Diagnostics

EXCELLYSE |

Lysing solution, lyza€ni roztok, lyzaény roztok

Cat. No. / Kat.
Cat. No. / Kat.

ENGLISH

1. Intended use

The EXCELLYSE | lysing solution permits red blood cell lysis
following antibody staining of human peripheral blood
leukocytes. This solution is optimized for use with BD
Biosciences flow cytometers. Other manufacturer's flow
cytometer may also be used without considerable sample
quality loss.

EXCELLYSE | lysing solution is appropriate for use with EXBIO
single colour monoclonal antibodies and KOMBITEST™
reagents and may be used in both lyse/wash and lyse/no wash
protocol.

2. Introduction

Leukocyte analysis and detection in peripheral blood requires
elimination of interfering cells, mainly erythrocytes. So far, Ficoll
density gradient method was used to separate leukocytes from
whole blood. This method is rather time consuming and may
lead to a loss of certain lymphocyte subsets. Direct blood
sample staining followed by red blood cell lysis therefore takes
place in clinical laboratories as a fast and accurate method for
whole blood flow cytometry analysis. EXCELLYSE | lysing
solution provides for excellent results. Erythrocytes are lysed
with only minimum debris left and leukocytes are fixed keeping
cell subsets well distinguished and keeping cell markers
preserved.

3. Reagent provided

EXCELLYSE | lysing solution is a ready to use reagent
provided as 30 ml or 100 ml package of proprietary buffered
solution containing <5 % formaldehyde. This quantity is
sufficient for 150 or 500 tests respectively.

4, Storage
Store the EXCELLYSE | lysing solution at room temperature.

5. Precautions

For research use only.

Do not use after expiration date stamped on vial label.

Do not use if any discoloration or precipitation occurs.

Do not freeze.

Avoid contamination of the reagent.

Any non-performance of lysing protocol may produce false
results.
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30 ml 150 (tests / testu / testov)
100 ml 500 (tests / testil / testov)

= The reagent contains < 5% formaldehyde which is toxic
and a suspected carcinogen. It may be allergenic. Avoid
any contact with skin, eyes, mucous membranes and
clothing. Appropriate care should be taken.

= Blood samples are considered as potentially infectious
and must be handled with care. Avoid all contact of the
sample with the skin, eyes and mucosa.

6. Necessary material not supplied

Material necessary for collection of peripheral blood, test tubes
for blood sample staining (e.g. 12 x 75 mm), automatic pipettes
with disposable tips, vortex mixer, centrifuge, phosphate
buffered saline (PBS), deionized water, appropriate fluorescent-
dye-labeled primary/secondary antibody, flow cytometer.

7. Lysel/wash blood lysing protocol

1. Collect peripheral blood in a sterile tube with an
anticoagulant (e.g. Heparin, EDTA).

2. Follow manufacturer’s instructions for whole blood
antibody staining.

3. Add 200 pl of EXCELLYSE | lysing solution per 100 pl
of whole blood. Mix the tube with a vortex mixer.

4. Incubate the tube for 10 minutes at room temperature
in the dark.

5. Add 3-4 ml of deionized water to the tube and incubate
for about 5-10 minutes, until the blurry blood sample
solution gets clear.

6. Centrifuge the tube for 5 minutes at 300 g.

7. Remove supernatant and resuspend pellet with 0.3 —
0.5 ml of PBS.

8.  Analyze the sample immediately using flow cytometer
or store the sample at 2-8 °C in the dark and analyze
within 24 hours. No further cell fixation is required.

8. Lyse/no wash blood lysing protocol

1. Collect peripheral blood in a sterile tube with an
anticoagulant (e.g. Heparin, EDTA).

2. Follow instructions for whole blood antibody staining.
3. Add 200 pl of EXCELLYSE I lysing solution per 100 pl
of whole blood. Mix the tube with a vortex mixer.

4. Incubate the tube for 10 minutes at room temperature
in the dark.

5. Add 1 ml of deionized water to the tube, mix well, and
incubate for about 5-10 minutes, until the blurry blood
sample solution gets clear.

6.  Analyze the sample immediately using flow cytometer
or store the sample at 2-8°C in the dark and analyze
within 24 hours. No further cell fixation is required.
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9. Limitations

= Flow cytometer may produce false results if the device
has not been aligned and maintained appropriately.

= Data may be incorrectly interpreted if fluorescent signals
were compensated wrongly or if gates were positioned
inaccurately.

= Blood samples from abnormal patients may exhibit
abnormal values of positive cells.

= Red blood cells from abnormal patients may be resistant
to lysis using lysing solutions.

= In case of hyperleukocytose sample, it is recommended to
dilute blood sample with PBS to obtain leukocyte density
approximately 5 x 106 leukocytes/ml.

= Blood samples should be stained and analyzed within 24
hours from the blood collection.

CESKY
1. Pouziti

EXCELLYSE | lyza¢ni roztok umoznuje lyzi ¢ervenych krvinek
po znaceni leukocytl v lidské periferni krvi. Tento lyzacni roztok
byl optimalizovan pro pouziti s prdtokovymi cytometry
BD Biosciences, ale mize byt pouzit i pro méfeni s cytometry
jinych vyrobcl.

EXCELLYSE | lyzaéni roztok je vhodny pro pouziti se
znatenymi protilatkami EXBIO vCetné produktové Fady
KOMBITEST™ reagencii. Lyzacni Cinidlo muZe byt pouZito
vramci promyvaciho (lyse/wash) a nepromyvaciho (lyse/no
wash) protokolu.

2. Uvod

Analyza a detekce leukocytl v lidské periferni krvi pomoci
pritokové cytometrie vyzaduje odstranéni ¢ervenych krvinek —
erytrocytd. Alternativné pouzivana metoda Ficollového déleni
na zakladé hustoty, umozujici separaci leukocytu z piné krve,
je Casové narocna a dochazi pfi ni ke ztratam urcitych populaci
lymfocytd. V klinickych laboratofich nahrazuje tuto metodu
pfimé znaleni plné krve protildtkami, nasledované lyzi
Cervenych krvinek, které pfinasi rychlé a pfesné vysledky.
EXCELLYSE | lyza¢ni roztok umoziuje dosahnout vybornych
vysledk(i analyz krevnich vzorkd s minimalnim mnozstvim
zlstatkového debrisu. Lyzaéni roztok zaroven leukocyty fixuje,
¢imZ zachova dobrou rozli$itelnost bunéénych subpopulaci
a zaroven chrani bunééné struktury.

3. Popis reagencie

EXCELLYSE | lyza¢ni roztok je pfipraveny k okamzitému
pouziti a je dodavany ve 30ml a 100ml baleni. Toto mnoZzstvi
postaCuje na provedeni 150 respektive 500 testl. Reagencie
obsahuje < 5 % formaldehydu.

4. Skladovani

EXCELLYSE | lyzacni roztok skladuijte pfi laboratorni teploté.
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5. Upozornéni

= Lyzaéni roztok je urCen pouze pro vyzkumné cely.

= NepouZivejte reagencii po uplynuti doby pouZitelnosti
vyznagené na Stitku lahvicky.

= NepouZivejte reagencii v pfipadé, Ze zméni barvu, nebo

se v jejim obsahu objevi precipitat.

Obsah lahvicky nesmi zmrznout.

Chrarite obsah lahvicky pfed kontaminaci.

Nedodrzeni postupu méfeni muize ovlivnit vysledky testu.

Reagencie obsahuje < 5 % formaldehydu, ktery je toxicky

a karcinogenni. Mize byt alergenni. Zabrarite kontaktu

reagencie s pokozkou, oima, sliznicemi a oblecenim.

= Krevni vzorky jsou povazovany za potencialné infekéni
materidl a proto s nimi musi byt nalezité nakladano.
Viyvarujte se kontaktu vzorkud s pokozkou, o¢ima
a sliznicemi.

6. Potfebné vybaveni a material, ktery neni
dodavan

Nezbytny material pro odbér periferni krve, vhodné zkumavky
pro barveni bun&k (napf. 12 x 75 mm), sada pipet
s jednorazovymi  Spickami, centrifuga, vortex, pufr PBS,
demineralizovana voda, vhodné protilatky, pritokovy cytometr.

7. Lyselwash lyzaéni protokol

1. Odeberte periferni krev do sterilni odbérové zkumavky
obsahujici antikoagulant (napf. Heparin, EDTA).

2. Provedte znaceni pIné krve protilatkou podle
doporuceni vyrobce protilatky.

3. Pridejte 200 pl EXCELLYSE | lyza¢niho roztoku na
100 pl pIné krve a zkumavku promichejte vortexem.

4. Inkubujte vzorek 10 minut v temnu pfi laboratorni
teploté.

5. Do zkumavky pfidejte 3-4 ml demineralizované vody
a vyckejte pfiblizné 5-10 minut, dokud se vzorek
nevycefi.

6.  Centrifugujte zkumavky 5 minut pfi 300 g.

7. Odstrafite supernatant a resuspenduijte sediment
pomoci 0,3-0,5 ml PBS.

8. Analyzuijte vzorky ihned po obarveni pomoci
pritokového cytometru, pfipadné do 24 hod za
predpokladu, Ze jsou uskladnéné v temnu pfi 2-8 °C.
Buriky neni potfeba dale fixovat.

8. Lyse/no wash lyzaéni protokol

1. Odeberte periferni krev do sterilni odbérové zkumavky
obsahujici antikoagulant (napf. Heparin, EDTA).

2. Provedte znaCeni pIné krve protilatkou podle
doporuceni vyrobce protilatky.

3. Pridejte 200 ul EXCELLYSE | lyzagniho roztoku na
100 pl pIné krve a zkumavku promichejte vortexem.

4. Inkubujte vzorek 10 minut v temnu pfi laboratorni
teploté.

5. Do zkumavky pfidejte 1 ml demineralizované vody,
promichejte a vyCkejte pfiblizné 5-10 minut, dokud se
vzorek nevycefi.

6.  Analyzujte vzorky ihned po obarveni pomoci
priitokového cytometru, pfipadné do 24 hod za
pfedpokladu, Ze jsou uskladnéné v temnu pfi 2-8 °C.
Buriky neni potfeba dale fixovat.
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9. Omezeni metody

= Pritokovy cytometr mize poskytovat $patné hodnoty,
pokud neni dobfe sefizen a udrzovan.

= Data mohou byt Spatné interpretovana, pokud jsou
fluorescenéni signaly Spatné kompenzované, pfipadné
pokud jsou regiony bunék Spatné umisténé.

= Krevni vzorky od abnormalnich pacienti mohou
vykazovat abnormalni hodnoty procent pozitivnich bunék.

= Cervené krvinky nékterych abnormalnich pacient(i mohou
byt rezistentni k lyzi pomoci lyzacnich roztokd.

= V pfipadé krevniho vzorku s abnormainé vysokym poctem
leukocytu je tfeba vzorek nafedit pomoci PBS na hodnotu
kolem 5 x 108 leukocyt(i na ml.

= Krevni vzorky by nemély byt skladovany déle nez 24
hodin pred barvenim.

SLOVENSKY
1. Pouzitie

EXCELLYSE | lyzagny roztok umozriuje lyzu Cervenych krviniek
po oznaceni leukocytov protilatkou v ludskej periférnej krvi.
Tento roztok je optimalizovany pre pouzitie s prietokovymi
cytometrami  BD Biosciences, ale mdze byt pouzity 3
s prietokovym cytometrom od iného vyrobcu, bez vyrazne;
zmeny v nameranych hodnotach.

EXCELLYSE | lyzaény roztok je vhodny pre pouzitie s EXBIO
oznacenymi monoklonovymi protilatkami vratane produktovej
rady KOMBITEST™ reagencii. MoZe byt pouZzity v oboch
procesoch lyzovania: protokol Ilyza/premytie  (lyse/wash)
a lyza/bez premytia (lyse/no wash).

2. Uvod

Analyza a detekcia leukocytov v ludskej periférnej krvi si
vyZzaduje odstranenie neanalyzovanych buniek - erytrocytov.
Alternativne pouzivana metdéda Ficollového oddelovania na
zaklade hustoty, umoznujica separaciu leukocytov z pinej krvi,
je Casovo narotna adochadza pri nej ku stratam buniek
uréitych  populécii  lymfocytov. V klinickych laboratériach
nahradza tlto metodu priame znacenie krvi protilatkou,
nasledované Ilyzou d&ervenych krviniek aanalyzou na
prietokovom cytometri, ktora je rychla a presna. EXCELLYSE |
lyzany roztok umoziuje dosiahnut vyborné vysledky
analyzovanych vzoriek lyzou erytrocytov s minimalnym
mnozstvom zostatkového debrisu a fixaciou leukocytov, kedy
sa zachovavaju jednotlivé bunkové ,markery* a bunkové
populécie, ktoré st od seba jednoznacne oddelené.

3. Popis reagencie

EXCELLYSE | lyzaCny roztok je pripraveny k pouZitiu,
dodavany ako 30ml a 100ml balenie timeného roztoku, ktory
obsahuje < 5 % formaldehydu. Toto mnozstvo je postacujice
na vykonanie 150, resp. 500 testov.

4. Skladovanie

EXCELLYSE | lyza¢ny roztok skladujte pri laboratornej teplote.

5. Upozornenie

= Uréené pre vyskumné ucely.
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= NepouZivajte po uplynuti doby pouZitelnosti vyznacenej
na Stitku flasticky.

= Roztok nepouzivajte v pripade, ze zmeni farbu alebo sa
v jeho obsahu objavi precipitat.

= Obsah flasticky nesmie zmrznut

= Zabrarite kontaminacii roztoku.

= NedodrZanie postupu merania mdZe ovplyvnit vysledky
testu.

= Roztok obsahuje < 5 % formaldehydu, ktory je toxicky
a karcinogénny. Méze byt alergizujuci. Zabrarte
akémukolvek kontaktu s kozou, oami, obleenim
a sliznicou.

= Krvné vzorky su povazované za potencialne infekény
material a preto sa s nimi musi zaobchadzat opatrne.
Vyvarujte sa kontaktu vzoriek s pokozkou, oami
a sliznicami.

6. Potrebné vybavenie a material, ktory nie je
dodavany

Material potrebny na odber periférnej krvi, vhodné skumavky
pre znaCenie buniek (napr. 12 x 75 mm), sada pipiet
s jednorazovymi Spickami, centrifiga, vortex, PBS timivy roztok,
demineralizovana voda, vhodné protilatky, prietokovy
cytometer.

7. Lyse/wash lyzaény protokol

1. Odoberte periférnu krv do sterilnej odberovej skumavky
obsahujlcej antikoagulant (napr. Heparin, EDTA).

2. Pokradujte znacenim plnej krvi protilatkou podia
navodu od vyrobcu protilatky.

3. Pridajte 200 pl EXCELLYSE | lyzatného roztoku na
100 wl pinej krvi a skimavku premieSajte vortexom.

4. Inkubujte vzorku 10 mindt v temne pri laboratornej
teplote.

5. Do skiimavky so vzorkou pridajte 3-4 ml
demineralizovanej vody a inkubujte 5 minGt, kym sa
krvna zmes nevyciri.

6. Centrifugujte skamavku 5 minat pri 300 g.

Odsajte supernatant a resuspenduijte bunky
v 0,3-0,5ml PBS.

8.  Vzorky analyzujte na prietokovom cytometri ihned po
oznaceni, najneskor vak do 24 hodin za predpokladu,
Ze sU skladované v temne pri 2-8°C. Fixacia buniek
nieje potrebna.

8. Lyse/no wash lyzaény protokol

1. Odoberte periférnu krv do sterilnej odberovej skimavky
obsahujlcej antikoagulant (napr. Heparin, EDTA).

2. Pokracdujte znacenim plnej krvi protilatkou podia
navodu od vyrobcu protilatky.

3. Pridajte 200 pl EXCELLYSE | lyzatného roztoku na
100 pl pinej krvi a skimavku premieSajte vortexom.

4. Inkubujte vzorku 10 mindt v temne pri laboratornej
teplote.

5. Do skiimavky so vzorkou pridajte 1 ml
demineralizovanej vody, premie$ajte a inkubujte 5-10
mindt, kym sa krvna zmes nevygiri.

6.  Vzorky analyzujte na prietokovom cytometri ihned po
oznaceni, najneskor vSak do 24 hodin za predpokladu,
Ze sU skladované v temne pri 2-8°C. Fixacia buniek
nieje potrebna.
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9. Obmedzenia metody

= Prietokovy cytometer mdze poskytovat nepresné
vysledky, ak nieje dobre nastaveny a udrziavany.

= Data mdzu byt zle interpretované, ak su fluorescenéné
signaly nedostatoéne kompenzované alebo ak su regiony
buniek zle umiestnené.

= Krvné vzorky od abnormalnych pacientov mozu vykazovat
abnormalne percentuélne hodnoty pozitivnych buniek.

= Cervené krvinky niektorych abnormalnych pacientov mézu
byt rezistentné voci lyze pomocou lyza€nych roztokov.

= V pripade krvnej vzorky s abnormélne vysokym poctom
leukocytov je potrebné vzorku nariedit pomocou PBS na
hodnotu priblizne 5 x 108 leukocytov na ml.

= Krvné vzorky by nemali byt skladované dihSie ako 24
hodin pred znac¢enim.

ENGLISH / CESKY / SLOVENSKY

Scatter profile example / Priklad scattergramdi /
Priklad scattergramov
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Fig. 1: Peripheral blood leukocytes dot-plot from lysed whole blood
using EXCELLYSE | lysing solution, analyzed on BD FACSCanto™
cytometer.

Obr. 1: Dot-plot leukocytl z lyzované periferni krve, lyzovano pomoci
EXCELLYSE | lyzaénim roztokem, analyzovano pomoci pritokového
cytometru BD FACSCanto™.

Obr. 1: Dot-plot leukocytov z lyzovanej periférnej pinej krvi, lyzovanych
EXCELLYSE | lyzaénym roztokom a analyzovanych pomocou BD
FACSCanto™ cytometra.
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Fig. 2: Peripheral blood leukocytes dot-plot from lysed whole blood
using EXCELLYSE | lysing solution, analyzed on Dako Cyan™
cytometer.

Obr. 2: Dot-plot leukocytli z lyzované periferni krve, lyzovano pomoci
EXCELLYSE | lyzaénim roztokem, analyzovano pomoci pritokového
cytometru Dako Cyan™.

Obr. 2: Dot-plot leukocytov z lyzovanej perifémej pinej krvi, lyzovanych
EXCELLYSE | lyzaénym roztokom a analyzovanych pomocou Dako
Cyan™ cytometra.
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Fig. 3: Peripheral blood leukocytes dot-plot from lysed whole blood
using EXCELLYSE lysing solution, analyzed on Beckman Coulter FC-
500 cytometer.

Obr. 3: Dot-plot leukocytt z lyzované periferni krve, lyzovano pomoci
EXCELLYSE | lyza¢nim roztokem, analyzovano pomoci pritokového
cytometru Beckman Coulter FC-500.

Obr. 3: Dot-plot leukocytov z lyzovanej periférnej pinej krvi, lyzovanych
EXCELLYSE | lyzaénym roztokom a analyzovanych pomocou Beckman
Coulter FC-500 cytometra.

Explanation of symbols / Vysvétleni symbold /
Vysvetlenie symbolov

Catalog number
Katalogové Cislo
Katalégové &islo

REF

Manufacturer identification
Vyrobce
Vyrobca

Consult the manual before use
Viz navod k pouziti
Vid' navod na pouzitie

| 3

Store within temperature limits
Rozmezi skladovacich teplot
Rozmedzie skladovacich teplot

- 25°C
18°C 74

Batch code
LOT Cislo $arze
Use by
Pouzitelné do
Pouzitelné do

Manufacturer / Vyrobce / Vyrobca

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 366

252 42 Vestec, Czech Republic
Tel: +420 261 090 666

Fax: +420 261 090 660

E-mail: orders@exbio.cz
http://www.exbio.cz

Trademarks / Registrované nazvy

BD FACSCanto™ is a registered trademark of BD Biosciences
and Company.

Dako Cyan™ is a registered trademark of Beckman Coulter
Company.
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