiginiz Griin hasarli giktiysa, 800-742-2345 numarali telefondan (ABD veya Kanada)
Beckman Coulter Misteri Hizmetlerini arayin veya yerel Beckman Coulter Temsilcinizle temas kurun.

GEREKLI OLAN ANCAK KiT ILE BiRLIKTE VERILMEYEN MALZEMELER:
* Numune alma tlpleri ve numune alma igin gerekli malzemeler.
+ 20, 100 ve 500uL’lik tek kullanimlik uglari olan otomatik pipetler.
» Plastik hemoliz tipleri.
«  Kirmizi hiicre parcalama reaktifi. Ornegin: 10Test3 Lizis Cozeltisi (Ref. A07799).
+ Tampon (PBS: 0.01M sodyum fosfat; 0.145 M sodyum klorir; pH 7.2).
+ Santriftjleyin.
» Otomatik karigtirici (Vorteks tipi).
* Akis sitometresi.

NUMUNELERIN HAZIRLANMASI

Numunedeki I6kosit konsantrasyonu 10* hiicre /uL (10'°/L)'den az olmalidir. Gerekirse, 16kosit konsantrasyonu 5x 10%hucre
/UL (5 x 10°%L)ye getirmek icin PBS icinde seyreltin.

Prosedirde, 6nceden seyreltiimis tipte veya baska bir sekilde 100 pyL 6rnek kullantlir.
NOT:

+ 7-AAD’ye karslilik gelen floresanin yogunlugunda ayarlama, ayni tlpte taze tam kan ve canli olmayan, stabilize edilmis
hlcrelerin bir numunesinin boyamasi kullanilarak yapilabilir (bkz. ekteki resim). Bu kosullarda, 7-AAD’nin tayinine
karsilik gelen voltaj, 7-AAD’ye bagli olarak, canl hicreler (taze tam kan) SS histogramin ilk dekadinda gérilebilecek
sekilde ayarlanmalidir (bkz. ekteki 6rnek).

» Artefakt tarzi pozitif boyamayi énlemek amaciyla, prosedirde gecirgenlestirici veya fikse edici ajanlar kullanmayin.

PROSEDUR
1. Her test tiblne 20uL 7-AAD Canlilik Boyasi soltsyonu ekleyin.
2. 100pL test numunesi ekleyin (yani yaklasik 5 x 10° hiicre karsihgi).
Tapleri yavasca vorteksleyin.
3. Oda sicakhginda (18—25°C) i1siktan koruyarak 15 - 20 dakika boyunca inkiibe edin.
4. Ardindan gerekirse kullanilan lizis reaktifinin énerilerini izleyerek kirmizi hiicrelerin lizisini gergeklestirin.

Ornek olarak, I0Test3 Lizis Soliisyonu (Ref. A07799) kullanmak istiyorsaniz, 2mL galisma soliisyonu ekleyin (1X),
hemen vorteksleyin ve oda sicakliginda isiktan koruyarak 10 dakika boyunca inklibe edin.

Numune kirmizi hiicreler igcermiyorsa, parcalama basamagini gegin ve 0.5 - 1mL PBS ekleyin.
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5. Preparatlar 1 saat igerisinde analiz edilmelidir.
Not: Her zaman preparatlari isiktan koruyarak 2 - 8°C’de saklayin.

PERFORMANS
O0zGULLUK

Aktinomisinler bir kromofor (2-Amino-4,6Dimetilfenoksazon-3) ve siklik penta-peptidlerin aktif biyolojik bilesenleridir (3).
Bunlar gegmiste toprak Ascomycetes’inde karakterize edilen bakteri orijinli antibiyotiklerdir. Aktinomisinler gift zincirli
deoksiriboniikleik asit (DNA) ile stabil kompleksler olusturur ancak cift sarmall ribonikleik asit (RNA), RNA-DNA hibridleri
veya tek sarmalli DNA veya RNA ile bu tip kompleks olusturmazlar.

7-AAD’nin spektral 6zellikleri onu akis sitometri analizi igin 6zellikle uygun bir bilesik haline getirir (3). 7-AAD/DNA kompleksinin
maksimum emilimi, argon lazer donanimli sitometrelerde 488 nm'’lik mavi eksitasyon dalgaboyuyla uyumludur(4). 7-AAD/DNA
kompleksinin derin kirmizi bandindaki pik floresan emisyonu (635-675nm), Floresan izotiyosiyanat konjuge antikorlari (FITC)
ve R Fikoeritrin (PE) ile kombine edildiginde bu probun optimal kullanimina imkan verir (3). Gergekte, bir DNA markeri olarak
kullanilan baska bir floresan prob olan Propidyum iyodiiriin (Pi) tersine, 7-AAD/DNA kompleksi FITC ve PE ile értiigen emisyon
spektrumunu azaltmistir.

KESINLIK

Yuzde pozitif degerleri, pozitif hicreler eklenen Tam Kan kullanilarak belirlenmistir. Her 6rnek, 2 lot 7-AAD Canlilik
Boya reaktifi kullanilarak 2 cihazda 1 gin boyunca giinde iki kez olmak Uzere 4 kez calisiimistir. Olglimler (% pozitif)
Navios akis sitometresi Gzerinde yapilmistir.  Analiz, CLSI yontemi EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of
Quantitative Measurement Methods (Kantitatif Olgiim Y&ntemlerinin Kesinlik Performansina lliskin Degerlendirme) temelinde
yaratdlmastar.
Kabul kriterlerimiz, her populasyon igin dl¢llen pozitif olay sayisina baglhdir:

+ Pozitif olay <1.500, VK <%15 ise

» Pozitif olay >1.500, VK <%10 ise

I0Test 3 Parcalama Cozeltisi:

HPBALLHiicre soyu eklenmigs Tam Kan
Pozitif olay sayisi (Ortalama)=5539

Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot ici Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total
arasi
VK (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Versalyse Parcalama Sistemi:

HPBALLHiicre soyu eklenmig Tam Kan
Pozitif olay sayisi (Ortalama)=4034

Kullanicilar arasi | Sitometreler arasi Lot igi Lotlar arasi | Calismalar | Calisma igi Total
arasl
VK (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
SONUCLAR PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

DOGRULUK

NAVIOS Sitometrede caligilan pozitif hiicreler eklenmis tam kan ornekleri grubunda esas alinan referans reaktifle sonuglar
karsilastirilarak, 7-AAD Canlilik Boyasinin dogrulugu degerlendirilmistir. Test ve referans reaktif arasindaki sapma, test
sonuglarl arasindaki fark temelinde belirlenmistir. Sapma, izin verilen hata araligi dahilindeyse veya p degeri anlamli fark
gostermediginde (>0,05), iki reaktife gore hasta ornekleri test sonuclarinin esdeger oldugu kabul edilir.

Elde edilen sonuglar, asadidaki tabloda 6zetlenmektedir:
I0Test 3 Parcalama Cozeltisi:

Dondr sayisi=25
Pozitif Hedef Ortalama A A % Hucre kriteri p degeri SONUCLAR
HPBALLHiicre soyu 0,31 <5 0,247 PASS
eklenmis Tam Kan

Versalyse Parcalama Sistemi:

Dondr sayisi=25
Pozitif Hedef Ortalama A A % Hucre kriteri p degeri SONUCLAR
HPBALLHiicre soyu -0,34 <5 0,289 PASS
eklenmig Tam Kan
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SINIRLAMALAR

1.

Akis sitometrisi, sitometre mikemmel sekilde hizalanmadiysa, floresan sizintilari dogru sekilde telafi edilmediyse ve
bdlgeler dikkatli bir sekilde konumlandiriimadiysa yanhs sonugclar dretebilir.

Kullanilan prosedirler teknik bilgi broglrtine uygun oldugu ve iyi laboratuvar uygulamalarina uygun oldugu stirece dogru
ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilecektir.

Bu reaktifin etkin maddesi (7-AAD) en iyi spesifik sinyal/spesifik olmayan sinyal oranini sunacak sekilde kalibre edilmistir.
Bu nedenle, her testte reaktif hacmi/numune hacmi oranina bagli kalinmasi dnemlidir.

Hiperldkositoz durumunda, yaklasik 5 x 10° I6kosit/L’lik bir deger elde etmek i¢in 6rnegi PBS iginde seyreltin.

AJir bobrek yetmezligi veya hemoglobinopatiler gibi belirli hastalik durumlarinda, kirmizi hiicrelerin pargalanmasi yavas,
eksik ve hatta imkansiz olabilir. Bu durumda, boyamadan 6énce bir yogunluk gradyani (6rnegin, Ficoll) kullanilarak
mononukleer hiicrelerin izole edilmesi tavsiye edilir.

Ornekler ve referanslar icin Ek'e bakin.

TICARIi MARKALAR

Bu belgede belirtilen Beckman Coulter, stilize logo ve Beckman Coulter Griin ve hizmet markalari, Beckman Coulter, Inc.
firmasinin ABD’de ve diger ulkelerdeki ticari veya tescilli ticari markalaridir.

EK BILGILER

Avrupa Birligi’'nde ve ayni dizenleme rejiminin oldugu ulkelerdeki (In Vitro Diagnostik Tibbi Cihazlar hakkinda 2017/746/EU
sayili Yonetmelik) hasta/kullanici/ii¢linci taraflar igin; bu cihazin kullanimi sirasinda veya cihazin kullaniminin bir sonucu
olarak ciddi bir olay meydana gelirse litfen olayi Ureticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve ulusal yetkili makaminiza bildirin.

REVIiZYON GECMiSi

[REViZYON AF: [ Yayin tarihi:_Ekim 2021 |

REVIZYON AW: [ Yayin tarihi: Nisan 2022
Beckman Coulter Global Etiketleme Politikasiyla uyumluluk

saglamak igin ve IVD-R (AB)2017/746 gerekliliklerine gére

glncellemeler yapildi:

Bolimler eklendi Hedef Kullanici, Konsantrasyon, Kesinlik, Dogruluk,
Ek Bilgiler, Revizyon Gecmisi
Bilgi eklendi Bkz. lIlke bélimleri
Glncellenmis bolimler ilke, Uyari ve Onlemler, GHS Tehlike Siniflandirmasi,
Saklama ve Stabilite, Bozulma Géstergesi, Sinirlamalar, Ek
Boélimler kaldirildi Metodoloji, Klinik Uygulama Ornekleri, Beklenen Sonuglar,

Laboratuvar Ici Tekrar Uretilebilirlik, Linearite

REVIZYON Yayin Tarihi
AX Ekim 2022
Guncellenmis bélimler Ceviriler eklendi
REVIZYON Yayin Tarihi
AY

Glincellenmis bolimler Saklama ve stabilite

Sembol Anahtar
Semboller S6zIGgu beckman.com/techdocs adresinde bulunabilir (belge numarasi B60062)
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Cneuudmkauun
ButanbHoro kpacutensa 7-AAD
dopma Bbinycka KuakocTb
ObbeMm 3 Mn
KanubpoBska [0TOB K ynoTpebneHuto
Bo3byxaeHune A 488 Hm
1K ammceum 655 HM (Komnnekc kpacuTens ¢ asyxuenodedHon OHK)

Kpacutenb 7-ammHoaktuHomuuuH D (7-AAD) ansa aHanu3a XXM3HeCnoCcoO6HOCTU KNeToK
A07704 150 Tectos; 3 mn, 20 mkn/Tect

MpumeHseTca ana In Vitro anarHocTuKM.

HA3HAYEHUE

ButanbHbi kpacutens 7-AAD npeacTtasnsieT cobon pacTBOP XMMUYECKOro COeAMHEHMS, NpegHa3HayYeHHbI Ans BbINOMHEHNS
OOHO- U MHOronapameTpUYecKoro aHanm3sa MeTogoM MPOTOYHOW LUMTOMeTpuK. pu aHann3e NemkouMToB YernoBeka AaHHbIV
KpacuTenb MO3BONSET MOAEHTUMULMPOBATL HEXM3HECTOCOOHbIE KMETKM M WUCKIIUYUTL MX U3 MHTEepecylolen nonynsauum
XM3HECMOCOBHbIX KMETOK.

NMPUHUUN PABOTbI

7-aMmuHo-akTMHOoMUUMHD (7-AAD) npeactaBnsieT cobor aHanor akTMHOMULUUWHA, cogepXXalinii aMUHOTpynny B 7MNOMOXeHUM
xpomocpopa. 7-AAD BcTpauaetcsa B AIHK mexay asoTUCTbIMU OCHOBaAHUSIMU LIUTO3UHOM U FyaHUHOM (1).

Mpun nHkybauumn obpasua c kpacutenem 7-AAD npoucxogut okpawwmsaHue asoviHon cnvpanu OHK. 3atem BbinonHsieTcs
NU3UC SPUTPOLMTOB, a NENKOUMNTBLI aHanM3npyTCa Ha NPOTOYHOM LIMTOMNYOpUMETPE.

AHanmay »nM3HecrnoCOBHbIX KIETOK METO4OM MPOTOYHOW LIMTOMETPMM 3a4acTylo MELIaloT KIeTKu, NogBeprimnecs anontoay,
HeKposy wu/wnuv noBpexaeHHble KneTkn.  HexmnsHecnocobHble KNETKM MOXHO MAEHTUUUMPOBAaTb, MOCKOMbKY OHM
okpawwmwmBatoTcst 7-AAD, B TO Bpems Kak >KM3HeCrnoCOOHble KNEeTKM, Yy KOTOPbIX LEeNoCTHOCTb MemOpaHbl He HapylueHa,
HenpoHuuaembl Ans 7-AAD 1 He okpalwmBaloTcs (T.e., Takme KneTku aensatTtcs 7-AAD-HeratuBHbIMK) (2).

MpOTOYHbIA LMTOMETP aHanuM3npyeT cBeTopaccesiHne M nyopecLeHUMto KNeTok. OTO AaeT BO3MOXHOCTb foKkanusauum
KNEeToK B 3JIEKTPOHHOM OKHe, onpeaeneHHOM Ha rucrtorpamMme, 4YTO Koppenupyet C OpTOoroHarnlbHbIM CBeTOpaccedHUeM
(bokoBoe paccesiHne, wunu 6GokOBoe cBeTopaccesHue) wu dnyopecueHUnen, COOTBETCTBYIOLEN OKpallMBaHMUIO
7-amuHoakTuHoMuumHoM D. Takke Ha cTaguv reMTMpoBaHWsS UCMONb3YIOTCS ApYrMe rMCcTorpamMmbl, 06beaMHSIIOWME ABa U3
pas3nuyHbIX NapameTpoB, OOCTYMHbIX HA LUTOMETPE.

UTOObl OTNNYMTL MOMNOXUTENBHO OKpalleHHble (HEeXW3HEeCNOCOGHbIE) KNETKM OT HeOKpalLeHHbIX (XKWU3HEeCNnoCobHbIX),
NpoBOAWTCS aHanu3 ryopecLeHLUUn reTUpOBaHHbIX KNeTok. PesynbraT npeacraBnsieTcs B BUAE NPOLEHTHOMO CoAep KaHus
HEOKpaLLEHHbIX KNETOK OT BCEX KMNeTOK BbiGpaHHOM Monynaumu.

NPEAMNONATAEMbIV MOJNIb3OBATEJb

W3nenue npeaHasHa4vyeHo and ncnonb3oBaHnA B na6opaTop|/||/| nepcoHasnom c I'IpOCbeCCI/IOHaJ'IbHOIZ NoaroTOBKOW.

NPOBbLI

Mpn B3aTUM 0Opasua BEHO3HOM KPOBM HEOoOXOAMMO MWCMONb30oBaTb CTepunbHble npobupkn ¢ OATA B KkadecTBe
aHTMKOArymnsHra.

O6pasubl cnegyeT xpaHUTb Npu KoMHaTHou Temnepatype (18—-25°C), He BcTpsaxmBas. [lepen 3abopom anukeBoTbl ANg
nccregoBaHva obpasey criegyeT nepemellatb NyTeM JIerkoro BCTPAXMBaHUSA NpoOuvpky, 4Tobbl obecneuntb ogHOpPOZHOE
pacnpegerneHue KreTtok no oobemy.

MpoGbl TpebyeTcs NpoaHanuanpoBaTh B TeYeHue 24 Y nocrie BeHUMYHKLUK.

NMPEAYNPEXOEHUA U MEPbI NMPEOOCTOPOXHOCTU
1. He ucnomnb3yiiTe peareHTbl NOCME NCTEYEHMS CPOKa FOOHOCTM.
He 3amopaxuBartb.
Mepepn ucnonb3oBaHMeM peareHTa HeobXoaMMO AoXAaTbCs, MOKa ero Temnepatypa OCTUrHET KoMHaTHon (18—-25°C).
MWHUMU3MPYIOT BO3OENCTBME CBETA.
Bo nsbexaHue nonyvyeHus owMBOYHbIX pe3ynsTaToB He JoMNyCKanTe MUKPOBHON KOHTaMUHaLUKN peareHToB.

o ok wdN

OTOT roToBbLI ANA ucnonb3oBaHus peareHT cogepxut 0,005% (macca/obbem) 7-amuHoakTuHoMuumHa D n 1%
(obbem/obbem) anmeTtuncynsdokemaga (AMCO).

B uncToM Buae 7-aMmHoakTMHOMULMH D ssBnsieTcs noTeHUmanbHo KaHueporeHHbiM, a QMCO sBnseTcs pasapaxatowmm
BELLECTBOM.
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9.

XOTS B NPeACTaBlEeHHON peLenType 3T KOMMOHEHTbl O4EHb CUITbHO pa3BedeHbl, OHU MOTYT COXpPaHUTb CBOE BpeaHoe
OENCTBME MOMHOCTBI UMM YacTMYHO. Hukorga He nuneTupynte pTom K mM3beranTte nobOro KOHTakTa nNpob C KOXew,
cnuaucTbiMM M rmasamu. Mcnomnb3yhTe 3TU peareHThbl, cobnopgas Mepbl NPeaoCTOPOXHOCTU NMPU UCMONb30BaHUN
(ocobeHHO BaXXHO HageBaTb NepyaTkuy, XanaTt U 3alUUTHbIE O4KN).

7-ammnHoakTuHoMUUMH D npeacrasnsiet cobon xpoModop, Aerpagmpyowunin npu Bo3aencTemm ceeta. OH XxpaHUTCs B
Henpo3payHoM hriakoHe A4S 3awWwmnTbl OT CBETa Nepeq MCMnofb30BaHMEM.

CTapa|7|Ter He fonyckatb npoaoJnKUTEerbHOro BO3OENCTBUSA CBETa Ha I'Ip06bl Ha 3Tanax |/|H|<y6au,v|v| N YMEHbLUNTb
BO34ENCTBUE CBETA Ha 06pa3Ll,bI nocrie nx okpawmnBaHuA.

Bce npobbl KpoBWM OOMKHbI CUMTATbCA MOTEHUManNbHO MHMUUMPOBAHHLIMW, NpU obpalleHun ¢ HUMKU Heobxoammo
cobniogaTtb OCTOPOXKHOCTh (B YaCTHOCTU, MCMNOMb30BaTh 3aLUUTHBIE NEPYATKM, OOEXAY N O4KN).

I'Ip|/| yTunniauumm r|p06|/|p0K M OOHOPAa30BbIX MaTepmnanos crnenyet NCnonb3oBaTh cnelnanbHble NpeaHa3HavYeHHble OnA
CXKuUraHuma KOHTeVIHepr.

KNACCU®UKALIUA ONMACHOCTEN NO CUCTEME CIC

7-AAD Viability Dye OCTOPOXHO!
H316 Bhbl3blBaeT HE3HAUMTENBHOE pasaparkeHne KOXMU.
P332+P313 Mpu pasgpaxxeHnn Koxu: obpaTnTbCS K BpaYy.
OumeTtun cynsdokeng 0,5 - 1,5%
Macnopt 6e3onacHocTy AocTyneH Ha cante beckman.com/techdocs

XPAHEHUE U CTABUJIBHOCTb

[o 1 nocne pacnevatkn ¢riakoHa BuTanbHbIA KpacuTenb 7-AAD HeobxoaMmo xpaHuTb Npu TemnepaType oT 2 go 8°C B
3alUMLLEHHOM OT CBEeTa MecTe.

CpoK XpaHeHUs 3aKpbITOro goiakoHa COrnacHoO nccregoBaHuio ctabunbHocTn: 730 OeHb.
CT1abunbHOCTb B OTKPLITOM (DNlakOHE: peareHT coxXpaHseT cTabunbHOCTb B TeveHne 60 aH.
Cwm. cneumncbmyecknii ansa naptum ceptudmkat aHanmsa Ha Beb-carite www.beckman.com.

NMPU3HAKU NOPYU

JTiobble n3amMeHeHus BHeLIHero B1Maa peareHToB MOryT roBOpuUTb O Nop4ye, UCnonb3oBaTb Takomn peareHT He crnepnyer.

3a gononHUTenbHOM MHopmaumnen nnu nNpu MNofyYeHUn NOBPEXOEHHOW NpoayKuuvu obpallanTecb B CEPBUCHBIA LIEHTP
komnaHum Beckman Coulter no tenedoHy 800-742-2345 (B CLUA wnn KaHage) wnun CBSXUTECH CO CBOUM MECTHbIM
npegctasutenem Beckman Coulter.

HEOBXOAUMBIE MATEPUAIbI, KOTOPbIE HE BXOAAT B HABOP:

Heobxogumble anst B3sTuA Npob Nnpobupky 1 matepuans.

ABTOMaTMYECKME NUMETKM C OAHOPA30BbIMM HakoHeYHMKaMu obbemom 20, 100 n 500mkn.
lMnacTtukoBble Npobupkn AN remonuaa.

PeareHT anga nusnca sputpountos, Hanpumep |OTest3 Lysing Solution (katanoxHbin Homep. A07799).
Bydep (PBS: 0,01M docdara HaTpus; 0,145 M pacTtBop xnopuaa Hatpus; pH 7,2).
LleHTpudyrupynTe.

ABTOMaTMyeckas Meluanka (BopTekcHas)

[MPOTOYHBIN LUTOMETP.

NMPUrOTOBJIEHUE OBPA3LIOB

KoHueHTpauusa nenkountos B obpasue gormkHa obiTb MeHee 104 knetok/mkn (10'%/n). MNMpn HeobxognmocTn obpasey pa3BoasT
®CBb, posoas KoHUeHTpauuio nerkounToB Ao 5x 10° knetok/mkn (5 x 10%/).

[nsa aTon npouenypbl ncnonbayetcs 100 mkn NpoObl, NpeaBapuTernbHO pa3baBreHHOW B NPO6UpKe UM MHBbIM CNOCOGOoM.
3AMEYAHUE:

[ns HacTpoviku WHTEHCUBHOCTW cpriyopecueHuun, cooTBeTcTBytowen 7-AAD, MOXHO OKpacuTb B OOHOW M TOWM e
npobupke obpaseL CBexew LUenbHOW KPOBU M CTabunM3npoBaHHbIX HEXM3HECMOCOOHbIX KMEeTOK (CM. PUCYHOK B
npunoxeHun). MNMpu Taknx yCcnoBusix HanpskeHne, cooteeTcTayoLLee aeTekunn 7-AAD, HeobxoaMMO CKOppeKkTMpoBaTh
TakuMm 06pasomM, 4YTOObI XKMU3HECTOCOOHbIE KNEeTKM (T.e., CBexas uenbHas KpoBb) pacnonaranucb B NepBon Aekage
Haructorpamme, otobpaxatowlernt SS npotus 7-AAD (CM. NpMMep B MPUIOXKEHUN).

Bo un3bexaHue nonyyeHus NOXHOMOMOXUTENbHbIX Pe3ynbTaToB Mpu NpobomnoaroToBKE HE MCMONb3yWTe peareHThbl,
cofepxallue BeLlecTBa, NOBbILIAKLLMNE NPOHULAEMOCTb MEMOPaHbI UMY UKCUPYIOLLME BeLLeCcTBa.
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NMPOLIEOYPA
1. B kaxayto 13 npobunpok ons aHanusa knuHuyecknx obpasuos aobasbTe no 20Mkn pacteBopa kpacutenst 7-AAD.
2. [o6aebre 100Mkn nccnegyemoro obpasua (4To 3KBMBANEHTHO NpuUMepHO 5x10°%KneTok).
OcTopOoXHO BCTpsiIXMBatoT Npobupku Ha npnbope Wortex.
3. WukyOupytoT B TeyeHme 15—20 muH npu komHaTHOM Temnepatype (18-25°C) B 3awmLLeHHOM OT CBETa MecCTe.

4. 3ateM npu HeOOXOAMMOCTU BbLIMOMHSAT JIU3NC 3IPUTPOLMTOB, Criedys pekoMeHaauusiM Ans UCMonb3yemoro
NM3MPYIOLLLErO peareHTa.

Hanpumep, npu ucnonb3oeaHum pacteopa ans nuanca I0Test3 Lysing Solution (katanoxHbin Homep. A07799) nobaBbTe
K obpasuy 2mn paboyero pacteopa (1X), nocne 3Toro He3ameaMTENbHO NepeMeLlanTe Ha BOPTEKCE N MHKYOMpynTe
BTeveHne 10MUHYT Npu KOMHATHON TemnepaTtype B 3alUuLLIEHHOM OT CBETa MECTE.

Ecnu obpasew He coaepXnT 3puTpoLMTOB, HE MPOBOAMTE NM3uc, Ho fobaeeste ot 0,5 no1mn PBS.
5. ToTtoBble Npobbl HEOOXOAMMO NpoaHanuanpoBaTh B TeYeHne 14aca.

BaxHo: He3saBucnmo ot cnocoba npobonoaroToBku rotoBble NPobbl HEOOXOOUMO XpaHuTb Npu Temnepatype 2—-8°C
B3alUULLIEHHOM OT CBETa MecCTe.

QPPEKTUBHOCTb
CNELUMNDPUYHOCTDb

AKTUHOMMLMHbI ABASIOTCHA aKTUBHBIMWN BUONOrMYEeCKUMM KOMMNOHEHTaMu Xxpomodpopa (2-amnHo-4,6 aumeTun-geHokcasoHa-3)
N umknuyecknx neHtanentngos(3). OHM ABNSAOTCA aHTUOMOTMKaMKU OaKTepuanbHOro NPOUCXOXAEHWS), KOTOpble Obinu
BrepBble OOHapY>KeHbl B MOYBEHHbBIX ackoMuueTax. AKTMHOMULUHBI 0Opa3yoT cTabunbHbIe KOMMNEKCh! C OBYXLENOYEYHOM
aesokcmpuboHyknenHoson kucnoton (OHK), HO HeobpasyoT NogoOHbIE KOMNMEKCHl COABYXLUENOYEYHOW PUBOHYKNENHOBOW
kucnoton (PHK), rmbpugamu PHK-OHK, n ogHouenoyveyHbimm OHK nnn PHK.

CnekTpanbHble xapaktepuctnkn 7-AAD no3BomnsioT yCNELHO MCMonb30BaTb €ro BNpoTodHON uutometpumn (3). Komnnekc
7-AAD/OHK acbdbekTnBHO BO3OYXaaercst ronyobiM nasepoM ¢ ANIMHON BOMNHbI 488 HM, B YaCTHOCTW aproHOBLIM 1a3epom,
KOTOPbIM OCHaLLeHbl HEKOTopble UUTOMETpbI (4). Tuk amuccnm B TeMHO-KpacHon obrnactu (ot 63540675HM) komnnekca
7-AAD/OHK nosBonsieT onTumanbHO WCMNOMNb30BaTb Takon OriyOpecUeHTHbId 30HA4 B KOMOMHAUMWM caHTUTenamu,
KOHBIOrMPOBaHHbIMU cdpriyopecumHa nsotnoumnaHatom (FITC) n chukoaputpuHom R (PE) (3). B otnnume ot nponuanyma
nogmaa (Pl), koTopbin Takke siBNAeTCA pryopecUeHTHbIM 30HAOM, MCMonb3yeMbiM kak mapkep anst [HK, cnektp amuccum
komnnekca 7-AAD/OHK nmeeT meHbLIne obnactu nepekpbiBaHUs co cnekTpamu amuccnn dnyopoxpomos FITC u PE.

NMPELUU3NOHHOCTb

MpoueHT nonoXuTenbHbIX pe3ynsTatoB Obin YCTAHOBNEH C WUCMOMb30BaHMEM LEMbHOW KPOBW, B KOTOpyl Ao6aBunu
nonoxuteneHble knetkn. Kaxayto npoby umamepsnu 4 pasa, gBa pa3a B OeHb B TedyeHue 1 gHsa Ha 2 npubopax,
C WCMOMb30OBaHWEM 2 nNapTUA peareHTa-KpacuTensl XXM3HEeCcnoCcOoOHOCTUM 7-amuHoakTMHoMmuumHa D. Wamepenns (%
NOMNOXUTENbHbIX) BbIMONHANN Ha NPOTOdHOM uuTomeTpe Navios. AHanu3 npoBoaunca Ha ocHoBe metogja CLSI| EP5-A2:
Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (OueHka NpPeLN3MOHHOCTU KONMMYECTBEHHbIX
METOANK N3MEPEHMS).

Halm KpuTepum NpUHATUA 3aBUCAT OT KONMYECTBA MONOXUTENBHBIX COOLITUIA, U3MEPEHHbIX OIS KaXXA0N Nonynsaumn:
e Ecnu nonoxutenbHbix cobblitnn <1 500, CV <15%
* Ecnu nonoxutenbHbix cobbituin >1 500, CV <10%

Nuaupyrowmn pacteop I0Test 3:

LlenbHasn kpoBb ¢ go6GaBneHWeM kneto4yHon nuHum HPBALL
KonmyectBo NonoxurenbHbIX cobbiTui (cpegHee) = 5539

Mexay Mexay BHyTpun Mexay Mexay BHyTpun Wtoro
onepaTtopamu LuuToMeTpamm napTuu naptusmv | aHanusamu | aHanusa
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
PE3YNbLTATHI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Jinaupyrowan cuctema Versalyse:

LlenbHas kpoBb ¢ go6aBneHWeM kneTo4yHon nuHum HPBALL
KonunyectBo nonoxuTtenbHbix cobbiTuii (cpeaHee) = 4034

Mexay Mexay BHyTpun Mexay Mexay BHyTpun Wtoro
oneparopamu uuTomeTpamu napTum naptmamu_| aHanusamu | anHanusa
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
PE3YIBLTAThI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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TOYHOCTb

TOYHOCTb KpacuTensi XM3HECTNOCOOHOCTU 7-aMUHOaKTMHOMUUMHA D oueHMBanacb MNyTeEM CpaBHEHUS pe3ynbTaToB C
pesynbTatamu no pedepeHCHOMY peareHTy B KayecTBe npeaukata. AHanu3 BbinonHsanu Ha uutometpe NAVIOS ¢
ncnonb3oBaHmeM Habopa npob LenbHOM KpoBM C fOOaBNEHMEM NMOMNOXUTENbHBIX KIeToK. CuctemaTmyeckasi oLumMbKa OLEeHKM
Mexay TeCTOBbIM U peddepeHCHbIM peareHTaMu Gbina onpegerneHa Ha OCHOBaHWM pasnuuuMin Mexay pesynsratamu TecTa.
Ecnu cuctemaTtnyeckasi olwmbka OLEHKM HaxoguTcs B Npeaenax AonyCTUMOro Auanas3oHa owubKWM Unn ecnn p-3HadeHne
yKasblBaeT Ha OTCYTCTBUE 3HauMTenbHoro pasnuuus (>0,05), Torga pesynbraTtbl TecTa Npob nauveHTa gns AByX peareHToB
paccMaTpuBalOTCA Kak 3KBMBANEHTHbIE.

Mony4yeHHble pesynbTaTbl 0606LeHbI B Tabnuue ganee.
Nnaunpyrowmn pacreop I0Test 3:

Konuyectso AoHopoB = 25

MonoxuTensHas CpepnHee 3HayeHne A Kputepun A % knetok p-3Ha4eHve PESYIIbTATbI
MULLEHb
LlenbHasa KpoBb 0,31 <5 0,247 PASS

c pobaBneHuem
KNeTOYHOW NINHUMU
HPBALL

JInsupyrowan cuctema Versalyse:

KonnyectBo AoHopoB = 25

MonoxuTenbHas CpepHee 3HauyeHne A Kputepun A % knetok p-3Ha4eHve PE3YNbTATHI
MULLIEHb
LlenbHas KpoBb -0,34 <5 0,289 PASS

c po6aBneHuem
KNEeTOYHOM JIMHUMN
HPBALL

OIrPAHNYEHUA

1. lMpu npoBegeHWM MNPOTOHMHON LIMTOMETPUM BO3MOXKHO MOSTyYeHWE JOXKHbIX PesynsTaToB, €criu LUMTOMETp He Obir
noearnbHO NO3NLMOHUPOBAH, He Oblna NpoBedeHa NpaBuiibHas KOMMeHcauus yTeyek driyopecLeHTHOro areHTa unm
TOYHOE MO3ULMOHUPOBaHMe obracTen.

2. [na nony4eHus TOYHbIX W MNOBTOPSEMbIX pe3ynbTaToB HeoOXOAMMO BbIMOMHATL Mpouedypbl B COOTBETCTBUM C
WHCTpYKUMen-Bknagpiwem n TpeboBaHmamMn Hagnexaiien nabopaTopHOW NPakTUKK.

3. 7-AAD, aKkTVBHOe BeLLEeCTBO AaHHOro peareHTta, Oblo ONTUMU3UPOBAHO AMAMNONYYEHUS HAUMYYLIEro COOTHOLUEHUS
cneundmryeckoro n Hecneuudmdeckoro curHana. Moatomy B KakaoM uccregoBaHumM Heobxoaumo cTporo cobntoaatb
COOTHOLLIEHME Mexay 06beMOM peareHTa U obbemom obpasua.

4. B cny4yae nerikounTo3a obpasey crnenyet passoante PCH npnbnmanTtensHo 0o KoHUeHTpauun 5 x 10° nerkountos B 1
n.

5. |_|pl/l HEKOTOpPbIX 3aboneBaHusIX, TakUX KaK Tsbkernasi nodYeyHasi HeOoCTaTOYHOCTb MMM remornoduHonaTtusi, nmsnc
SPUTPOLIMTOB MOXET NMpoucxoguntb MeaneHHo, HenoJIHOCTb WM COBCEM HENpPOUCXOaAUTb. B atom cnyvyae nepen
OKpawmnBaHNeM pekoMmeHOyeTCA BblAESNINTb MOHOHYKIeapHble KNETKN B rpagneHTe NitoTHOCTU (Hanpl/lmep, CbMKOJ'Ia).

Mpumepsbl 1 cebinku cMm. B [NpunoxeHunn.

TOBAPHbIE 3HAKU

Beckman Coulter, cTunusoBaHHbIN NOroTvn 1 ynomnHaemsle 3gecb 3Haku npoaykuumn u yenyr Beckman Coulter sBnstotcs
TOBApPHbIMU 3HAKaMW Ui 3aperMcTpMpoBaHHbIMM TOBapHbIMU 3Hakamu kopnopauum Beckman Coulter, Inc. B CoeanHeHHbIX
LUraTax n gpyrux ctpaHax.

AOMNONIHUTENbHAA UHPOPMALIUA

Ons nauveHTa / nonb3oBaTens / TpeTben CTOpPOHbl B EBponenckom Coto3e n B CTpaHax C WAEHTUYHbIM PEerynsiTopHbIM
pexumom (PermameHT 2017/746/EC B OTHOLUEHUM MEOMUMHCKUX U3denuin Ans in vitro guarHocTuku); ecnn, BO BpeMs
NCNONb30BaHMSA 3TOr0 U3LENUS UK B pe3ynbraTe ero UCMorb30BaHNs NPOU30LLEN CEPbE3HbI MHUNOEHT, COOOLLMTE O HEM
NPOV3BOANTENIO U/MNKN €ro YNONTHOMOYEHHOMY NPEACTAaBUTENIO U CBOEMY HALMOHANBHOMY OpraHy perynMpoBaHus.

CBEOEHUA O BEPCUAX

|BEPCUA AF: [ [ata Bbinycka: OkTs6pb 2021 . |

BEPCUA AW: | [ata Bbinycka: Anpenb 2022 r.
O6BHOBNEHUS C Lenbio NpMBEAEHUS B COOTBETCTBUE

nonuTuKe MexayHapogHow mapkmposku Beckman Coulter n

ans BbinonHeHusi tpebosaxun IVD-R (EC)2017/746:
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[o6aeneHbl pasgenbl «Mpegnonaraemein Nonb3oBatenby, « KoOHUEHTpauus»,
«MpeumnsanoHHOCTbY, « TOYHOCTbY, «[dononHutenbHas
nHdopmaums», «CBeeHNs 0 BepCUsaX»

[obGasneHa nHgopmaums Cwm. pasgen «[MpuHumn paboTbi»
O6HoBMeHHblE pa3aensbl «MpuHuun pabotbly, «MpegynpexaeHns n mMepsbl
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nopyny», «OrpaHuyeHus», «MpunoxeHue»
YnaneHb! pasgens! «Metogukay, «[pumepbl KNUHUYECKUX obnacTen
npuMeHeHus», «Oxupaemble pesynsTaTbly,
«BHyTpunabopaTtopHasi BOCNpon3BoanMOoCTb
pe3ynsratoB», «JIMHENHOCTbY

BEPCUA [ata Bblnycka

AX OkTa6pb 2022 1.
OBHOBIEHHbLIE pa3aensbl [o6asneHbl nepeBobl
BEPCUA [ata Bblnycka

AY

OBHOBNEHHbLIE pa3aensbl XpaHeHne n CcTabunbHOCTb

OnpepgeneHnss CAMBOJIOB
Mmoccapwuii cuMBONOB AOCTYMNEH Ha canTe beckman.com/techdocs (Homep gokymeHTa B60062)
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Spetsifikatsioon
védrvaine 7-AAD Viability Dye

Moodustumine Vedel

Maht 3 mil
Kalibreerimine Kasutusvalmis
A ergastumine 488 nm

Emissiooni tipptase 655 nm (kaksikahelalise DNA kompleks)

7-AAD eluvoime varv

A07704 150 analiilisi; 3 ml, 20 pl
anallisi kohta

In vitro diagnostiliseks kasutamiseks

KASUTUSOTSTARVE

7-AAD Viability Dye on lahusesse lisatud keemiline varvaine, mis on ette ndhtud kasutamiseks voolutsitomeetrial pdhinevates
Uhe- voi mitmeparameetrilistes analiiiisides. See vdimaldab inimparitolu leukotsiiitide analiisimisel tuvastada mitteelujoulisi
rakke ja eristada neid huvipakkuvatest elujbulistest rakkudest.

POHIMOTE

7-aminoaktinomitsiin D (7-AAD) on aktinomutsiini analoog, mis sisaldab kromofoori 7. positsioonil asendatud amiinrihma.
7-AAD siseneb DNA tsltosiini/guaniini aluste tippude vahele (1).

DNA kaksikahela varvimiseks tuleb proovi inkubeerida koos varvainega 7-AAD Viability Dye. Seejarel eemaldatakse
erutrotstitidid lUUsimisega ja parast seda anallUsitakse leukotsiite voolutsitomeetriaga.

Apoptootilised nekrootilised rakud ja/véi kahjustunud rakud pohjustavad elujduliste rakkude voolutsitomeetriaga
analuusimisel interferentsi. Mitteelujoulised rakud on kirjeldatavad ja tuvastatavad, sest need varvuvad Uhendiga 7-AAD,
samas kui terviku membraaniga elusrakud on thendit 7-AAD mittelabilaskvad ning ei varvu (need on Uhendi 7-AAD suhtes
negatiivsed) (2).

Voolutsitomeeter anallusib valguse hajumist ja rakkude fluorestsentsi. See vdimaldab lokaliseerida rakke histogrammil
maaratud elektroonilises aknas, milles valguse ortogonaalne hajumine (kilghajuvus (KH)) korreleeritakse 7-AAD varvimisele
vastava preparaadi fluorestsentsiga. Varavdamisetapis saab kasutada ka teisi kahte erinevat tsitomeetris kasutatavat
parameetrit kombineerivaid histogramme.

Seeladbi varavdatud rakkude fluorestsentsi anallilsitakse positiivselt varvunud sindmuste (mitteelujéuliste rakkude)
eristamiseks mittevarvunud stndmustest (elujdulistest rakkudest).  Tulemusi saab kajastada mittefluorestseerunud
sundmuste protsentuaalse osakaaluna kdigi varavdamisega arvesse vdetud sindmuste suhtes.

SIHTKASUTAJA

See toode on ette nahtud laboratoorseks kasutamiseks.

PROOVID
Veeniverd tuleb votta steriilsete katsutitega, mis sisaldavad antikoagulandina etlleendiamiintetraatsetaadi (EDTA) soola.

Proove tuleb hoida toatemperatuuril (18—25 °C) ja neid ei tohi loksutada. Proovimaterjal tuleb enne analiiiisitava proovi vétmist
ettevaatliku loksutamisega homogeniseerida.

Proove tuleb anallisida 24 tunni jooksul alates veenipunktsioonist.

HOIATUS JA ETTEVAATUSABINOUD

Arge kasutage reagenti parast aegumiskuupéeva.

Arge killmutage.

Enne kasutamist laske tasakaalustuda toatemperatuuriga (18-25 °C).

Minimeerige kokkupuudet valgusega.

Valtige reagentide mikroobidega saastumist, vastasel juhul vbite saada valed tulemused.

Selle kasutusvalmis reagendi 7-AAD sisaldus on 0,005% (mass ruumalalhiku kohta) ja dimetudlsulfoksiidi (DMSO)
sisaldus 1% (maht ruumalathiku kohta).

R o

7-AAD puhtal kujul on potentsiaalselt kantserogeenne ja DMSO on arritav.

Kuigi ainet on selles preparaadis ulatuslikult lahjendatud, vivad nende koostisosade kahjulikud toimed tervikuna voi
osaliselt sailida. Arge pipettige kunagi suu kaudu ning valtige proovide ja reaktiivide kontakti naha, limaskestade
ja silmadega. Jargige nende reagentide kasutamisel asjaomaseid ettevaatusabindusid (kasutage kindaid, kitlit ja
kaitseprille).
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7. T7-AAD on kromofoor, mis laguneb valgusega kokkupuutel. Seda hoitakse labipaistmatus viaalis, et kaitsta seda valguse
eest enne kasutamist.

Valistage inkubatsioonietappide ajal pidev kokkupuude valgusega ja piirake parast varvimist proovide kokkupuudet
valgusega.

8. Kaoiki vereproove tuleb pidada potentsiaalselt nakkusohtlikuks ja kasitseda ettevaatusega (kasutage kaitsekindaid, kitlit
ning kaitseprille).

9. Verekatsutid ja kaitlemiseks kasutatav Uhekordselt kasutatav materjal tuleb havitada pdletamiseks ettenahtud
spetsiaalsetes konteinerites.

GHS-l OHUKLASSIFIKATSIOON

7-AAD Viability Dye HOIATUS
H316 Pdhjustab kerget nahaarritust.
P332+P313 Nahaarrituse korral: podrduda arsti poole.
DimetQulsulfoksiid 0,5 - 1,5%
Ohutuskaart on kéattesaadav veebilehel beckman.com/techdocs

SAILITAMINE JA STABIILSUS

Varvainet 7-AAD Viability Dye tuleb enne ja parast viaali avamist hoida temperatuuril 2—8 °C ning valguse eest kaitstult.
Suletud viaali sailivusaeg stabiilsusuuringu péhjal: 730 paeva.

Avatud viaali stabiilsus: reagent on stabiilne 60 paeva.

Vt partiispetsiifilist anallilisi sertifikaati veebilehelt www.beckman.com.

RIKNEMISE TUNNUSED
Igasugune muutus reagentide flusilises valimuses vaib viidata reagendi riknemisele ja seda ei tohi kasutada.

Lisateabe hankimiseks voi kahjustatud toote saamisel helistage Beckman Coulteri klienditeenindusse numbril 800-742-2345
(USA vdi Kanada) voi votke Uhendust kohaliku Beckman Coulteri esindajaga.

VAJALIKUD, KUID KOMPLEKTI MITTEKUULUVAD MATERJALID
* Proovide kogumiseks vajalikud proovivétukatsutid ja vahendid.
+ Automaatpipetid Uhekordselt kasutatavate otsakutega, mis véimaldavad teisaldada 20, 100 ja 500 pl.
» Plastist hemolidsi katsutid.
» Erltrotsutide ladsimisreagent. Naiteks tootesarja I0Test3 Iulsimislahus (viitenr AO7799).
* Puhver (PBS: 0,01 M naatriumfosfaat; 0,145 M naatriumkloriid; pH 7,2).
» Tsentrifuugige.
» Automaatsegisti (vibratsioonsegamise tilpi).
* Voolutsitomeeter.

PROOVIDE ETTEVALMISTAMINE

Proovis sisalduvate leukotsittide kontsentratsioon peab olema vaiksem kui 10* rakku mikroliitri kohta (10%/). Vajadusel
lahjendage PBS-is, et leukotstilitide kontsentratsioon vastaks tasemele 5 x 10° rakku mikroliitri kohta (5 x 10%1).

Protseduuril kasutatakse 100 pl proovi, mis vdib olla katsutis eellahjendatud.
NB!

« Unhendile 7-AAD vastava fluorestsentsi intensiivsuse kohandamiseks vdib samas katsutis varvida varske taisvere ja
mitteelujbuliste stabiliseeritud rakkude proovi (vt illustratsiooni lisas). Sellisel juhul tuleb tGhendi 7-AAD tuvastamisele
vastavat pinget reguleerida nii, et elujdulised sindmused (st varske téisveri) avalduks Uhendist 7-AAD olenevalt SS
histogrammi esimeses dekaadis (vt nadidet lisas).

» Kunstlikult positiivse varvumise valtimiseks arge kasutage protseduuril reagente, mis sisaldavad permeabiliseerivaid voi
fikseerivaid aineid.

PROTSEDUUR
1. Lisage igasse anallusikatsutisse 20 ul varvaine 7-AAD Viability Dye lahust.
2. Lisage 100 pl anallUdsitavat proovi (st kogus, mis on samavaarne ligikaudse tasemega 5 x 10° rakku).
Keerissegage ettevaatlikult katsuteid.
3. Inkubeerige 15 kuni 20 minutit toatemperatuuril (18—-25 °C) ja eemal valgusest.
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4. Seejarel lilUsige vajaduse korral punaseid vereliblesid, jargides kasutatavat llilisimisreagenti puudutavaid soovitusi.

Kui soovite naiteks kasutada tootesarja 10Test3 llUsimislahust (viitenr A07799), lisage 2 ml standardlahust
(kontsentratsioonil 1X), keerissegage viivitamatult ja inkubeerige valguse eest kaitstult kimme minutit toatemperatuuril.

Kui proov ei sisalda erutrotstlte, jatke liUsimisetapp vahele ja lisage 0,5-1 ml PBS-i.
5. Valmistisi tuleb analGilsida Ghe tunni jooksul.
Markus. Preparaate tuleb alati hoida temperatuuril 2—8 °C ja valguse eest kaitstult.

TOIMIMINE
SPETSIIFILISUS

Aktinomdatsiinid on kromofoori (2-amino-4,6-dimetlllfenoksasoon-3) ja tsikliliste pentapeptiidide bioloogiliselt aktiivsed
komponendid (3). Need on bakteriaalset paritolu antibiootikumid, mida on leitud pinnase askomutseetidest. Aktinomutsiinid
moodustavad stabiilseid komplekse kaksikahelalise desoksuribonukleiinhappega (DNA), kuid seda tllpi komplekse ei teki
kaksikahelalise ribonukleiinhappe (RNA), RNA-DNA hubriidide ega Uksikahelalise DNA v6i RNA-ga.

Uhend 7-AAD on tdnu oma spektraalsetele omadustele voolutsiitomeetrial pdhinevates analiiisides kasutamiseks eriti
sobiv (3). Uhendi 7-AAD/DNA kompleksi maksimaalne absorptsioon on argoonlaseriga varustatud tsitomeetrite korral
vastavuses sinise ergastuslainepikkusega 488 nm (4). Uhendi 7-AAD/DNA kompleksi maksimaalne fluorestsentsemissioon
sligavpunases ribas (635—675 nm) tagab sondi fluorestseiinisotiotslianaadiga (FITC) ja R-fikoeritriiniga (R-PE) konjugeeritud
antikehadega kombineerimisel selle kasutuse optimaalsuse (3). Teise DNA markerina kasutatava fluorestsentssondi
propiidiumjodiidiga (Pl) vdrreldes on Ghendi 7-AAD/DNA kompleksil vaiksem FITC ja PE-ga kattuv emissioonispekter.

TAPSUS

Positiivsete vaartuste protsent maarati taisverega, millele oli lisatud positiivseid rakke. Igat proovi testiti 4 korda, kaks korda
paevas 1 paeva jooksul 2 instrumendil, kasutades 2 7-AAD elumuse maaramise varvi reagentide partiid. M&&tmised (%
positiivne) tehti Naviosi voolutsitomeetriaga. Analllsiti CLSI meetodi EP5-A2 pdhjal. Evaluation of Precision Performance
of Quantitative Measurement Methods (Kvantitatiivsete médtmismeetodite tdpsuse naitajate hindamine).

Meie sobivuskriteeriumid sdltuvad iga populatsiooni kohta mdddetud positiivsete sindmuste arvust:
» Positiivse siindmuse korral < 1500, CV < 15%
* Positiivse stindmuse korral > 1500, CV < 10%

I0Test 3 liiisimislahus:

Taisveri lisatud HPBALL rakuliiniga
Positiivsete sindmuste arv (keskmine) = 5539

Kasutajatevaheline | Tsiitomeetritevaheline | Partiisisene | Partiidevaheline | Testidevaheline | Testisisene Kokku
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Versalyse’i liilisimissiisteem:
Téisveri lisatud HPBALL rakuliiniga
Positiivsete slindmuste arv (keskmine) = 4034
Kasutajatevaheline | Tsitomeetritevaheline | Partiisisene | Partiidevaheline | Testidevaheline | Testisisene Kokku
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
TULEMUSED PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
MOOTETAPSUS
7-AAD elumuse maaramise varvi mddtetdpsust hinnati, vorreldes tulemusi voérdlusreagendiga kui predikaadiga

taisvereproovide komplektis, millele oli lisatud tstitomeetriga NAVIOS testitud positiivseid rakke. AnalliUsi- ja vordlusreagendi
erinevused maarati anallitsitulemuste erinevuse pohjal. Kui nihe jaab lubatud vea piiridesse voi p-vaartus ei naita statistiliselt
olulist erinevust (> 0,05), peetakse kahe reagendiga patsiendi testitulemusi samavaarseteks.

Saadud tulemused on kokku vdetud jargmises tabelis.
I0Test 3 liiusimislahus:

Doonorite arv = 25

Positiivne siht

Keskmine A

A% raku kriteeriumid

p-vaartus

TULEMUSED

Taisveri lisatud
HPBALL rakuliiniga

0,31

<5

0,247

PASS
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Versalyse’i liilisimissiisteem:

Doonorite arv = 25

Positiivne siht Keskmine A A% raku kriteeriumid p-vaartus TULEMUSED
Taisveri lisatud -0,34 <5 0,289 PASS
HPBALL rakuliiniga
PIIRANGUD
1. Voolutsitomeetria vo6ib anda valed tulemused, kui tstitomeeter ei ole ideaalselt joondatud, kui fluorestsentsi lekkeid ei
ole digesti kompenseeritud ja kui piirkonnad ei ole hoolikalt paigutatud.
2. Tapsed ja korratavad tulemused saadakse, kui kasutatavad protseduurid on kooskdlas tehnilise teabelehe ja heade
laboritavadega.
3. Selle reagendi toimeainet 7-AAD on parima spetsiifilise ja mittespetsiifilise signaali suhtarvu tagamiseks optimeeritud.
Seetdttu tuleb iga anallusi korral kindlasti jargida reagendi koguse ja proovi mahu suhet.
4. Huperleukotsiitoosi korral lahjendage verd PBS-is nii, et saadav vaartus oleks ligikaudu 5 x 10° leukotsuti liitri kohta.
5. Teatud haigusseisundite (naiteks raske neerupuudulikkuse véi hemoglobinopaatia) korral voib eritrotsutide lGUsimine

olla aeglane, mittetaielik vdi isegi vdoimatu. Sellisel juhul on enne varvimist soovitatav mononukleaarsete rakkude
isoleerimine tihedusgradiendi (néiteks Ficoll-gradiendi) abil.

V1t naiteid ja viiteid lisast.

KAUBAMARGID

Beckman Coulter, stiliseeritud logo ning selles juhendis nimetatud ettevotte Beckman Coulter toote- ja teenusemargid on
ettevotte Beckman Coulter, Inc. kaubamargid vdi registreeritud kaubamargid Ameerika Uhendriikides ja teistes riikides.

LISATEAVE

Patsiendile / kasutajale / muule osapoolele Euroopa Liidus ja identse regulatsioonireZiimiga riikides (maarus (EL) nr 2017/746
in vitro diagnostikameditsiiniseadmete kohta), kui selle seadme kasutamise ajal voi selle kasutamise tagajarjel on toimunud
tdsine vahejuhtum, teatage sellest tootjale ja/v6i tema volitatud esindajale ning teie riiklikult padevale asutusele.

VERSIOONI AJALUGU

|REVISION AF: | Viljaandmise kuupéev: oktoober 2021

REVISION AW: [ Valjaandmiskuupaev: aprill 2022
Varskendused, mis vastavad Beckman Coulteri Glemaailmse
margistamise poliitikale ja IVD-R (EL) 2017/746 nduetele:

Lisatud osad Sihtkasutaja, Kontsentratsioon, Tapsus, Mddtetapsus,
Lisateave, Versiooni ajalugu

Lisatud informatsioon Vt jaotist P6himdte

Uuendatud jaotised Pdhimote, Hoiatus ja ettevaatusabindud, GHS-i

ohuklassifikatsioon, Sailitamine ja stabiilsus, Riknemise
tunnused, Piirangud, Lisa

Eemaldatud osad Metoodika, Kiliinilise kasutamise naited, Oodatud tulemused,

Laborisisene korratavus, Lineaarsus

REDAKTSIOON Viljaandmise kuupdev
AX Oktoober 2022
Uuendatud jaotised Lisatud télked
REDAKTSIOON Viljaandmise kuupdev
AY

Uuendatud jaotised Saéilitamine ja stabiilsus

Sumboli tahis
Sumbolite mdisted on kattesaadavad veebilehel beckman.com/techdocs (dokument nr B60062)
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Specifikacije
Boja za odrzivost 7-AAD
Oblik Tekucina
Volumen 3 mL
Kalibracija Spremno za upotrebu
A ekscitacija 488 nm
VrSna emisija 655 nm (kompleks s dvolan€anom DNA)

Boja za vijabilnost 7-AAD

A07704 150 testova; 3 mL, 20 pL po
testu

Za in vitro dijagnosti¢ku uporabu

NAMJENA

Boja za odrzivost 7-AAD kemijsko je sredstvo za bojenje u otopini za jednoparametarsku ili viSeparametarsku analizu pomocu
proto¢ne citometrije. Omogucuje prepoznavanje neodrzivih stanica i njihovo odvajanje od (odrzivih) promatranih stanica
prilikom analize humanih leukocita.

NACELO

7-amino-aktinomicin D (7-AAD) analog je aktinomicina koji sadrzi aminoskupinu supstituiranu na polozaju 7 kromofora. 7-AAD
se umece izmedu vrhova baza citozina/gvanina u DNK-u (1).

Bojenje dvostrukog lanca DNA provodi se inkubiranjem uzorka pomoc¢u boje za odrzivost 7-AAD. Eritrociti se zatim uklanjaju
liziranjem, a leukociti se uklanjaju protoénom citometrijom.

ApoptotiCke nekroticne i/ili oStecene stanice izvor su interferencije u analizi odrzivih stanica pomoc¢u proto€ne citometrije.
Neodrzive stanice moguce je obiljeziti i prepoznati kada se oboje sredstvom 7-AAD, dok Zivuce stanice koje zadrzavaju
integritet membrana ne propustaju 7-AAD te ostaju neobojene (negativne su na 7-AAD) (2).

Proto&ni citometar analizira difuziju svjetlosti i fluorescenciju stanica. To omogucuje lokalizaciju stanica unutar elektroni¢kog
okvira definiranog na histogramu, koji povezuje ortogonalnu difuziju svjetlosti (bo¢no rasprsenje ili SS) s fluorescencijom, §to
odgovara bojenju reagensom 7-AAD. Ostali histogrami objedinjuju dva razliita parametra dostupna na citometru te se koriste
i u fazi ogradivanja.

Fluorescencija tako ogradenih stanica analizirana je da bi se odvajili pozitivho obojeni dogadaji (neodgovarajuéi) od neobojenih
(odgovarajucih). Rezultati se mogu izraziti kao postotak nefluorescentnih dogadaja u odnosu na sve dogadaje obuhvacene
ogradivanjem.

CILJNI KORISNIK

Proizvod je namijenjen za profesionalnu laboratorijsku uporabu.

UZORCI
Venska krv mora se uzeti sterilnim epruvetama koje kao antikoagulans sadrze EDTA sol.
Uzorke drzite na sobnoj temperaturi (18 — 25 °C) i nemojte ih tresti. Uzorak prije uzimanja testnog uzorka homogenizirajte
pazljivim muckanjem.
Uzorci venske krvi moraju se analizirati u roku od 24 sata od njihova uzimanja.
UPOZORENJE | MUERE OPREZA
1. Reagens nemojte upotrebljavati nakon isteka roka trajanja.
Nemojte zamrzavati.
Prije upotrebe pustite da dosegne sobnu temperaturu (18 — 25 °C).
Smanijite izlaganje svjetlu.
Izbjegavajte mikrobnu kontaminaciju reagensa ili moze doci do netocnih rezultata.

Reagens spreman za upotrebu sadrzi 0,005 % (masena koncentracija) 7-AAD-a i 1 % (volumni udio) dimetil-sulfoksida
(DMSO-a).

U ¢&istom obliku 7-AAD moZe biti kancerogen, a DMSO izaziva iritaciju.

o gk wN

lako su u postojeéoj formulaciji izrazito razrijedeni, ti sastojci mogu zadrzati sve svoje Stetne ucinke ili dio njih. Nemojte
pipetirati ustima te izbjegavajte doticaj s koZom, sluznicama i o€ima. Pri upotrebi tih reagensa primjenjujte mjere opreza
(osobito: nosite rukavice, kutu i zastitne naocale).

7. 7-AAD jest kromofor podloZan degradaciji pri izlaganju svjetlosti. Prije upotrebe €uva se u neprozirnoj bocici radi zastite
od svjetlosti.
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Izbjegavajte neprestano izlaganje svjetlosti tijekom faza inkubacije te smanijite izlaganje uzoraka svjetlosti nakon bojenja.

8. Svi uzorci krvi moraju se smatrati potencijalno zaraznima te je njima potrebno rukovati oprezno (odnosno nositi zastitne
rukavice, odje¢u i naocale).

9. Epruvete s krvlju i otpadni materijal za rukovanje treba odloziti u jednokratne spremnike namijenjene za spaljivanje.

KLASIFIKACIJA OPASNOSTI PREMA GHS-U

7-AAD Viability Dye UPOZORENJE
H316 Uzrokuje blago nadrazivanje koze.
P332+P313 U slu¢aju nadrazaja koze: zatraziti savjet/pomo¢
lijecnika.
Dimetil-sulfoksid 0,5 - 1,5 %
Sigurnosno-tehnicki list dostupan je na adresi beckman.com/techdocs

POHRANA | STABILNOST

Boja za odrzivost 7-AAD mora se Cuvati na temperaturi od 2 do 8 °C i zasticena od svjetlosti prije i nakon otvaranja bocice.
Vijek trajanja zatvorene bocice prema ispitivanju stabilnosti: 730 dana.

Stabilnost otvorene bocice: reagens je stabilan 60 dana.

Na web-mjestu www.beckman.com pogledajte Certifikat o analizi specifian za lot koji upotrebljavate.

DOKAZ PROPADANJA
Svaka promjena fizickog izgleda reagensa moze upucivati na propadanje te se reagens ne smije upotrebljavati.

Ako su vam potrebne dodatne informacije ili ste primili oSte¢en proizvod, nazovite korisnicki servis tvrtke Beckman Coulter na
800-742-2345 (u SAD-u ili Kanadi) ili se obratite lokalnom predstavniku tvrtke Beckman Coulter.

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU DIO KOMPLETA:
* Epruvete za uzorke i materijal potreban za uzimanje uzoraka.
* Automatske pipete s potrosnim vricima za 20, 100 i 500 pL.
* Plastiéne hemoliticke epruvete.
» Reagens za liziranje eritrocita. Na primjer: otopina za liziranje 10Test3 (REF A07799).
+ Pufer (PBS: 0,01 M natrijeva fosfata, 0,145 M natrijeva klorida, pH 7,2).
+ Centrifuga.
» Automatska mijeSalica (tip vorteks).
+ Citometar toka.

PRIPREMA UZORAKA

Koncentracija leukocita u uzorku mora biti manja od 10 stanica/uL (10'°/L). Po potrebi razrijedite PBS da bi se koncentracija
leukocita smanjila na 5 x 10° stanica/uL (5 x 10°L).

U postupku se koristi 100 pL uzorka unaprijed razrijedenog u epruveti ili drukdijeg.
NB:

» Prilagodba intenziteta fluorescencije u skladu sa sredstvom 7-AAD moZe se izvesti bojenjem uzorka pune svjeZe krvi
i neodrzivih stabiliziranih stanica u istoj epruveti za uzorke (pogledajte sliku u dodatku). Pod tim uvjetima napon koji
odgovara detekciji sredstva 7-AAD potrebno je prilagoditi tako da se odrzivi dogadaji (odnosno puna svjeza krv) pojave
u prvoj dekadi histograma BR ovisno u sredstvu 7-AAD (pogledajte primjer u dodatku).

» Tijekom postupka nemoijte koristiti reagense koji sadrze permeacijska ili fiksacijska sredstva da biste sprijecili umjetno
pozitivno bojenje.

POSTUPAK
1. U svaku ispitnu epruvetu dodajte 20 L otopine boje za odrzivost 7-AAD.
2. Dodajte 100 pL testnog uzorka (npr. ekvivalent od priblizno 5 x 10° stanica).
Epruvete za uzorke lagano promijeSajte u vorteks-mijesalici.
3. Inkubirajte 15 do 20 minuta na sobnoj temperaturi (18 - 25 °C), za&ti¢eno od svjetlosti.
4. Zatim izvrsite liziranje eritrocita, ako je potrebno, tako da pratite preporuke reagensa za liziranje koji se upotrebljava.
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Ako Zelite, primjerice, koristiti otopinu za liziranje 10Test 3 (REF A07799), dodajte 2 mL radne otopine (u koncentraciji
od 1x), odmah promijesajte u vorteks-mijesalici te inkubirajte 10 min na sobnoj temperaturi, zasticeno od svjetlosti.

Ako uzorak ne sadrzi eritrocite, nemoijte lizirati, nego dodajte od 0,5 do 1 mL PBS-a.
5. Pripravke analizirajte u roku od 1 sat.
Napomena: u svakom slucaju pripravke Cuvajte zasti¢ene od svjetlosti na temperaturi izmedu 2 i 8 °C.

PERFORMANSE
SPECIFICNOST

Aktinomicini su aktivni bioloSki sastojci kromofora (2-amino-4,6dimetilfenoksazon-3) i ciklickih pentapeptida (3). To su
antibiotici bakterijskog podrijetla koji su povijesno karakterizirani u askomicetima u tlu. Aktinomicini tvore stabilne komplekse
s dvolanéanom deoksiribonukleinskom kiselinom (DNK-om), ali ne tvore taj tip kompleksa s dvolan€anom ribonukleinskom
kiselinom (RNK-om) ni RNK-DNK hibridima, kao ni s jednolananim DNK-om ni RNK-om.

Zahvaljujuéi svojim spektralnim svojstvima, 7-AAD je spoj osobito prikladan za analizu proto¢nom citometrijom (3).
Maksimalna apsorpcija kompleksa 7-AAD/DNA kompatibilna je s valnom duljinom plave boje pri aktivaciji od 488 nm za
citometre opremljene argonskim laserom (4). Najvec¢a emisija fluorescencije u tamnocrvenom pojasu (od 635 do 675 nm)
kompleksa 7-AAD/DNA dopusta optimalnu upotrebu te kontrole u kombinaciji s antitijelima konjugiranim fluorescein
izotiocijanatom (FITC-om) i crvenim fikoeritrinom (PE-om) (3). Za razliku od propidij jodida (PI-ja), koji je druga fluorescentna
kontrola koja se koristi kao DNA marker, kompleks 7-AAD/DNA ima spektar emisije sa smanjenim preklapanjem uz FITC i PE.

PRECIZNOST

Postotne pozitivne vrijednosti utvrdene su pomocu pune krvi u koju su dodane pozitivne stanice. Svaki je uzorak obraden 4
puta, dvaput dnevno tijekom 1 dana na 2 instrumenta uz 2 lota reagensa s bojilom za odrzivost 7-AAD. Mjerenja (% pozitivnih
vrijednosti) provedena su s pomocu protocnog citometra Navios. Analiza je provedena na temelju metode EP5-A2 Instituta
za klini¢ke i laboratorijske standarde (CLSI): Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods
(Procjena radnih znagajki preciznosti metoda kvantitativhog mjerenja).

Nasi kriteriji prihvatljivosti ovise o broju pozitivnih dogadaja izmjerenih za svaku populaciju:
» Ako je pozitivni dogadaj < 1500, CV < 15 %
» Ako je pozitivni dogadaj > 1500, CV < 10 %

Otopina za liziranje 10Test 3:

Puna krv u koju je dodana stani¢na linija HPBALL
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 5539

Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima obradama obrade
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Sustav za liziranje VersaLyse:

Puna krv u koju je dodana stani¢na linija HPBALL
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrijednost) = 4034

Medu operatorima | Medu citometrima | Unutar lota Medu Medu Unutar Ukupno
lotovima obradama obrade
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

TOCNOST

To&nost bojila za odrzivost 7-AAD procijenjena je usporedbom rezultata s referentnim reagensom kao predikatom na skupu
uzoraka pune krvi u koje su dodane pozitivhe stanice obradenih na citometru NAVIOS. Odstupanije izmedu testa i referentnog
reagensa utvrdeno je na temelju razlike izmedu rezultata testa. Ako je odstupanje unutar dopustenog raspona pogreske ili
ako p-vrijednost upucuje na to da nema znacajne razlike (> 0,05), rezultati testova na uzorcima pacijenata za dva reagensa
smatraju se istovjetnima.

Dobiveni rezultati sazeti su u tablici u nastavku:
Otopina za liziranje 10Test 3:

Broj donora = 25
Pozitivna ciljna Srednja vrijednost A Kriterij stanica A % p-vrijednost REZULTATI
vrijednost
Puna krv u koju je 0,31 <5 0,247 PASS
dodana stani¢na
linija HPBALL
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Sustav za liziranje VersalLyse:

Broj donora = 25
Pozitivna ciljna Srednja vrijednost A Kriterij stanica A % p-vrijednost REZULTATI
vrijednost
Puna krv u koju je -0,34 <5 0,289 PASS
dodana stani¢na
linija HPBALL

OGRANICENJA

1. Proto¢na citometrija moze proizvesti pogresne rezultate ako citometar nije savr§eno poravnat, ako fluorescentna curenja
nisu pravilno kompenzirana i ako regije nisu paZljivo pozicionirane.

2. Tocni i ponoviljivi rezultati dobivat ¢e se sve dok se postupci izvode u skladu s tehnic¢kom broSurom i u skladu s dobrim
laboratorijskim praksama.

3. 7-AAD, aktivna tvar u ovom reagensu, optimiziran je tako da daje najbolji omjer specifi¢nih/nespecifi¢nih signala. Zato
je vazno pridrzavati se omjera koliine reagensa i koli€ine uzorka prilikom svakog ispitivanja.

4. U slucaju hiperleukocitoze, razrijedite krv u PBS tako da dobijete vrijednost priblizno od 5 x 10° leukocita/L.

5. Pri odredenim bolestima, npr. ozbiljnom zatajenju bubrega ili hemoglobinopatiji, liziranje eritrocita moZze biti sporo,
nepotpuno ili nemoguce. U tom se slucaju prije bojenja preporucuje izoliranje jednojezgrenih stanica pomocu gradijenta
gustocée (kao Sto je Ficoll).

Za primjere i reference pogledajte Dodatak.

ZIGoVI

Beckman Coulter, stilizirani logotip te oznake proizvoda i usluga tvrtke Beckman Coulter zigovi su ili registrirani zigovi tvrtke
Beckman Coulter, Inc. u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i drugim drzavama.

DODATNE INFORMACIJE

Za pacijenta / korisnika / treéu stranu u Europskoj uniji i u drzavama s identi¢nim regulatornim rezimom (Uredba 2017/746/EU
o medicinskim proizvodima za in vitro dijagnostiku): ako tijekom upotrebe ovog uredaja ili kao rezultat njegove upotrebe dode
do ozbiljnog Stetnog dogadaja, prijavite ga proizvodacu i/ili njegovu ovlastenom zastupniku te nadleznom nacionalnom tijelu.

POVIJEST REVIZIJA

|REVIZIJA AF: | Datum objave: listopad 2021.

REVIZIJA AW: [ Datum objave: travanj 2022.
Azuriranja radi uskladivanja s pravilnikom o globalnom

oznacavanju tvrtke Beckman Coulter i u skladu sa zahtjevima

uredbe (EU)2017/746 o in vitro dijagnostickim medicinskim

proizvodima (IVD-R):

Dodani odjeljci Ciljni korisnik, Koncentracija, Preciznost, To¢nost,
Dodatne informacije, Povijest revizija

Dodane informacije Pogledajte odjeljak Nacelo

Azurirani odjeljci Nacelo, Upozorenje i mjere opreza, Klasifikacija opasnosti

prema sustavu GHS, Cuvanje i stabilnost, Vidljivi znakovi
propadanja, Ograni¢enja, Dodatak

Uklonjeni odjeljci Metodologija, Primjeri klinicke primjene, Ocekivani rezultati,

Unutarlaboratorijska obnovljivost, Linearnost

REVIZIJA Datum objave
AX Listopad 2022.
Azurirani odjeljci Dodani prijevodi
REVIZIJA Datum objave
AY

AZurirani odjeljci Cuvanije i stabilnost

Pojmovnik simbola
Pojmovnik simbola dostupan je na web-mjestu beckman.com/techdocs (broj dokumenta B60062)
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Cneuudmkauun
7-AAD Viability Dye
dopma TeyHocT
Obem 3 mL
Kannbpupaxe [oToB 3a ynoTpeba
A Bb3byXXgaHe 488 nm
1K Ha u3nbYBaHe 655 nm (komnnekc ¢ AsoriHo-BepmkHa JHK)

7-AAD Viability Dye
A07704 150 TecTa; 3 mL, 20 pL/tect

3a uH eumpo gnarHocTuka

NPEAHA3HAYEHUE

7-AAD Viability Dye e xnmun4yeckn ouBeTsiBall, areHT B pa3TBOpP, KOWTO € NpefHasHayeH 3a MOHO- U MyrTunapameTpuyeH
aHanua 4ypes droyumtomeTpus. [Npu aHanM3 Ha YOBELUKN NEBKOLMTU TOW NO3BOMSBa HEXM3HECNOCOOHW KneTkn fa 6bvaat
NAEHTUMLMPAHN N U3KIIOYEHN OT KIETKUTE, KOUTO HU MHTEpecyBarT (KM3HeCrnocobHuTe).

nPAHUMUN

7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) e aHanor Ha akTMHOMMLUMH, CbAbpXall aMWUHO-Tpyna, pasnosyiokeHa B no3vumsa 7 Ha
xpomocpopa. 7-AAD ce BMbkBa Mexay BbpxoBeTe Ha 6asute Ha [AHK untosun/ryanuH (1).

OupeTtsiBaHeTo Ha ABoriHO BepwkHaTta [OHK ce ocbliecTBsiBa, korato npobata ce mHkybupa cbc 7-AAD Viability Dye.
EputpounTtuTe ce npemaxear Ypes nmsvMpaHe u NeBKOLUMTUTE Ce aHanuanpar Ypes3 noyLmMToMeTpus.

AMONTUYHMTE, HEKPOTUYHM U/UMK yBPEOEHMW KMNETKM cMyLLaBaT royLUMTOMETPUYHNS aHaNU3 Ha XXM3HECMOCOOHNTE KNETKU.
HexusHecnocobHuTe KNeTkM morat ga 6bgat xapakTepusnpaHu n MageHTMuUMpaHn, Tbin kKaTto Te ce ouseTasat oT 7-AAD,
[0KaTo XMBUTE KMNETKN Nopaam Llenoctta Ha MembpaHaTa ca Henponycknuem 3a 7-AAD n ca HeougeTeHu (T.e. Te ca 7-AAD
HeraTuBHM) (2).

MOTOYHUAT LUMTOMETBP aHanuaupa pas3cermBaHEeTO Ha CBeTnvMHaTa M dnyopecleHuuaTa Ha knetkute. [lpaBu Bb3MOXHO
NOKanu3MpaHeTo Ha KMNeTKM B paMKUTE Ha ENEeKTPOHEeH Nnpo3opel, AedrHUpaH BbpXy XucTorpama, KOMTO Kopenvpa c
neprneHauKynsapHOTO pas3npocTpaHeHne Ha ceetnvHata (,CTpaHu4HO cBeTopasceriBaHe” unm SS), n dnyopecueHumnaTa,
KopecnoHaupalla ¢ ougeTtaBaHeTo Ha 7-AAD. [pyrn xuctorpamu, KOMGUHMpaLLy aBa OT pasnuMyHUTEe NnapaMeTpu, KoUTo ca
Ha pasnonoXeHune B LMTOMETbPA, CbLLIO Ce M3MON3BaT Ha eTana Ha onpedensiHeTo Ha obnacTTa Ha aHanua.

dnyopecueHUMATa Ha reMTupaHMTe Mo TO3M HaYMH KINeTKU ce aHanuaupa, 3a Aa ce W3KMHYaT MOMoXMTENHO ouBeTeHuTe
CbOUTUS (HEXKM3HECTOCOBHM) OT HeouBeTEHNTE (3KM3HECNOCOGHM). PeaynTaTuTe MoraT ga ce NpefAcTaBsT KaTo NPouUeHT Ha
Hecbnyopecumpaly cbbuThs CnpsiMO BCUYKM FENTUPaHn CbouTusS.

NPEABUAEH NMNOTPEBUTEN

Tosu NpoaykT e npedHasHadYeH camo 3a nabopatopHa npodecroHanHa ynorpe6a.

NnPOBU
BeHosHa kpbB TpsbBa Aa ce B3ema B CTEPUIHN enpyBeTku, Cbabpxalm con EDTA kaTo aHTMKOarynaHT.

Matepuanute TpsibBa Aa ce cbxpaHsiBaT Npu cTariHa Temneparypa (18-25°C) n ga He ce pasknawar. Matepunanute TpsibBa
Aa 6bae xoMoreHM3npaHu Ypes neko pasknawaHe, npegun ga ce B3eme npoba 3a oupeTsBaHe.

MpoGuTe Tpsabea ga 6baaTt aHanMavpaHy B paMkUTe Ha 24 Yaca OT BeHOMyHKTyparTa.

NPEAYNPEXAOEHUE N NPEANA3HUA MEPKW
1. He n3nonsBainte peakTvMBa crnef nsTnyaHe Ha Cpoka Ha rogHOCT.
He 3ampassBalite.
OcraBeTe ro ga ce Temnepupa o ctanHa temnepartypa (18-25°C) npegn ynotpeba.
MUWHUMU3MPpaliTE N3naraHeTo Ha CBETNMHA.

o~ w DN

N3bsaresante MUKpPOOHO 3aMbpcsiBaHe Ha peakTUBWUTE, B MPOTUBEH Clyyal € Bb3MOXHO Aa Ce nonyyat mnorpeLuHu
pesynTartu.

6. Tosu rotoB 3a ynotpeba peaktuB cbabpxa 0,005 % (terno/obem) 7-AAD n 1 % (obem/obem) aumetnn cyndokcug
(DMSO).

B uucta popma 7-AAD e noteHumanHo kaHueporeHeH, a DMSO e gpasHuTten.

Bbnpeku Ye ca usknounTenHo paspedeHu B HacTosiLLaTa hopMynmnpoBKa, Te3n CbCTaBKW MoraT a 3anassT BCUYKU UIK
YyacT oT BpeaHuTe cu ecdhekTu. Hukora He nuneTmpanTe ¢ ycTa 1 u3bsarsanTe BCSKakBU KOHTAKTU C KoXaTta, nuraBuuara
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n ounte. ManonseaiTe Te3M peakTUBM, KaTo crnassaTte npeanasHuTe Mepku 3a ynotpeba (no-cneumnanHo: HOCEHETO Ha
pbKaBuLM, NPECTUMKA W 3aLLUMTHU ounna).

7. 7-AAD e xpomodbop, NoasfioXeH Ha pasrpaxaaHe npu uanaraHe Ha cBeTnnHa. CbxpaHsiBa ce B Henpo3payveH (nakoH,
3a ga ce npeanasv OT CBETNMHA npeaun ynoTpeba.

[a ce n3bsirea npoabITKUTENTHO n3naraHe Ha CBET/IMHA B NpoablKeHne Ha VIHKy6aLI,I/I$ITa n ga ce HamMmanum mnanaraHeTto
Ha CBETJ/IMHA Ha r|p06|/|Te cnepf Kato Ca ouBeTeHU

8. BcKYKM KpPbBHM Npobu TpsiGBa Oa ce cumTaT 3a NOTeHUManHo 3apasHu U ¢ TsxX TpsibBa aa ce GopaBu BHUMAaTENHO
(no-cneumanHo: HOCeHe Ha 3alUMTHU pbKaBuLM, 00NEKNo n o4nna).

9. EnpyseTkuTe 3a KpbB U MaTepuanuTe 3a edHokpaTHa ynoTpe6a, u3nonssaHu 3a 6opaBeHe, TpsAOBa Aa ce U3XBbPIAT
BbB BPEMEHHW KOHTEWHEPW, NpedHa3HayYeHn 3a nsrapsiHe.

KNACUonunA HA ONACHOCTUTE MO GHS

7-AAD Viability Dye BHUMAHWE
H316 MpnumHaBa neko gpasHeHe Ha Koxara.
P332+P313 Mpn nosiea Ha KOXXHO ApasHeHe: lNMoTbpceTe
MEeOMLIMHCKN CbBET/MOMOLL,.
Oumetuncyndokeung 0,5 - 1,5 %
MHdopMaUMOHHMAT NUCT 3a Ge3onacHocCT e HanuveH Ha beckman.com/techdocs

CbXPAHEHUE U CTABUITHOCT

PeaktnebT 7-AAD Viability Dye TpsabBa fa ce cbxpaHsiea npu 2 ao 8°C 1 fa He ce uanara Ha CBETNMHA Npeau U crneq oTBapsiHe
Ha ¢pbnakoHa.

MacnenBaHe Ha CpoK Ha rogHOCT Npuy 3aTBOpeHa enpyBeTka U ctabunHocT: 730 gHw.
CTabunHocT Ha OTBOPEH (hbrakoH: peakTuBbT € cTabuneH 3a 60 gHu.
BwxTte CepTudomkarta 3a aHanu3 3a KOHKpeTHaTa naptuaa Ha www.beckman.com.

OAHHU 3A BITOWWABAHE

Bcska npomMsAaHa BbB (*)VI3V|'~IeCKVIFI narnen Ha peaktmBute Moxe a e npu3Hak 3a BriowlaBaHe N peakTUBbT HE TpFI6Ba na obae
M3non3BaH.

3a gonbnHuTENHa MHOpMaUns UM Mpu NofyyYyaBaHe Ha MOBPEdEH MPOOyKT Ce CBbpXeTe € oThena 3a obcnyxeaHe Ha
knueHtn Ha Beckman Coulter Ha Ten. 800-742-2345 (CALL wnn KaHaga) unu ce cBbpXeTe ¢ MECTHUS NpeacTaBuUTen Ha
Beckman Coulter.

HEOBXOOAMMU MATEPUATIIN, KOUTO HE CA NOCTABEHU C KOMIJIEKTA:
+ EnpyBsetku 3a npobu n matepuanu, Heobxoanmm 3a B3emaHe Ha nNpobdu.
*  ABTOMATMYHM NUMETU C HAKparMHULUW 3a egHokpaTHa ynotpeba 3a 20, 100 1 500 L.
* [nactmacoBn xeMOnM3HN enpyBeTKW.
» PeareHT 3a nu3anpaHe Ha epuTpounTUn C Nnocneasalo npommsarHe. Hanpumep: |0Test3 Lysing Solution (Ref. A07799).
*  bydep (PBS: 0,01 M HatpueB cdocdart; 0,145 M pastBop Ha HaTpues xnopug, pH 7.2).
* LeHTpodpyrupanTe.
» AsTOMaTtuM4eH armtatop (Tun BOPTEKC).
* [oToyeH umTomMeETHP.

NOAroTOBKA HA MNPOBU

BposT Ha neBkounTMTE B NpobaTta TpsibBa fa 6bae no- manko ot 104 cells / uL (10'°/L). Ako e HeobxoaMmo, paspeneTe KpbBTa
¢ PBS 3a pa ctaHe KoHUeHTpauusita Ha neskouutute 0o 5 x 10°% cells / pL (5 x 10°/L).

Mpoueaypata nanonssa 100 uL ot npoba, NnpegBapuTenHo paspeneHa B enpyBeTka Unun no Apyr HauuH.
NB:

* HarnacsBaHe Ha MHTEH3MTETA Ha dnyopecLeHuusaTa, cboTBeTCcTBaL Ha 7-AAD, moxe aa 6bae OCbLLECTBEH KaTo ce
n3rnonsea oLBeTsABaHe Ha npoba OT UAMOCTHa MPSICHa KPbB U HEXU3HECNOCOOHN, CcTabunusmpaHu KneTkm B eaHa u
Cbllia enpyBeTKa (BUXTe M300paXeHNETO B NMpUNoXeHneTo). lNpu Te3un ycnosusl, BONTaXbT CbOTBETCTBALY, Ha 7-AAD
TpsibBa Aa ObAe HarnaceH Taka, Je XuBuTe KneTku (T.e. uanara npsicHa KpbB) Aa ce nosiBsiBa B MbpBaTta Aekada Ha SS
XucTtorpamara B 3aBucumMocT oT 7-AAD (BMXTe npumepa B NpUoXeHUEeTO).

» He usnonaeaiite peakTUBM CbAbPXKALLM NPOHMKBALLM UMK MKCUpALLM KOMMOHEHTU MO BpeMe Ha npoueaypara, 3a fa
ce npegoTBpaTU NOrPeLLHO MOMNOXKUTENHO OLBETSIBaHeE.
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NMPOLUEQYPA
1. [o6asete 20 pL ot 7-AAD Viability Dye pa3TBop kbM BCsika TECT enpyBeTka.
2. [obaeete 100 uL ot TecT npobata (T.e. ekBMBANEeHT Ha NpubnmauntenHo 5 x 10° cells).
CmeceTe BHUMATENHO enpyBETKUTE C BOPTEKC.
3. WHkybupawnTe 3a 15 go 20 mnHyTK nNpu ctanHa Temneparypa (18 - 25°C), saawuteHn ot cBeTnuHa.

4. Cnep ToBa nu3upanTe YepBEHWUTE KPBBHU TEMuUa, ako € HeobXxoauMo, KaTo crneaBaTe MpenopbKUTE 3a U3MNoN3BaHUs
nM3npaLy peakTus.

Kato npumep, ako manonseate |IOTest 3 Lysing pasteop (Ref. A07799) nobaeete 2 mL ot paboTHus pasteop (1X),
BOpTEKCUpanTe He3abaBHO 1 MHKyOupanTe 3a 10 MMHYTM Npu CTaHa Temnepartypa, npegnaseHn oT CBETNMHA.

Ako npobarta He CbabpXka epuTPOoLNTU, HE M3NOon3BanTe nNuampawms etan, a godasete 0.5 go 1 mL PBS.
5. lpobute Tpsibea oa ce aHanu3MpaT B paMKuTe Ha 1 yac OT BEHEeNyHKUuSTa.
3ABEJEXKA: BbB BCuukM crniyyan, 3anassante npobute mexay 2 n 8 ° C n npegnaseHun oT CBETIMHA.

PABOTHU XAPAKTEPUCTUKA
CNEUNPUYHOCT

AKTUHOMULIMHUTE Ca aKTUBHUTE OMOMOrMYHM CbCTaBKM Ha eguH xpomodop (2-Amino-4,6 Dimethylphenoxazone-3) n Ha
uMknuyHM neHtanentuam (3). Te ca aHTMOMOTMUM OT BakTepmaneH Npou3xod, XapakTepusvMpaHu UCTOPUYECKM B MovBara
Ascomycetes. AkTMHOMMUETUTE OBpasysaT cTabunHum komnnekcu ¢ AsBonHo BepwkHaTa OHK, Ho He obpasysa TO3M Tun
KOMMIeKc ¢ ABONHO BepwHaTa puboHyknenHosa kucenvHa (PHK) nnn ¢ AHK-PHK xubpug unu ¢ egHo BepwxHata OHK vnu
PHK.

CnektpanHute ceanctea Ha 7-AAD ro npaBaT ocobeHo noaxogsly 3a dnoyumntometTpudeH aHanms (3). MakcumanHata
abcopbums Ha 7-AAD / [JHK komnnekca e cbOTBETCTBALLA HA CUHSITA Ob/DKMHA Ha BbiHaTa Ha Bb30yxagaHe 488 nm npu
uuTomeTpu, obopyaBaHn ¢ aproHoB nasep (4). MNukbT Ha emucuaTa Ha nyopecLeHuusaTa B obnbokata YyepBeHa pakums
(635 to 675 nm) Ha 7-AAD / HK komnnekca no3eornsiBa ONTMMarnHo M3rona3eaHe Ha Tasu npoba, korato € KoMOuHMpaHa ¢
Fluorescein Isothiocyanate koHtornpanu aHtutena (FITC) n ¢ R-Phycoerythrin (PE) (3). HaucTtuHa, 3a pasnuka ot Propidium
lodide (PI), konTo e apyr cdnyopecueHTeH KOMNoHeHT, uanonssaH kato [AHK mapkep, 7-AAD / IHK koMmnnekcsT nma HamaneH
CNEeKTbP Ha NpunokpmeaHe Ha emucumnte Ha FITC n PE.

TOYHOCT

MpoUEHTHUTE NONOXUTENHM CTOMHOCTU ca onpeaeneHn NocpeacTBOM LSNOCTHA KpbB, oboraTteHa C MONMOXUTENHU KIETKN.
Bcska npoba e obpaboTteHa 4 nbTw, ABa MbTU HA AeH 3a 1 AeH Ha 2 NHCTPYMEHTA, KaTo ca M3MNOoM3BaHn 2 NapTuan peakTue
Ha Barpuno 3a xum3HecnocobHocT 7-AAD. N3amepBaHuaTa (% NONOXUTENHM) Ca HanpaBeHW Ha NoToyveH untomeTbp Navios.
MpouenypHUST aHanm3 e n3BbpLLEH Bb3 ocHoBa Ha CLSI meToga EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative
Measurement Methods. (MeTtog EP5-A2 Ha CLSI: OueHka Ha TOYHOCTTa Ha MeToAMUTE 3a KONMMYECTBEHO M3MEpPBAHE.)

Hawuunte Kputepmmn 3a NPMEMIIMBOCT 3aBUCAT OT GPOS NONOXUTENHU CbOUTUS, MBMEPEHM 3a BCsIKa Nonynauus:
* Axo nonoxwutenHute cbbutus ca < 1500, CV <15 %
* Ako nonoxuTenHuTte cbbuTtusa ca > 1500, CV < 10 %

Nusupaw pasreop I0Test 3:

LsnocTtHa kpbB, oborateHa ¢ HPBALL
KneTb4yHa NMHUSA
Bpon nonoxutenHn cbbutnsa (cpegHo) = 5539

Mexay onepatopu | Mexay uutometpu | BbTpenaptugHa Mexay Mexay B pamkute O6Lwo
napTvau LMKNn Ha LMK
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
PE3YNTATU PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

JInsupawa cucrema Versalyse:

LsnoctHa kpbB, o6orateHa ¢ HPBALL
KneTb4Ha NUHUA
Bpon nonoxutenHn cubutnsa (cpegHo) = 4034

Mexay onepatopu | Mexay umtomeTpn | BbTpenaptugHa Mexay Mexay B pamkuTe O6wo
napTmam LMKIn Ha LVKbN
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
PE3YNTATU PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

TOYHOCT

TouyHocTTa Ha GarpunoTo 3a Xu3HecrnocoBHocT 7-AAD e oLeHeHa Ypes cpaBHsIBaHe Ha pe3ynTaTuTe C peddepeHTEH peakTuB
KaTo NOTBbPXOEHWE BbPXY rpyna oT Npo6u OT LANOCTHA KpbB, 060raTeHn ¢ NonoXmUTENHW KNeTkM, 06paboTeHn Ha LMTOMETbP

B59275-AY 105 of 155



NAVIOS. OTKINoHEHWETO MeXay TECTOBUSI U pedhepeHTHUSI peakTVB € OMNpeaeneHo Ypes pasnukata Mexay pesyntatute ot
TecTa. AKO OTKIOHEHWETO € B paMKUTe Ha O0MNyCTUMUS 0BXBaT Ha rpeLLKn UNU p-CTOMHOCTTAa He MoKasBa 3HaduvMma pasnuka
(> 0,05), pesynTaTuTe OT TecTa Ha NaLUMEHTCKUTe Npobu C ABaTa peakTMBa Ce CYMTAT 3a eKBUBANEHTHMU.

Mony4yeHuTe pesyntatm ca 0600WweHn B TabnuuaTa, gageHa no-gony:

Nuaupawy pasteop I0Test 3:

INusupawa cucrema Versalyse:

Bpow goHopu = 25
[MonoxuTenHa uen CpegHa A Kputepun A % knetku P-CTOMHOCT PESYJITATU
LianocTtHa KpbB, 0,31 <5 0,247 PASS
oborateHa ¢ HPBALL
KneTby4Ha NuHUs

Bpow goHopu = 25
[MonoxuTenHa uen CpegHa A Kputepun A % knetkn p-CTOMHOCT PE3YITATU
LisnocTHa KpbB, -0,34 <5 0,289 PASS
oborateHa c HPBALL
KneTbyHa NUHUA

OrPAHUYEHUA

1. ToTo4yHaTa UMTOMETPUS MOXE Aa Aafe HETOUYHM pe3ynTaTi, ako LLMTOMETBPBT HE € OMn naeanHo NpupaBHEH, ako Te4oBe
Ha cpriyopecueHLmMsl He ca Gunmn NpaBUNHO KOMMNEHCHPaHW UK aKo PEMMOHNTE He ca BV BHUMATENHO NO3MLNOHMPaHMW.

2. Ule ©Obgatr nonyyeHn TOYHM W BBL3INPOU3BOAUMMW pe3ynTaTW, MpU YCrOBME, 4Ye MW3MNOM3BaHWTe npouedypyu ca
B CbOTBETCTBME C TEXHMYECKATa MMCTOBKA U Ca CbBMECTUMU C 400puTe NnabopaTopHU NpaKkTUKM.

3. 7-AAD, akTMBHaTa cyObCTHaLUMa Ha TO3N peareHT, € oNTUMMU3MPaH Taka, Ye Aa npeasiokn Ham-gobpoTo CbOTHOLLEHME
cneunduryeH curHan / HecneumdmyeH curHan. MNMopaam ToBa e BaXHO Aa ce cna3Ba CbOTHOLLEHNETO 06eM Ha peareHTa
/ 0bem Ha npobaTta npu BCSKO M3crenBaHe.

4. B cny4yai Ha xuneprneBkoLMTO3a KpbBTa ce pa3spexaa B PBS, Taka 4e aa ce nonyym CTOMHOCT npubnuautenHo 5 x 10°
neskountn / L.

5. lpu Hakom 3abonsiBaHWs KaTo Texka ObOpeyHa HeJoCTaTbYHOCT MMM XeMOrnobuHonatuu, nU3MpaHeTo Ha

epuTpouuTMTe MoxXe Aa 6bae 3abaBeHO, HEMbMHO MMM JOPUM HEBB3MOXHO. B TO3M cnyyan ce mpenopbyBa Aa ce
n3onmpaT MOHOHYKIIeapHU KMNeTKM C NOMOoLLTa Ha NibTHOCTEH rpaaneHT (Ficoll, Hanpumep), Nnpean ouBeTABaHETO.

Bwxte MpunoxeHWETO 3a NPUMEPU U CMIPaBKU.

TbPIOBCKU MAPKU

Beckman Coulter, ctTunusnpaHoTo noro 1 Mapkute Ha npoaykTute u ycnyrute Ha Beckman Coulter, npucbcTtBalym B 1031
OOKYMEHT, Ca TbProBCKM Mapku Ui permctpmpann Tbproscku mapku Ha Beckman Coulter, Inc. B CALL n B gpyrv gbpxasu.
OOMBNHUTENHA UHOOPMALIMA

3a nauueHTu/noTpedbutenu/Tpetn nuua B EBponenckns Cblo3 M B CTpaHW C MAEHTUYEH perynaTtopeH pexum (PermameHT
2017/746/EC OTHOCHO MH BUTPO AUArHOCTUYHUTE MEOULMUHCKU U3enus); ako no BpeMe Ha M3Morni3BaHeTo Ha ToBa u3agenve
UK B pesynTaTt Ha M3MOM3BaHETO MY € HacTbMWI CEPMO3EH UHLMOEHT, MOSS, CbOoOLWETe 3a TOBA Ha NPOM3BOAUTENS /UMK
HEroBus ynbrHOMOLLEH NpeacTaBuMTen u Ha Balwmns HaumMoHaneH opraH.

XPOHOINoruna HA PEAAKUUUTE

[PEQAKUMS AF: [ [aTa Ha nanasaHe: oktomepu 2021 .

PEOAKLUUA AW: | [arta Ha n3gasaHe: anpun 2022 .
AkTyanusaumm ¢ uen cboTteetcTeue ¢ [mobanHata

nonutuka 3a etuketupaHe Ha Beckman Coulter

1 cbrnacHo nanckeaHusaTa Ha PernamenT (EC) 2017/746 3a

MEAMLIMHCKUTE U3genns 3a UH BUTpo auarHocTuka (IVD-R):

LOob6aseHn pasgenu LleneBu notpebuten, KoHueHTpauus, MpeunsHocT, ToYHOCT,
[JonbnHuTenHa nHgpopmaums, MNMpeguiHn pegakummn

[o6aseHa nHgopmaums BwxTte pasgenute lMpuHumn

AKTyanuanpanu pasgenv MpuHumn, MNpegynpexaeHue n nNpeanasHn MepKM,

KnacuduumpaHe Ha onacHoctute no rnobanHarta
xapMmoHuanpaHa cuctema (GHS), CbxpaHeHune n ctabunHocrT,
[aHHun 3a BnowasaHe, OrpaHnyeHus, MpunoxexHne
MpemaxHaTtu pasgenu Metogonorus, MpyMepun 3a KMMHUYHO NPUINOXEHUE,

OuvakBaHu pesynrtatn, BbTpenabopatopHa
Bb3NpPon3BoaMMOCT, JIMHENHOCT
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PEOAKLUUA OdaTta Ha u3gaBaHe
AX okTomBpu 2022 T.
AKTyanusvpaHu pasgenmu J[lobaBeHn npesoau
PEOAKLUUA OdaTta Ha u3gaBaHe
AY

AKTyanuanpanv pasgenv CbxpaHeHne n cTtabunHoct

ﬂerer,a Ha cuMmBoInuTe
PeuHunk Ha cumBonuTe e HannyeH Ha beckman.com/techdocs (Homep Ha gokymeHTa B60062)
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g
7-AAD JEh 8
o] wEE
RE 3 mL
B FEET]
A B 488 nm
B 5T g 655 nm ( E5# K DNA WEEY )
7-AADEH R E R
A?;;704 150 JRE ; 3 mL , 20 L/
el
AN WA
8 HA F &

7-AAD FHRBIZR —BILBERERR , SAREARNMRNTNES RIS SBIN. CHEAROMRD T HPRIEE
PEAR AR GG EL AR A EE (R ) MR A BERR,

R

7-BE-BHERD (7-AAD) R—BERLURAER  HeREFEARBEEPNMLE 7. 7-AAD 8 5 A DNA iz
g R B R R B2 (1).

JIJD:HNIQ ERIGNETHRAE 7-AAD EHRBMARBF —EFE, HEBBRMERMMIK , WEARMAIIN DB

MIAT., MREXN/IMRZIEEFARANMERN M EEARSNTEREZ —, FFHMARTTEEZLSHL F UM
J;; , ABEMEL 7-AAD $6 |, MEHMREEAMIEES BEEE | 7-AAD EX2BHELRE ( FENEH 7-AAD B R
€ ) (2)o

FRMAE S TER T oA EFMNEX, LERTSAREREESFBLAENEFEORN , HEEXNERES

( "TAEmAEES, | HESS) BHEER7T-AAD RENEXCHEYHEERR, MRIMELESHMETES M At
EREAHRER  ELERE T TARBRER,

BTIBBUREEH (FFE ) RRREEH (FFE ) PHKR  BEZRHARNEXETT 2N ERIXRTA/BEXEH
HEHREZBRRWAZBZIESHNE D .

AR &

rEmAREREEM,

BA

BROXACEAEERAEHR , LBEFEEPSH EDTA EELTURH,
WEREFREER (18~25°C) TATESR. MARNFRER , BERERERY , £218991t,
WEXAEFREFRIR 24 NERNET Do

S NAEpER
1. BOERBHBEE.,
2. Y0DBER,
3. A, FHEIRERER (18~25°C),
4. BEBRBXES,
5, BBASEZIAMEY SR, RATHESHRERER,
6. ERENARREEE 0.005% ( EE/8EE ) 19 7-AAD f 1% ( BBFE/BE ) W =R (DMSO),

#E7-AAD R BEBUEIYIE , ¥ DMSO RIAF RIE .

BMEZRSEENESTERBEERE  NURREMEINIAEARNUNE, V27REREK , ¥ —FEHRBHE
BRE. RIENRRE, FETEARAHERREASLEE (KHIXE FBHEFE, HEXRNEEE ) .

7. T-AAD R—EREE  EXRTERE., £ANFEREFFERTEXN/DMREAELFRE.
AEEERRYOFEARBIIEENLRRYT  BRBETETREZRTERD KRR,

8. MAEMBARBLEARKERTEEERY  EL4ANMMER (BL4FRHEFE. HEXKNEER ) .

9. AREEMNMAREN —RAEMBERARICERANBRERPEE.
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GHS &9 %

7-AAD Viability Dye g4
H316 & FR B O KT T8 B
P332+P313 MEHBREERY : SREREZ/ME,

—HREDHE05-1.5%
R4 MERKRFEMN beckman.com/techdocs

FRABEMN

ETHEEBIER% , 7-AAD E OB L AR X REFE 2~8°C T,
BEMMRNHEAIERERER : 730 X,

FEARBEN  HEBEMTHE 60 X,

2B www.beckman.com B EHABEBHN O ITRE

BHNER
AMABNEARCRTTERERE Rt TEEAZZA,

MEBRBHMER  NMRKBSEENER , BRI 800-742-2345 ( XEHMEKR ) BFXERSEERMBIEFRED ,
B 45 7R 2 b 0 B 55 8 RS 3%

améﬁﬁﬁLmﬁgmﬁﬂ
EESEEREAENMH,
20. 100 M 500 uL BENBHEE ( FHE—XHERE ) .
BBAMAE.
MIMERAMRRE ., HI : I0Test3 A& (REF A07799),
BEE (PBS :0.01 MBiERSA ; 0.145 M |{bLdh ; pH7.2),
B,
BEEEEE (RR ).,
R &S

ﬁﬂmﬂﬁ

BESHAMBRBEEXE/NA 10* EHHEZ/UL (109L), HERE | FBE PBS hEETHE , FAMBEEIER 5x 10° EHE
fuL (5 x 109L),

WEFFER 100 L Wi, FARERAEALRENRE.
B -
ARMARERFEENAEE7-AAD HE , FERAFEN 2 NRBY ER —HETAEIENEBBEERENMA

RRETRE (BEMENER ). ELAERAT , KFARBEEMIAE 7-AAD WER |, £FMSEH ( TEIHES
MmiReE ) RIX7-AAD BRESS ERELNE—E+HEL (F2EAMEPHESL )

- B7EHEFETHBECAE2EEREETEHNEE , UGEEARNBHEREER.
BF
1. ES@EAEEEFAM 20 uL &9 7-AAD 5E DL BB &Ko
2. AHN100 L BRI G EE ( SRENKIAEE R 5x 10° STEAVMERE )
REIOBRERE.
3. EEB (18-25°C) TR KX IEE 15~20 &,
4. RBEB/FTAAHBSEIMNES  ETAMKER (WEXE),

BOIME , BREMEA I0Test3 B#ER (REF A07799) , BRI 2 mL B T/EAR (1X) , L ERBRE , Y EZRTE
HIEE 10 D&,

EREDTISAMER , FOETEAHELSE , BN 0.5~1 mL B PBS,
5. HBPEE 1 PEREITD .
g EFMEERT , BREE 2~8°C B#LRE,
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4 RE
-

BERERREE (2-REA46-FERER-3 ) URRMRAMRKAFEEDED (3).
BRATEREME. N RELHRERFEXEXE DNA) ERABENESY , BE
RNA-DNA ¥ & 88 s BEE 58 i DNA =% RNA X tb 8 &4,

7-AAD BB MR R AR BIE AR MM D Ev LS9 (3). 7-AAD/DNA EEM K & AR WIE SRR D AT &R (&
# 7-AAD/DNA B & YIRS ER (635~675 nm) & K 3 5T RIS B AL & L R iR

MRER

HESEH ) W48 nm EEHBREMEE 4).

EMRELTFEHE (FITC) B RFALER (PE) £/ , IR BHRIWIZERR (3)o

LT
ERE

ﬁﬁﬁ?ﬁﬂﬂ?ﬁﬁﬁ%ﬂiﬂ@ﬂ’]ém AEBRMEE . SHOREBEFER 2 BHXH 7-AAD JEHRE |
HEIT 4%, £ Navios AR ITESRIER (BE %) .

BE (Pl) M# ,

BL2

ERARERREFERLRPHEE
DR R B (RNA) F

WBE 6K ERA/EDNABRFYNE —BEE IR
7-AAD/DNA EE W E FITC M PE B ST HAEEEBR D,

BiEsE 1 XHT 2K,
£ 48 CLSI method EP5-A2: Evaluation of Precision

Performance of Quantitative Measurement Methods ( CLSI J53% EP5-A2 : fH&EEEMB A ENERE MR ) T2,
BN ESEERASKEFMRINBESHEHEME
EBMHEHEE <1,500, Bl CV<15%
EHHEEHEE > 1,500, 8l CV <10%
IOTest 3 AMH :
BT HPBALL #ifaskey£m
EHESEHEHE (FI9E ) = 5539
ZREEH %é{gﬂ%ﬁﬂ%ﬁﬁ:‘*ﬁ A #t & FXRHTHE|SRBITA HEt
CV (%) 1.48 1.55 4.44 .41 2.87 3.05 4.91
P PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Versalyse AR # :
AT HPBALL #iRatkay 2
BEHEAEE (FI9E ) = 4034
ZEREEH %é{ggﬁﬂ%?*ﬁ A S BRATHE| FRHTA HEr
CV (%) 3.73 1.85 8.74 179 3.63 7.02 9.11
=) PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
ERM

A 7-AAD SENRBERMN SR RHRCHEHSZABEKANINT BEMARE — A mmameE £ NAVIOS i
ﬁ:"_fﬂ%%%#i&?ﬂlﬁ%ﬁﬂ%  HERAMZE, RBRAEBERENEZR  AETASRRSERABCEANRE. IRREEET
AFNEREEARIR p EEHRAEREZR (>005) , IEEMERBETHEERBNAZERERAMARE,

FERRBERTX

I0Test 3 RMEM :
BEEHE =25
5B E FEE AREXE A % P& R
%1inT HPBALL #A 0.31 <5 0.247 PASS
sk £ m
Versalyse B R # :
BEEHE =25
f5 1 B Z FEE MREEE A% P & HR
% InT HPBALL # -0.34 <5 0.289 PASS
faskK£m
PR £l R 4

1. f.}b%%ﬂiaﬂ SHBEHRETIEATARELESERER MRS MEH[RKRERRIE, EXRFARERMBE, HEERLR
EfLo

2. BEREMFMRAMBARBELERERERTRERE  FUSINERATEENER,

3. 7-AAD , ZBBIPHEMNECEBREILERE  URHSKENBEMMFESEARLR, Bt , #8RAEAPES
AEBERERELRREER,

4. WMRAMKIBL , FE PBS HHEBIA , MEAMBREEENS 5x 10° @E/L,
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5. HBREBRB. MAIEARSEERFRED  AIMXARTERESBERE, Tt EEELEBH, £EBEFER
T, EBERCUNEATERE (HINRERE ) RRERMR,

BRI EUARERA TS ZE SR,

[}

Beckman Coulter, BEUR AN RERN EBE R EERE N ERNERSER R B ERSERIS AR AR EXEMNEMER
RNEERFTMEE,

Ha¥&ER

HRBE/ERE/F=7 (ERBNEHEREEHE (BADEBEREEELSR , 2017/746/EU ) MEIR ) ; IREEASH
HRAEAMEBRBEEEN  FHRALBREHAN/AREAER , URBEETEHE.

BETERR &
[#85TIR AF : | B4 B ER : 2021 & 10 A
BET IR AW : | BITAM ;2022 £ 4 A
FHUETEREERES AT SRERBEUR IVD-R
(EU)2017/746 BT :
B 3 18 I EHERE, BE. BHE, XM, HaEH, BIEE
EHEEA E2E TREBE, —&
EEHMIBD R, BEMNEMER, GHS BELE. ERENEB
EM, BENEE. RE. M
BB BRI I 2 Bi&, BRERES ., BHER ERZANEERE, 8%
#5357 ®{THM
AX 2022 & 10 A
EFEHEBD EHIEBERE
#5T B{TAM
AY
EFEHMIBH FRABEMY

RS
IR EERTFES R : beckman.com/techdocs ( 3 444w 5% B60062 )
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Specificatii
Colorant pentru teste de viabilitate celulara 7-AAD
Formula Lichida
Volum 3 ml
Calibrare Gata de utilizare
Excitare A 488 nm
Varful de emisie 655 nm (complex cu ADN dublu catenar)

Colorant viabilitate 7-AAD
A07704 150 de teste; 3 ml, 20 pl/test

Pentru diagnosticare in vitro

UTILIZARE PREVAZUTA

Colorantul pentru teste de viabilitate celulara 7-AAD este un agent de colorare chimic in solutie si este conceput pentru analize mono-
sau multiparametrice folosind citometrie in flux. Acesta permite identificarea celulelor neviabile si excluderea lor dintre celulele de
interes (viabile) in analizele pentru leucocite umane.

PRINCIPIU

7-amino-actinomicina D (7-AAD) este un analog al actinomicinei care contine o grupare aminica substituita in pozitia 7 a cromoforului.
7-AAD se insereaza intre varfurile bazelor de citozind/guanina ale ADN-ului (1).

Colorarea ADN-ului dublu catenar se efectueaza prin incubarea probei cu colorant pentru teste de viabilitate celulara 7-AAD. Eritrocitele
se Indeparteaza apoi prin lizare, iar leucocitele se analizeaza prin citometrie in flux.

Celulele apoptotice, necrotice si/sau deteriorate sunt surse de interferenta in analiza celulelor viabile prin citometrie in flux. Celulele
neviabile pot fi caracterizate si identificate deoarece sunt colorate de 7-AAD, in timp ce celulele vii, pastrandu-si integritatea
membranara, sunt impermeabile la 7-AAD si sunt necolorate (adicd sunt 7-AAD negative) (2).

Citometrul in flux analizeaza difuzia luminii si fluorescenta celulelor. Acesta face posibila localizarea celulelor in fereastra electronica
definita pe o histograma, care coreleaza difuzia ortogonald a luminii (Dispersia perpendiculara sau SS — Side Scatter) si fluorescenta
care corespunde colorarii 7-AAD. n etapa de gating se folosesc si alte histograme care combind doi dintre diferitii parametri disponibili
pe citometru.

Fluorescenta celulelor astfel separate prin gating se analizeaza pentru excluderea evenimentelor colorate pozitiv (celule neviabile)
de cele necolorate (celule viabile). Rezultatele pot fi exprimate ca procentaj de celule evenimente nefluorescente in raport cu toate
evenimentele luate in considerare de gating.

UTILIZATOR PRECONIZAT

Acest produs este destinat utilizarii profesionale in laborator.

PROBE
Sangele venos trebuie recoltat utilizand eprubete sterile care contin o sare de EDTA drept anticoagulant.

Probele trebuie pastrate la temperatura camerei (18-25°C) si nu trebuie agitate. Acestea nu se vor scutura. Se recomanda
omogenizarea probei prin agitare usoara inainte de recoltarea probei de test.

Proba trebuie analizata in decurs de 24 de ore de la punctia venoasa.

AVERTIZARI SI MASURI DE PRECAUTIE
1. Nu utilizati reactivul dupa data expirarii.
Nu congelati.
fnainte de utilizare, |3sati reactivul sd ajungd la temperatura camerei (18-25°C).
Reduceti la minimum expunerea la lumina.

Evitati contaminarea microbiand a reactivilor. Tn caz contrar, se pot obtine rezultate false.

o vk wwN

Acest reactiv gata de utilizare contine 0,005% (greutate/volum) 7-AAD si 1% (volum/volum) dimetilsulfoxid (DMSO).
in form& pura, 7-AAD este potential cancerigen, iar DMSO este o substantd iritanta.

Desi sunt extrem de diluati in prezenta formulare, acesti constituenti isi pot pastra, integral sau partial, efectele nocive. Nu
pipetati niciodatd cu gura si evitati orice contact cu pielea, mucoasele si ochii. Utilizati acesti reactivi respectand masurile de
precautie pentru utilizare (in special purtarea de manusi, halat si ochelari de protectie).

7. 7-AAD este un cromofor care se degradeaza Tn urma expunerii la lumina. Se depoziteaza intr-o fiola opaca pentru a-l proteja
de lumind Tnainte de utilizare.

Evitati expunerea continud la lumina in timpul etapelor de incubare si reduceti expunerea la lumina a probelor dupa ce s-a
efectuat colorarea.
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8. Toate probele de sange trebuie considerate potential infectioase si trebuie manipulate cu grija (in special: purtarea de manusi
de protectie, halate si ochelari de protectie).

9. Eprubetele pentru sdnge si materialele de unica folosinta utilizate pentru manipulare trebuie eliminate in recipiente ad-hoc
destinate incinerarii.

CLASIFICAREA RISCURILOR N SISTEMUL GHS

7-AAD Viability Dye ATENTIE
H316 Provoaca iritatii cutanate usoare.
P332+P313 n caz de iritare a pielii: solicitati sfat medical/ingrijire
medicala.
Dimetilsulfoxid 0,5 - 1,5%
Fisa tehnicd de securitate este disponibild la beckman.com/techdocs

DEPOZITAREA S| STABILITATEA

Tnainte si dupd desigilarea flaconului, colorantul pentru teste de viabilitate celulard 7-AAD trebuie pastrat la o temperaturd cuprinsd
intre 2°C si 8°C si ferit de lumina.

Perioada de valabilitate in fiolda inchisa in conformitate cu studiul de stabilitate: 730 zile.
Stabilitatea fiolei desigilate: reactivul este stabil timp de 60 (de) zile.

Consultati certificatul de analiza specific lotului la adresa www.beckman.com.

DOVADA DE DETERIORARE
Orice modificare a aspectului fizic al reactivilor poate indica degradarea. Tn acest caz, nu se recomand§ utilizarea reactivului.

Pentru informatii suplimentare sau daca s-a primit un produs deteriorat, sunati la Serviciul Clienti Beckman Coulter la 800-742-2345
(SUA sau Canada) sau contactati-va reprezentantul Beckman Coulter local.

MATERIALE NECESARE, DAR NEFURNIZATE CU SETUL:
e Eprubete pentru probe si materiale necesare pentru prelevarea probelor.
e Pipete automate cu varfuri de unica folosinta pentru 20, 100 si 500 pl.
e Eprubete din plastic pentru hemoliza.
* Reactiv de lizare a eritrocitelor. De exemplu, solutie de lizare 10Test 3 (REF A07799).
e Solutie tampon (PBS: 0,01 M fosfat de sodiu; 0,145 M clorura de sodiu; pH 7,2).
e Centrifugati.
e Agitator automat (tip Vortex).
e Citometru de flux.

PREGATIREA PROBELOR

Concentratia de leucocite din proba trebuie sa fie mai mica de 10* celule/pl (10% celule/l). Daca este necesar, diluati in PBS pentru
a aduce concentratia de leucocite la 5 x 10* celule/ul (5 x 10%/1).

Procedura utilizeaza 100 ul de proba prediluata in eprubeta sau altfel.
NB:

e Reglarea intensitatii fluorescentei corespunzatoare 7-AAD poate fi efectuata folosindu-se colorarea unei probe de sange
integral proaspét si celule stabilizate neviabile in aceeasi eprubet3 (vezi imaginea din anexd). Tn aceste conditii, tensiunea
corespunzatoare detectarii 7-AAD trebuie reglata astfel incat evenimentele viabile (adica sangele integral proaspat) sa apara in
prima decada a unei histograme SS in functie de 7-AAD (vezi exemplul din anexa).

¢ Nu utilizati reactivi care contin agenti de permeabilizare sau de fixare in cursul procedurii pentru a preveni colorarea artefactuala
pozitiva.
PROCEDURA
1. Adaugati 20 pl de colorant pentru teste de viabilitate celulara 7-AAD in fiecare eprubetd de testare.
2. Addugati 100 pl de proba de test (adica echivalentul a aproximativ 5 x 10° celule).
Amestecati cu grija eprubetele in agitatorul vortex.
Incubati timp de 15-20 de minute la temperatura camerei (18-25°C) intr-un loc ferit de lumina.

Apoi, daca este necesar, efectuati liza eritrocitelor, urmand recomandarile pentru reactivul de liza utilizat.
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De exemplu, daca doriti sa utilizati solutie de lizare 10Test 3 (REF A07799), adaugati 2 ml de solutie de lucru (1X), amestecati
imediat in agitatorul vortex si incubati timp de 10 minute la temperatura camerei si protejat de lumina.

Daca proba nu contine eritrocite, mu efectuati aceasta etapa de lizare, ci adaugati 0,5-1 ml de PBS.
5. Preparatele trebuie analizate in interval de 1 ora.

Observatie: in toate cazurile, pastrati preparatele la temperaturi cuprinse intre 2°C si 8°C si ferite de lumina.
PERFORMANTA
SPECIFICITATE

Actinomicinele sunt constituenti biologici activi ai unui cromofor (2-amino-4,6-dimetil-fenoxazona-3) si ai pentapeptidelor ciclice (3).
Ele sunt antibiotice de origine bacteriana caracterizate din punct de vedere istoric in Ascomycetes de sol. Actinomicinele formeaza
complecsi stabili cu acidul dezoxiribonucleic (ADN) dublu catenar, insd nu si cu acidul ribonucleic (ARN) dublu catenar si nici cu hibrizi
ADN-ARN sau cu ADN ori ARN monocatenar.

Proprietatile spectrale ale 7-AAD determind ca acest compus sa fie foarte adecvat pentru analize citometrice in flux (3). Absorbtia
maximad a complexului 7-AAD/ADN este compatibild cu lungimea de undd de excitatie de 488 nm (albastru) pentru citometrele
echipate cu laser cu argon (4). Emisia fluorescenta de varf in banda de rosu profunda (635-675 nm) a complexului 7-AAD/ADN
permite utilizarea optima a acestei sonde atunci cand este combinata cu anticorpi conjugati cu izotiocianat de fluoresceina (FITC) si
cu R ficoeritrind (PE) (3). Tntr-adevér, in contrast cu iodura de propidiu (Pl), care este o altd sonda fluorescenta utilizatd ca marker
ADN, complexul 7-AAD/ADN are un spectru de emisie redus de suprapunere cu FITC si PE.

PRECIZIE

Valorile procentuale pozitive au fost stabilite folosind sange integral imbogatit cu celule pozitive. Fiecare proba a fost analizata de
4 ori, de doua ori pe zi timp de 1 zi, pe 2 instrumente, folosind 2 loturi de reactiv colorant pentru viabilitate 7-AAD. Masuratorile
(% pozitive) au fost efectuate pe un citometru in flux Navios. Analiza a fost efectuatd in conformitate cu metoda CLSI EP5-A2:
Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Evaluarea performantei de precizie a metodelor de
masurare cantitativa).

Criteriile noastre de acceptare depind de numarul de evenimente pozitive masurate pentru fiecare populatie:
e Daca evenimentul pozitiv < 1500, CV < 15%
e Daca evenimentul pozitiv > 1500, CV < 10%

Solutie de lizare 10Test 3:

Sange integral imbogatit cu HPBALL linie celulard
Numadr de evenimente pozitive (medie) = 5539
Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
cV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Sistem de lizare Versalyse:
Sange integral imbogatit cu HPBALL linie celulara
Numar de evenimente pozitive (medie) = 4034
Inter-operator Inter-citometru Intra-lot Inter-lot Inter-ciclu | Intra-testare Total
cV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
REZULTATE PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

ACURATETE

Acuratetea colorantului pentru viabilitate 7-AAD a fost evaluata prin compararea rezultatelor cu un reactiv de referinta ca predicat
pe un set de probe de sange integral imbunatatit cu celule pozitive, analizate in cadrul unui citometru NAVIOS. Eroarea sistematica
dintre test si reactivul de referintd a fost determinata in functie de diferenta dintre rezultatele testului. Daca eroarea sistematica
se incadreaza in intervalul de eroare permis sau daca valoarea p nu indica o diferenta semnificativa (> 0,05), rezultatele testului
probelor pacientului pentru cei doi reactivi sunt considerate ca fiind echivalente.

Rezultatele obtinute sunt rezumate in tabelul de mai jos:
Solutie de lizare 10Test 3:

Numdr de donatori = 25
Tinta pozitivd Medie A Criterii celuld A% Valoarea p REZULTATE
Sange integral imbogatit 0,31 <5 0,247 PASS
cu HPBALL linie celulard
Sistem de lizare Versalyse:
Numdr de donatori = 25
Tinta pozitiva Medie A Criterii celuld A% Valoarea p REZULTATE
Sange integral imbogatit -0,34 <5 0,289 PASS
cu HPBALL linie celulard
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LIMITARI

1. Citometria in flux poate furniza rezultate false daca citometrul nu a fost aliniat perfect, daca scurgerile de fluorescenta nu au
fost compensate corect si daca regiunile nu au fost pozitionate corect.

2. Se vor obtine rezultate corecte si reproductibile daca procedurile utilizate respecta prospectul tehnic si bunele practici de
laborator.

3. 7-AAD, substanta activa din acest reactiv, a fost optimizat astfel incat sa ofere cel mai bun raport intre semnalul specific si
semnalul nespecific. Prin urmare, este important ca la fiecare test sd se respecte raportul volum de reactiv/volum de proba.

n cazul unei hiperleucocitoze, diluati sdngele in PBS astfel incat si obtineti o valoare de aproximativ 5 x 10° leucocite/I.

5. Tn anumite stiri patologice, cum ar fi insuficienta renald severa sau hemoglobinopatiile, liza eritrocitelor poate fi lents,
incompletd sau chiar imposibila. In acest caz, se recomanda izolarea celulelor mononucleate utilizindu-se un gradient de
densitate (de exemplu, Ficoll) Tnainte de colorare.

Consultati Anexa pentru exemple si referinte.

MARCI COMERCIALE

Beckman Coulter, logoul stilizat si marcile de produse si servicii Beckman Coulter mentionate aici sunt marci comerciale sau marci
comerciale inregistrate ale Beckman Coulter, Inc. in Statele Unite si in alte tari.

INFORMATII SUPLIMENTARE

Tn cazul unui pacient/utilizator/tert aflat inh Uniunea Europeand sau in tdri cu un regim de reglementare identic (Regulamentul
2017/746/UE privind dispozitivele medicale pentru diagnostic in vitro); daca, in timpul utilizarii acestui dispozitiv sau in urma utilizarii
acestuia, are loc un incident grav, raportati acest incident cdtre producator si/sau reprezentantul sdu autorizat si catre autoritatea
nationald din tara dvs.

ISTORICUL REVIZUIRILOR

[REVIZIA AF: | Data publicdrii: octombrie 2021

REVIZIA AW: I Data publicdrii: Aprilie 2022
Se actualizeaza pentru a respecta politica globala de etichetare
Beckman Coulter si cerintele regulamentului IVD-R (UE)

2017/746:

Sectiuni adaugate Utilizator propus, Concentratie, Precizie, Acuratete, Informatii
suplimentare, Istoricul revizuirilor

Informatii addugate Consultati sectiunile Principiu

Sectiuni actualizate Principiu, Avertizari si masuri de precautie, Clasificarea

riscurilor in sistemul GHS, Depozitare si stabilitate, Dovada
de deteriorare, Limitdri, Anexa

Sectiuni eliminate Metodologie, Exemple de utilizari clinice, Rezultate preconizate,

Reproductibilitate intralaborator, Liniaritate

REVIZIE Data publicarii

AX Octombrie 2022
Sectiuni actualizate Au fost addugate traduceri
REVIZIE Data publicarii

AY

Sectiuni actualizate Depozitare si stabilitate

Cheie simboluri
Glosarul de simboluri este disponibil la beckman.com/techdocs (numéar document B60062)
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Specifikacije
Viabilno barvilo 7-AAD

Formulacija Tekocina

Koli€ina 3 ml

Umerjanje Pripravljeno za uporabo
A ekscitacija 488 nm

Vrs$na vrednost emisij |655 nm (kompleks z dvoverizno DNK)

Barvilo za detekcijo zivih celic 7-AAD
A07704 150 testov; 3 ml, 20 pl/test

Za diagnostiéno uporabo in vitro

NAMEN UPORABE

Viabilno barvilo 7-AAD je kemi¢no barvilo v raztopini, zasnovano za analizo enega ali ve¢ parametrov z uporabo preto¢ne
citometrije. Omogoca odkrivanje neviabilnih celic in njihovo lo€evanje od (viabilnih) celic zanimanja pri analizi humanih
levkocitov.

NACELO

7-amino-aktinomicin D (7-AAD) je analog aktinomicina, ki vsebuje zamenjano aminsko skupino na polozaju 7 kromofora.
7-AAD se vstavi med vrha baz citozin/gvanin DNK (1).

Barvanje dvoverizne DNK se izvede z inkubacijo vzorca z viabilnim barvilom 7-AAD. Rdece krvni¢ke nato odstranimo z lizo,
levkocite pa analiziramo s preto¢no citometrijo.

Apoptotine, nekroti¢ne in/ali poSkodovane celice so vir motenj pri analizi viabilnih celic z uporabo preto¢ne citometrije.
Neviabilne celice je mogoce oznaditi in identificirati, ker se obarvajo z reagentom 7-AAD, medtem ko barvilo 7-AAD ne more
prehajati skozi zive celice z ohranjeno neoporeéno membrano, zato niso obarvane (ij. so negativne za 7-AAD) (2).

Pretoéni citometer analizira difuzijo svetlobe in fluorescenco celic. Omogoca lokalizacijo celic v elektronskem oknu,
opredeljenem v histogramu, ki je povezan z ortogonalno difuzijo svetlobe (stransko sipanje ali SS) in fluorescenco, ki ustreza
barvanju z barvilom 7-AAD. Med fazo zajema se uporabljajo tudi drugi histogrami, ki kombinirajo dva razli¢na parametra, ki
sta na voljo na citometru.

Fluorescenco tako zajetih celic analiziramo z namenom lo¢evanja pozitivno obarvanih dogodkov (neviabilnih) od neobarvanih
dogodkov (viabilnih). Rezultati se lahko izrazijo kot odstotek nefluorescenénih dogodkov glede na vse zajete dogodke.

PREDVIDENI UPORABNIK

Izdelek je namenjen profesionalni laboratorijski uporabi.

VZORCI
Pri jemanju venske krvi je treba uporabiti sterilne epruvete, ki vsebujejo sol EDTA kot antikoagulant.

Vzorce je treba hraniti pri sobni temperaturi (od 18-25 °C) in se jih ne sme pretresati. Vzorec je treba homogenizirati z rahlim
stresanjem pred odvzemom testnega vzorca.

Vzorce je treba analizirati v 24 urah po venepunkciji.

OPOZORILA IN PREVIDNOSTNI UKREPI

Ne uporabljajte reagenta po izteku roka uporabnosti.

Ne zamrzujte.

Pred uporabo pocakajte, da se ogrejejo na sobno temperaturo (18-25 °C).

Cim manj izpostavljajte svetlobi.

Preprecite mikrobno kontaminacijo reagentov, sicer lahko pride do napaénih rezultatov.

Ta reagent, pripravljen za uporabo, vsebuje 0,005 % (masa/volumen) 7-AAD in 1 % (volumen/volumen) dimetilsulfoksida
(DMSO).

V Cisti obliki je 7-AAD potencialno kancerogen, DMSO pa je draZljiva snov.

I o

Ceprav sta ti sestavini v tej formulaciji iziemno razred&eni, lahko ohranita vse ali nekatere $kodljive uginke. Nikoli ne
pipetirajte z usti in se izogibajte vsakrSnemu stiku s kozo, sluznico in omi. Pri uporabi teh reagentov upoStevajte
previdnostne ukrepe za uporabo (predvsem: noSenje rokavic, halje in zaS¢itnih ocal).

7. T7-AAD je kromofor, ki se ob izpostavljenosti svetlobi razgradi. Pred uporabo ga shranjujte v neprozorni viali, zas¢itenega
pred svetlobo.

Med fazami inkubacije preprecite neprekinjeno izpostavljenost vzorcev svetlobi, med barvanjem pa zmanjSajte
izpostavljenost vzorcev svetlobi.

B59275-AY 116 of 155



8. Vse vzorce krvi je treba obravnavati kot potencialno kuzne in je treba z njimi ravnati previdno (predvsem je treba nositi
zaSc¢itne rokavice, halje in oc¢ala).

9. Epruvete za kri in material za enkratno uporabo je treba odstraniti v zabojnike na licu mesta, namenjene seZigu.

KLASIFIKACIJA NEVARNOSTI PO GHS

7-AAD Viability Dye POZOR
H316 Povzro&a rahlo drazenje kozZe.
P332+P313 Ce nastopi draZenje koze: poiséite zdravnisko
pomoc/oskrbo.
Dimetilsulfoksid 0,5 - 1,5 %
Varnostni list je na voljo na spletnem mestu beckman.com/techdocs

SHRANJEVANJE IN OBSTOJNOST

Viabilno barvilo 7-AAD je treba shranjevati pri temperaturi od 2 do 8 °C ter zasciteno pred svetlobo pred odprtjem viale in po
tem.

Rok uporabnosti zaprte viale po Studiji stabilnosti: 730 dni.
Stabilnost odprte steklenicke: reagent je stabilen 60 dni.
Oglejte si ustrezen certifikat o analizi za izbrano serijo na spletni strani www.beckman.com.

DOKAZ O POSLABSANJU STANJA
Vsaka sprememba fizi€nega videza reagentov lahko kaZe na poslab3anje stanja in reagenta ni dovoljeno uporabljati.

Za dodatne informacije ali ob prejemu poskodovanega izdelka pokliCite sluzbo za pomo¢€ strankam druzbe Beckman Coulter
na Stevilko 800-742-2345 (ZDA ali Kanada) ali se obrnite na lokalnega predstavnika podjetja Beckman Coulter.

POTREBEN MATERIAL, KI NI PRILOZEN V KOMPLETU:
» Epruvete za vzor&enje in material, potreben za vzoréenje.
+ Samodejne pipete s konicami za enkratno uporabo za 20, 100 in 500 pl.
* PlastiCne epruvete za hemolizo.
* Reagent za lizo rdecih krvni¢k. Na primer: raztopina za lizo 10Test 3 (ref. A07799).
» Pufer (PBS: 0,01 M natrijev fosfat; 0,145 M natrijev klorid; pH 7,2).
» Centrifugirajte.
» Samodejni stresalnik (za stresanje).
* PretoCni citometer.

PRIPRAVA VZORCEV

Koncentracija levkocitov v vzorcu mora biti manjSa od 10* celic/ul (10"/1). Po potrebi razredCite v raztopini PBS, da
koncentracijo levkocitov zmanjSate na 5 x 102 celic/ul (5 x 10%1).

Pri postopku se uporabi 100 yl vzorca, vnaprej razred€enega v epruveti ali drugace.
Opomba:

» Prilagoditev intenzivnosti fluorescence, ki ustreza 7-AAD, se lahko izvede z barvanjem vzorca sveze polne krvi in
neviabilnih stabiliziranih celic v eni epruveti (glejte sliko v prilogi). Pri teh pogojih je treba napetost, ki ustreza zaznavanju
7-AAD, prilagoditi tako, da se viabilni dogodki (tj. sveza polna kri) pojavijo na prvi dekadi histograma SS glede na
7-ADD (glejte primer v prilogi).

* Med postopkom ne uporabljajte reagentov, ki vsebujejo sredstva za permeabilnost ali fiksirna sredstva, da preprecite
lazno pozitivho barvanje.

POSTOPEK
1. Vsaki testni epruveti dodajte 20 pl raztopine viabilnega barvila 7-AAD.
2. Dodajte 100 pl testnega vzorca (tj. enakovredno koli¢ino priblizno 5 x 10° celic).
NezZno vrtinlite epruvete.
3. Inkubirajte 15 do 20 minut pri sobni temperaturi (18—-25 °C), zasciteno pred svetlobo.
4. Nato po potrebi izvedite lizo rde€ih krvni¢k ob upoStevanju priporocil za reagent, ki ga uporabite za izvedbo lize.

Ce zelite na primer, uporabiti raztopino za lizo 10Test 3 (ref. A07799), dodajte 2 ml delovne raztopine (1-kratne), takoj
vrtin€ite in 10 minut zas&iteno pred svetlobo inkubirajte pri sobni temperaturi.
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Ce vzorec ne vsebuije rdecih krvnick, ne izvedite faze z lizo, ampak dodajte 0,5 do 1 ml PBS.
5. Pripravke je treba analizirati v 1 uri.
Opomba: v vseh primerih pripravke hranite na temperaturi od 2 do 8 °C in zaScitite pred svetlobo.

USPESNOST
SPECIFICNOST

Aktinomicini so aktivne bioloSke sestavine kromofora (2-amino-4,6 dimetilfenoksazon-3) in cikli¢nih pentapeptidov (3). So
antibiotiki bakterijskega izvora iz talnih zaprtotrosnic (Ascomycota). Aktinomicini tvorijo stabilne komplekse z dvojno razvejano
deoksiribonukleinsko kislino (DNK), vendar ne tvorijo te vrste kompleksa z dvoverizno ribonukleinsko kislino (RNK) ali hibridi
RNK-DNK ali enoverizno DNK ali RNK.

Zaradi spektralnih lastnosti je barvilo 7-AAD spojina, ki je Se posebej primerna za analizo s preto¢no citometrijo (3). Najvedja
absorpcija kompleksa 7-AAD/DNK je zdruZljiva z modro ekscitabilno valovno dolZino 488 nm za citometre z argonskim laserjem
(4). Vrsna fluorescencna emisija v temno rde¢em pasu (od 635 do 675 nm) za kompleks 7-AAD/DNK omogoc¢a optimalno
uporabo te sonde, ¢e se kombinira s protitelesi, konjugiranimi s fluoresceinizotiocianatom (FITC) in fikoeritrinom P (PE) (3). V
nasprotju s propidijevim jodidom (PI), ki je Se ena fluorescen€na sonda, ki se uporablja kot oznagevalec DNK, ima kompleks
7-AAD/DNK zmanj$an prekrivajoCi se emisijski spekter v kombinaciji s FITC in PE.

NATANCNOST

Odstotke pozitivnih vrednosti smo dolocili z uporabo polne krvi, obogatene s pozitivnimi celicami. Vsak vzorec je bil
obravnavan S§tirikrat, dvakrat dnevno en dan na dveh napravah z uporabo dveh serij reagenta viabilnega barvila 7-AAD.
Meritve (% pozitivnih) so bile opravljene na preto¢nem citometru Navios. Analiza je bila izvedena na podlagi metode CLSI
EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Vrednotenje natancnosti kvantitativnih
merilnih metod).

Nasa merila sprejemljivosti so odvisna od Stevila pozitivnih dogodkov, izmerjenih za vsako populacijo:
+ Ce je pozitiven dogodek < 1.500, je CV < 15 %
+ Ce je pozitiven dogodek > 1.500, je CV < 10 %

Raztopina za lizo I0Test 3:

Polna kri, obogatena s HPBALL celi¢no linijo
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpreégje) = 5539
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Sistem za liziranje Versalyse:
Polna kri, obogatena s HPBALL celi¢no linijo
Stevilo pozitivnih dogodkov (povpregje) = 4034
Med upravljavci Med citometri Znotraj Med Med Znotraj Skupaj
serije serijami postopki postopka
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

TOCNOST

To€nost viabilnega barvila 7-AAD smo ocenili s primerjavo rezultatov z referenénim reagentom kot reagentom s potrjeno
skladnostjo na nizu vzorcev polne krvi, obogatene s pozitivnimi celicami, obdelane na citometru NAVIOS. Pristranskost med
testom in referenénim reagentom je bila dolo€ena na podlagi razlike med rezultati testa. Ce je odstopanje znotraj dovoljenega
obmocdja napake ali vrednost p ne kaZze pomembne razlike (> 0,05), se rezultati preskusov za vzorec bolnika za oba reagenta
Stejejo kot enakovredni.

Dobljeni rezultati so povzeti v naslednji preglednici:
Raztopina za lizo 10Test 3:

Stevilo darovalcev = 25

Pozitivna taréa

Povprecje A

A % celiCnega kriterija

vrednost p

REZULTATI

Polna kri, obogatena
s HPBALL celi¢éno
linijo

0,31

<5

0,247

PASS
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Sistem za liziranje Versalyse:

Stevilo darovalcev = 25
Pozitivna taréa Povprecje A A % celi¢nega kriterija vrednost p REZULTATI
Polna kri, obogatena -0,34 <5 0,289 PASS
s HPBALL celi¢éno
linijo
OMEJITVE

1. S preto&no citometrijo lahko pride do napac&nih rezultatov, &e citometer ni bil toéno names&en, ¢e pusc€anje fluorescence
ni bilo ustrezno izravnano in ¢e obmocja niso bila natan¢no pozicionirana.

2. Toc&ne in ponovljive rezultate se bo doseglo, &e se bo uporabilo postopke, ki so skladni s priloZzenim tehni¢nim listom in
z naceli dobre laboratorijske prakse.

3. 7-AAD, u€inkovina v tem reagentu, je bila optimizirana tako, da zagotavlja najboljSe razmerje med specificnim in
nespecificnim signalom. Zato je pomembno, da pri vsakem testu upostevate razmerje med volumnom reagenta in
volumnom vzorca.

4. V primeru hiperlevkocitoze razredgite kri v raztopini PBS, da dobite vrednost priblizno 5 x 10° levkocitovi/l.

5. Pri nekaterih bolezenskih stanjih, kot je huda ledviéna odpoved ali hemoglobinopatije, je lahko liza rdecih krvnick

pocasna, nepopolna ali celo nemogo€a. V tem primeru je priporodljivo izolirati mononuklearne celice z uporabo
gradienta gostote (na primer Ficoll) pred obarvanjem.

Primere in reference si oglejte v prilogi.

BLAGOVNE ZNAMKE

Beckman Coulter, stiliziran logotip ter znamke izdelkov in storitev podjetja Beckman Coulter, omenjene v tem dokumentu, so
blagovne znamke ali registrirane blagovne znamke podjetja Beckman Coulter, Inc. v Zdruzenih drzavah Amerike in drugih
drzavah.

DRUGI PODATKI

Za bolnike/uporabnike/tretje osebe v Evropski uniji in v drzavah z enakim regulativnim rezimom (Uredba 2017/746/EU o
medicinskih pripomockih za in vitro diagnostiko): ¢e med uporabo tega pripomocka ali kot rezultat njegove uporabe pride
do resnega incidenta, o tem poro¢ajte proizvajalcu in/ali njegovemu pooblaséenemu predstavniku in svojemu nacionalnemu
organu.

ZGODOVINA REVIZIJ

[REVIDIRANA IZDAJA AF: [ Datum izdaje: oktober 2021

REVIDIRANA IZDAJA AW: [ Datum izdaje: April 2022
Posodobitve za skladnost z globalno politiko oznacevanja
Beckman Coulter in v skladu z zahtevami IVD-R (EU)

2017/746:

Dodana poglavja Predvideni uporabnik, Koncentracija, Natan¢nost, To¢nost,
Druge informacije, Zgodovina revizij

Dodatne informacije Oglejte si poglavje Nacelo

Posodobljena poglavja Nacelo, Opozorila in previdnostni ukrepi, Razvrstitev

glede na nevarnosti skladno z globalnim usklajenim
sistemom, Shranjevanje in stabilnost, Dokazi o
poslabSanju stanja, Omejitve, Priloga
Odstranjena poglavja Metodologija, Primeri klinicne uporabe, Pricakovani rezultati,
Ponovljivost znotraj laboratorija, Linearnost

REVIZIJA Datum izdaje

AX Oktober 2022
Posodobljena poglavja Dodani prevodi
REVIZIJA Datum izdaje

AY

Posodobljena poglavja Shranjevanje in stabilnost

Seznam simbolov
Glosar simbolov je na voljo na beckman.com/techdocs (Stevilka dokumenta B60062)
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Specifikacije
7-AAD boja za vijabilnost ¢elija

Formulacija Tecno

Zapremina 3 ml

Kalibracija Spremno za upotrebu
A ekscitacija 488 nm

Vr3na vrednost emisije [655 nm (kompleks sa dvolananom DNK)

7-AAD boja za odrzivost
A07704 150 testova; 3 ml, 20 l/testu

Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu

NAMENA

7-AAD boja za vijabilnost celija je hemijsko sredstvo za bojenje u rastvoru, koje je predvideno za monoparametarsku ili
multiparametarsku analizu kori§¢enjem proto¢ne citometrije. Ona omogucava da se nevijabilne ¢elije identifikuju i iskljuce
od (vijabilnih) Celija od interesa u analizi ljudskih leukocita.

PRINCIP

7-amino-aktinomicin D (7-AAD) je analog of aktinomicina koji sadrZi amino grupu zamenjenu u poloZaju 7 hromofora. 7-AAD
se umece izmedu vrhova citozinskih/guaninskih baza DNK (1).

Bojenje dvolanane DNK se vrSi inkubiranjem uzorka sa 7-AAD bojom za vijabilnost ¢éelija. Eritrociti se zatim uklanjaju
liziranjem a leukociti se analiziraju protoénom citometrijom.

Apoptoti€ne nekroti¢ne i/ili oStecene Celije predstavljaju izvor smetnji u analizi vijabilnih éelija koriSéenjem proto¢ne citometrije.
Nevijabilne ¢elije mogu biti okarakterisane i identifikovane jer su bojene bojom 7-AAD, dok zive ¢elije, koje zadrzavaju integritet
svoje membrane, ne propustaju 7-AAD i ne bivaju obojene (tj, one su negativhe na 7-AAD) (2).

Proto¢ni citometar meri difuziju svetlosti i fluorescenciju ¢elija. On omogucava lokalizaciju ¢elija unutar elektronskog prozora
definisanog na histogramu, $to je u korelaciji sa ortogonalnom difuzijom svetlosti (,bo¢no rasejanje“ ili SS) i fluorescencijom
koja odgovara bojenju 7-AAD. Drugi histogrami koji kombinuju dva razli€ita parametra koja postoje na citometru se takode
koriste u fazi regulacije.

Fluorescencija tako regulisanih ¢elija se analizira kako bi se pozitivno obojeni dogadaiji (nevijabilni) isklju€ili od neobojenih
dogadaja (vijabilnih). Rezultati se mogu prikazati kao procenat nefluorescentnih dogadaja u odnosu na sve dogadaje uzete
u obzir putem regulacije.

PREDVIDENI KORISNIK

Ovaj proizvod je namenjen za struénu upotrebu u laboratoriji.

UZORCI
Uzorci iz venske krvi moraju se uzimati sterilnim epruvetama koje sadrze EDTA so kao antikoagulans.

Uzorke treba ¢uvati na sobnoj temperaturi (18-25°C) i ne tresti. Uzorak treba pre uzimanja test uzorka homogenizovati blagim
mesanjem.

Uzorci se moraju analizirati u roku od 24 sati od venepunkcije.

UPOZORENJE | MERE OPREZA
1. Ne Koristite reagense nakon isteka roka trajanja.
Ne zamrzavajte.
Pre upotrebe sacekajte da se priblizi sobnoj temperaturi (18-25°C).
Izbegavati izloZzenost svetlosti.
Sprecite mikrobsku kontaminaciju reagenasa ili se mogu javiti netaéni rezultati.

Ovaj reagens spreman za upotrebu sadrzi 0,005% (tezina/zapremina) 7-AAD i 1% (zapremina/zapremina) dimetil
sulfoksida (DMSO).

U cCistom obliku, 7-AAD je potencijalno karcinogen, a DMSO moze da izazove iritaciju.

o gk wbd

lako su ekstremno razblazeni u ovoj formulaciji, ovi konstituenti mogu da zadrZe sve ili deo Stetnih efekata. Pipetiranje
nikada ne vrSite ustima i izbegavajte sav kontakt sa kozom, sluzokoZzom i o€ima. Koristite ove reagense uz postovanje
mera predostroznosti za upotrebu (posebno: noSenje rukavica, odece i zastitnih naoc¢ara).

7. 7-AAD je hromofor koji podleze razgradniji usled izlozenosti svetlosti. Skladisti se u tamnoj bocici da bi se zastitio od
svetlosti pre upotrebe.
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Izbegavaijte kontinuirano izlaganje svetlosti tokom faza inkubacije i smanijite izlaganje uzoraka svetlosti nakon zapocetog
bojenja.

8. Svi uzorci krvi moraju se smatrati potencijalno infektivnim i njima se mora pazljivo rukovati (posebno: noSenje zastitnih
rukavica, odece i zastitnih naocara).

9. Epruvete za uzorak krvi i potrodni materijal koji je kori8¢en za rukovanje treba odloziti u ad hoc kontejnere predvidene
za spaljivanje.

GHS KLASIFIKACIJA OPASNOSTI

7-AAD Viability Dye UPOZORENJE
H316 Izaziva blagu iritaciju koZe.
P332+P313 Ako dode do iritacije koze: Potraziti medicinski
savet/misljenje.
Dimetil sulfoksid 0,5 - 1,5%
Bezbednosni list je dostupan na adresi beckman.com/techdocs

SKLADISTENJE | STABILNOST

7-AAD boja za vijabilnost ¢elija se mora Cuvati na temperaturi od 2 do 8°C zasti¢eno od svetlosti, pre i posle otvaranja bocice.
Ispitivanje roka trajanja zatvorene bocice u odnosu na stabilnost: 730 dana.

Stabilnost otvorene bocice: reagens je stabilan 60 dan(a).

Pogledajte dokument ,Certificate of Analysis“ (Sertifikat analize) za odredeni lot na veb-sajtu www.beckman.com.

DOKAZI POGORSANJA
Bilo koja promena u fizickom izgledu reagensa moze ukazivati na pogorSanje i reagens ne treba koristiti.

Za dodatne informacije ili ako dobijete oSte¢en proizvod, pozovite korisni¢ki servis kompanije Beckman Coulter na broj
800-742-2345 (SAD ili Kanada) ili pozovite svog lokalnog predstavnika kompanije Beckman Coulter.

POTREBNI MATERIJALI KOJI SE NE ISPORUCUJU UZ KOMPLET:
» Epruvete za uzorkovanje i materijal potreban za uzorkovanje.
* Automatske pipete sa nastavcima za jednokratnu upotrebu za 20, 100 i 500 pl.
* Plasti¢ne epruvete za hemolizu.
» Reagens za liziranje eritrocita. Na primer: 10Test 3 rastvor za liziranje (REF. A07799).
+ Pufer (PBS: 0,01 M natrijum-fosfat; 0,145 M natrijum-hlorid; pH 7,2).
» Centrifuga.
» Automatska meSalica (vrtloznog tipa).
* Proto¢ni citometar.

PRIPREMA UZORAKA

Koncentracija leukocita u uzorku mora biti manja od 10* ¢éelija/ul (10/1). Ako je potrebno razredite u PBS-u da biste
koncentraciju leukocita spustili na 5 x 10° ¢elija/ul (5 x 10%/1).

U postupku se koristi 100 pl uzorka, prethodno razblazenog u epruveti za uzorak ili na drugi nacin.
Napomena:

» PodesSavanje intenziteta fluorescencije koje odgovara 7-AAD moze da se obavi koriSéenjem bojenja uzorka sveze pune
krvi i nevijabilnih stabilizovanih ¢elija u istoj epruveti za uzorak (pogledati sliku u dodatku). Pod ovim uslovima, napon
koji odgovara detekciji 7-AAD mora da se prilagodi tako da se odrzivi dogadaji (tj. svezZa puna krv) prikazuju u prvoj
dekadi SS histograma, u zavisnosti od 7-AAD (pogledati primer u dodatku).

+ Tokom postupka ne koristite reagense koji sadrze sredstva za prodiranje ili fiksaciju kako bi se sprecilo artefaktno
pozitivho bojenje.

POSTUPAK
1. Dodajte 20 ul rastvora 7-AAD boje za vijabilnost ¢elija u svaku testnu epruvetu za uzorak.
2. Dodajte 100 pl test uzorka (., ekvivalent od priblizno 5 x 10° celija).
Pazljivo izmesSajte epruvete za uzorak u vrtloznoj mesalici.
3. Inkubirajte 15 do 20 minuta na sobnoj temperaturi (18—25°C), zasticeno od svetlosti.
4. Zatim izvrsite liziranje crvenih krvnih ¢éelija prateéi preporuke za koriSéeni reagens za liziranje, ukoliko je to potrebno.
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Primera radi, ako zelite da koristite IOTest 3 rastvor za liziranje (REF. A07799), dodajte 2 ml radnog rastvora (1X), odmah
izmeSajte u vrtloznoj mesalici i inkubirajte 10 minuta na sobnoj temperaturi, zasticeno od svetlosti.

Ako uzorak ne sadrzi eritrocite, ne pokrecite fazu liziranja ve¢ dodajte 0,5 do 1 ml PBS-a.
5. Preparate treba analizirati u roku od 1 sata.
Napomena: U svim slu¢ajevima preparate uvajte na temperaturi izmedu 2 i 8°C i zasticene od svetlosti.

PERFORMANSE
SPECIFICNOST

Aktinomicini su aktivni bioloSki konstituenti hromofora (2-amino-4,6dimetilfenoksazon-3) i ciklicnih pentapeptida (3). To
su antibiotici bakterijskog porekla istorijski okarakterisani u gljivama klase Ascomycetes. Aktinomicini formiraju stabilne
komplekse sa dvolanéanom dezoksiribonukleinskom kiselinom (DNK), ali ne formiraju ovu vrstu kompleksa niti sa
dvolan¢anom ribonukleinskom kiselinom (RNK) ili RNK-DNK hibridima, ni sa jednolan¢anom DNK ili RNK.

Spektralna svojstva 7-AAD ¢ine ga jedinjenjem koje je narocito pogodno za analizu proto¢nom citometrijom (3). Maksimalna
apsorpcija 7-AAD/DNK kompleksa kompatibilna je sa talasnom duzinom eksitacije plave svetlosti od 488 nm za citometre
opremljene argonskim laserom (4). Vr$na fluorescentna emisija u dubokom crvenom pojasu (od 635 do 675 nm) 7-AAD/DNK
kompleksu dozvoljava optimalno koriS¢enje ove sonde kada se koristi zajedno sa antitelima konjugovanim fluorescein
izotiocijanatom (FITC) i sa R fikoeritrinom (PE) (3). Zaista, za razliku od propidijum-jodida (PI), koji je jo$ jedna fluorescentna
sonda koja se koristi kao DNK marker, 7-AAD/DNK kompleks ima spektar emisije smanjenog preklapanja sa FITC i PE.

PRECIZNOST

Procenat pozitivnih vrednosti utvrden je pomocu pune krvi obogacene pozitivnim celijama. Svaki uzorak je analiziran
4 puta, dva puta dnevno tokom 1 dana na 2 instrumenta pomocu 2 lota reagensa 7-AAD boje za provodljivost. Merenja (%
pozitivnhog) su izvrSena na Navios proto¢nom citometru. Analiza je obavljena na osnovu CLSI metoda EP5-A2: Evaluation of
Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (Evaluacija preciznog utvrdivanja performansi kvantitativnih
metoda merenja).

Nasi kriterijumi prihvatljivosti zavise od broja pozitivnih dogadaja izmerenih za svaku populaciju:
» Ako je pozitivan dogadaj <1.500, CV <15%
* Ako je pozitivan dogadaj >1.500, CV <10%

I0Test 3 rastvor za liziranje:

Puna krv obogaéena HPBALL éelijskom linijom
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrednost) = 5539

Izmedu vise Izmedu vise Unutar  |lzmedu viSe |I1zmedu viSe Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Sistem za liziranje Versalyse:

Puna krv oboga¢ena HPBALL c¢elijskom linijom
Broj pozitivnih dogadaja (srednja vrednost) = 4034

Izmedu viSe Izmedu viSe Unutar  |lzmedu viSe |lzmedu viSe| Unutar Ukupno
operatera citometara jednog lota lotova analiziranja| jednog
analiziranja
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

TACNOST

Tacnost testa 7-AAD boje za provodljivost procenjena je poredenjem rezultata sa referentnim reagensom kao osnovom na
kompletu uzoraka pune krvi obogacene pozitivhim &elijama analiziranim na NAVIOS citometru. Odstupanje izmedu testa i
referentnog reagensa je odredeno na osnovu razlike izmedu rezultata testiranja. Ako je odstupanje u okvirima dozvoljenog
opsega greske ili p-vrednost ne ukazuje na znacajnu razliku (>0,05), onda se rezultati testova na uzorcima pacijenata za dva
reagensa smatraju ekvivalentnim.

Kratak pregled dobijenih rezultata naveden je u sledecoj tabeli u nastavku:
I0Test 3 rastvor za liziranje:

Broj donora = 25
Pozitivan cilj Srednja vrednost A A % celijskih kriterijuma p-vrednost REZULTATI
Puna krv obogacéena 0,31 <5 0,247 PASS
HPBALL celijskom
linijjom
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Sistem za liziranje Versalyse:

Broj donora = 25
Pozitivan cilj Srednja vrednost A A % celijskih kriterijuma p-vrednost REZULTATI
Puna krv obogacéena -0,34 <5 0,289 PASS
HPBALL ¢éelijskom
linijom
OGRANICENJA
1. Proto¢na citometrija moze proizvesti netacne rezultate ako citometar nije pravilno postavljen, ako fluorescentna curenja
nisu ispravno kompenzirana ili ako regioni nisu pazljivo postavljeni.
2. Tacni i ponovljivi rezultati ce se dobijati sve dok su korid¢eni postupci u skladu sa listom sa tehni¢kim podacima i postupci
kompatibilni sa smernicama dobre laboratorijske prakse.
3. 7-AAD, aktivna supstanca u ovom reagensu, je optimizovan tako da ponudi najbolji odnos specificnog i nespecificnog
signala. Prema tome, vazno je u svakom testu koristiti utvrdeni odnos zapremine reagensa i zapremine uzorka.
4. U slucaju hiperleukocitoze, razredite krv u PBS-u kako biste dobili vrednost od priblizno 5 x 10° leukocital/l.
5. U odredenim stanjima bolesti, kao Sto su teSka bubreZna insuficijencija ili hemoglobinopatije, liziranje eritrocita moze

biti sporo, nepotpuno ili ak nemoguée. U tom slu€aju, pre bojenja se preporucuje izoliranje mononuklearnih celija
upotrebom gradijenta gustine (na primer, fikol).

Za primere i referentne materijale pogledati Dodatak.

ZIGovI

Beckman Coulter, stilizovani logotip i Beckman Coulter robni i servisni zigovi koji se navode u ovom dokumentu jesu zigovi ili
registrovani zigovi kompanije Beckman Coulter, Inc. u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i drugim zemljama.

DODATNE INFORMACIJE

Za pacijenta/korisnika/trecu stranu u Evropskoj uniji i zemljama sa identiénim regulatornim rezimom (Uredba 2017/746/EU
o in vitro dijagnosti¢kim medicinskim sredstvima); ako je tokom upotrebe ovog uredaja ili kao rezultat njegove upotrebe doslo
do ozbiljnog incidenta, prijavite ga proizvodadu i/ili njegovom ovlaséenom predstavniku i svom nacionalnom organu.

ISTORIJA REVIZIJA

|REVIZIJA AF: | Datum izdavanja: Oktobar, 2021. |

REVIZIJA AW: | Datum izdavanja: april, 2022.
Azurirano radi uskladenosti sa smernicama za globalno

obelezavanje kompanije Beckman Coulter u skladu sa

zahtevima IVD-R (EU)2017/746:

Dodati odeljci Predvideni korisnik, koncentracija, preciznost, tacnost,
dodatne informacije, istorija revizija

Dodate informacije Pogledati odeljke Princip

Dopunjeni odeljci Princip, upozorenje i mere opreza, GHS klasifikacija

opasnosti, skladistenje i stabilnost, dokazi pogor$anja,
ograni¢enja, dodatak

Uklonjeni odeljci Metodologija, primeri klinicke primene, ocekivani rezultati,

medulaboratorijska reproduktivnost, linearnost

REVIZIJA Datum izdavanja
AX Oktobar 2022.
Dopunjeni odeljci Dodati prevodi
REVIZIJA Datum izdavanja
AY

Dopunjeni odeljci SkladiStenje i stabilnost

Kljué€ za simbole
Recnik simbola je dostupan na adresi beckman.com/techdocs (broj dokumenta B60062)
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Specifikacijas
7-AAD dzivotspéjas krasviela
Formulésana Skidrums
Tilpums 3 ml
Kalibrésana Gatavs lietosanai
A ierosme 488 nm
Emisijas maksimala 655 nm (komplekss ar divkarsas spirales DNS)
vértiba

7-AAD dzivotspéjas krasviela
A07704 150 testi; 3 ml, 20 pl/testa

In vitro diagnostikas lietosanai

PAREDZETA LIETOSANA

7-AAD dzivotspéjas krasviela ir kimiska krasviela skiduma, ko paredzéts izmantot viena vai daudzu parametru analizei, izmantojot
plismas citometriju. Ta |auj identificét dzivotnespéjigas Slinas un atskirt tas no (dzivotspéjigam) sSiinam, kuras izmanto cilvéka leikocitu
analize.

PRINCIPS

7-amino-aktinomicins D (7-AAD) ir aminu grupu, kas aizvietota hromofora 7. pozicija, satuross aktinomicina analogs. 7-AAD ievietojas
starp DNS citozina/guanina bazes virsotném (1).

DNS dubultas Skiedras krasoSana notiek, inkubéjot paraugu ar 7-AAD dzivotspéjas krasvielu. Péc tam eritrociti tiek atdaliti izéSanas
procesa, un leikociti tiek analizéti, izmantojot plismas citometriju.

lzmantojot plismas citometriju, dzivotspéjigu $tnu analizé poptotiskas nekrotiskas un/vai bojatas $inas ir traucéjumu avots.
Dzivotnespéjigas Sunas var raksturot un identificét, jo tas ir iekrasotas ar 7-AAD, bet dzivas Siinas, saglabajot membranas integritati,
ir necaurlaidigas pret 7-AAD, un tas nav iekrasotas (t. i., tas ir 7-AAD negativas). (2).

Plismas citometrs analizé gaismas diflziju un Stnu fluorescenci. Tadejadi iespéjams atrast Stnas elektroniskaja loga, kas definéts
histogramma, ko veido ortogonalas gaismas diflzijas (sanu izkliedes jeb SS (Side scatter)) korelacija un fluorescence, kas atbilst
7-AAD iekrasosanai. AtsijaSanas procesa tiek izmantotas ari citas histogrammas, kuras iespéjams kombinét divus dazadus citometra
pieejamos parametrus.

Tiek analizéta atsijato sunu fluorescence, lai atskirtu pozitivi iekrasotos (nederigos) gadijumus no neiekrasotajiem (derigajiem).
Rezultati var tikt izteikti ka nefluorescéjosu notikumu procentualais lielums attieciba pret visiem notikumiem, kas nemti véra, veicot
atsijasanu.

PAREDZETAIS LIETOTAJS

Sis produkts ir paredzéts profesionalai lietosanai laboratorija.

PARAUGI
Venozas asinis janem, izmantojot sterilas mégenes, kuras ka antikoagulants ir izmantots EDTA sals.

Paraugi ir jauzglaba istabas temperatira (18-25 °C), un tos nedrikst sakratit. Pirms testa parauga nemsanas ir javeic parauga
homogenizacija, viegli saskalinot paraugu.

Paraugu analize ir javeic 24 stundu laika péc vénas punkcijas.
BRIDINAJUMI UN PIESARDZIBAS PASAKUMI
1. Neizmantojiet reagentu péc deriguma termina beigam.
Nedrikst sasaldét.
Pirms izmantoSanas |aujiet tam sasilt lidz istabas temperatirai (18-25 °C).
Minimizéjiet ekspoziciju gaismas iedarbibai.

Izvairieties no reagentu bakterialas kontaminacijas, jo iesp&jami viltus rezultati.

o vk wnwN

Saja lietosanai gatavaja reagenta ir 0,005 % (svars/tilpums) 7-AAD un 1 % (tilpums/tilpums) dimetilsulfoksida (DMSO).
Tira veida 7-AAD ir iespéjami kancerogéns, bet DMSO ir kairinoss.

Lai gan Sobrid Joti atS$kaidita forma, Sis sastavdalas var saglabat visu vai daJu no to kaitigas ietekmes. Nekada gadijuma
neizmantojiet muti, lai darbotos ar pipeti, un novérsiet jebkadu saskarni ar adu, glotadu un acim. Izmantojiet Sos reagentus,
ievérojot lietosanas noradijumus (it Tpasi par: cimdu, aizsargtérpu un aizsargbrillu valkasanu).

7. 7-AAD ir hromofors, kur§ noardas, ja tiek paklauts gaismas iedarbibai. Pirms lietoSanas to uzglaba necaurspidiga flakona, lai
pasargatu no gaismas.
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Izvairieties no nepartrauktas gaismas iedarbibas inkubacijas stadijas un péc tam, kad ir veikta krasosana, samaziniet gaismas
iedarbibu uz paraugiem.

8. Visi asins paraugi ir jauzskata par potenciali infekcioziem, un ar tiem jarikojas, ievérojot piesardzibu (respektivi, javalka
aizsargcimdi, aizsargtérpi un brilles).

9. Darba izmantotas asinu mégenes un vienreizlietojamie materiali ir jaizmet ad hoc konteineros, kas paredzéti sadedzinasanai.

KIMISKO VIELU KLASIFICESANAS UN MARKESANAS VISPAREJI SASKANOTAS SISTEMAS BISTAMIBAS
KLASIFIKACIJA

7-AAD Viability Dye UZMANIBU
H316 Izraisa nelielu adas kairinajumu.
P332+P313 Ja rodas adas kairinajums: Lldziet mediku palidzibu.
Dimetilsulfoksids 0,5 - 1,5 %
Drosibas datu lapa ir pieejama vietné: beckman.com/techdocs

GLABASANA UN STABILITATE

Pirms un péc flakona atversanas 7-AAD dzivotspéjas krasviela ir jauzglaba 2-8 °C temperatira, kur tai nevar piekltt gaisma.
Aizvérta flakona glabasanas laiks saskana ar stabilitates pétijumu: 730 dienas.

Atvérta flakona stabilitate: reagents ir stabils 60 dienas.

Konkrétai partijai atbilstoSo analizes sertifikatu skatiet vietné www.beckman.com.

SADALISANAS PAZIMES
Jebkuras reagentu pazimju izmainas var noradit, ka reagents sadalas un to nedrikst izmantot.

Lai iegltu papildu informaciju vai ari ja sanemtais izstradajums ir bojats, zvaniet Beckman Coulter klientu servisam pa talruni
800-742-2345 (ASV vai Kanada) vai sazinieties ar vietéjo Beckman Coulter parstavi.

NEPIECIESAMIE MATERIALI, KAS NEIETILPST KOMPLEKTA
e Paraugu nemsanai nepiecieSsamas mégenes un materiali.
e Automatiskas pipetes ar vienreizlietojamiem uzgaliem, paredzétas 20, 100 un 500 pl.
e Plastmasas hemolizes mégenes.
e Eritrocitu lizes reagents. Pieméram: [OTest3 Lysing Solution (REF A07799).
e Buferskidums (PBS: 0,01 M natrija fosfats; 0,145 M natrija hlorids; pH 7,2).
e Centrifuggjiet.
e Automatisks maisitajs (samaisiSanas tipa).

e Plismas citometrs.

PARAUGU SAGATAVOSANA

LeikocTtu koncentracijai parauga ir jabat mazakai par 10* sinam/ul (10%/I). Ja nepiecie$sams, atskaidiet ar PBS, lai balto asinskermenisu
koncentracija sasniegtu 5 x 10° $anas/ul (5 x 10%/1).

Procedira izmanto 100 pl parauga, kas ir atSkaidits mégené vai citadi.
NB:

e Fluorescences intensitates pielagosanu, kas atbilst 7-AAD, var veikt, izmantojot visu svaigu pilnasins un dzivotnespéjigu stabilizétu
§lnu paraugu iekraso$anu vien3 taja pa$a mégené (skatiet attélu pielikuma). Sados apstaklos spriegums, kas palidz noteikt
7-AAD, ir japielago ta, lai SS histogrammas pirmaja dekadé, atkariba no 7-AAD, paraditos dzivotspéjigi notikumi (t. i., svaiga
pilnasins) (skat. pieméru pielikuma).

e Neizmantojiet reagentus, kas proceddras laika satur iesticosos vai fikséjosas vielas, lai novérstu artefaktiski pozitivu iekrasosanos.
RICIBA

1. lepildiet 20 pl 7-AAD dzivotspéjas krasvielas skidumu katra mégene.

2. Pievienojiet 100 pl testa parauga (t. i., daudzumu, kas ekvivalents aptuveni 5 x 10° Sdnu).

Saudzigi samaisiet stobrinus.

w

Inkubgéjiet 15—20 minGtes istabas temperatira (18-25 °C), sargajot no gaismas.

Péc tam veiciet eritrocitu lizéSanu, ja nepiecieS8ams, ievérojot izmantotajam lizéSanas reagentam atbilstoSos lietoSanas
noradijumus.
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Pieméram, ja vélaties izmantot I0Test3 Lysing Solution (Ref. A07799), pievieno 2 ml darba skiduma (1X), nekavéjoties samaisa
un 10 minGtes inkubé istabas temperatiira, pasargajot no gaismas.

Ja paraugs nesatur sarkanos asinskermenisus, neveiciet lizes fazi, bet pievienojiet 0,5-1 ml PBS.
5. Sagataves jaanalizé 1 stundas laika.

Piezime. Vienmér uzglabajiet sagataves 2—-8 °C temperatlira, sargajot no gaismas.
VEIKTSPEJA
SPECIFIKA

Aktinomicini ir hromofora (2-amino-4,6dimetilfenoksazons-3) un ciklisko pentapeptidu aktivas biologiskas sastavdalas (3). Tas ir
baktériju izcelsmes antibiotikas, kas vésturiski raksturigas augsnes askuséném. Aktinomicini veido stabilus kompleksus ar divkarsu
Skiedru dezoksiribonukleinskabi (DNS), bet nesastada $ada veida kompleksu ne ar divkarsu skiedru ribonukleinskabi (RNA), ne ar
RNA-DNS hibridiem, vai ar vienas Skiedras DNS vai RNA.

7-AAD spektralas ipasibas padara to par savienojumu, kas ir Tpasi piemérots plismas citometrijas analizei (3). 7-AAD/DNS kompleksa
maksimala absorbcija ir saderiga ar 488 nm zilo ierosmes vilna garumu citometriem, kas aprikoti ar argona lazeru (4). Maksimala
fluorescences emisija 7-AAD/DNS kompleksa dzilaja sarkanaja josla (no 635 lidz 675 nm) Jauj optimali izmantot So zondi, kad to
apvieno ar fluorescina izotiocianata konjugétam antivielam (FITC) un ar R fikoeritrinu (PE) (3). Patie$am, atskirtba no propidija
jodida (PI), kas ir vél viena fluorescéjosa zonde, ko izmanto ka DNS markieri, 7-AAD/DNS kompleksam ir samazinats parklasanas
emisijas spektrs ar FITC un PE.

PRECIZITATE

Procentuali pozitivas vértibas tika noteiktas, izmantojot pilnasinis, kam pievienotas pozitivas Stinas. Katrs paraugs tika analizéts
4 reizes: divreiz diena 1 dienu 2 instrumentos, izmantojot 2 partijas — 7-AAD dzivotspé&jas krasvielas reagentu. Meérijumus (%
pozitivs) veica Navios plismas citometra. Analizi veica, pamatojoties uz CLSI metodi EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of
Quantitative Measurement Methods (Kvantitativo mériSanas metozu precizitates veiktspéjas novértésana).

Musu pienemsanas kritériji ir atkarigi no katrai populacijai noteikto pozitivo notikumu skaita.
e Ja pozitivs notikums < 1500, variacijas koeficients < 15 %
e Ja pozitivs notikums > 1500, variacijas koeficients < 10 %

I0Test 3 lizésanas skidums:

Pilnasins, kam pievienota HPBALL Siinu linija
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 5539

Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analizé Kopa

partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Versalyse lizéSanas sistéma:

Pilnasins, kam pievienota HPBALL Siinu linija
Pozitivo notikumu skaits (aritmétiskais vidéjais) = 4034

Starp operatoriem | Starp citometriem Partija Starp Starp Analizé Kopa

partijam analizém
Variacijas koeficients (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
REZULTATI PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

PRECIZITATE

7-AAD dzivotspéjas krasvielas precizitati novertéja, pilnasins paraugu kopas, kuriem pievienotas pozitivas Stinas un kas analizéti
NAVIOS citometra, rezultatus salidzinot ar atsauces reagentu ka predikatu. Novirze starp testa un atsauces reagentu tika noteikta,
pamatojoties uz testu rezultatu atskiribu. Ja novirze atbilst pieJaujamajam klidas diapazonam vai p vértiba neliecina par nozimigu
atskirtbu (> 0,05), pacienta paraugu testu rezultati ar abiem reagentiem uzskatami par lidzvertigiem.

legitie rezultati ir apkopoti nakamaja tabula.

I0Test 3 lizésanas skidums:

Donoru skaits = 25
Pozitivais mérkis Aritmétiskais vidéjais A A % 3anu kritériji p vértiba REZULTATI
Pilnasins, kam 0,31 <5 0,247 PASS
pievienota HPBALL
Sanu Inija
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Versalyse lizéSanas sistéma:

Donoru skaits = 25

Pozitivais mérkis Aritmétiskais vidéjais A A % 3anu kritériji p vértiba REZULTATI
Pilnasins, kam -0,34 <5 0,289 PASS
pievienota HPBALL
Sanu Inija
IEROBEZOJUMI
1. Jacitometrs nav novietots precizi lidzeni, ja nav pareizi kompensétas fluorescences noplides un ja regioni nav uzmanigi novietoti,
plismas citometrija var radit viltus rezultatus.
2. legitie rezultati ir precizi un reproducéjami, ja visas izmantotas procediras tiek izpilditas atbilstosi tehniskajai lietoSanas
instrukcijai un ir saskana ar labu laboratorijas praksi.
3. 7-AAD, 31 reagenta aktiva viela, ir optimizéts ta, lai nodrosinatu vislabako specifiska signala/ nespecifiska signala attiecibu. Tapéc

ir |oti svarigi ievérot reagenta tilpuma/parauga tilpuma attiecibu katra testa.
Hiperleikocitozes gadijuma atSkaidiet asinis ar PBS, ieglstot vértibu apméram 5 x 10° leikociti/I.

DaZos slimibu stavok|os, pieméram, izteiktas nieru mazspéjas vai hemoglobinopatijas gadijuma, sarkano asinskermenisu lizésana
var bt Iéna, nepilniga vai pat neiespéjama. Saja gadijuma pirms iekrasoSanas ir ieteicams izolét mononuklearas Sinas,
izmantojot blivuma gradientu (pieméram, Ficoll).

Pielikuma skatiet piemérus un atsauces.

PRECU ZIMES

Beckman Coulter, stilizétais logotips un Beckman Coulter prec¢u un pakalpojumu zimes, kas minétas Seit, ir Beckman Coulter, Inc.

preCu zimes vai registrétas precu zimes Amerikas Savienotajas Valstis un citas valstis.

PAPILDINFORMACIA

Attieciba uz pacientiem/lietotajiem/treSajam personam Eiropas Savieniba vai valstis ar identisku regulativo reZimu (Regula (ES)
2017/746 par in vitro diagnostikas mediciniskam iericém); ja ierices lietosanas laika vai tas lietoSanas rezultatd rodas nopietns

negadijums, informéjiet par to razotaju un/vai ta pilnvaroto parstavi, ka ari valsts iestadi.

PARSKATISANAS VESTURE

| AF VERSIJA:

Laidiena datums: 2021. gada oktobris

AW VERSLJA:

IzdoSanas datums: 2022. gada aprilis

Atjauninajumi atbilst Beckman Coulter visparéjai markésanas
politikai un IVD-R (ES)2017/746 prasibam:

Pievienotas iedalas

Paredzétais lietotajs, koncentracija, precizitate, precizitate,
papildinformacija, parskatiSanas vésture

Pievienota informacija

Skatit sadalas Princips

Atjauninatas sadalas

Princips, bridinajumi un piesardzibas pasakumi, GHS
bistamibas klasifikacija, glabasana un stabilitate, sadalisanas
pazimes, ierobeZojumi, pielikums

Iznemtas iedalas

Metodologija, kliniska pielietojuma pieméri, paredzétie
rezultati, atkartojamiba laboratorija, linearitate

PARSKATIIUMS

Laidiena datums

AX

2022. gada oktobris

Atjauninatas sadalas

Pievienoti tulkojumi

PARSKATIJUMS

Laidiena datums

AY

Atjauninatas sadalas

Glabasana un stabilitate

Simbolu skaidrojumi
Simbolu glosarijs ir pieejams vietné beckman.com/techdocs (dokumenta numurs B60062)
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TexHiYHi XapaKTepUCTUKN 6apBHUKA XUTTE3AATHUX KIITUH
7-AAD

MpurotyBaHHA Pionna

npenaparty

Ob0'em 3 mn

KanibpyBaHHs ['OTOBMI 0O BUKOPUCTAHHSA

A-30ymKEHHSA 488 HM

ik BUNpOMiHIOBaHHSA  |655 HM (komnnekc 3 aBonaHutorosoto JHK)

BapBHUK ANA BU3Ha4YeHHA XuTttedpgaTtHocTi 7-AAD
A07704 150 TecTi; 3 mn, 20 mMkn/TecT

Ona piarHocTukwm in vitro.

NMPU3HAYEHHA

BapBHuk xutTesgatHux KnitnH 7-AAD saBnsie coboto XiMidHWUIA GapBHUK B PO34MHI, SKUW MpU3HAYeHWn Ans MOHOo- abo
MynbTUNapamMeTPUYHOro aHanisy 3 BUKOPUCTAHHAM MPOTOYHOT UMTOMETPIl. BiH 403BONSE BUABNATU HEXUTTE3LATHI KMITUHN
Ta BUKMOYATKM iX 3 (KATTE3AATHUX) AOCTIAKYBAHNX KNITUH A5 aHanidy NenkoLuMTiB MOANHMN.

nPUHUMN

7-aMiHo-akTHOMIUMH D (7-AAD) € aHanorom akTMHOMILMHY, O MICTUTb aMiHHY rpyny, 3aMilLeHy B MONOXeEHHi 7 XpoModopy.
7-AAD BcTaBnsie cebe Mixk BepLUMHaMM OCHOB LMTO3MHY/ryaHiHy OHK (1).

3abapsneHHsa nogsiviHoro nadutora AHK BigbyBaeTbcs LWNSAXOM iHKyOyBaHHsS 3pa3ka 3 GapBHMKOM XUTTE3OATHUX KMITWH
7-AAD. EpuTpouuT NOTIM BUAANSAIOTh LUNAXOM Fi3UCY, @ NENKOLMTM aHani3ytoTb METOAOM NPOTOYHOI LUTOMETPIT.

ANONTUYHI HEKPOTUYHI Ta/abo NOLIKOMKEHI KNITUHW € [XepenoM iHTepdepeHLUii Npy aHanisi X1TTesgaTtHUX KNiTMH METOA0M
NPOTOYHOT UUTOMETPIl. HexuTTesgaTHi KNiTUHU MOXYTb OYyTWU OXapakTepusoBaHi Ta igeHTUdIKoBaHI npu 3abapBrieHHi
apbHnkom 7-AAD, Todi SIK XKMBi KMiTUHK, SKi 30epiraloTb CBOKO MeMOpaHHY LiniCHICTb, € HenpoHukHi ana 7-AAD i He
3abapeniooTbes HUM (TO6TO, BoHM € 7-AAD HeratuBHumu) (2).

[MpOTOYHUI LUMTOMETP aHani3ye po3acitoBaHHsS CBiTna Ta donyopecueHuito KniTnH. Lle gae MoXnmBICTb po3Millatit KMiTUHN
BCEpeaVHi enekTPOHHOro BikHa, BU3HAYEHOro Ha ricTorpami, sika CniBBiAHOCUTb OPTOroHanbHe pPo3cCitoBaHHS cBiTna (bokose
poscitoBaHHs, abo BP) i dnyopecueHuito, wo Bignosigae 3abapeneHHio 7-AAD. Ha eTtani HanawTyBaHHSA FEWTIB TakoX
BMKOPUCTOBYIOTBLCS iHLUI FicTOrpamMmu, Lo NOEAHYIOTL ABa PidHUX NapameTpu, BUMiptoBaHi B LUTOMETPI.

dniyopecLeHLisi rerToBaHUX TakMM YMHOM KITUH aHanisyetbCs, Wo6 BUKNIOYMTU MOAiT 3 NO3UTMBHO 3abapBneHuMun
(HeXUTTE3QATHUMK) KNITUHAMKU 3 He3abapBNeHUX (KMUTTE3AATHUX). Pesynbrat MOXYTb BMpaxaTtucs $SK BigCOTOK
HedpriyopecLeHTHUX Nofin BiAHOCHO BCiX NOAIN, SIKi BpaxoBYOTLCS Mif Yac reMTyBaHHS.

LINIbOBUA KOPUCTYBAY

Ller npoaykT npuMsHayeHnn ans npodecinHoro BUKOpUcTaHHsA B naboparopii.

NPOBMU
BeHo3Hy kpoB noTpibHO BpaTu B CTepunbHi NPoBipKK, WO MICTATb aHrmkoarynsaHt — cinb EATA.

3paskn cnig 36epiratn npu kimHaTHIA Temnepatypi (18-25°C), i ix He cnig cTpywyBaTtn. [lepl HiX y3aTn OOCnioKyBaHWUA
3pasok, Moro HeOBXiAHO FOMOreHi3yBaTH LLMSAXOM 0BepeXHOro nepemillyBaHHs.

Mpobu noTpibHO NpoaHanidyBaTn He Mi3Hille HiXX Yepe3 24 roamHu nicns BeHenyHKLUii.

NMONEPEOXEHHA U 3ACTEPEXEHHSA

He BUKOpUCTOBYNTE peareHTU nicns 3akiHYeHHs TepMiHy NpuOaTHOCTI.

He 3amopoxynTe.

HoBeaitb oo kimHaTHOT TemnepaTypu (18-25°C) nepen BUKOPUCTaAHHSM.

3BeniTb 4O MiHIMyMy BNNMB cBiTNa.

YHukanTe MikpobHOT KOHTaMiHauil peareHTiB, iHakwe MoXyTb ByT OTpMMaHi NOMWUIKOBI pe3ynsTaTy.

R o

Ller rotoBun ans BukopmuctaHHs peareHT Mmictntb 0,005% (maca/o6’em) 7-AAD i 1% (06’em/06’em) gumeTtuncynbcokeungy
(AMCO).

7-AAD, y uicTtoMy BUMMsIAi, € NOTEHUINHO KaHUueporeHHuM, a IMCO e nogpasHukom.

HesBaxatoum Ha Te, WO B JaHii KOMMO3WUil BOHM OyXe cunbHO po30aBrieHi, iX cknagoBa Moxe 30epirat Becb
abo 4acTMHy CBOro LWIKiANMBOro BNAMBY. Hikonyn He nineTynTe poTOM Ta YHWKaWTe MOTPAMSsiHHSA Ha LUKIpY, CrM30BI
060mMnoHKn Ta B odi. BukopucrtoBymTe Ui peareHTun, JOTPUMYIOUMCH 3anobikHMX 3axodiB MpU BMKOPUCTaHHI (30kpema,
BMKOPUCTOBYHOUM 3aXMCHI PYKaBUYKK, Xanatu A OKynsipu).
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7. 7-AAD — ue xpomodpop, Lo niandarae gerpagaduii nig ennveom ceitna. BiH 36epiraeTbca B HeNpo3opomy drakoHi, SKui

3axuLiae Moro Bif CBiTNa nepes BUKOPUCTAHHSM.

YHuKalTe MNOCTINHOrO BMAMBY CBITNa Ha cTagii iHKyOauii Ta 3MeHWwuTe il CBiTNa Ha 3pasku nicris NpoBeaeHHs
(apOyBaHHS.

Yci npo6u KpoBi cnifg, po3rnsaaT ik NOTEHLIHO iHPEKUiHI Ta NOBOAMTUCA 3 HUMW 00EpPEXHO (30Kpema, BUKOPUCTOBYHOUM
3aXUCHI PyKaBWYKK, Xanatu W OKynspw).

Mpobipkn ons KpoBi Ta OAHOPA30Bi MaTepianu, ki BUKOPUCTOBYHOTLCA Anst 06pobneHHs, cnig BUKMaATH B cneuianbHi
KOHTENHEPU, BMICT AKUX NPU3HAYEHU 4N crantoBaHHS.

KNACUDIKALIA HEBE3INEKU 3A CUCTEMOIKO GHS

7-AAD Viability Dye MOMNEPEOXXEHHA
H316 Buknvkae He3HavyHe NoApasHEHHS LWKipW.
P332+P313 Y BUNagKy noapasHeHHs! LKipu: 3BEPHYTUCSA 40
nikapsi.
OumeTtuncynedokeng 0,5 - 1,5%
MacnopT Ge3nekn JOCTYNMHUIA Ha canTi beckman.com/techdocs

3BEPIFAHHA TA CTABUIBHICTb

BapBHuK xuTTE3naTHUX KNiTH 7-AAD noTpibHO 36epirat npu Temnepatypi Big 2 Ao 8°C B 3axuLLeHoMy Bif cBiTna micui, Sk
0o, TaK i nicna BigKpUTTA dhnakoHa.

TepMiH NpmMaaTHOCTI BMICTY 3aKpMTOro ¢hriakoHy BignoBigHo 4o AocnigkeHHs ctabinbHocTi: 730 geHb.

CTtabinbHicTb nicns BigkpuTTA hnakoHa: peareHT ctabinbHui 60 gib.

OunB. cepTudpikat aHaniay gns cepii Ha BebcanTti www.beckman.com.

O3HAKU MNCYBAHHHA

Byab-sika 3MiHa 30BHILLUHBLOIO BUITISIAY peareHTiB MOXe BKa3yBaTW Ha MCyBaHHs, | peareHT He crif BUKOPUCTOBYBATU.

Llo6 oTtpumatu gopatkoBy iHpopmadito abo NoBiAOMUTU MPO OTPUMAaHHA MOLLKOMXKEHOro MpPOAYKTY, 3aTenedoHynTe [0
Cnyx6u obcnyroyBaHHs knieHTiB Beckman Coulter 3a Homepom 800-742-2345 (CLUA abo KaHapga) um 3BepHiTbca OO0
MicueBoro npeacTtaBHuka komnatii Beckman Coulter.

NOTPIBHI MATEPIANN, LLO HE BXOAOATb Y KOMIMJIEKT

Mpobipkn ans npob i maTepianu, NoTpibHi Ansa 3abopy Npo6.

ABTOMAaTMYHI NiNeTKM 3 ogHOPa3oBUMK HakoHeYHnKkamm Ha 20, 100 i 500 mkn.
Mnactukosi Npobipkn Ans remoniay.

PeareHT ans nismucy eputpoumtie. T00TO: po3yunH gnsa nisucy I0Test3 (Ref. A07799).

Bydep (3abydeperunin docatom disionorivyHmii posyunH, PCh: 0,01 monb docdarty Hatpito; 0,145 monb xnopuay
HaTpito; pH 7,2).

LleHTpudbyryBaHHs.
ABTOMaTUYHWIA 3MilLyBaYy (TUMNy BOPTEKC).
MpOTOYHUIA LUTOMETP.

NMAroToBKA 3PA3KIB

KoHueHTpaLis nerkouuTiB B 3pa3Ky He Mae nepesuwyBaTh 3HaveHHs 10* knitmH/mkn (10'%/n). 3a HeobxigHOCTI po3BeniTbh
3pasok 3a gonomoroto bycpepHoro posdnHy PBS ans goseaeHHs KOHUEHTpaUil nemkounTie A0 3HaveHHsa 5 x 10° kniTnH/MKn
(5 x 10%n).

Mig yac npouenypw BukopuctosyeTbca 100 Mkn Npobu, nonepedHsLo po3segeHoi B npobipui abo iHwmm cnocobom.
MPUMITKA.

KopuryBaHHs iIHTEHCMBHOCTI thrniyopecueHuii, o Bignosigae 7-AAD, MOxHa 34iNcHIOBaTU 3a JOoNoMorot dapbyBaHHSA
3paska CBiXKOI LiNbHOI KPOBi Ta HEXMTTE3OaTHMX CTabiNi3oBaHMX KIiTMH y Til camin npobipui (oue. 3o06paxeHHs y
gopatky). Y uux ymosax Hanpyra, Lo Bignosigae BusiBneHHio 7-AAD, noBuHHa ByTu ckopyroBaHa Takmm YMHOM, o6
XUTTE3AaTHI nogdii (To6To, CBiXa UinbHa KpoB) 3'ABNSANUCA Y nepLuin aekagi rictorpamu SS 3anexHo Big 7-AAD (aus.
npvknag y gogarky).

He BMKOpUCTOBYMTE peareHT, WO MICTATb MPOHUKHI abo dikcytodi areHTM nig 4ac npouenypu, Wwob 3anobirtu
BUHWKHEHHIO LUTYYHOrO MO3UTUBHOIO 3abapBreHHs.
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METOAOUKA
1. Oopante 20 MKn po3dnHy 6apBHUKA XUTTE3AATHUX KNiTUH 7-AAD A0 KOXHOT TeCcToBOI NPoBipKu.
2. [Hopawnte 100 Mkn TecToBOro 3paska (TobTo, NpMbnuaHui ekBiBaneHT 5 x 10° KNiTuH).
O6GepexHo nepemiwanTe BMICT NpobipoK y BOPTEKCI.
3. BwutpumanTte npotarom 15-20 xBunuH npu kimMHaTHIn Temnepatypi (18—25°C) B 3axuweHoMy Big CBiTna MmicLi.

4. TloTim, SKWO NoTpibHO, BUKOHANTE Ni3NC epUTPOLMTIB, JOTPUMYHUMCH peKOMeHaaUi Wwoao peareHTy Ans nisucy, sikuin
BUKOPUCTOBYETHCS.

TOOTO, AKLWO OaxxaeTe BUKopucTatn po3unH ans nisucy I0Test3 (Ref. A07799), gogante 2 mn pob6o4yoro posuunHy (1X),
HeramHo nepemillante y BOPTEKCi i iHKyOyinTe npotsirom 10 XBUNMH NPy KIMHATHIN TeMnepaTypi B 3ax1LLEHOMY Bid CBiTHa
MicCLi.
AKLWO 3pasok He MICTUTb epuMTPOLMTIB, HE BUKOHYWTEe eTan nisucy, ane gogavte 0,5-1 mn ®CB.

5. Tlpenapatu cnig aHanidysatu npotsroMm 1 roguHu.

MpumiTka. Y BciX BUNagkax npenapartu cnig 36epirati B 3axuLlieHOMY Bif CBiTNa micui npu Temnepartypi 2—8°C.

E®PEKTUBHICTb
CNEUNDPIYHICTb

AKTMHOMILUMHN € aKTMBHMMW BionoriYyHMMmM cknagoBMMy xpomodpopy (2-amiHo-4,6 OMMeTUNgEHOKCa3oH-3) Ta LUKIIYHUX
nenTanentnais (3). BoHu € aHTMBIOTMKaMK BakTepianbHOrO NOXOMXKEHHS, iICTOPUYHO BiAOMUMU 3a HASIBHOCTI B I'PYHTI SK
ackoMmiueTn.  AKTMHOMILMHW YTBOPHOIOTL CTabinbHi KOMMMEKcU 3 [BOMAHLIIOBOK [AEe30KCUPUOOHYKNETHOBOK KMCMOTOK
(OHK), ane He yTBOpPIOKOTbL LEe TUN KOMMJIEKCY Hi 3 4BOMaHLIoBol puboHykneiHoBot kucnototo (PHK), Hi 3 ribpugamm
PHK-OHK, Hi 3 ogHonaHutorosoto AHK abo PHK.

CnekTpanbHi BniactmBocTi 7-AAD pobnsiTb K0ro Cnomykoto, sika ocobnmneo gobpe niagxoanTb Anst aHanisy MeToA0oM NMPOTOYHOI
untometpii (3). MakcumanbHe nornmHaHHsA komnnekcy 7-AAD/OHK cymiCHO 3 CMHBbOI OOBXMHOK XBUMi 30YMKeHHs 488 HM
AN UMTOMETPIB, OCHALLEHMM aproHoBUM na3epoM (4). TMikoBui BMKkMA drniyopecueHLii B rmMmbokomMy YepBOHOMY AianasoHi
(635-675 HMm) komnnekcy 7-AAD/OHK fosBonsie onTMManbHO BMKOPUCTOBYBATWU LEW 30HA MpY KOMOIHAUii 3 aHTuUTInamm
KOH’toroBaHumMun conyopecueiny isotuoudiaHatom (FITC) i R dikoeputpnHom (PE) (3). Hacnpasai, Ha BigMiHy Big nponigito
noanagy (Pl), akmn € we ogHuM driyopecueHTHUM 30HAOM, L0 BMKOPUCTOBYETbCS Yy skocTi mapkepy OHK, komnnekc
7-AAD/OHK mae 3MeHLIeHWIA CNeKTp BUMPOMIHIOBaHHS, sikuin nepekpuBaeTbes, 3 FITC ta PE.

NMPELUU3IUHICTb

BigcoTok No3UTMBHMX 3HAYEHb BU3HAYanu 3 BUKOPUCTAHHSM LiNbHOI KPOBi 3 AO4ABAHHAM MO3UTUBHUX KMNITUH. KoxHY npoby
obpobnanu 4 pasu, ABivi Ha 0oBy Bnpogox 1 fobu Ha 2 npunagax, BUKOPUCTOBYKOUM 2 NapTii peareHTy GapBHMKa ANg
OLiHKM XUTTE3AATHOCTI KNiTWH 7-AAD. BumiptoBaHHS (% NO3UTUBHMX 3HAaYE€Hb) BUKOHYBarn1 Ha MpoTodHoMy uutomeTpi Navios.
AHani3 nposogmecsa Ha ocHoBi metogy CLSI EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement
Methods (OuiH0oBaHHA NPEeLM3INHOCTI KifbKICHUX METOAIB BUMIPIOBAHHS).

Hawwi kpuTepil NPpMNHATHOCTI 3anexaTb Bif KiNbKOCTi MO3UTUBHUX MOAIN, BUMIPAHUX AN KOXHOT NOnynsau,ii.
e Akuwo KinbKicTb No3nTuBHUX nogin < 1500, KB < 15%
e AKkuwo KinbKicTb No3nTuBHux nogin > 1500, KB < 10%

Nisyrounn posumH I0Test 3:

LinbHa kpoB 3 gogaBaHHsAM HPBALL kniTMHHOI niHii
KinbKiCTb MO3UTUBHKX NOAiN (CepegHe 3HaveHHs) = 5539
Mix onepatopamu | Mix uMtometpamm | Y mexax Mix Mix Y mexax Yecboro
ofHiei cepii| cepisamu cepiamun | ogHiei cepii
BMMIipIOBaHb| BUMiptOBaHb
KB (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
PE3YNLTATUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Cuctema ans nisuncy Versalyse:
LinbHa kpoB 3 gogaBaHHsAM HPBALL kniTMHHOI niHii
KinbkiCTb MO3UTUBHKX NOdin (cepegHe 3HaveHHs1) = 4034
Mix onepatopamu | Mix uMtometpamm | Y mexax Mix Mix Y mexax Ycboro
OfHiei cepii | cepiamn cepiamn | ogHiei cepii
BUMiptOBaHb | BUMipOBaHb
KB (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
PE3YNbLTATA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
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TOYHICTb

TouHicTb GapBHMKa AN OLIHKM XUTTE3AaTHOCTI KNiTUH 7-AAD oOLUiHI0OBanu LNSXOM MOPIBHAHHA pes3ynbraTtiB 3 eTarnoHHUM
peareHToM sIKk KOHTPOMEeM SAKOCTi ANna Habopy npob LinbHOI KpoBi 3 AO4ABaHHSAM MO3UTUMBHUX KNITUH, 0OpobrneHnx Ha
untomeTpi NAVIOS. Po3xomxeHHs1 Mk TECTOBUM Ta €TanOHHUM peareHTamMu BU3Havanu Ha OCHOBI Pi3HMLI MiX pesynsratamm
TecTy. AKLWO 3CyB 3HaxX0AMTbLCA B Mexax AONYyCTUMOro AianasoHy NOMmUMok abo p-3HadeHHs BKasye Ha BiACYTHICTb CYTTEBOI
BiamiHHOCTI (> 0,05), To pe3ynsraTv BUMiptoBaHb Npob NaLieHTa 4BOMA peareHTamy BBaXartTbCs EKBIBANIEHTHUMMW.

OTpumaHi pesynsrati nigcymoBaHo B Tabnuui, HaBeOEeHIn HMKYe.
Nisyrounn posumH I0Test 3:

Kinbkicte goHopiB = 25

LlinboBa nosntusHa CepepHsa A Kputepii A % kniTuH p-3Ha4YeHHA PE3YINbTATU
nonynsuis
LinbHa kpoB 0,31 <5 0,247 PASS

3 AoAaBaHHAM
HPBALL kniTuHHOI
TiHiT

Cucrtema gns nisucy Versalyse:

Kinbkictb goHopis = 25

LlinboBa nosuntusHa CepepHsa A Kputepii A % kniTuH p-3Ha4YeHHA PE3YINbTATA
nonynsuis
LinbHa kpoB -0,34 <5 0,289 PASS

3 AopaBaHHAM
HPBALL kniTuHHOi
niHii

OBMEXEHHA

1. Pesynbraty npoTOYHOI LIMTOMETPIT MOXYTb BYTW MOMUNKOBMMU, AKLLO BKasaHe HWx4e He Byrno BMKOHAHO HaneXxHum
YMHOM: BUPIBHAHO LIMTOMETP, CKOMNEHCOBAHO BUTIK coriyopecueHLil, 34inCHEHO NO3WNLIOHYBaHHS AiNAHOK.

2. bypne oTpumaHo TOYHI 1 BiATBOPIOBaHI pe3ynbsraTtu, SKLLO NpoLeaypy 3aCTOCOBYHOTLCS BifNOBIAHO A0 TEXHIYHOT IHCTPYKL,
LLIO AofdaEeTbCs, | cTaHAapTIB HaNeXxHoi nabopaTopHOi NPaKTUKN.

3. 7-AAD, pitovya peyoBMHa B LIbOMY peareHTi, Oyna onTMMi3oBaHa TakMMm YMHOM, LLOO 3anpOnoOHyBaTU HavKpallui
KoeqiLieHT cneundivyHnx/HecneundidHMx curHanis. Tomy BaXknvMBoO OOTPUMYyBaTUCS CMiBBigHOLWEHHS 06’eMy peareHTy
Ta 06’eMy 3paska B KOXXHOMY BMNPOBOyBaHHI.

4. Y pasi rinepnenkoumnTosy KpoB cnif po3sognTn B po3dnHi ®CB Tak, wob oTpMmMaTi KoHUeHTpauito npubnmaHo 5 x 10°
nemnkouuTis/n.

5. Tpun gesikux 3axBOpOBaHHSX, TaKUX SIK BaXKka HUPKOBA HedoCTaTHICTb abo remornobiHonarii, Nisauc eputpoumnTiB MoXe
OyTW NOBINbHMM, HEMOBHMM ab0 HaBiITb HEMOXIMBMM. Y LIbOMY BUMAOKy PEKOMEHOYETLCA BULINATU MOHOHYKIeapHi
KNITUHW 3a rpagieHToOM LWiNbHOCTI (3 BUKOpUCTaHHAM dhikony, To6T0) Ao dapbyBaHHs.

OuvB. npuknaau i nocunaHHA B 4oOaTky.

TOPIroBEJIbHI MAPKH

Beckman Coulter, cTunizoBaHun norotun, ToBapHi 3Haku 11 cepBicHi Mapku Beckman Coulter, Bka3aHi TyT, € TOProBeribHUMM
Mapkamum abo 3apeecTpoBaHMMU TOProBernbHMMKM MapkamMu komnaHrii Beckman Coulter, Inc. y CnonyyeHunx LlUtatax Amepukm
M iHWNX KpaiHax.

AOOATKOBA IHOOPMALUIA

[nsa nauieHTa / kopucTyBada / TpeTboi CTOpOHU B €EBponeiicbkoMy Coto3i Ta B KpaiHax 3 ifeHTUYHOK CMCTEMOK HOPMaTUBHOIO
peryntoBaHHs (PernameHT 2017/746/€C npo MegunyHi BUpobu gnst 4iarHOCTUKKM in Vitro); SKLWO nig Yac BUKOPUCTAHHSA LibOro
npucTpoto abo B pesynbraTi NOro BUKOPUCTAHHS CTaBCHA CEPUMO3HUN iHLMAEHT, noBigomTe Npo Ue BUPOGHUKY 1 (abo) noro
YMNOBHOBaXXEHOMY NPEeACTaBHUKY Ta MICLLEBOMY HaLiOHaNbHOMY OpraHy.

ICTOPIA 3MIH
|PEOAKLIA AF | Nata sunycky: XobeTeHb 2021 p.

PEOAKLUIA AW | [ata Bunycky: kBiTeHb 2022 p.
OHOBMNEHHS MatoTb BignosigaT MobanbHin noniTuui woao

MapKyBaHHs komnaHii Beckman Coulter i Bumoram 1VD-R

(€C)2017/746:

[opaHi poaginun LlincoBuin kopuctysad, KoHueHTpauis, MNpeuunsinHicTb,
TouHicTb, [logaTkoBa iHdopMauisi, IcTopis 3miH
HopaHa iHdopmauis Oue. posgin «[puHumny

B59275-AY 131 of 155



OHoBneHi posainu MpuHUmMn, MonepemkeHHs Ta 3anobixHi 3axoau,
Knacugikauisi He6esnek GHS, 36epiraHHs Ta cTabinbHICTb,
O3Haku ncyBaHHs, ObMexeHHsi, [logaTok
BupaneHi po3ginu MeTtogonoris, MNpuknagy KNiHIYHOro 3aCTOCYBaHHS,
OuikyBaHi pesynsrati, BHyTpilHbonabopaTtopHa
BiATBOPIOBAHICTb, JliHiNHICTb

PEOAKLUIA [data Bunycky

AX XosTteHb 2022 p.
OHoBMEHI po3ginu HopnaHo nepeknagu
PEOAKLIA [Oata Bunycky

AY

OHOBINEHI po3ainu 36epiraHHst 1 cTabinbHICTb

Cnucok cumBoniB
[Mocapin cumBoniB JocTynHUN Ha canTi beckman.com/techdocs (aokymeHT Ne B60062)
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Especificagoes
Corante de viabilidade 7-AAD
Formulagao Liquido
Volume 3 mL
Calibracao Pronto para uso
A de excitacao 488 nm
Pico de emissdo 655 nm (complexo com DNA de dupla hélice)

Corante 7-AAD para verificagao de viabilidade
A07704 150 testes; 3 mL, 20 pL/teste

Para uso em diagnéstico in vitro

USO PREVISTO

O corante de viabilidade 7-AAD é um agente corante quimico em solugdo, que € projetado para analise mono ou
multiparamétrica usando a citometria de fluxo. Ele permite que as células n&do viaveis sejam identificadas e excluidas das
células de interesse (viaveis) na analise de leucocitos humanos.

PRINCIPIO

A 7-amino-actinomicina D (7-AAD) é um analogo da actinomicina que contém um grupo amino substituido na posi¢do 7 do
cromoforo. A 7-AAD insere-se entre os topos das bases de citosina/guanina do DNA (1).

A coloragao da dupla hélice de DNA é realizada por meio da incubag¢do da amostra com o corante de viabilidade 7-AAD. Os
glébulos vermelhos sao entdo removidos pela lise e os leucdcitos sdo analisados por citometria de fluxo.

As células necréticas apoptoéticas e/ou danificadas sdo uma fonte de interferéncia na analise de células viaveis usando
citometria de fluxo. As células ndo viaveis podem ser caracterizadas e identificadas, ja que sédo coradas pela 7-AAD, enquanto
as ceélulas vivas, que mantém a integridade de sua membrana, sdo impermeaveis para a 7-AAD e permanecem nao coradas
(isto é, elas sdo negativas para coloragao por 7-AAD) (2).

O citdmetro de fluxo analisa a difusdo da luz e a fluorescéncia das células. Ele possibilita a localizagdo de células dentro
da janela eletronica definida em um histograma, que correlaciona a difusdo ortogonal da luz (“dispersao lateral” ou SS) e
a fluorescéncia correspondente a coloragédo de 7-AAD. Outros histogramas que combinam dois dos diferentes parametros
disponiveis no citdbmetro também sao usados na etapa de delimitacao.

A fluorescéncia das células assim delimitadas € analisada para excluir os eventos de coloragao positiva (ndo viaveis) daqueles
sem coloragao (viaveis). Os resultados podem ser expressos como uma porcentagem dos eventos ndo fluorescentes em
relagdo a todos os eventos considerados pela delimitagao.

USUARIO PREVISTO

Este produto destina-se ao uso laboratorial profissional.

AMOSTRAS
Sangue venoso deve ser coletado usando tubos estéreis contendo um sal de EDTA como anticoagulante.

As amostras devem ser mantidas a temperatura ambiente (18-25°C) e ndo devem ser agitadas. A amostra deve ser
homogeneizada por agitagao suave antes de retirar a amostra para teste.

As amostras devem ser analisadas no prazo de 24 horas apods a coleta.

AVISOS E PRECAUCOES
1. N&o use o reagente apds o prazo de validade.
N&o congele.
Deixe atingir a temperatura ambiente antes de usar (18-25°C).
Minimize a exposicéo a luz.
Evite a contaminagédo microbiana dos reagentes, pois isso pode gerar falsos resultados.

Este reagente pronto para o uso contém 0,005% (peso/volume) de 7-AAD e 1% (volume/volume) de dimetilsulféxido
(DMSO).

Na sua forma pura, o 7-AAD é possivelmente carcinogénico e o DMSO & um irritante.

Embora esteja extremamente diluido na presente formulagéo, esses constituintes podem manter todos ou parte dos

seus efeitos nocivos. Nunca coloque a pipeta na boca e evite qualquer contato com a pele, mucosas e olhos. Utilize
esses reagentes seguindo as precaugdes para o uso (especialmente: o uso de luvas, jaleco e 6culos de protegéo).

7. A 7-AAD é um cromoforo sujeito & degradacgéo por exposicao a luz. Ele é armazenado em um frasco opaco para
protegé-lo da luz antes do uso.

o gk wdN
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Evite a exposi¢ao continua a luz durante os estagios de incubagéo e reduza a exposi¢cao a luz das amostras apds a
coloracgao ter sido realizada.

8. Todas as amostras de sangue devem ser consideradas como potencialmente infecciosas e devem ser manipuladas com
cuidado (em particular: uso de luvas, jalecos e 6culos de protegéo).

9. Os tubos de sangue e o material descartavel utilizado para manuseio deve ser descartado em recipientes ad hoc
destinados a incineragéao.

CLASSIFICAGAO DE PERIGO DO GHS

7-AAD Viability Dye AVISO
H316 Provoca irritagcdo moderada a pele.
P332+P313 Em caso de irritagdo cutanea: consulte um
médico.
Dimetilsulfoxido 0,5 - 1,5%
A Folha de dados de segurancga esta disponivel em beckman.com/techdocs

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

O corante de viabilidade 7-AAD deve ser mantido entre 2 e 8°C e protegido da luz, antes e depois de o frasco ter sido aberto.
Validade do frasco fechado de acordo com o estudo de estabilidade: 730 dias.

Estabilidade do frasco aberto: o reagente € estavel por 60 dias.

Consulte o certificado de analise especifico do lote em www.beckman.com.

EVIDENCIA DE DETERIORAGAO
Qualquer alteragédo no aspecto fisico dos reagentes podera indicar deterioragéo e o reagente ndo devera ser utilizado.

Para obter informagdes adicionais ou se o produto recebido estiver danificado, entre em contato com o servigo de atendimento
ao cliente da Beckman Coulter através do nimero 800-742-2345 (EUA ou Canada) ou entre em contato com o representante
local da Beckman Coulter.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS COM O KIT:
» Tubos de amostra e material necessario para amostragem.
» Pipetas automaticas com pontas descartaveis para 20, 100 e 500 pL.
* Tubos plasticos de hemdlise.
* Reagente de lise de glébulos vermelhos. Por exemplo: Solugdo de lise I0Test3 (Ref. A07799).
» Tampéao (PBS: fosfato de sédio a 0,01 M; cloreto de soédio a 0,145 M; pH 7,2).
» Centrifuga.
» Agitador automatico (tipo vortex).
+ Citébmetro de fluxo.
PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

A concentragdo de leucécitos na amostra deve ser inferior a 10* células/pL (10'/L). Se necessario, dilua em PBS para obter
uma concentracao de leucécitos de 5 x 10° células/pL (5 x 10%L).

O procedimento utiliza 100 uL de uma amostra pré-diluida em tubo ou nao.
NB:

» O ajuste da intensidade da fluorescéncia correspondente a 7-AAD pode ser realizado usando a coloragdo de uma
amostra de sangue total fresco e de células estabilizadas ndo viaveis no mesmo tubo (consulte a imagem no anexo).
Sob essas condi¢des, a voltagem correspondente a detecgao da 7-AAD deve ser ajustada de modo que os eventos
viaveis (isto é, sangue total fresco) aparegam na primeira década de um histograma de SS, dependendo da 7-AAD
(consulte o exemplo no anexo).

» Para evitar a coloragao artificialmente positiva, ndo use reagentes que contenham agentes de permeagéao ou de fixagdo
durante o procedimento.

PROCEDIMENTO
1. Adicione 20 pL da solugéo de corante de viabilidade 7-AAD em cada tubo de teste.
2. Adicione 100 uL da amostra de teste (isto &, o equivalente a aproximadamente 5 x 10° células).
Agite os tubos cuidadosamente em vértex.
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3. Incube por 15 a 20 minutos em temperatura ambiente (18-25°C), protegido da luz.
4. Em seguida, execute a lise das hemacias, se necessario, seguindo as recomendagdes do reagente de lise utilizado.

Por exemplo, se desejar usar a solugao de lise IOTest3 (Ref. A07799), adicione 2 mL da solugdo de trabalho (1X), agite
em vortex imediatamente e incube durante 10 minutos em temperatura ambiente, protegida da luz.

Se a amostra nao contiver glébulos vermelhos, nao realize o estagio de lise, mas adicione 0,5 a 1 mL de PBS.
5. As preparagdes devem ser analisadas em um prazo de até 1 hora.
Nota: Em qualquer dos casos, mantenha as preparagoes entre 2 e 8°C e protegidas da luz.

DESEMPENHO
ESPECIFICIDADE

As actinomicinas s&o os constituintes biologicamente ativos formados por um croméforo (2-amino-4,6-dimetilfenoxazona-3) e
por pentapeptideos ciclicos (3). Elas sao antibioticos de origem bacteriana, caracterizadas tradicionalmente em ascomicetos
do solo. As actinomicinas formam complexos estaveis com o acido desoxirribonucleico de dupla hélice (DNA), mas néo
formam esse tipo de complexo com o acido ribonucleico de dupla hélice (RNA) nem com os hibridos RNA-DNA ou com DNA
ou RNA de hélice simples.

As propriedades espectrais da 7-AAD a tornam um composto que é particularmente adequado para a analise por citometria
de fluxo (3). A absorgdo maxima do complexo 7-AAD/DNA é compativel com o comprimento de onda de excitagdo azul de
488 nm para citdmetros equipados com um laser de argdnio (4). A emissdo maxima de fluorescéncia na banda do vermelho
profundo (635 a 675 nm) do complexo 7-AAD/DNA permite o uso ideal desta sonda quando ela € combinada com anticorpos
conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e com R-ficoeritrina (FE) (3). Na verdade, ao contrario do iodeto de
propidio (IP), que é outra sonda fluorescente usada como um marcador de DNA, o complexo 7-AAD/DNA tem um espectro
de emissao com sobreposigcéo reduzida com o FITC e a FE.

PRECISAO

Os valores percentuais positivos foram determinados usando-se sangue total enriquecido com células positivas. Cada
amostra foi processada 4 vezes, duas vezes por dia durante 1 dia em 2 instrumentos, usando 2 lotes do reagente de
corante de viabilidade 7-AAD. As medi¢des (% de positivos) foram realizadas no citdmetro de fluxo Navios. A analise foi
realizada com base no método EP5-A2 do CLSI: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods
(Avaliagdo de desempenho de precisao de métodos de medicao quantitativos).

Nossos critérios de aceitagdo dependem do numero de eventos positivos medidos para cada populagao:
+ Se eventos positivos <1.500, CV <15%
* Se eventos positivos >1.500, CV <10%

Solucgao de lise I0Test 3:

Sangue total enriquecido com a linhagem
celular HPBALL
Numero de eventos positivos (média) = 5539
Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total
lote processamentos processamento
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
Sistema de lise VersalLyse:
Sangue total enriquecido com a linhagem
celular HPBALL
Numero de eventos positivos (média) = 4034
Entre operadores | Entre citbmetros | Dentro do | Entre lotes Entre Dentro do Total
lote processamentos processamento
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
RESULTADOS PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS
EXATIDAO

A exatidao do corante de viabilidade 7-AAD foi avaliada comparando-se os resultados com um reagente de referéncia como
o predicado em um conjunto de amostras de sangue total enriquecidas com células positivas processadas em um citémetro
NAVIOS. O viés entre o reagente de teste e o de referéncia foi determinado com base na diferenca entre os resultados dos
testes. Se o viés estiver dentro da faixa de erro aceitavel ou o valor p nao indicar diferengas significativas (>0,05), entdo os
resultados dos testes das amostras de pacientes para os dois reagentes sdo considerados equivalentes.

Os resultados obtidos estdo resumidos na tabela a seguir:
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Solucao de lise I0Test 3:

Sistema de lise VersalLyse:

Numero de doadores = 25
Alvo positivo A média Critérios de A % de células valor p RESULTADOS
Sangue total 0,31 <5 0,247 PASS
enriquecido com
a linhagem celular
HPBALL

Numero de doadores = 25
Alvo positivo A média Critérios de A % de células valor p RESULTADOS
Sangue total -0,34 <5 0,289 PASS
enriquecido com
a linhagem celular

HPBALL
LIMITACOES

1. A citometria de fluxo pode produzir resultados falsos se o citdbmetro nao for alinhado perfeitamente, se os vazamentos
de fluorescéncia nao forem corretamente compensados e se as regides ndo forem cuidadosamente posicionadas.

2. Serao obtidos resultados exatos e reproduziveis desde que os procedimentos utilizados estejam em conformidade com
o folheto técnico e sejam compativeis com as boas praticas de laboratério.

3. A 7-AAD, a substancia ativa neste reagente, foi otimizada para oferecer a melhor razio sinal especifico/néo especifico.
Por isso, é importante manter a razéo entre volume do reagente e volume da amostra em cada teste.

4. No caso de uma hiperleucocitose, dilua o sangue em PBS de modo a obter um valor de aproximadamente 5 x
10° leucdcitos/L.

5. Em alguns estados de doenga, tais como insuficiéncia renal grave ou hemoglobinopatias, a lise dos glébulos vermelhos

pode ser lenta, incompleta ou até mesmo impossivel. Nesse caso, recomenda-se isolar os glébulos mononucleados
utilizando um gradiente de densidade (por exemplo, Ficoll) antes da coloracgéo.

Consulte 0 anexo para obter exemplos e referéncias.

MARCAS COMERCIAIS

Beckman Coulter, o logotipo estilizado e as marcas dos produtos e servicos da Beckman Coulter mencionados neste
documento s&do marcas comerciais ou marcas comerciais registradas da Beckman Coulter, Inc. nos Estados Unidos e em
outros paises.

INFORMAGOES ADICIONAIS

Para um paciente/usuario/terceiro na Unido Europeia e em paises com regime regulatério idéntico (Regulamentagao
2017/746/UE sobre In vitro Diagnostic Medical Devices [Dispositivos médicos de diagndstico in vitro]), se, durante o uso
deste dispositivo ou como resultado de seu uso, ocorrer um incidente grave, relate-o ao fabricante e/ou ao seu representante
autorizado e a sua autoridade nacional.

HISTORICO DE REVISAO

IREVISAO AF: | Data de publicagdo: outubro de 2021

REVISAO AW: | Data de publicagéo: abril de 2022
Atualizagdes para o cumprimento da Global labelling Policy

(Politica de rotulagem global) da Beckman Coulter e de
acordo com os requisitos da IVD-R (UE)2017/746:

Secdes adicionadas Usuario pretendido, Concentragdo, Precisdo, Exatidao,
Informacgdes adicionais, Historico de revisdo

Informacgdes adicionadas Consulte a secdo Principio

Secdes atualizadas Principio, Avisos e precaugées, Classificagdo de perigo

do SGH, Armazenamento e estabilidade, Evidéncia
de deterioragéo, Limitacbes, Anexo

Secdes removidas Metodologia, Exemplos de aplicacao clinica, Resultados

esperados, Reprodutibilidade intralaboratorial, Linearidade

REVISAO Data de publicacio

AX Outubro de 2022
Secdes atualizadas Foram adicionadas traducées
REVISAO Data de publicacio

AY

Secdes atualizadas Armazenamento e estabilidade
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Legenda dos simbolos
O Glossério de simbolos esta disponivel em beckman.com/techdocs (documento nimero B60062)
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Specificaties
7-AAD-levensvatbaarheidskleurstof
Samenstelling Vloeibaar
Volume 3 mL
Kalibratie Klaar voor gebruik
A excitatie 488 nM
Emissiepiek 655 nm (complex met dubbelstrengs DNA)

7-AAD levensvatbaarheidskleurstof
A07704 150 tests; 3 mL, 20 pL/test

Voor in vitro diagnostisch gebruik

BEOOGD GEBRUIK

7-AAD-levensvatbaarheidskleurstof is een chemische kleurstof in oplossing, die is ontworpen voor mono- of
multiparametrische analyse met behulp van flowcytometrie. Het maakt het mogelijk niet-levensvatbare cellen te identificeren
en uit te sluiten van (levensvatbare) cellen die van belang zijn voor de analyse van menselijke leukocyten.

PRINCIPE

7-amino-actinomycine D (7-AAD) is een analoog van actinomycine dat een aminogroep bevat die gesubstitueerd is op positie
7 van de chromofoor. 7-AAD voegt zich tussen de toppen van de cytosine/guanine-basen in DNA (1).

Kleuring van de dubbele streng DNA double strand wordt uitgevoerd door het monster te incuberen met de
7-AAD-levensvatbaarheidskleurstof. De rode cellen worden vervolgens door middel van lysis verwijderd en de leukocyten
worden geanalyseerd met behulp van flowcytometrie.

Apoptotische necrotische en/of beschadigde cellen zijn een bron van interferentie bij de analyse van levensvatbare cellen
met behulp van flowcytometrie. Niet-levensvatbare cellen kunnen worden gekarakteriseerd en geidentificeerd omdat ze
gekleurd zijn met 7-AAD, terwijl levende cellen met behoud van hun membraanintegriteit ondoordringbaar zijn voor 7-AAD
en ongekleurd zijn (d.w.z. ze zijn 7-AAD negatief) (2).

De flowcytometer analyseert de lichtdiffusie en de fluorescentie van cellen. Dit maakt het mogelijk cellen te lokaliseren binnen
het elektronische venster gedefinieerd op een histogram, wat de orthogonale verspreiding van licht (zijwaartse verstrooiing of
ZV) in verband brengt met de fluorescentie die overeenkomst met de 7-AAD-kleuring. In de gatingfase worden ook andere
histogrammen gebruikt die twee van de beschikbare parameters op de cytometer combineren.

De fluorescentie van de cellen met deze gating wordt geanalyseerd om de positief gekleurde gebeurtenissen
(niet-levensvatbaar) uit te sluiten van de ongekleurde (levensvatbaar). De resultaten kunnen worden uitgedrukt als een
percentage van niet-fluorescente gebeurtenissen ten opzichte van alle gebeurtenissen inbegrepen door de gating.

BEOOGDE GEBRUIKER

Dit product is bedoeld voor professioneel gebruik in het laboratorium.

MONSTERS
Veneus bloed moet worden afgenomen met steriele buisjes die EDTA-zout bevatten als anticoagulans.

De monsters moeten op kamertemperatuur (18-25 °C) worden gehouden en mogen niet worden geschud. Het monster moet
gehomogeniseerd worden door licht te schudden voordat het testmonster wordt afgenomen.

De monsters moeten worden geanalyseerd binnen 24 uur van venapunctie.

WAARSCHUWINGEN EN VOORZORGSMAATREGELEN

Gebruik het reagens niet na de uiterste houdbaarheidsdatum.

Niet invriezen.

Laat het op kamertemperatuur (18-25 °C) komen voor gebruik.

Beperk de blootstelling aan licht.

Vermijd microbiéle verontreiniging van de reagentia, anders kunnen verkeerde resultaten optreden.

Dit gebruiksklare reagens bevat 0,005% (gewicht/volume) 7-AAD en 1% (volume/volume) dimethylsulfoxide (DMSO).
In zuivere vorm is 7-AAD potentieel kankerverwekkend en is DMSO irriterend.

o gk b -

Hoewel extreem verdund in de huidige formulering, kunnen deze bestanddelen hun schadelijke effecten geheel
of gedeeltelijk behouden. Pipetteer nooit met de mond en vermijd elk contact met de huid, slijmvliezen en ogen.
Gebruik deze reagentia in navolging van de voorzorgsmaatregelen voor gebruik (in het bijzonder: het dragen van
handschoenen, jas en veiligheidsbril).
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7. 7-AAD is een chromofoor, waarvan de kwaliteit verslechtert bij blootstelling aan licht. Het wordt véér gebruik in een
ondoorzichtig buisje bewaard om het tegen licht te beschermen.

Vermijd continue blootstelling aan licht tijdens de incubatiefasen en verminder de blootstelling aan licht van de monsters
nadat ze zijn gekleurd.

8. Alle bloedmonsters moeten worden beschouwd als mogelijk besmettelijk en moeten voorzichtig worden gehanteerd (met
name: veiligheidshandschoenen, -jas en -bril dragen).

9. Bloedbuisjes en wegwerpmateriaal die gebruikt zijn, moeten verwijderd worden in afvalcontainers bestemd voor
verbranding.

GHS GEVARENCLASSIFICATIE

7-AAD Viability Dye WAARSCHUWING
H316 Veroorzaakt lichte huidirritatie.
P332+P313 Bij huidirritatie: een arts raadplegen.

Dimethylzwaveloxide 0,5 - 1,5%

Het veiligheidsinformatieblad is beschikbaar op beckman.com/techdocs

OPSLAG EN STABILITEIT

De 7-AAD-levensvatbaarheidskleurstof moet tussen 2 en 8 °C en beschermd tegen licht worden bewaard, voor- en nadat het
buisje wordt geopend.

Houdbaarheidsdatum van ongeopend buisje volgens stabiliteitsstudie: 730 dagen.
Stabiliteit van geopend buisje: het reagens is stabiel gedurende 60 dagen.
Zie batch-specifiek analysecertificaat op www.beckman.com.

BEWIJS VAN BEDERF

Elke wijziging in de fysieke verschijning van de reagentia kan wijzen op aantasting; het reagens mag dan niet langer gebruikt
worden.

Bel voor meer informatie, of als het product beschadigd is, met de klantenservice van Beckman Coulter op 800-742-2345 (VS
of Canada) of neem contact op met uw plaatselijke vertegenwoordiger van Beckman Coulter.

BENODIGD MATERIAAL DAT NIET IS MEEGELEVERD IN DE KIT:
* Monsterbuisjes en materiaal vereist voor monsterneming.
» Automatische pipetten met wegwerptips voor 20, 100 en 500 pL.
* Plastic hemolysebuisjes.
» Ontbindingsreagens voor rode bloedcellen. Bijvoorbeeld: 10Test3-ontbindingsoplossing (ref. A07799).
» Buffer (PBS: 0,01 M natriumfosfaat; 0,145 M natriumchloride; pH 7,2).
+ Centrifugeer.
* Automatische schudder (vortextype).
* Flowcytometer.

BEREIDING VAN DE MONSTERS

De concentratie aan leukocyten in het monster moet minder dan 10 cellen/uL (10'°/L) bedragen. Indien nodig verdunnen in
PBS om de leukocytenconcentratie op 5x 10° cellen/uL (5 x 109L) te brengen.

De procedure maakt gebruik van 100 uL monster, ongeacht of het buisje is voorverdund.
NB:

» De intensiteit van de fluorescentie die overeenkomt met 7-AAD kan worden aangepast door middel van het kleuren
van een monster van vers bloed en van niet-levensvatbare gestabiliseerde cellen in dezelfde buis (zie afbeelding in
bijlage). Onder deze omstandigheden moet de spanning die overeenkomt met de detectie van 7-AAD zodanig worden
aangepast dat levensvatbare gebeurtenissen (d.w.z. volledig vers bloed) op het eerste decennium van een ZV-histogram
verschijnen, afhankelijk van het 7-AAD (zie voorbeeld in de bijlage).

» Gebruik tijdens de procedure geen reagentia die doordringende of fixerende middelen bevatten om kunstmatige positieve
kleuring te voorkomen.

PROCEDURE
1. Voeg 20 yL van de 7-AAD-levensvatbaarheidskleurstofoplossing toe aan elke reageerbuis.

2. Voeg 100 pl van het testmonster toe (d.w.z. het equivalent van ongeveer 5 x 10° cellen).
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Wervel de buisjes voorzichtig.
3. Incubeer 15 tot 20 minuten op kamertemperatuur (18-25 °C), beschermd tegen licht.
4. Lyseer vervolgens de rode cellen, indien nodig, door de aanbevelingen bij het gebruikte ontbindingsreagens op te volgen.

Als u bijvoorbeeld de 10Test3-ontbindingsoplossing (ref. A07799) wil gebruiken, voeg dan 2 mL van de werkoplossing
(1X) toe, wervel onmiddellijk en incubeer 10 minuten bij kamertemperatuur, beschermd tegen licht.

Als het monsters geen rode cellen bevat, voert u de lysis niet uit, maar voegt u 0,5 tot 1 mL PBS toe.
5. De bereidingen moeten binnen 1 uur worden geanalyseerd.
Opmerking: houd de bereidingen in alle gevallen tussen 2 en 8 °C en beschermd tegen licht.

PRESTATIES
SPECIFICITEIT

Actinomycines zijn de actieve biologische bestanddelen van een chromofoor (2-amino-4,6-dimethylfenoxazon-3) en van
cyclische pentapeptiden (3). Het zijn antibiotica van bacteriéle oorsprong die historisch gekarakteriseerd worden in
bodem-ascomyceten. De actinomycines vormen stabiele complexen met dubbelstrengs deoxyribonucleinezuur (DNA), maar
vormen dit type complex niet met dubbelstrengs ribonucleinezuur (RNA) of met RNA-DNA-hybriden, of met eenstrengs DNA
of RNA.

De spectrale eigenschappen van 7-AAD maken het een verbinding die bijzonder geschikt is voor flowcytometrie-analyse
(3). De maximale absorptie van het 7-AAD/DNA-complex is compatibel met de blauwe excitatiegolflengte van 488 nm
voor cytometers met een argonlaser (4). De maximale fluorescentie-emissie in de dieprode band (635 tot 675 nm)
van het 7-AAD/DNA-complex maakt een optimaal gebruik van deze sonde mogelijk wanneer deze wordt gecombineerd
met geconjugeerde fluoresceine-isothiocyanaatantilichamen (FITC) en met R-fycoérytrine (PE) (3). In tegenstelling tot
propidiumjodide (PI), een andere fluorescerende sonde die als DNA-marker wordt gebruikt, heeft het 7-AAD/DNA-complex
namelijk een verminderd overlappend emissiespectrum met FITC en PE.

PRECISIE

Het percentage positieve waarden werd bepaald met behulp van volbloed verrijkt met positieve cellen. Elk monster werd
4 maal getest, tweemaal per dag gedurende 1 dag op 2 instrumenten, waarbij gebruik werd gemaakt van 2 batches reagens
met 7-AAD-levensvatbaarheidskleurstof. Metingen (% positief) werden uitgevoerd op de Navios-flowcytometer. Analyse
werd uitgevoerd op basis van de CLSI-methode EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement
Methods (Evaluatie van de precisie van kwantitatieve meetmethoden).

Onze acceptatiecriteria zijn afhankelijk van het aantal positieve gebeurtenissen dat voor elke populatie wordt gemeten:
* In het geval van een positieve gebeurtenis <1500, VC <15%
* In het geval van een positieve gebeurtenis >1500, VC <10%

I0Test 3-lyseeroplossing:

Volbloed verrijkt met HPBALL cellijn
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 5539

Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Versalyse-lyseersysteem:

Volbloed verrijkt met HPBALL cellijn
Aantal positieve gebeurtenissen (gemiddelde) = 4034

Tussen gebruikers | Tussen cytometers Van Tussen Tussen | Tijdens run Totaal
dezelfde batches runs
batch
VC (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
RESULTATEN PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

NAUWKEURIGHEID

De nauwkeurigheid van 7-AAD-levensvatbaarheidskleurstof werd beoordeeld door de resultaten bij een reeks
volbloedmonsters verrijkt met positieve cellen die op een NAVIOS-cytometer werden gemeten, te vergeliken met een
referentiereagens als vergelijkingsmateriaal. De afwijking tussen test- en referentiereagens werd bepaald op basis van het
verschil tussen de testresultaten. Als de afwijking binnen het toegestane foutbereik ligt of de p-waarde geen significant
verschil (>0,05) aangeeft, worden de testresultaten van de patiéntmonsters van de twee reagentia als gelijkwaardig
beschouwd.

De resultaten worden samengevat in de onderstaande tabel:
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I0Test 3-lyseeroplossing:

Versalyse-lyseersysteem:

Aantal donoren = 25
Positieve target Gemiddelde A A % Celcriteria p-waarde RESULTATEN
Volbloed verrijkt met 0,31 <5 0,247 PASS
HPBALL cellijn

Aantal donoren = 25

Positieve target Gemiddelde A A % Celcriteria p-waarde RESULTATEN
Volbloed verrijkt met -0,34 <5 0,289 PASS
HPBALL cellijn
BEPERKINGEN

1. Flowcytometrie kan leiden tot verkeerde resultaten indien de cytometer niet perfect is uitgelijnd, indien
fluorescentielekken niet juist zijn gecompenseerd en indien de gebieden niet zorgvuldig zijn gepositioneerd.

2. Nauwkeurige en reproduceerbare resultaten worden verkregen zolang de gebruikte procedures in overeenstemming zijn
met de technische brochure en compatibel met goede laboratoriumpraktijken.

3. 7-AAD, de actieve stof in dit reagens, is geoptimaliseerd om de beste verhouding tussen specifiek en niet-specifiek
signaal te bieden. Daarom is het belangrijk dat de verhouding van reagensvolume/monstervolume in acht wordt genomen
bij elke test.

4. In het geval van een hyperleukocytose verdunt u het bloed in PBS om een waarde van ongeveer 5 x 10° leukocyten/L
te verkrijgen.

5. In sommige stadia van een aandoening, zoals ernstig nierfalen of hemoglobinopathieén, kan de ontbinding van rode

cellen traag verlopen, onvolledig of zelfs onmogelijk zijn. In dit geval wordt het geadviseerd om cellen met één kern te
isoleren met een dichtheidsgradiént (bijvoorbeeld Ficoll) voorafgaand aan de kleuring.

Zie de bijlage voor voorbeelden en referenties.

Handelsmerken

Beckman Coulter, het gestileerde logo en de merken van Beckman Coulter-producten en -services in dit document zijn
handelsmerken of gedeponeerde handelsmerken van Beckman Coulter, Inc. in de Verenigde Staten en andere landen.

AANVULLENDE INFORMATIE

Voor patiénten/gebruikers/derden in de EU en in landen met soortgelijke regelgeving (Verordening 2017/746/EU inzake in-vitro
diagnostische medische apparaten); als er zich tijdens of als gevolg van het gebruik van dit apparaat een ernstig incident
voordoet, dient u dit te melden bij de fabrikant en/of diens bevoegde vertegenwoordiger en bij uw nationale autoriteiten.

REVISIEGESCHIEDENIS
|REVISIE AF: | Uitgiftedatum: oktober 2021
REVISIE AW: | Uitgiftedatum : April 2022

Bijgewerkt om te voldoen aan het wereldwijde
etiketteringsbeleid van Beckman Coulter en volgens de
vereisten van IVD-R (EU)2017/746:

Toegevoegde paragrafen Beoogde gebruiker, Concentratie, Precisie, Nauwkeurigheid,
Aanvullende informatie, Revisiegeschiedenis

Toegevoegde informatie Zie paragrafen Principe

Bijgewerkte paragrafen Principe, Waarschuwingen en voorzorgsmaatregelen,

GHS-gevarenclassificatie, Opslag en stabiliteit, Bewijs
van bederf, Beperkingen, Bijlage
Verwijderde paragrafen Methodologie, Voorbeelden van klinische
toepassingen, Verwachte resultaten, Intra-lab
reproduceerbaarheid, Lineariteit

HERZIENING Uitgiftedatum

AX Oktober 2022
Bijgewerkte paragrafen Vertalingen toegevoegd
HERZIENING Uitgiftedatum

AY

Bijgewerkte paragrafen Opslag en stabiliteit
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Verklaring van symbolen
Overzicht met verklaring van symbolen is beschikbaar op beckman.com/techdocs (documentnummer B60062)
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Do dac hiéu
Thudc nhuém danh gia ty 1é séng 7-AAD
Coéng thirc Léng
Thé tich 3 mL
Hiéu chuan C6 thé dung ngay
Kich thich A 488 nm
BDinh phat xa 655 nm (phtrc hgp c6 DNA mach kép)

Thudc nhuém danh gia ty 1é song 7-AAD
A07704 150 xét nghiém; 3 mL,

20 pL/xét nghiém
Dung dé chan doan In Vitro

MUC DiCH SU’ DUNG

Thubc nhudém danh gia ty 1& séng 7-AAD la chat tao mau héa hoc trong dung dich, dwoc thiét ké dé phan tich don thong sb
hoac da thong sb bang phuo’ng phap dém té bao dong chay. Thuéc nhudém nay cho phép xac dinh cac té bao khong song
dwoc va can loai trir khéi cac té bao (cé thé sdng dwoc) lién quan dén viéc phan tich bach cau & nguoi.

NGUYEN TAC

7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) |a chét twong tw ctia Actinomycin chira nhém amin dwoc thay thé & vi tri 7 ciia chat mang
mau. 7-AAD tw chén vao gilra dinh clia cac bazo Cytosine/Guanine clia DNA (1).

Nhudm soi kép DNA dwgc thire hién bang cach mau v&i thubc nhudm danh gia ty 1& séng 7-AAD. Sau do, cac té bao hdng
cau bi loai bd béng cach ly gidi va cac té bao bach ciu sé dwoc phan tich bang phwong phap dém té bao dong chay.

Té bao chét, té bao hoai tir va/hoic té bao bi ton thwong la ‘nhirng nguon gay anh hwang dén viéc phan tich té bao song bang
phuo’ng phap dém té bao dong chay. Céac té bao khong song dwoc cé thé dwoc xac dinh va biéu thi dac trung vi c4c té bao
nay dwgc nhuém bang 7-AAD, trong khi cac té bao sbng, gitr dwoc tinh toan ven ciia mang, khéng thdm nwéc véi 7-AAD va
khong bi & (ttrc 1a nhivng té bao nay am tinh véi 7-AAD) (2).

May dém té bao dong chay sé phan tich muc khuéch tan anh sang va phat huynh quang cla cac té bao. Quy trinh nay giup
xac dinh noi khu tri cha té bao trong ctra sb dién tlr trén biéu dd, twong quan voi sy khuéch tan truc giao anh sang (Tan xa
goc bén hay SS) v&i huynh quang twang &ng v&i thuée nhudm 7-AAD. Céc bidu dd khac két hop hai trong cac thong sb khac
nhau c6 s&n trén may dém té bao ciing dwgc st dung trong giai doan khoanh vung.

Huynh quang cla cac té bao da phan dinh dwgc phan tich dé& phan biét cac bién cd nhuém duwong tinh (khong sbéng dwoc)
v&i cac bién co khong nhudém (co thé song dwoc). Két qua dwoc biéu thj bang ty 1& phan tram sb bién cb khéng cé huynh
quang so vé&i tit ca cac bién co tinh dén viéc khoanh vung.

DOl TWUONG NGU'O'l DUNG

S&n phadm nay chi dung cho muc dich chuyén mén trong phong xét nghiém.

MAU

Phai l4y m&u mau tinh mach vao éng vé triung st dung chéat khang déng bang mudi EDTA.

Phai bao quan mau & nhiét dd phong (18-25°C) va khong 1dc méu. Phai khudy nhe mau trudc khi lay mau xét nghiém dé
mau c6 trang thai dong nhat.

Phai phan tich cac mau trong vong 24 gi® sau khi lay tir tinh mach.

CANH BAO VA BIEN PHAP PHONG NGUA

Khéng dung thubc thir da hét han s dung.

Khéng lam dong lanh.

Dé dung dich trong nhiét dd phong (18-25°C) trwéc khi st dung.

Giam thiéu tiép xGc v&i anh sang.

Tranh lam thudc thw bi nhiém khuan, néu khong, co thé dan dén két qua sai.

Thubc thir cé thé dung ngay nay chira 0,005% (khdi lwong/thé tich) 7-AAD va 1% (thé tich/thé tich) Dimetyl Sulfoxit
(DMSO).

O dang tinh khiét, 7-AAD c6 kha nang gay ung thw va DMSO Ia chét gay kich tng.

Mé&c du dugc pha rét lodng trong cong thire, cac thanh phan nay co thé gitr lai tt ca hodc mét phan cac tac hai cla
minh. Tuyét doi khdng dung pipet bang miéng va tranh moi tiép xic v&i da, niém mac va mat. St dung cac thudc thir
nay theo cac bién phap phong nglra sau day (chu y: deo gang tay, mac ao choang va deo kinh bao hd).

R e o
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7. 7-AAD la mét chat mang mau bj thoai hoa do tiép xdc vai anh sang. Chat nay duoc lwu tri trong mét lo thay tinh mo
dé tranh tiép xuc véi anh sang trwdc khi str dung.
Tranh dé mau tiép xuc lién tuc véi anh sang trong giai doan 0 va giam tiép xdc véi anh sang sau khi thwe hién nhudém.

8. Phai coi tAt cd mau mau la c6 nguy co 1ay nhiém va xt ly can than (cu thé: deo gang tay, méc 4o choang va deo kinh
bao vé).

9. Phai bd 6ng mau va vat liéu dung mét 1an da dung dé xi ly trong thung chiva dac biét cho muc dich thiéu hay.

PHAN LOAI MOI NGUY HIEM THEO GHS
Thubc nhudm danh giaty CANH BAO

l& sbng 7-AAD
H316 Gay kich &rng da nhe.
P332+P313 Néu kich &ng da xay ra: Tim tw van/cham soc y
te.
Dimétyl sunfoxit 0,5 - 1,5%
Bang di¥ liéu an toan co sén tai beckman.com/techdocs

BAO QUAN VA PO ON PINH

Phai bdo quan Thubc nhuém danh gia ty 1& séng 7-AAD & 2 dén 8°C va tranh anh sang, trwéc va sau khi mé lo.
Han s dung cta éng khi chwa mé& nép theo nghién ctru vé d6 6n dinh: 730 ngay.

Do 6n dinh cta éng da mé: thubc thir 6n dinh trong 60 ngay.

Xem Giéy chrng nhén phan tich theo 16 cu thé tai www.beckman.com.

BANG CHUNG BIEN CHAT
Moi sw bién di vé vé ngoai ctia thubc thir cé thé 1a d4u hiéu suy gidm chat lwong va ban khong nén dung thudc thir do.

D& biét thém théng tin hodc néu ban nhan duoc san pham bj hdng, hay goi dién cho Dich vu khach hang ciia Beckman Coulter
theo s6 8007422345 (Hoa Ky hodac Canada) hoac lién hé v&i Dai dién ciia Beckman Coulter tai dia phwong ban.

VAT LIEU CAN DUNG (KHONG KEM THEO BQ THUOC THUW):
« Ong ldy mau va vat liéu can dung dé lay mau.
+  Pipet tw dong c6 dau hat dung mot 1an dé 14y mau co thé tich 20, 100 va 500 pL.
«  Ong chira mau tan huyét bang nhya.
+  Thubc thi ly gidi hdng cau. Vi dyu: Dung dich ly giai IOTest 3 (S6 tham chiéu A07799).
* Dung dich dém (PBS: 0,01 Mol natri photphat; 0,145 Mol natri clorua; pH 7,2).
+  May ly tam.
«  May tron ty dong (loai khudy).
«  May dém té bao dong chay.
CHUAN B| MAU

No6ng d6 bach cau trong méu phai dudi 10* té bao/uL (10%/L). Néu can, hay pha loang trong PBS dé thu dwoc ndng dd bach

cau 5 x 10° té bao/uL (5 x 10%L).

Quy trinh nay dung 100 uL mau, pha loéng s&n ho&c chwa pha loang cho méi éng.

Chuy:

«  C6 thé thuc hién dleu chinh cwong dé huynh quang twong ung v&i 7-AAD béng cach nhudm mét mau mau twoi toan

phan va cac té bao 6n dinh khong song dwgrc trong cing mot ong (xem hinh anh trong phan phu Iuc) Trong nhirng dleu
kién nay, dién ap twong ng voi viéc phat hién 7-AAD phai dugc diéu chinh sao cho cac bién cb séng dwoc (tirc 1a m@u
mau twoi toan phan) xuat hién trén chu ky dau tién ctia biéu do phan bo SS, tuy thudc vao 7-AAD (xem vi du trong phan
phu luc).

+  Khéng st dung cac thudc thir c6 chira chat thdm hodc thubce thir ¢b dinh trong subt quy trinh dé tranh nhuém duwong
tinh vé mat vat ly.
QUY TRINH
1. Thém 20uL dung dich Thuéc nhuém danh gia ty 1& séng 7-AAD vao tirng 6ng xét nghiém.
2. Thém 100uL mAu xét nghiém (ttrc la khoang 5 x 10° té bao).
L&c nhe céac éng.
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3. U trong 15 dén 20 phut & nhiét d6 phong (18—-25°C), tranh anh sang.
4. Sau dé, ly giai hdng cau theo khuyén nghi clia thuéc thir ly gidi dwoc st dung, néu can.
Vi du: néu mét nguei mudn dung Dung dich ly giai IOTest 3 (S6 tham chiéu A07799), ho can thém 2 mL dung dich lam
viéc (1X), lac ngay va u trong 10 phat & nhiét d0 phong, tranh anh sang.
Néu mau khéng chira héng cau, khong thue hién giai doan ly gidi, nhung thém 0,5 dén 1 mL PBS.
5. Phai phan tich ché pham trong vong 1 gid.
Lwu y: Trong moi trwdng hop, phai bdo quan ché pham & 2 dén 8°C va tranh anh sang.
HIEU SUAT
PO DAC HIEU

Actinomycin 1a cac thanh phan sinh hoc hoat tinh cta nhoém mang mau (2-Amino-4,6Dimethylphenoxazone-3) va cua cac
pentapeptit mach vong (3). Day la cac loai khang sinh c6 nguon goc tir vi khuan c6 biéu thi dac trwng trong dat Ascomycetes.
Actinomycin tao phirc bén véi axit deoxyribonucleic (DNA) s¢i doi nhwng khdng tao phirc bén véi axit ribonucleic soi dbi
(RNA), v&i RNA-DNA lai, hoac v&i DNA hoac RNA sgi don.

Cac dac tinh quang phé ciia 7-AAD lam cho thubc nhuém nay tré thanh mét hop chét dac biét phu hop voi phuong phap
phan tich dém té bao dong chéy (3). PO hap thu t6i da cha phirc hop 7-AAD/DNA twong thich véi budc séng kich thich
mau xanh lam 488 nm dbi v&i may dém té bao cé laser argon (4). Phat xa huynh quang dinh trong dai mau dd sau (635 dén
675 nm) ctia phire hop 7-AAD/DNA cho phép st dung t6i wu dau do nay khi két hop véi cac khang thé cong hop Fluorescein
Isothioxyanat (FITC) va R Phycoerythrin (PE) (3). That vay, trai nguwgc voi Propidium lodide (PI) — mot dau do huynh quang
khac dwoc st dung lam diém danh dau DNA — phirc hop 7-AAD/DNA c6 pho phat xa chong chéo gidm so voi FITC va PE.

DO CHUM

Ty l&é phan tr&m cla cac gia tri dwong tinh dwoc xac dinh bang cach str dung méau toan phan pha v&i té bao dwo’ng tinh. MOi
mau duoc chay 4 1an, 2 lan/ngay trong 1 ngay trén 2 thiét bi st dung 2 16 thuéc thtr Thudc nhudém danh gia ty 1& séng 7-AAD.
Cac phép do (% dwong tinh) dwoc thue hién trén may dém té bao dong chay Navios. Tién hanh phan tich dwa trén phwong
phap CLSI EP5-A2: Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (BPanh gia hiéu suat do chum
cta phwong phap do dinh Ivong).

Tiéu chi chdp nhan cta chung téi phu thudc vao sé lwong sy kién dwong tinh do dwoc cho mbi quan thé:
« Né&u su kién dwong tinh <1.500, CV <15%
«  Néu sy kién dwong tinh >1.500, CV <10%

Dung dich ly giai I0Test 3:

Mau toan phan pha véi dong té bao HPBALL
Sb sw kién dwong tinh (Gié tri trung binh) = 5539

Gilra nhixng nguoi| Gilra cac may Trong 16 |Gilra cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 1,48 1,55 4,44 1,41 2,87 3,05 4,91
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Hé théng ly giai VersaLyse:

Mau toan phan pha véi dong té bao HPBALL
Sb sw kién dwong tinh (Gié tri trung binh) = 4034

Gilra nhixng nguwoi| Gilra cac may Trong 16 |Gilra cac 16| Gilra cac | Trong I&n | Toan phan
thao tac dém té bao lan chay chay
CV (%) 3,73 1,85 8,74 1,79 3,63 7,02 9,11
KET QUA PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

DO CHIiNH XAC

Do chinh xac ctia Thudc nhudém danh gla ty 1& song 7-AAD dugc danh gia bang cach so sanh két qua voi thuoc thir tham
chiéu dé& khang dinh trén moét tap hop cac mau méau toan phan pha voi té bao dwong tinh chay trén may dém té bao dong
NAVIOS. B chénh léch gilra xét nghiém va thuéc ther tham chiéu duwoc xac dinh dwa trén s khac biét gitra cac kqt qua xét
nghiém. Néu sy chénh Iéch nam trong pham vi sai s cho phép hodac gia tri p cho thay khong co sy khac biét dang ke (>0,05),
thi két qua xét nghiém mau bénh pham cho hai thubc thir duwoc coi la twong duong.

Két qua thu dwoc sé duwoc tdm tét trong bang sau:
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Dung dich ly giai I0Test 3:

Sb ngudi hién = 25

Muc tiéu dwong tinh Gia tri trung binh A Tiéu chi t& bao A % gia tri p KET QUA
Mau toan phan pha 0,31 <5 0,247 PASS
véi dong te bao
HPBALL
Hé théng ly giai VersaLyse:
S6 nguwdi hién = 25

Muc tiéu dwong tinh Gia tri trung binh A Tiéu chi té bao A % gia tri p KET QUA

-0,34 <5 0,289 PASS

Mau toan phan pha

véi dong té bao
HPBALL

GIOI HAN

1.

Xem Phu luc dé biét vi du va tai lieu tham khao.

NHAN HIEU

Beckman Coulter, logo cach diéu va cac nhan hiéu san phadm ciing nhu dich vu clia Beckman Coulter néu trong tai liéu nay

Phuong phap dém té bao dong chay co thé cho két qua sai néu diéu chinh may dém té bao khong phu hop, néu mirc
bu huynh quang ro ri khdng phu hop va néu dinh vi cac vung khéng can than.
Sé thu dwoc két qua chinh xac va co thé tai 1ap néu s dung quy trinh theo t& hwéng dan ky thuat va phu hop véi bién
phap xét nghiém hop ly.
Hoat chat 7-AAD trong thubc thir nay da duoc téi wu héa dé cung cap ty 1€ tin hiéu dac hiéu/tin hiéu khong dac hiéu t6t
nhat. Do d6, diéu quan trong la phai tuan tha ty 1& thé tich thubc thir/thé tich mau trong méi xét nghiém.
Trong trwdng hop tang bach cau, hay pha lodng mau trong PBS dé thu dwoc gia tri xap xi 5 x 10° bach cau/L.

Trong mét s6 tinh trang bénh, chang han nhw suy than néng hoéc bénh rbi loan mau, héng cau co thé ly giai cham, ly
giai khong hoan toan, hoac tham chi la khong thé ly giai. Trong trwdng hop nay, ban nén phan lap t& bao don nhan
bang phwong phap ly tam phan I&p theo ty trong (vi du: Ficoll) trwéc khi nhudém.

la nhan hiéu hodc nhan hiéu da dang ky ctia Beckman Coulter, Inc. & Hoa Ky va cac quéc gia khac.

THONG TIN BO SUNG

Débi v&i bénh nhan/ngudi ding/bén ther ba tai Lién minh Chau Au va & cac quéc gia ¢ ché do quan ly giéng nhau (Quy dinh
2017/746/EU vé Thiét bj y té chan doan In vitro); néu xay ra sy cb nghiém trong trong qua trinh s dung thiét bi nay hoac do
st dung thlet bi nay VUi Iong bao cao cho nha san xuét va/hodc dai dién Gy quyén cla nha san xuét cling nhw co quan ¢

thdm quyén tai qudc gia cta ban.

LICH SU SUA BOI

B59275-AY

[PHIEN BAN AF:

Ngay phat hanh: Thang 10 nam 2021

PHIEN BAN AW:

Ngay phat hanh: Thang 04 nam 2022

Cap nhat d& tuan tha Chinh sach ghi nhan toan ciu cla

Beckman Coulter va theo céc yéu cau IVD-R (EU) 2017/746:

B sung cac phan

i twong st dung, Néng d6, D6 chum, Dé chinh xac,
Thong tin bd sung, Lich st stra dbi

B sung théng tin

Xem phan Nguyén tic

Céc phan cap nhat

Nguyén téc, Canh bao va Bién phap phong ngwa Phan
loai mo6i nguy hiém theo GHS, Bao quan va B bn dinh,
Béng chirng bién chét, Gi¢i han, Phu luc

Cac phan bi x6a

Phwong phap, Vi du vé cac rng dung lam sang, Két quéa du
kién, Kha nang tai lap trong phong xét nghiém, Do tuyén tinh

PHIEN BAN

Ngay phat hanh

AX

Thang 10 nam 2022

Céc phan cap nhat

Thém cac béan dich

PHIEN BAN

Ngay phat hanh

AY

Céc phan cap nhat

Bao quan va do dn dinh
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Bang chu giai cac ky hiéu
Danh muc thuat ng ky hiéu c6 san tai beckman.com/techdocs (sé tai liéu B60062)
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TexHuKanblK cunatramanap

7-AAD emipweHaik 60sfbiLbI
Hapinik Typi CyMbIKTbIK
Kenem 3 mn
Kannbpney KongaHyra fanbiH
A KO3y 488 HM
OmMunccusiHbIH xoFaprbl |655 HM (koc TisbekTi DNA 6ap kypgeni)
Lueri

7-AAD ewmipweHAik 60sAFbILbI

A07704 150 cbiHak; 3 mn,
20 MKn/cblHaK

In Vitro pnarHocTuMKacblHga nanganaHyra apHarnfaH

NAWOATNAHY MAKCATbI

7-AAD ewmiplieHaik 60sFbiWbl — afblH LUTOMETPUSICHIH NaganaHbin MOHO- HEMEeCe MYIbLTU NapameTpni Tangayfa apHanfaH
epiTiHaigeri xumuanblk 6oay. On agamHblH NENKOUUTTEPIH Tangayfa Kbi3biFyLUbINbIK TyablpaTbiH (emip cypyre kabinetTi)
XacylianapgaH eMipLUeH eMec Xacyluanapbl aHblKTayFa )XeHe LublFapyFa MyMKiHZIK 6epeai.

KAFUOA

7-AMyHoakTuHOMULUMH D (7-AAD) — xpomodpopabiH, 7-No3numusacbiH4a anMacTbipblifaH aMUH ToObl 6ap akTMHOMMULMHHIK
aHanorbl. 7-AAD DNA uuTo3uH/ryaHuH HerisaepiHib TebenepiHii apacbiHa eHrisineai (1).

Eki Tisbekti DNA 6ostlybl ynriHi 7-AAD emipweHaik GosfbilubiMeH WHKyOaumsinay apkbiibl opbiHoanagbl. Con kesge
3PUTPOLIMTTEP NIM3NC apKbISbl LWbIFApbinaabl, an NerkounTTepre arbiH LMTOMETPUSACHI apKbifibl TangaHagbl.

AnonToTuKanbIK, HEKPOTUKArnbIK XacyLlanap xaHe/Hemece 3akbiMaarnfaH Xacylianap afblH LUTOMETPUSACHI 8iCIMEH 8MIpLLIEH,
acylwanapabl Tangayaa kegepri kesi 6onbin Tabbinagpl. TipLuinikke kabineTcis acylwanapabl cunaTtrayfa XXeHe aHblKTayFa
6onagabl, eviTkeHi onap 7-AAD-meH 6osinaabl, an membpaHa TyTacTbifblH CakTanTbiH Tipi )acywanap 7-AAD-re Tesimgi xeHe
6osanmangbl (sFHn, onap 7-AAD Tepic).2

AfblH UMTOMETPI Xapblk Ouddysmacel MeH xacywa dnyopecueHumnscelH Tanganael.  byn »xacywanapgsiH 7-AAD
BostyblHa CalnKkec KeneTiH OpToroHanbAbl XapblK LallblipayblH (Byripnik wallbipay Hemece SS) xaHe dnyopecueHTTeHyai
KoppenauusnanTbiH TMCTOrpaMMaza aHbIKTanFaH aNekTpoHabl Tepeseqe nokanusauusanayra MymkiHaik 6epeai. Liutometpae
Kon XeTimai eki Typni napameTtpai bipikTipeTiH 6acka rucrorpammanap ga kakna kagamblHga Kongadbinagbl.

OH GosinFaH oObekTinepai (emip cypyre >xapamcbld) 6oanvaraH (emip cypyre kabineTTi) 3aTTapAaH WhbiFapatbiHAan eTin
XacywanapablH, ryopecueHTTeHyYiH TandaHbl3. HeTwxenepai Kakna apkbinbl eckepinreH Gapnblk OKuWFanapFa KaTbICTbl
bnyopecuUeHTTi eMec oKkuFanapAblH nambi3bl peTiHae kepceTyre 6onaabl.

MAKCATTbI NTAUOANAHYLLbI

Byn eHiM 3epTxaHanblK Xafganga kecibn nanganaHyra apHarnfaH.

YNrinee
KekTamblp kaHbIH aHTUkoarynsiHT petinae EDTA Ty3bl 6ap cTepunbai TYTIKTEpAiH KeMeriMeH any Kepex.

Ynrinepgi 6enmve TemnepatypacbiHga (18-25°C) cakray kepek xaHe onapgbl wankayFa 6onmanabl. YAriHi cbiHaK ynriciH
anmactaH OypblH >XeHin apanacTbipy OSbIMEH roMOreHaey Kepek.

Ynrinepdi Kek Tamblpabl TECKEH COH 24 carFarT ilWiHae Tangay Kaxer.

ECKEPTY XXOHE CAKTbIK LUAPAJIAPbI
1. 2Kapamgpbinblk Mep3iMi 6TKEHHEH KEeNiH peareHTTi kongaHyFa 6onmangbl.
Katbipyra 6onmangpl.
OHbl nanganaHbac bypbiH, TeMnepaTypackiHbiH 6enme TemnepatypacbiHa (18—25°C) XeTyiH KyTiHi3.
>Kapblk acepiH a3anTbIHbI3.
PeareHTTepaiH MnkpobTapmeH nactaHybiHa o 6epMeHi3 HemMece XarFaH HOTVXKeNnep OpbIH anybl MyMKiH.

o gk wbd

Byn nampanaHyra gamblH peareHTTiH kypambiHaa 0,005% (canm/kenem) 7-AAD xoHe 1% (kenem/kenem) aumeTtvn
cynbcokeungi (DMSO) Gap.

Tasa TypiHae 7-AAD bikTuman kaHueporeHai xxeHe DMSO TitipkeHaipriw 6onbin Tabbinaabl.

Ocbl Kypamaa >kofapbl CyMbINTbINFaHbIHA KapaMacTaH, Byl KOMMOHEHTTEpP 634epiHiH 3MAHObl dcepnepiH TOmbIFbIMEH
Hemece iWwiHapa cakraybl MyMKiH. ElukallaH OoHbl ay3biHpl3fa KyMMaHbI3 XXaHEe Tepire, WbIPbIWTbl KabblKka >xaHe ke3re
TurisbeHis. Ocbl peareHTTepdi NnakganaHy KesiHgoe TWICTi CakTbIK LapanapbiH cakTal oTbIpbin NanganaHbiHbI3 (atan
anTkaHda: KomFar, xanar XaHe Ke3ingipik Kuto).
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7. 7-AAD -xapblk ecepiHeH agerpagauusra ywblpantblH Xxpomodop. KongaHblinFaHra AeniH )apblKTaH KopFay YLUiH Menaip
eMec KyTbia cakranagpl.

MHkybaums kagampapbl KesiHge y3dikci3 apblk acepiHeH aynak 6onbiHbI3 XeHe GosiygaH KeliH ynrinepgiH acepre
ylWiblpayblH a3anTbIHbI3.

8. KaHHbIH Gapnblk ynrinepi bIKTMMan Xyknanbel Aen ecenTenyi XoeHe CakTblKNeH eHaenyi (atan antkaHda: KopFaHbIC
KorFabblH, xanaT XeHe Ke3ingipik K1) Kepex.

9. ©Hoey VYWiH namganaHbinNatblH KaH TyTiKTepi MeH 6ip peTTik MaTepuangapibl epTeyre apHanfaH apHambl
KOHTeWHeprepre tactay Kepek.

GHS KAYINTEP KNACCUOPUKALIUACDHI

7-AAD emipLueHaik ECKEPTY
osFbiLbI
H316 TepiHiH anci3 TiTipkeHyiH Tyablpagb!.
P332+P313 Erep Tepi TiTipkeHce: MeguumMHanbIK KeHec/kemek
anbiHbI3.
OumeTtuncynedokeng 0.5 - 1.5%
Kayincisgik Tenkyxatbl beckman.com/techdocs mekeHxalnbIHAa KOIDKETIMA,

CAKTAY XOHE T¥PAKTbIJIbIK

7-AAD ewmipLlieHik bosiFbilbiH 2—8°C TemnepaTypaga cakTtay Kepek >XaHe KyTblHbl allkaHfFa OeWiH XoHe allkaHHaH KemiH
apbIKTaH KopFay Kepek.

TypakTbInbIK 3epTTeyiHe ColKec XabblK KyNiHOeri caybIT COPECIHIH, )kapaMabinblk Mep3imi: 730 KyHaep.
ALbIK KYTbIHbIH, TYPaKTbIfbIfbl: peareHT 60 kyH Bonbl TypakTbl 6onagbl.
HakTbl TOonTama GonbiHWa Tangay cepTudmkaTbiH MbiHa caiTTaH KapaHpla www.beckman.com.

3AKbIMOAIY BENTIJEPI

PeareHTTepaiH CbIpTKbl TYPiHIH Ke3 KenreH earepici onapAblH 3akbiMaanfaHAdblfblH KepceTyi MYMKIH >X8He peareHTTi
navganaHbaraH eH.

KocbiMwa aknapaT any YyLiH Hemece 3akbiMaarnfaH eHimai anfaH xarganga 800-742-2345 (AKLL Hemece KaHapa) apkbinbl
Beckman Coulter TyTbiHyLWbINapFa KbI3MET KOPCETY OpTanbifblHa KOHbIpay LarnbiHbi3 Hemece xeprinikTi Beckman Coulter
KOMMaHUACBIHbIH eKiniHe xabapnacbIHbI3.

KAXETTI, BIPAK XXUHAKIMNEH BIPTE XETKI3IJIMET'EH MATEPUATIOAP
* Ynri any TyTiKTepi xaHe ynri any yLiH KaxXeTTi matepuan.
» 20, 100 xoHe 500 mkn epiTiHginepre apHanfaH 6ip peTTik ywbl 6ap aBToMaTThl TaMbI3fbILLTAP.
*  OpuTpoumnTTep remMonuaiHe apHanfaH nracTuKanbIK TYTiKTep.
*  Oputpounttepaid nusuci peareHT. Mbicansl: 10Test 3 nusncrtik epiTiHai (Cint. A07799).
» bydep (PBS: 0,01 M HaTtpun docdatbl; 0,145 M HaTpuii xnopuai; pH 7,2).
* UeHTpudpyranay
* ABTOMAaTTbl apanacTbIpfbill (apanacTbipfbill TYpi).
*  AfbIH LUTOMETPI.

YNrinepal DAMbIHOAY

Ynrigeri nenkoumTTep KoHueHTpauusicbl 10* xacywa/mkn (10'°/n) wamagaH a3 Gonybl wapt. Kaxer GonfaH >xarganga
NenKoumT KoHUeHTpaumsacbiH 5x 10° xacywanap/mkn (5 x 10°9/n) wamara akeny ywiH PBS epitiHaiciHoe cymbInTbIHbIS.
Mpouenypa TyTikTe HemMece Backa >XonMeH angbiH ana cyvbinTtbinFad 100 Mkn ynriHi narganadagbl.
NB:
* 7-AAD cankec crnyopecueHTTEeHY KapKblHObIMbIFbIH Bip TYTIKTEr XaHa TONblK KaH YArCiH X8He eMiplueH, emec
TypaKTaHAbIpbInFaH xacywanapabl 605y apkpinbl petTeyre 6onaapbl (kocbiMLLaaarbl CypeTTi kapaHpi3). Ockl WapTTapaa

7-AAD aHbiKTayblHa cankec kepHeyai 7-AAD-re GannaHbICTbl eMmiplleH okuFanap (Mmbicanbl, TyTac XaHa kaH) SS
rmcTorpammacbiHbiH BipiHLi OHKYHAIriHAE nanga 6onatbiHAam eTin peTTey kepek (KocbiMWwaaarbl Mbicanibl KapaHpl3).

» OH Oosty apTedrakTinepiH 6ongsipmay yLliH npoueaypa kesiHae eHeTiH HeMmece OekiTeTiH areHTTepi 6ap peareHTTepai
naviganaHb6aHpIs.
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NMPOLIEOYPA
1. Opbip TyTikke 20 mkn 7-AAD emipLueHAik BOsAFbIL epiTiHAICIH KOCbIHBI3.
2. ChblHak ynriciHiH, 100 MKN KOCbIHBI3 (SFHW, WaMameH 5 x 10° ysibikka TeH).
TyTikTepai abannan apanacTblpbiHbI3.
3. JKapblktaH KopranfaH 6enve temnepatypacbiHaa (18—25°C) 15-20 MUHYT UHKyGaumnanaHbI3.

4. CopaH keWniH, KaxeT OomnfaH >kardanga, NM3NCKEe KondaHbiNaTblH pPeareHTTiH YCbIHbICTapbliHa CyWeHe OTbIpbim,
3PUTPOLMTTEPAIH, FTU3UCIH XKYPri3iHi3.
Mebicanbl, IOTest 3 nuanc epiTiHgiciH (Cint. A07799) nanganaHfbiHbI3 Kence, 2 M XYMbIC epiTiHAiCiH (1X) KOCbIHbI3,
Aepey apanacTbipblHbI3 XXaHe XapblKTaH KopFanFaH 6enve temnepatypacbiHga 10 MUHYT MHKYGaLmanaHpIs.

Erep ynrige aputpoumntTep 6onmaca, nMaunc kagambliH eTkisin xidepin, 0,5-1 mn PBS KOCbIHbI3.
5. [HanmbiHgblkTapgbl 1 cafaT iwiHae Tangay Kepek.
EckepTtne: Gapnblk xargarnga npenapatrapabl 2—8°C Temnepartypaga, KyH Ke3iHEH anbIC epae cakTay Kepek.

OHIMAINIK
EPEKLUENITI

AKTUHOMULMHAEP XpomodbopablH,  (2-AMUHO-4,6[lumeTnndeHoKCa3oH-3) XaHe UMKNAIK neHTanentuarepdin OenceHai
ouonornsanblk KOMMNOHeHTTepi Gonbin Tabbinagpl (3). bByn Tomblpak ackoMuUETTepiHe Tapuxu ToH GakTepusinbiK TEKTi
aHTMBMOTMKTEP. AKTUHOMUUMHAEP KOC Ti30eKTi Oe30KCUPUBOHYKNenH KbllwkpinbimeH (DNA) TypakTel koMmnnekcrep Ty3eai,
Gipak Koc Ti3bekTi puboHykneunH KbiwkbinbimeH (RNA), RNA-DNA rubpuatepimen ge, 6ip Tis6ekti DNA Hemece RNA-meH
e KelleHaepaiH MyHaan TypiH Ty36engi.

7-AAD cnekTpnik KacmeTTepi OHbl afblH LIUTOMETPUSACHI apKbifbl Tangay YLiH eTe konannbl Kocbinblc eteqi (3). 7-AAD/DNA
KELLeHiHiH Makcumangbl abcopOumsi aproH nasepiMeH >kababikTanFaH uuTomeTpriep YuwiH, 488 HM KeK KO3y TOJKbIH
y3blHAbIFbIMEH yunecimaibl (4).  7-AAD/DNA KeLlleHiHiH, KO KbI3bln xonafbiHAarbl (635—675 HM) dnyopecueHUnsIHbIH,
€H, >XOfapbl 3MUCCUACBI OCbl AaTuurTi dnyopecueunH-usotnoumaHat (FITC) koHblorauusinaHFaH aHTUOeHenepMeH XoHe
R-dbukoaputpmHmeH (PE) ywtactbipa oTbipbin OHTaMNbl NanganaHyra myMmkiHaik 6epeqi (3). WeiHbiHAa aa, DNA mapkepi
peTiHge navpanaHbinatblH 6acka dnyopecueHTTi gatymk 6onbin TabbinatblH Nnponuauni nogugiHeH (Pl) avbipmalubinbifFbl,
7-AAD/DNA keweHi FITC »xxaHe PE-meH kabaTTacaTbiH 3MUCCUS CNEKTPI TOMEHOErEH.

Asnaik

OH maHaepdiH Nanbi3bl OH >Xacyllanapdbl KOCY apKbifbl XXaHa anblHFaH KaHObl KONAaHy apKbifbl aHblKTangbl. OpekeT YIri
4 peT, KyHiHe eki peT 1 KyH 6ownbl 2 acnanTta 7-AAD eMipLueHaik Doafbill peareHTiHiH 2 NOTbIH NanganaHbin opbiHAanabl.
©nwemaep (% oH) Navios afbliH uutomeTpiHae xyprisingi. Tangay CLSI EP5-A2 agici HerisiHge »xyprisingi: Evaluation of
Precision Performance of Quantitative Measurement Methods (CaHabIk ernliey agicTepiHiH, 4angik eHimAainiriH 6aranay).

bisgiH kabbingay kpuTepunnepi apbip NoNynNAUMS YLUiH enweHreH OH OKUFanapablH, CaHblHa BannaHbICTb:
* OH oknra 6onca <1500, CV <15%
* OH okura bonca >1500, CV <10%

I0Test 3 nu3ucTik epiTiHAi:

XaHa anbiHfaH kaHHPBALLxacyla cbi3bifbl 6ap
OH okuranap caHbl (OpTawa maH) = 5539

Apanbik onepatop | Lutomerpapaneik | Tontama TonTama XKyripy XKyripy XKannbl
iLuinik apanblk | apacelHaa iwiHoe
CV (%) 1.48 1.55 4.44 1.41 2.87 3.05 4.91
HOTWXEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

Versalyse nu3uc xymeci:

XaHa anbivran kaHHPBALLxacylua cbi3bifbl 6ap
OH okuranap caHbl (OpTawa maH) = 4034

Apanebik onepatop | LUntometpapansik | Tontama Tontama XKyripy XKyripy Kannbl
iLuinik apanblk | apackliHaa iwiHoe
CV (%) 3.73 1.85 8.74 1.79 3.63 7.02 9.11
HOTWXKEJIEP PASS PASS PASS PASS PASS PASS PASS

AO¥PbICTbIK

7-AAD ewmipweHgik OosFbiwbiHbIH, AypbicThiFbl NAVIOS uuTOMETpiHAE ©HOEenreH, >acylarnblk OH >KaHa anblHFaH KaH
YArinepiHiH, XUHafFblHOAFbl, NpeaukaT peTiHAe aHblKTamarblK peareHTNneH HaTwXKenephi canbICTbipy apKblnbl BaranaHabl.
CblHaK neH aHblKTamarnblK peareHT apacblHAafbl aybiTKy, CbIHaK HaTwxKenepi apacblHAafbl anbipMallbifblK HerisiHae
aHblkTangbl.  Erep kurawTbik Katere Te3iMainik aykbiMblHOa 0orica Hemece p-MaHi anTaprbiKTan ambipMallbifbIKTb
kepcetnece (>0,05), oHAa eki peareHTTepMeH emaenyLi ynrinepiH ceiHay HaTuxenepi 6anamanel 6onsin caHanagbl.
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AnbIHFaH HOTWXeNep Keneci kectefe TorblK KePCEeTINnreH:
I0Test 3 nM3nCTIK epiTiHgi:

[oHopnap caHbl = 25

OHTannbl HblcaHa Oprawa MaH A A % XKacywa kputepuiinepi p-MOHi HSTWXKEJIEP
XaHa anbiHFaH 0.31 <5 0.247 PASS
kaHHPBALLxacywa
CbI3blfbl 6ap

Versalyse nu3uc xymeci:

[oHopnap caHbl = 25

OHTannbl HblcaHa Oprawa MaH A A % Kacywa kputepuiinepi p-MOHi HSTWXKEJIEP
XaHa anbiHFaH -0.34 <5 0.289 PASS
kaHHPBALLxacywa
CbI3blfbl 6ap
LWEKTEYIEP

1. UwutomeTtp pypbic GantanmaraH, ¢nyopecueHTTeHyAiH afbin KeTyi OypbiC eTenMereH XoHe anmakTap MyKUAT
OpHanacTblpMaraH Xaffanaa, aFbliH LMTOMETPUSIChI KaTe HaTwkenep 6epyi MyMKiH.

2. JKypriginreH npouenypanap TexHUKanblK Hyckay OpolutopacbiHa CoMKeC >XaHe TUICTI 3epTxaHanblk TaxipnbemeH
yhnecimai 6onfaH xarganga faHa aypbic, api XKaHFbIPTbINybl MYMKIH HOTWKenepai anyra 6onaabi.

3. 7-AAD, ocbl peareHTTeri 6enceHgi 3aT eH Xakcbl cneLmdukansik/cneyndukanslk eMec CUrHan KaTblHAChIH YCbIHY YLLUiH
OHTannaHgblpbinFaH. CoHAbIKTaH apbip CbliHAKTLI XKYprisreHae peareHT KeneMiHiH yNnri kenemiHe KaTblHacblH cakTay
MaHpI3bl.

4. rmneprnemnkoumnTos xardavbliHoa wamameH 5 x 10° newnkouutTep/n () MeHiH any yuwiH PBS epiTiHaiciHae KaHAObl
CYMbINTbIHbI3.

5. Kenbip xiTi Oyrpek XeTkinikciaairi Hemece remornobuHonaTns CUSIKTbl aypynap »xafganbiHaa, 3puTpoumTTep nuanci 6asty,
TONbIK EMec HeMece TiNTi MyMKiH eMec 6onybl MyMmKiH. Byn xafganga 6osiyaaH GypbiH ThiFbI3AbIK TPaAMEHTIH (Mbicansl,
Ficoll) nanganaHbin, MOHOHYKNeapnbl Xacyllanapabl oKlaynan any yCbiHbinaabl.

Mbicangap MeH aHblKTamanap any YLiH KOCbIMLLAHbI KapaHbl3.

CAY[A BEJTJIEPI

Beckman Coulter, ctunbaeHreH norotun, coHbiMeH katap Beckman Coulter eHim meH Kbi3aMeT kepceTy benrinepi -— 6yn AKLL
xoHe 6acka engepgeri Beckman Coulter, Inc. cayna 6enrinepi Hemece TipkenreH cayaa 6enrinepi.

KOCBIMLLA AKIMAPAT

Eyponanbik Opgaktafrbl XeHe Bipaen peTtey pexumi (3epTxaHanblk xafgangarsl MeavMumHanbiK AnarHocTuKanbIK Kypbinssinap
Typanbl 2017/746/EO kaynbicbkl) 6ap engepaeri nauMeHT/nanaanaHyLwbl/yLWiHLLI Tapan YLWiH; erep ocbl KYPbINFbiHbI NaiganaHy
KesiHae Hemece OHbl navganaHy HOTWXKeCiHOEe eneyni OKuFa OpbIH arnca, eHAipyLlire xaHe/HeMece OHbIH, YaKINeTTi ekiniHe
)KOHE YNTThIK OpraHblHpbl3fa xabapnaHbi3.

©3repTy Tapuxbl

|AF KAUTA KAPAY: | LWbirapbinFaH kyHi: Kasan 2021

AW PEOAKLIMACHI: [ LbirapbinFaH kyHi: Cayip 2022
Beckman Coulter ranamablk TaHbanay casicaTblHa aHe
IVD-R (EO) 2017/746 TananTapblHa Ca/iKeC XacarfaH

XaHapTynap:

KocbinFaH 6enimaep MakcaTTbl NnanganaHyLubl, KOHUEHTpauus, Oangaik,
OYPbICTbIK, KOCbIMLUIA aknapat, ©3repTy Tapuvixbl

KocblnFaH aknapat Karnga 6enimaepiH kapaHbI3

XaHapTtbinfaH 6enimaep Karfnaa, eckepTy xaHe cakTblk lWapanapbl, GHS kayintep

KrnaccuduKaLusicbl, caktay )eHe TypakTbifblK, 3aksimaany
Genrinepi, LWekteynep, kocbiMia

KowibinFan 6enimaep Opicteme, KnuHukanbik kongaHy Mbicangapsl, KyTtinetiH

HaTwXkenep, 3epTxaHailinik XaHfblpTbily, Cbl3bIKTbIK

PEOAKLUUA LUbIFapbinfaH KyHi
AX KasaH 2022
YKaHapTbinFaH 6enimaep KocbinFaH aygapmanap
PEOAKLUUA LUbIFapbIiFaH KyHi
AY

XKaHapTtbinfaH 6enimgep Cakray xaHe TypaKTblblK
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Tanbanap nepHeci
TaHbanap rnoccapuni beckman.com/techdocs canTbiHaa (Kyxat Hemipi: B60062) komkeTimai
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APPENDIX
- EXAMPLES

The graph below is a biparametric representation (Fluorescence Intensity vs. Side Scatter) of a lyzed fresh whole blood sample
from an healthy donor spiked with Stem-Trol Control Cells (Ref. IM3632). Since Stem-Trol Control Cells are stabilized cells,
they are not viable and are stained with the the 7-AAD Viability Dye (visible in the right part of the histogram). In contrast, a
maijority of the fresh whole blood cells are not stained (visible in the left part of the histogram).

Acquisition is performed with a Beckman Coulter Navios flow cytometer equipped with the Navios analysis software.

[Leukocytes / Stem-Trol Control
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