Monoklonalni
protilatka proti
CD20, konjugovana
s FITC

(CD20 FITC)
Kat. & ED7005

1. Uréeny ucel prostiedku

Reagencie CD20 FITC je urcena k identifikaci a
pocitani CD20 pozitivnich lymfocytd v lidské
periferni krvi pomoci pritokové cytometrie.

2. Princip testu

Tento test je zaloZen na specifické vazbé
monoklondlni protilatky na antigen, ktery je
exprimovany na povrchu leukocytu.
Monoklondlni  protildtka je  konjugovana
s fluorescencni znackou. Béhem analyzy vzorku
pratokovym cytometrem je detekovana fluores-
cence jednotlivych bunék. Rozdily v intenzité
fluorescence bunék umoziuji separovat skupiny
leukocytt na  zadkladé rozdilné exprese
analyzovaného antigenu.

Specifické barveni leukocytt probiha v periferni
krvi. Po inkubaci vzorku se znacenou protilatkou
jsou Cervené krvinky odstranény pomoci lyze a

leukocyty  jsou  analyzovany  pratokovym
cytometrem.

3. Poskytované materialy

Reagencie  obsahuje my3$i  monoklonalni

protilatku proti lidskému antigenu CD20 (klon
LT20), kterda byla purifikovana a oznacena
fluorescein izothiokyandtem (FITC). Znagena
protilitka byla nafedéna na  optimalni
koncentraci do stabilizacniho roztoku, ktery
obsahuje PBS a 15mM azid sodny. Obsah vialky
(2 ml reagencie) odpovida provedeni 100 testu.

Specifikace produktu

Obsah 100 testd, 2 ml
Pouziti 20 pl natest
Specificita CD20
Klon LT20
|zotyp Mysi lgG2a
Fluorochrom FITC

J excitace 488 nm
Emisni maximum 525nm

4. Nutné, ale neposkytované materialy

Vhodné zkumavky pro barveni bunék
(napf. 12 x 75 mm)

Komeréni lyzaéni roztok

Fosfatovy pufr (PBS)

Izotypova kontrola (mysi IgG2a FITC)

5. Nutna zafizeni

Automatické pipety s jednorazovymi $pickami
Vortex

Centrifuga

Pratokovy cytometr - excitace modrym laserem
488 nm a spravné filtry

6. Skladovani a manipulace

Vialku sreagencii uchovavejte vtemnu pfi
teploté 2-8 °C. Nezmrazujte. Nerozplriujte do
alikvotli. Doba pouZitelnosti reagencie je
vyznacena na etiketé vialky a na vnéjsim obalu.

7. Vystrahy, predbéZna opatieni
a omezeni

Reagencie je urcena pro In vitro diagnostiku v
laboratofich mimo USA a Kanadu. Reagencie
je ve shodé s evropskou smérnici pro In vitro
diagnostické zdravotnické prostiedky
98/79/EC.

Nepouzivejte reagencii po uplynuti doby
pouzitelnosti.

Chraiite obsah vialky pred kontaminaci.
Reagencii nevystavujte dlouhodobému
pusobeni svétla.

Obsah vialky nesmi zmrznout.

Nedodrzeni postupu méfeni mlze ovlivnit
vysledky testu.

Reagencie obsahuje azid sodny (NaNa), ktery
je v Cistém stavu vysoce toxicky, avsak
koncentrace, ktera je v této reagencii (15mM),
neni jiz povazovana za nebezpe¢nou. PFi
likvidaci reagencie obsahujici azid splachujte
velkym mnoZstvim vody.

Krevni vzorky jsou povazovany za potencialné
infekéni material, a proto s nimi musi byt
nalezité nakladano. Vyvarujte se kontaktu
vzork( s pokozkou, o€ima a sliznicemi.

V pfipadé krevniho vzorku s abnorméalné
vysokym poctem leukocytt je tfeba vzorek
nafedit pomoci PBS na hodnotu kolem 5 x 10°
leukocytt na ml.

Krevni vzorky od abnormalnich pacient(

mohou vykazovat abnormalni hodnoty
procent pozitivnich bunék.

Data mohou byt Spatné interpretovana, pokud
jsou fluorescencni signély Spatné
kompenzované, ptipadné pokud jsou regiony
bunék Spatné umisténé.

Pritokovy cytometr miize poskytovat Spatné
hodnoty, pokud neni dobre sefizen a
udrzovan.

Cervené krvinky nékterych abnormalnich
pacienti mohou byt rezistentni k lyzi pomoci
lyzaénich roztok.

Krevni vzorky by nemély byt skladovany déle
nez 24 hodin od odbéru.

8. Vzorek
Pouzijte vzorek periferni krve odebrany do
sterilni zkumavky s antikoagulantem (Heparin

nebo EDTA).
Skladujte pfed obarvenim za laboratorni teploty.

9. Postup
Postup barveni

1. Pipetujte 20 upl reagencie CD20 FITC do
zkumavky astejné mnoZstvi izotypové
kontroly do kontrolni zkumavky.

2. Pridejte 100 ul periferni krve do kazdé
zkumavky a smés promichejte pomoci
vortexu.

3. Inkubujte zkumavky 20-30 minut v temnu za
laboratorni teploty.

4. Provedte lyzi cervenych krvinek pomoci
lyza¢niho roztoku. Je doporuceno pouZivat
komerc¢ni lyzaéni cinidlo, které obsahuje
formaldehyd fixujici buriky. Postupujte podle
néavodu vyrobce lyza¢niho ¢inidla.

5. Centrifugujte zkumavky 5 minut pfi 300 g.

6. Odstranite supernatant a resuspendujte
sediment pomoci 3-4 ml PBS.

7. Centrifugujte zkumavky 5 minut pfi 300 g.

8. Odstrante supernatant a resuspendujte
sediment pomoci 0,3-0,5 ml PBS.

9. Analyzujte vzorky ihned po obarveni pomoci
pratokového cytometru. V pfipadé, Ze byly
vzorky fixovany formaldehydem, je mozné
vzorky uskladnit vtemnu pfi 2-8 °C a
analyzovat do 24 hodin.

Analyza v priitokovém cytometru

Vzorek obarveny pomoci reagencie CD20 FITC

analyzujte pratokovym cytometrem. Namérena

data zobrazte v grafu side-scatter (SSC) versus
forward-scatter (FSC). Ohrani¢te  populaci

lymfocytd, jak je zndzornéno na obrazku 1.

Obr. 1: Ohraniceni populace lymfocytt

4000 +

3000 +

1000

0 T T T T
0 1000 2000 3000 4000
FSC-H

Ohrani¢ené lymfocyty vyneste do histogramu,
kde osa x predstavuje intenzitu fluorescence
FITC (viz Obr. 2). Oddélte pozitivni a negativni
populace pomoci vhodnych regionl a vypoctéte
procento CD20 pozitivnich lymfocyt(i. Region
odpovidajici negativnim bufikdm je doporuceno
prfedem nastavit pomoci vhodné izotypové
kontroly (mysi 1gG2a znacena FITC). Izotypova
kontrola pomlize odhadnout uroven
nespecifickych vazeb znacené protilatky na
burky.

Obr. 2: Lymfocyty obarvené pomoci reagencie
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100

80

% of Max
o
=

L

]

— A
o o? 10° 10* 10°
CD20 FITC

10. Vlastnosti analytické funkce
Specificita

Monoklonalni protilatka LT20 reaguje
s antigenem CD20 (Bp35), neglykosylovanym
membranovym fosfoproteinem o molekulové
hmotnosti 33-37 kDa, ktery ctyrikrat prochazi
bunéénou membranou. Antigen CD20 je
exprimovan B lymfocyty, folikularnimi dendri-
tickymi burikami a v malé mife se nachazi i na
T lymfocytech v periferni krvi. Plasmatické burky
CD20 jiz neexprimuiji.

11. Vlastnosti klinické funkce

Oc¢ekavané hodnoty

Vysledky poctu pozitivnich bunék mohou kolisat
mezi jednotlivymi laboratofemi. Kazda laboratof
by si méla ustanovit vlastni rozsah normalnich
hodnot. V nasi laboratofi byla reagencie
CD20 FITC testovana na 40 krevnich vzorcich
zdravych jedincd. Ziskané hodnoty jsou uvedeny
v nasledujici tabulce.

Parametr Pramér (%) | SD CV (%)
CD20+ lymfocyty 12,0 48 400
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13. Vyrobce
EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
25250 Vestec
Czech Republic

info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

14. Ochranné znamky
N/A
15. Historie revizi

e Verze 1, ED7005_IFU_v1

Prvni vydani.

e Verze 2, ED7005_IFU_v2

Slouceni tfi jazykovych mutaci do jednoho
dokumentu.

e Verze 3, ED7005_IFU_v3

Zména adresy: “Nad Safinou Il 341",

e Verze 4, ED7005_IFU_v4

V sekci vystrahy, predbézna opatfeni a omezeni
bylo zménéno - ,Ur¢eno pouze pro profesionalni
pouziti.“ - odstranéno. ,Reagencie je urcena pro
In vitro diagnostiku v laboratofich mimo USA a
Kanadu. Souprava je ve shodé s evropskou
smérnici pro In vitro diagnostické zdravotnické
prostiedky 98/79/EC.“ - pfidano.

e Verze 5, ED7005_IFU_v5

V sekci popis reagencie byl pridan text
“stabiliza¢ni” a “roztok”, byl odstranén 0,2%
(hmotn./obj.) hovézi sérovy albumin (BSA) jako
stabilizacni ¢inidlo."

e Verze 6, ED7005_IFU_vé

Zména loga vyrobce. Zména grafického designu
a celkového rozlozeni navodu k pouZiti.

Pfiddno omezeni pro skladovani: “Chranit pred
slune¢nim zafenim”.

Zména PSC vyrobce z 25242 na 25250.
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Vyrobce

Produkt je uréen pro In Vitro diagnostické pouziti. In vivo diagnostické nebo terapeutické aplikace
jsou zakazany.

Vyrobky nesméji byt pouzity k dalsimu prodeji nebo pfevodu tfetim osobam ani jako samostatny
vyrobek, ani jako sou¢ast vyroby jiného vyrobku bez pisemného souhlasu EXBIO Praha, a.s.

EXBIO Praha, a.s. nenese odpovédnost za poruseni patentu ani za zadné dalsi porudeni prav
dudevniho vlastnictvi, ke kterym muze dojit pfi pouzivani téchto produktt. Objednavky na viechny
produkty jsou pfijimany v souladu s pravidly a podminkami dostupnymi na www.exbio.cz. EXBIO,
EXBIO Logo a viechny ostatni ochranné znamky jsou vlastnictvim spole¢nosti EXBIO Praha, a.s.



